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Desarrollo y aplicacién de un modelo matematico
en la evaluacién de cultivos de Arthrospira maxima
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RESUMEN. Los cuitives de microalgas tienen que evaluarse para obtener
la maxima productividad y para asegurar constantemente su eficiencia y
buen estado, por lo que resulta muy importantie obtener informacion deta-
llada que facilite una evaluacién certera y rapida det estado fisiolégico del
cultivo. Debido a estas razones, en la biotecnologia de las microalgas se han
desarrollado numeresos trabajos, en los Gltimos afios, con el fin de lograrla
evaluacién vy el control automatizados de los cultivos. En el presente traba-
jo se desarrollé un modelo matemético para estimar la concentracion de tos
iones hidrégenocarbonate en cultivos de Arthrospira maxime a partir de
las mediciones de parametros instrumentales [pH, temperatura y conducti-
vidad eléctrica (CE)), asi como de la concentracién de los icnes carbonato
obtenida, a su vez, a partir de su correlacién con la CE. Este modelo ne
aparece reporiado en la literatura. Se hace un anélisis de la influencia de
los errores en la medicién sobre la respuesta del modelo. Los resuliados
demostraron la factibilidad de su aplicacidn, lo cual resulta una gran venta-
ja, debido a la facilidad de la medicién instrumental de estos parametros, la
rapidez de obtencidén de los resultados y la disminucién de los errores expe-
rimentales. Estos resultados permiten sentar las bases para el estableci-
miento de un método de evaluacién automatizade para el control de estos
culiivos con equipos normalmente asequibles, sin necesidad de utilizar sen-
sores costosos. Este método pudiera ser aplicado en otros cultivos de
microalgas similares, por ejemple Spirulina, luego de establecer las corre-
laciones especificas 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
guick evaluation of the physiological state of the culture. Due to these rea-
sonhs, 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 HCO,™ 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 medel, which is advantageous, because instrumental methods
are easier, faster and more accurate. The results could serve as a basis for
an automated monitering 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 cut-
tures, for example Spirulina, after determining the corresponding specific
correlations for the particular culture medium.
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INTRODUCCION

La tecnologia de medicién y con-
trol se vuelve cada dia un factor méas
crucial en el desarrolio exiiosodeun
proceso biotecnolégico moderno,
debiendo tenerse en cuenta la eco-
nomia del proceso y el comporta-
miento fisioldgico especifico del or-
ganismo ¢ célula que se cultivara.!
La tendencia actual se dirige alograr
una evaluaciéon continuag, con senso-
res en linea {mediante el emplec de
computadoras) de todas las variables
del bioproceso, para tener una vision
de su dindmica en toda su compleji-
dad v de las interrelaciones entre el
sistema biolégico v su ambiente gui-
mico y fisico.

El analisis convencional, en el
laboratorio, no puede cumplir con
estos objetivos, ya que los resulta-
dos se obtienen luego de cierto re-
frasc. Ademaés, cuando se necesita
evaluar nurerosas variables, en los
cortos intervalos de tiempo necesa-
rios para un analisis exacto del bic-
proceso, los costos y el irabajo se
incrementan ?

Los cultivos realizados en siste-
mas cerrados tales como los biorre-
actores, presentan condiciones mas
propicias para lograr la automatiza-
cion de la evaluacién y el control. Se
conocen diferentes referencias al
respecto, relacionadas con €l culti-
vo de células,’® fermentaciones,*
cultivos de microalgas® y otros.”

Hoy dia, dentro del desarrclio de
la biotecnologia de las microalgas,
existe una tendencia creciente a lo-
grar la evaluacién y el control auto-
matizado de los cultivos, ya que para
utilizar favorablemente las propie-
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dades de estos microorganismaos se
requiere un control adecuado y con-
fiable de las principales variables del
proceso para obtener una biormasa
con las caracteristicas descadas f

Dilerentes laboratorios v grupos
de investigacion realizan trabajos
encarminados a lograr el control au-
tomatizado de los cultivos de mi-
croalgas como Spiruling, ® Duna-
liella" y otrag,! lo que permite des-
cribir el estado del bioproceso, en
delalle, en cualguier etapa de su de-
sarrollo, ¥ realizar un registro mas
exacto del proceso, lacilitando su
modelacidn, optimizacion y control

En algunos casos en la automati-
zacion de estos procesos, se utilizan
sensores muy especializados y cos-
tosos como los gue se aplican en sis-
temas de inyeccidn a flujo que apro-
vechan el efecio de campos enzima-
ticos, para la evaluacion simultanea
de componentes del medio de culti-
vo. " Sin embargo, también se cono-
ce el empleo de sensores [isico-gui-
micos Lradicionales, para la medi-
cién ¥ el conirol del ambiente [isi-
co-quimice gue prevalece en el me-
dio, como Is acidez {pH). el oxigeno
disuelto (pOz). el digxido de carbono
disuelto (pCQO,), el potencial redox?
v en este mismo senlido, el empleo
de la medicién de la conductividad
eléctrica (CE} como indicador en la
evaluacién de las principales varia-
bles de control de cultivos de la ma-
croalga Arthrospira, lo gue permiti-
ria utilizar una celda de conductivi-
dad apropiada como sensor? Sin
embargo, a diferencia de las otras
variables del proceso, no es posible
la estimacion de la concentracion de
iones hidrogenocarbonato {fuentede
carbono, en el medio de cultivo de
esta microalga) a través de su corre-
lacion con la CE, por lo que resulta-
ria conveniente establecer la {forma
de introducir esta importante vana-
bie dentro de la evaluacién y el con-
trol automatizade de los cultivos de
Arthrospira.

En el presente trabajo se presen-
ta el desarrollo y aplicacion de un
modelo matematico, gue involucra
las mediciones de CE, pH v tempe-
ratura, para la estimacion de la con-
centracion de iones hidrogenocarbo-
nato en cultivos de Arthrospira
maxima a escala de laboratorio y de
planta piloto. Ademads, se realiza un
andalisis de la influencia de los erro-
res de la medicién en la respuesta del
modelo. Los resultadoes pudieran ser-
vir como base para la aplicacién de un
meétode de evaluacién y control auto-
matizado de estos cultives, mediante
equipes comunmente asequibles,

obviando el empleo de sensores cos-
tos0s.

MATERIALES Y METODOS

La micrealga utilizada fue la cia-
nobacteria Arthrospira maxima
(Coleccidn de Microalgas del Centro
Nacional de Investigaciones Cienti-
ficas, Crudad de La Habana).

Experiencias de laboratorio

Los cultivos sc realizaron en
cubelas plasticas de 40 Ly 15 em de
profundidad. La agitacion se realizéd
mediante paletas acopladas a un
motorn, a 15 rfmin . Lailuminacion se
Hlevd a cabo con cuatro ladmparas de
neon de 40 W cada una que fueron
situadas a 40 cm por encima de la su-
perficie del liquido. La temperatura
de los cultivos se equilibro con la
ambicnte, la cual fue de 352 37°C.

Se utihizd el medio de cultivo
Zarrouk," el cual fue incculado con
250 mL de una suspension concen-
trada de la microalga, con un conte-
nido de clorofila a de 13,77 mg/L .

Evaluacién de los cultivos de labo-
ratorio

Diariamente se registraron la CE
{equipo ECCA-2, Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas), el pH
{potencidémetro MPH-4B Centro Na-
cional de Investigaciones Cientifi-
cas) ¥ temperatura. La determina-
¢ion de la concentracion de los iones
hidrégenocarbonato (HCO, ), carbo-
nato (CO,*), cloruro (CI'), calcio
{Ca’*} ¥ magnesio (Mg ) (emplean-
do métodos voluméiricos), asi como
los de clorofila ay absorbanciaa 730 nm
(fotocolorimetro digital Spekol mo-
delo 219}, se realizaron por duplica-
do, segin los Métodos Normalizados
para el Analisis de Aguas Potables y
Residuales. 1*

A partir del sexto dia, se mantu-
ve ¢l pH en un intervaio adecuado
{9,3 2 9.7),'" con el suminisiro conve-
niente de CQ,

Caracteristicas del cultivador a es-
cala de planta piloto

Para llevar a cabo el culiivo in-
tensivo de esta especie, se disend un
cultivador que presenta la forma de
carrousel, con una vista superior de
forma oval, un drea de 16,3 m?y un
volumen efectivo de 7 m® de cultivo,
aungue en este estudio se emplea-
ron solamente 2 m® Presentd ade-
méas, dos paletas hechas de acero ni-
quel con un sisterna gue permitia
que el culiivo en cuestion fuera mez-
clado con una velocidad de 80 rfmin .
El indculo tenia una concentracidon
de clorofila g de 5,409 mg/L . El me-

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

Evaluacion del cultivo a escala de
planta piloto

La evaluacion del culiivo a esca-
ia de planta piloto fue realizado en
dos cultives diferentes duranie un
total de 145 d . Se tomaron muestras
dos veces por semana para evaluar
los diferentes pardmetros de control
del cultive a nivel pileto. Los anali-
sis se realizaron de la misma forma
que para los culiivos de Iaboratorio.

Procesamiento matematico

Los datos experimentales fueron
procesados mediante 2] programa
EXCEL" y el paguete de programas de
procesamilento estadistico Statistica ™

RESULTADOS Y DISCUSION
Desarrollo de un modelo matema-
tico para el calculo de la concentra-
cion de los iones hidrdgenocarbo-
nato a partir de las mediciones de
CE, pH y temperatura

Como se establecid anteriormen-
te,”?® ex posible estimar los principa-
les indicadores de los elementos
nutritivos necesarios para el control
del cultivo de Arthrospira mazima
mediante su correlacién con la CE
Sin embargo, no ocurre asi con la
concentracion de los iones hidroge-
nocarbonato, probablemente uno de
los mas importantes, al constituir la
fuente de carbono para esta microal-
ga.

Por elio, resultaba una necesidad
contar con un métedo que permitie-
ra estimar las concentraciones de hi-
drogenocarbonato, a partir de la
medicion de la CE, ¢l pH y la tempe-
ratura, de modo que posibilitara in-
cluir este importante parametro,
dentro de un posible control automa-
tizado a partir de la mediciones ins-
trumentales ya sefialadas.

Debido a esto, se desarroild un
modelo empirico para hallar las con-
centraciones de los iones hidrégeno-
carbonato a partir de las mediciones
de pH, temperatura y CE, asj como
de las concentraciones de los iones
carbonato obtenidas, a su vez, a par-
tir de su correlacidn con la CE. A con-
tinuacién, se expone la deduccion de
dicho modelo.

Considerando que la Arthrospira
maorima es una cianobacteria o alga
verde-azul, autéirofa, es decir, que
utiliza como fuente de carbono CO,
o NaHCQ,, se debe tener en cuenta
el equilibrio siguiente:

HCO, (ac) S H fac) + CO2 (ac)
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cuya constante de equilibric esta
dada por:
17+ s
k, - HACOT) b
(HCO3)

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

Por oira parte, si se considera, por
definicidn, que:

(H") = 16+" (2)
En forma similar;
K,=10°% (33

En el caso que se ocupa este tra-
bajo, es decir, el control de los prin-
cipales parametros en el cultivo de
Arthrospira maxima, yaque las con-
centraciones de CC,* se pueden cal-
cular a partir de las mediciones de
CE (por la fuerte correlacién gue
existe entre ambos parametros), es
necesario, entonces, deducir una
ecuacion gue permita el caleulo de
la concentracion de HCO, , teniendo
en cuenta la conecentracidn de CO»
estirnada segin se explicé anteriomen-
tey el pH,la CEy la temperatura meds-
dos experimentalmente.

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

g 1)

4

v poniendo esta expresidon en fun-
cion de las concentraciones, el pHy
¢l pK,, se tiene:
"uco_‘,[HCOE] =
-pil |, 2
0P v e [€OF]

i} 1077K: ©

Por lo que la expresién para el
calculo de la concentracién de HCO,
serd:

[HCo3] = "ﬂ[cog-] 10PK:-PH  (gy
YHCO;

Se debe tener en cuenta que los
coeficientes de actividad dependen
de la carga del ion {£), el didmetro
medio de éste (o didmetro eficaz) y
de la fuerza iénica {u), segn la Ley
de Debye-Huckel ¥

Ademss, la fuerza i6nica depen-
dera de la mineralizacién del medio,
va gue, por definicién, va a estar en
funcién de las cargas y las concen-
tractones molales de los iones pre-
sentes.

Sin embargo, es necesario sena-
lar que la Ley de Debye-Hickel es
aplicable a disoluciones diluidas, ya

que se hace la aproximacion de su-
poner gue el ion es una carga pun-
tual. Esto no causa un error consi-
derable en disoluciones diluidas,
pero a concentraciones del orden
0,01mol/L el efecto ya es apreciable.
{Se debe tener en cuentsa gue, en el
caso especifico de este irabajo, la
concentracién de NaHCO, y, a su
vez, del HCO, es, aproximadamen-
te, 0.2 mol/L}.

Por otva parte, si se considera por
definicidn que:

pv, = dogy, ()
enionces
vi = 1o+ (8

De acuerdo con esto, en lugar de
la expresion (6), se puede escribir:

[HC03] = [cOF | 107Ke-PH -2 qg)

donde g dependerd de la concentra-
cién de HCO, y CO,*, y por ende,
dela CE, pudicndo expresarse como:

a=—2_ 4

{CE)‘H

Por 1o que la expresion para el
calculo de la concentracién del
HCO, guedara como sigue:

_ &
[Heo, )= [co? | Iom icer tn

Aplicando logaritmeo en la expre-
sidn {14), se tiene:

fog e =loga-n(CE) (12}

que resulta una expresién similar a
la ecuacién de una linearecta{y = a
+ b}, porlo que utilizando regresion
lineal se obtendran los valores de a
v n, a partir del inlercepto y la pen-
diente, respectivamente.

De esta forma, experimentalmen-
te, se tienen los pardmetros necesa-
rios para caleular [HCO, la partirdel
modelo propuesto, expresado en la
ecuacion (11). Lafigura 1 muestraun
ejemplo concreto de esio anterior.

Aplicacion del modelo para el cal-
culo de las concentraciones de
HCO, , a partir de los datos experi-
menfales

Aplicando el modelo desarrolla-
do se calcularon las concentraciones
de HCOQ,, las cuales fueron compa-
radas con aquellos resultados obte-
nidos analificamente mediante la
prueba de Chi cuadrado (o = 0,05},
No sc encontraron diferencias signi-
ficativas entre ambos {j% 12,28, p <
0,424) .

Se comprobd la similitud existen-
te entre los datos experimentales y
los obienidos mediante el modelo, en
las experiencias de laboratorio (Fig. 2).

Las resultados demostraron la
factibilidad de la aplicacion de este

o5 log a .

0.1 -

005

o

apdtE"

9.1
015

-0.2
-0.2%

-0.3

log CE

Fig. 1. Correlacidn del log CE y log a al aplicar el modelo desarrollodo, o los datos de
leboratorto correspondientes o cultivos de Arthrospira maxima.
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Fig. 2. Comparacién de las concenirgeiones de los iones hidrdgenocarbonato deter-
minadas analiticamente y las estimadas mediante el modelo desarroticdo.
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modele para el edlculo de las concen-
tracienes de HCO, . en cuitivos de
Arthrospira maxima a partir de las
mediciones de pH, CE vy temperatu-
ra, o cual resulia una gran ventaja,
debido a la facilidad de la medicion
instrurnentai de estos parametros y
la rapidez de oblencidn de losg resul-
iados, asi como la disrminucidon de los
errores por utilizacion de las medi-
ciones volumétricas gue, en lineas
generales, pueden alcanzar porcen-
tajes de error mayores que las
instrumentales.

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

Las figuras 3, 4 ¥ 5 muestran el
efecto de las variaciones de los dife-
rentes pardmetros (pH, CE y concen-
tracién de iones carbonate) invoelu-
crados cn el modelo, sobre su res-
puesta, es decir, sobre las concentra-
ciones de HCO, resullantes.

La expresién de estos graficos
estd dada por el papel que represen-
ta cada uno de esos pardmetros en
el modelo. Es decir, que en esie se
observa un comportamento expo-
nencial para el pH y la CE {aunque
en este caso algo diferente del pH,
va gque la CE se encuentra en el de-
nominador del exponente) y un com-
portarmiento lineal para la concenira-
cidonde CO,? , de acuerdo con laecua-
cion (11).

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

Alanalizarlos valores que se pre-
sentan en la segunda columna de la
tabla anterior, hay que tener en cuen-
ta la precision que se reporta por los
fabricanies” para los equipos exis-
fentes en el mercado. Por ejemplo,
en un medidor de pH (digital, de la-
boratorio) la precision estd entre 4,02
v 0,01 unidades; pudiendo estar al-
rededor de 0,05 en equipos digitales,
pero de menor precisién. Ademas, en
eguipos analégicos ia precision €s
mucho menot, ya que la apreciacién
es de 86lo 0,1 unidades. De este ana-
lisis se deduce que seria recornenda-
ble utilizar equipos con un error de
0,05 unidades de pH o menor, para
gue el error relativo de la concentra-
cion de HCQ, estimada por el mo-
delo no sobrepase el 11 %.

De la misma forma, se estimd la
influencia de los errores en las me-
diciones de CE y de la concentracion
de CO,? schre la respuesta del modelo.

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

HCO, - {meg/t)

G 9.2 9.4

a8
PH

9.8 10 10.2

Fig. 3. Efecto de lo variaeion del pH en la respuesta del modelo propuesto.

(CE: 23 000 pSicmw; COF . 125 meg/L}.

HCO - (meg/l)
250
200
150
a0
15000 20000 25000 3000 35000
CE {uSfcm)

Fig. 4. Efecto de la variacién de la CE en la respuesta del modelo propuesto.

{(pH: 9.58; COF . 125 meqg/L),

HCOQ - (megyL,
550 , (megil}

500
450
400
350

3ao

100 120

136G

140 150 160

€O, tmeg/L)

Fig. 5. Efecto de la variacidn de ta concentracion de COF en la vespuesta del modelo

(pH: 9.25; CE: 23 000 pSicm).

Tabla 1. Efecto de ios errores de las mediciones del pH, 1a CE y la concentracién

de los iones carbonato sobre la respuesta del modelo.

Pardmetro Error Error relativo Error relativo
en la medicidn - de la medicion en la respuesta
del modelo
(%}
205 05 11
pH
0,1 1,0 Pl
500 22 Z8
CE (psfem)
1 0G0 5,0 50
2 24 17
lones carbonato (meqfLy)
5 4,0 40

pueden tener una precision desde
+ 2 % {portatiles, de bolsillo), hasta
= {1,0 a ©,5)% (de laboratorio}® En
cuanto a las mediciones de la con-
centracién de CO,* por métodos vo-
lumétricos, se ha determinado gue
ia adicion de una gota del reactivo
utilizado en la valoracién causa un error
en la medicion de 2,5 meq COF/L, te
niendo en cuenta ia concentracion de
este reactivo en el medio de cultivo.

Se pudo observar que los errores
provocados en la respuesta del mo-
delo estan en el mismo orden quelos
errores en ias mediciones experi-
mentales de CE y de la concentra-
cién de CO,* (Tabla 2), mientras que
no ocurre igual con el pH, ya guelos
errores que se producen en el mode-
1o en ese caso, son aproximadamen-
te, 20 veces mayores que los errores
experimentales que los producen.

oy -
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Es decir, que de los tres parame-
tros involucrades en el modelo (ho
se tiene en cuenta la temperatura,
cuya influencia en €l es a través det
pK,. ¥ el valor de éste se puede con-
siderar constante en el inlervalo 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-
cisién en su medicién, para el em-
plec de dicho medelo en el control
del cultivo de Arthrospira maxima,
siendo recomendable utilizar equi-
pos con una precisién adecuada para
fograr resultados confiables.

Este método de control puede ser
utilizado en los cultivos de especies
de microalgas similares del género
Spiruling, previa determinacion de
lag correlaciones egpecificas corres-
pondientes al medio de cultivo.

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

CONCLUSIONES

Se desarrolld un modelo matema-
tico para estimar las concentracio-
ries de iones hidrégenocarbonato a
partir de las mediciones de pH, tem-
peratuyra ¥ CE, asi como de las con-
centraciones de iones carbonato ob-
tenidas, a su vez, a partir de su co-
rrelacién con la CE. No se conocen
reportes acerca de un modelo simi-
lar al descrito.

Delos tres paradmetros inveolucra-
dos en el modelo, e} pH es ¢l de ma-
vor influencia en los errores de la
respuesta de éste. Este hecho resal-
ta la importancia de la precisién en
la medicion de esie parémetro, para
el empleo de dicho modelo en el con-
trol del cultivo de Arthrosprra maxi-
ma, siendo recomendable utilizar
equipos con una precisién adecua-
da paralograr resultados confiables.

Se demostré la factibilidad de la
aplicacién del modelo desarrollade
para la estimacién de las concentra-

ciones de HCO,", en cultivos de
Arthrospira maxima a partir de las
mediciones de pH, CE ¥ temperatu-
ra, lo cual resulta una gran ventaja,
debido a la facilidad de la medicion
instrumental de esios parametros y
a la rapidez de obtencién de los re-
sultados, asi comnoe a la disminucidn
de los errores por utilizacién de la
medicién volumétrica que, enlineas
generales, puede alcanzar porcenta-
jes de error mayores que las medi-
ciones instrumentales.

Este método de evaluacién pue-
de ser utilizado en los cultivos de
otras especies de microalgas simila-
Tes, por ejemplo Spirulina, previa
determinacién de las correlaciones
especificas correspondientes al me-
dio de cuitivo.
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