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RESUMEN 

 

Universidad Autónoma de Nuevo León 

Nombre: Yessica Itzel Silva Méndez 

Número de páginas: 95 

 

Facultad de Ciencias Químicas 

Octubre, 2023 

Área de estudio: Producción microbiana 

de RuBisCO 

“Extracción de una enzima RuBisCO de origen microbiano para su potencial aplicación 

en el desarrollo de procesos biotecnológicos” 

 

Propósito y Método de Estudio: 

Este estudio tiene como finalidad demostrar la capacidad de una enzima Ribulosa 

– 1,5 Bisfosfato Carboxilasa Oxigenasa (RuBisCO) de origen microbiano para llevar a 

cabo una reacción de conversión del sustrato ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP) a 3-

fosfoglicerato (3-PGA) en un ensayo in-vitro. Esta enzima fue obtenida a partir de un 

microorganismo fotoautótrofo nativo del estado de Nuevo León, con la finalidad de abrir 

una nueva línea de investigación orientada a desarrollar en un futuro un método alternativo 

y eficaz para el secuestro de CO2.  

Conclusiones y contribuciones: 

Con base en la morfología observada, durante el presente trabajo se aislaron dos 

microorganismos fotoautótrofos, los cuales se pueden considerar como candidatos a 

Scenedesmus y Chlorella. Además, se obtuvo un consorcio de microalgas constituidos por 
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especies del género Selenastrum y Closterium. Estas especies demostraron poseer una 

gran habilidad para adaptarse a las distintas condiciones fisicoquímicas que se encontraron 

a lo largo del estado, incluyendo aguas con altos valores en la Demanda Bioquímica de 

Oxígeno (DBO) y Demanda Química de Oxígeno (DQO). Debido a su destacada 

producción de biomasa, se seleccionó al microorganismo candidato a Chlorella como 

microorganismo modelo para llevar a cabo la producción de la enzima RuBisCO. Con la 

finalidad de mantener el cultivo de esta cepa viable a lo largo del proyecto, se realizó un 

estudio de preservación donde se probaron diferentes agentes crioprotectores, buscando 

la mayor recuperación de la viabilidad después de la reactivación de este microorganismo 

crioconservado. Estos agentes fueron el CH3OH al 6 % y DMSO al 8 %. Por otro lado, se 

realizaron un par de diseños de experimentos, tanto exploratorio como de optimización 

(Plackett-Burman y Diseño Central Compuesto, respectivamente), con la finalidad de 

encontrar los parámetros más importantes para la producción de biomasa, resultando que 

el tipo de contenedor, los fotoperiodos y la temperatura eran los parámetros más 

relevantes,  quedando establecidos de la siguiente manera: una temperatura de 33.4 °C, 

fotoperiodo de 12:12 y una intensidad de luz de 220 μmol m-2 s-1 y contenedor tipo matraz. 

Cabe mencionar que, al incluirse en el rango de optimización los puntos alfa se predice 

que las mejores condiciones son una temperatura de 42.6 °C, fotoperiodo de 18:6 y una 

intensidad de luz de 423 μmol m-2 s-1. A partir de la producción de biomasa, se realizó un 

proceso de lisado para recuperar la fracción pesada del extracto crudo, donde se esperaba 

encontrar la enzima RuBisCO, cuya presencia fue evidenciada por electroforesis al 

observar la aparición de las bandas características de esta enzima. Dicha estructura está 

conformada típicamente de 8 subunidades grandes (52 - 54 kDa) y 8 subunidades 
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pequeñas (10 – 17 kDa). De la enzima RuBisCO recuperada a partir del extracto crudo 

fue posible realizar una prueba de concepto para evaluar la capacidad de esta enzima para 

utilizar HCO3
– como fuente de carbono y catalizar la reacción enzimática en la que el 

sustrato ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP) se convierte a 3-fosfoglicerato (3-PGA) de 

manera in-vitro, siendo una potencial candidata para ser empleada como herramienta para 

el desarrollo de aplicaciones biotecnológicas enfocadas al secuestro de carbono. 

Finalmente, como un ejercicio de innovación, se desarrolló un prototipo de 

fotobiorreactor, el cual representa una alternativa asequible y de fácil acceso, capaz de 

competir en sus prestaciones y eficacia contra incubadoras comerciales.  

 

 

 

 

____________________________________________________ 

Dr. Juan Francisco Villarreal Chiu 

Asesor 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

Actualmente, el CO2 representa un 75% de las emisiones de gases de efecto 

invernadero a escala mundial. De forma que, el incremento en estos niveles ha exacerbado 

los efectos del cambio climático trayendo como consecuencia condiciones ambientales 

severas como inundaciones, sequías, fenómenos meteorológicos extremos, acidificación 

de los océanos y derretimiento de glaciares durante la última década (Adebayo et al., 2021, 

2022; Prasad et al., 2021). 

Con el fin de controlar el impacto ecológico que resulta del calentamiento global, 

se han realizado varios acuerdos internacionales como el Protocolo de Kyoto en 1997, el 

Acuerdo de París en 2015 y la Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Cambio 

Climático de 2021, en donde se enfatizó que no es suficiente reducir las emisiones ya 

establecidas por cada país, sino que es necesario reducir 28 gigatoneladas de CO2 

equivalente para limitar el aumento de la temperatura global y así mantenerla por debajo 

de 1.5 °C (Adebayo et al., 2022). Sin embargo, a este día, reducir las emisiones ya no es 

suficiente, por lo que el Panel Intergubernamental en Cambio Climático (IPCC) estimó 

que para limitar la temperatura a 1.5 °C por encima de los niveles preindustriales, las 

emisiones deben llegar a una cantidad neta de 0 para 2050. Por este motivo, el avance 

tecnológico debe ir más allá de la reducción de emisiones y considerar las tecnologías 

emergentes orientadas a la captura de CO2 atmosférico (Weigmann, 2019).  

file:///C:/Users/Yess/AppData/Local/Programs/Mendeley%20Reference%20Manager/resources/app.asar/dist/production.html%23/reader/3b135e33-912f-36a9-bec7-f9aa4c2a8a5f/1531d952-1ad0-5ac1-6e35-c76d7c38d049%3ffragmentSelector=page%253D1%2526viewrect%253D167.25938987731934%25252C164.89688873291016%25252C369.6580123901367%25252C-11.400009155273438
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En este sentido, es importante considerar que la fotosíntesis es un mecanismo 

natural para la captura de CO2 que puede ser aplicado en beneficio de las acciones tomadas 

para mitigar el cambio climático. La fotosíntesis es el proceso bioquímico a través del 

cual, los organismos fotoautótrofos utilizan la energía de la luz para convertir el CO2 

atmosférico en carbohidratos, los cuales representan la base para el sustento de la vida en 

nuestro planeta (Zhang et al., 2021). Este proceso puede dividirse en las reacciones 

dependientes de luz (fase luminosa) e independientes de luz (fase autótrofa) (Prasad et al., 

2021). Durante la fase luminosa la energía de la luz es utilizada para transferir electrones 

provenientes del agua hacia el NADP+ para obtener NADPH y O2, a raíz de este proceso, 

se obtiene ATP. Durante la fase autótrofa se aprovecha el NADPH y ATP obtenidos para 

fijar CO2, reducir el carbono y formar triosas (C3H6O3) a través del Ciclo de Calvin-

Benson (Figura 1) (Blanken et al., 2013). Este proceso es mediado por la enzima ribulosa-

1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), la cual, al estar distribuida en los tres 

dominios de la vida: Bacteria, Archaea y Eukarya, es responsable de la fijación de más del 

90% del carbono inorgánico que es metabolizado y convertido en biomasa en el planeta. 

Esto ocurre mediante la carboxilación de la ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP) en dos 

moléculas de 3-fosfoglicerato (3-PGA) (Erb & Zarzycki, 2018). En esta reacción, el 

residuo de lisina del sitio catalítico de RuBisCO es carbamilado por una molécula de 

carbono y por la adición de un ion Mg2+, de esta manera la enzima se activa y es capaz de 

captar una molécula de CO2 para su unión con RuBP, de esta incorporación se obtienen 

las 2 moléculas de 3-PGA que serán utilizadas en los siguientes pasos del Ciclo de Calvin-

Benson para producir otras moléculas orgánicas (Stec, 2012).  

file:///C:/Users/Yess/AppData/Local/Programs/Mendeley%20Reference%20Manager/resources/app.asar/dist/production.html%23/reader/a320b189-08b2-33ed-b83d-037d6bdad5f7/12a824c5-7ec3-4cab-6239-89f82f0528f1%3ffragmentSelector=page%253D3%2526viewrect%253D42.51201840547415%25252C276.06489328237683%25252C97.97897485586313%25252C-8.307688786433346
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Figura 1. Mecanismos de concentración de carbono en microalgas. A) (i) Bombas de transporte 

de bicarbonato/Ci, (ii) Difusión pasiva de CO2 a través de los poros de membrana y (iii) Pirenoide 

que contiene RuBisCO. B) Aumento del cloroplasto, en donde ocurre el Ciclo de Calvin-Benson 

(Prasad et al., 2021).  

 

No obstante, se ha observado que esta enzima tiene una baja eficiencia catalítica y 

baja especificidad por su sustrato, ya que se sabe que puede llevar a cabo un proceso 

denominado fotorrespiración, en la que RuBisCO ejerce actividad oxigenasa que produce 

2-fosfoglicolato (2-PG) en un proceso de mayor consumo de energía, considerándose 

como un factor limitante en el proceso de fijación de CO2 (Hagemann & Bauwe, 2016). 

Sin embargo, las microalgas poseen mecanismos de concentración de carbono para 

mantener concentraciones de CO2 en los rangos en que RuBisCO los requiere para 

favorecer la carboxilación. De este modo, puede obtener carbono inorgánico (Ci) del 

medio y utilizarlo cuando lo requiera, en la forma en que se encuentre; por ejemplo, a pH 

7 - 9, que es en el que suelen desarrollarse mejor, el HCO3
- prevalece por encima de las 

demás formas de Ci. Estos mecanismos consisten en (1) bombas de transporte de 

bicarbonato/Ci, (2) difusión pasiva de CO2 a través de los poros de membrana y (3) entrega 
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del Ci al pirenoide o carboxisoma, en donde ocurre la carboxilación (Figura 1)  (Prasad et 

al., 2021).  

Por lo anterior, es necesario realizar estudios con diversas enzimas RuBisCO 

provenientes de distintos microorganismos fotosintéticos para identificar aquellas enzimas 

que puedan ser candidatas para realizar procesos más eficientes de fijación de CO2.  

En este sentido, las microalgas unicelulares son microorganismos fotosintéticos 

autótrofos que se encuentran de forma colonial u organizada en tejidos simples 

filamentosos; contienen clorofila y son encontradas en agua dulce y hábitats marinos. En 

esta clasificación se incluyen a las cianobacterias (microorganismos procariotas) y 

microorganismos fotosintéticos eucariotas, lo que los convierte en un grupo muy diverso 

y con amplias posibilidades de investigación, ya que, se estima que apenas se conoce poco 

más de la mitad de la totalidad de sus especies (Guiry, 2012). Por este motivo las 

microalgas han sido de especial interés industrial, no solo debido a su capacidad de 

producir una gran cantidad de compuestos de alto valor, como lípidos para la producción 

de biocombustibles, sino por el aprovechamiento de los nutrientes contenidos  en aguas 

residuales  para la producción de pigmentos, suplementos alimenticios, enzimas, 

polímeros, péptidos,  proteínas recombinantes, y otros metabolitos con propiedades 

antimicrobianas, antiparasitarias y antifúngicas, así como en el desarrollo de aplicaciones 

biotecnológicas como la producción de nanopartículas para la liberación de fármacos 

(Khaligh & Asoodeh, 2022; Khavari et al. 2021; Markou et al., 2014). Además, la biomasa 

residual de estos procesos puede ser utilizada como alimento de ganado, fertilizante o ser 

fermentada para la obtención de etanol (Feng et al., 2014).  
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Por otro lado, el aprovechamiento de las microalgas enfocado a la captura de CO2 

presenta una oportunidad con gran potencial de desarrollo, ya que el fitoplancton marino 

es el responsable de la mitad de la captura total a nivel global, con la fijación de hasta ~50 

gigatoneladas de CO2 por año (Prasad et al., 2021). Otra ventaja de estos microorganismos 

se basa en el hecho de que la biomasa se considera como un recurso de energía renovable 

que no emite carbono (K. Lee et al., 2014a). Todas estas consideraciones permiten 

establecer a la fijación biológica de CO2 como una alternativa eficiente en costos y en 

efectos medioambientales en comparación a otros métodos físicos y químicos (Prasad et 

al., 2021). 

Tomando en cuenta estos aspectos, el presente estudio se centrará en las microalgas 

unicelulares, ya que se caracterizan por ser los microorganismos fotosintéticos de más 

rápido crecimiento. Esto les permite completar un ciclo de crecimiento completo en pocos 

días bajo las condiciones adecuadas de luz, pH, temperatura, agua, CO2 y nutrientes (K. 

Lee et al., 2014b), además de tener el potencial para producir hasta 5 veces más biomasa 

por unidad de área terrestre que los cultivos vegetales tradicionales (Subramanian & 

Sayre, 2022).  

Considerando que el hábitat natural de las cepas de microalgas utilizadas en el 

presente estudio se encuentra en la región, se espera que éstas se encuentren mejor 

adaptadas a las condiciones específicas de la zona, facilitando su potencial  cultivo a gran 

escala (Lee et al., 2014a). Por este motivo, el presente estudio representa una oportunidad 

para analizar la biodiversidad de microorganismos fotosintéticos presentes en el estado de 

Nuevo León con la intención de conocer el potencial desarrollo de tecnologías de 

aplicación industrial en la captura de CO2 atmosférico para la mitigación de su impacto 
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ambiental. Lo anterior como consecuencia de la obtención de una enzima RuBisCO 

proveniente de un microorganismo endógeno de Nuevo León, capaz de mediar la 

conversión de RuBP a 3-PGA durante procesos de fijación de CO2. 
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CAPÍTULO 2 

ANTECEDENTES 

En 1947, Wildman y Bonner, aislaron por primera vez la enzima RuBisCO a partir 

de un tejido vegetal. En años posteriores, se realizaron estudios en los que se identificaron 

a los productos intermedios de la fotosíntesis (Calvin & Benson, 1948), así como el rol de 

la ribulosa-1,5- bisfosfato como un producto inicial de la fotosíntesis elucidando que su 

oxidación producía 3-fosfoglicerato (3-PGA) y 2-fosfoglicolato (2-PG). Sin embargo, la 

identificación de RuBisCO se realizó formalmente hasta 1957 por Dorner et al. gracias a 

su actividad de carboxilación, mientras que su relación con el CO2 no fue reconocida sino 

hasta 1969 (Cooper et al.1969). 

Para el año 1989, se demostró que la localización de RuBisCO en los carboxisomas 

juegan un papel importante en los mecanismos de concentración de CO2 en las 

cianobacterias (Price & Badger, 1989). Con esto, se pudo observar directamente el efecto 

que tiene el aumento en la temperatura sobre la capacidad de la RuBisCO activasa, 

provocando así su inactivación. Esta respuesta, además del estudio mediante intercambio 

de gases, explica el comportamiento de la fotosíntesis en respuesta a altas temperaturas y 

aumento en la concentración de CO2 (Crafts-Brandner & Salvucci, 2000). 

Tomando en cuenta las observaciones realizadas hasta el momento, referentes a la 

capacidad fotosintética de las algas y cianobacterias para la captura de CO2, la 

investigación de la actividad enzimática de RuBisCO tomó una gran relevancia. Por ello, 

se consideró su aplicación para atender el problema emergente del aumento en la 
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concentración de CO2, componente principal de los gases de efecto invernadero. 

Actualmente, las estrategias de Captura de Carbono y Almacenamiento (CCS) y Captura 

de Carbono y Utilización (CCU) son opciones de mitigación tecnológicas que convierten 

el exceso de CO2 en un producto almacenado y de alto valor añadido, respectivamente 

(Nocito & Dibenedetto, 2020). La estrategia CCS se basa en el almacenamiento a largo 

plazo del CO2 capturado a partir de fuentes de emisión importantes para evitar su emisión 

a la atmósfera, mientras que la estrategia CCU busca la transformación del CO2 capturado 

a productos de alto valor, lo que incrementa el valor económico libre de emisiones 

(Daneshvar et al., 2022). 

La Captura de Aire Directa (CAD) desde la atmósfera, también es considerada una 

tecnología de separación que ha sido abordada desde la fotosíntesis mediante la obtención 

de CO2 a partir de su captura por la introducción del aire hacia columnas depuradoras 

humedecidas con soluciones de hidróxido de sodio que, al reaccionar, producen una 

solución acuosa de hidróxido de sodio y carbonato de sodio (Koytsoumpa, et al., 2018).  

Sin embargo, se ha observado que el enfoque CCU empleando microalgas posee 

ventajas sobre las demás, tales como la simplicidad del proceso y un potencial para 

mejorar la relación costo-eficiencia, ya que la mayoría de las especies de microalgas 

demuestran un mejor crecimiento cuando la mayoría del carbono inorgánico se encuentra 

disponible en forma de iones de bicarbonato (HCO3
-) (Daneshvar et al., 2022). Esta 

afinidad ocurre gracias a los mecanismos de concentración de carbono (CCM) que las 

microalgas han desarrollado a lo largo de su evolución, dichos mecanismos se clasifican 

en 3 vías principales; adquisición activa y directa de HCO3
-, transporte activo de CO2 y a 

través de la anhidrasa carbónica externa a la membrana plasmática (Bachu, 2008). Por 
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este motivo se considera a las microalgas como una herramienta valiosa para evaluar la 

captura de dióxido de carbono mediante RuBisCO a través del enfoque CCU. 

Un ejemplo de esto es el procedimiento híbrido desarrollado para la utilización de 

CO2 y HCO3
- en 2019 por Song et al. Utilizando aguas de desecho de soya como fuente 

de nutrientes para el crecimiento de Chlorella sp. y buffer para diluir CO2 capturado a 

partir de un depurador de aminas, lo que resultó en un rendimiento de biomasa de 78.8 

mg/L y con una eficiencia de conversión del carbono mayor al 60% (Song et al., 2019). 

Por otro lado, se han realizado esfuerzos para diseñar un sistema de reacción 

enzimática libre de células que permita la fijación de CO2 mediante RuBisCO obtenida a 

partir de Spinacia oleracea. Sin embargo, este estudio sólo llegó hasta la etapa de 

inmovilización de la enzima en una matriz y su evaluación en reusabilidad de la enzima y 

relación temperatura-actividad. Cabe mencionar que la eficiencia de acoplamiento no fue 

evaluada. Diversos autores, tales como Chakrabarti et al., concluyen que es necesario 

continuar con este tipo de investigaciones para lograr fijar CO2 de forma exitosa 

(Chakrabarti et al., 2003).  

Es por lo anterior que, a través de este estudio, buscamos utilizar mecanismos 

enzimáticos a partir de los recursos biológicos disponibles y endógenos del estado de 

Nuevo León, para la potencial captura de CO2. En este sentido, se pretende obtener una 

enzima RuBisCO proveniente de un microorganismo de Nuevo León, capaz de mediar la 

conversión de RuBP a 3-PGA durante procesos de fijación de CO2 (carboxilación).   

Con la finalidad de que este proyecto brinde las bases para contribuir en un futuro a la 

investigación enfocada a mitigar los altos niveles contaminación actual.  
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CAPÍTULO 3 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1 Hipótesis 

La enzima RuBisCO obtenida a partir de un microorganismo endógeno del estado 

de Nuevo León es capaz de mediar la conversión de RuBP a 3-PGA en una prueba in-vitro 

en presencia de HCO3
- como fuente de carbono. 

 

3.2 Objetivo General 

Extraer una enzima RuBisCO de origen microbiano endógeno del estado de Nuevo 

León como base para el desarrollo de aplicaciones biotecnológicas.  

 

3.2.1 Objetivos Específicos 

1. Muestrear microorganismos nativos fotosintéticos de diferentes cuerpos de agua 

del estado de Nuevo León. 

2. Aislar y seleccionar un microorganismo fotosintético para la producción de 

RuBisCO. 

3. Desarrollar un método de criopreservación específico para la microalga 

seleccionada. 

4. Optimizar la producción de biomasa con el microorganismo seleccionado. 
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5. Separar y recuperar la fracción pesada del lisado citoplasmático para la obtención 

de la enzima RuBisCO de la cepa seleccionada. 

6. Establecer las condiciones de reacción enzimática de la enzima RuBisCO. 

7. Comparar las características de la enzima RuBisCO del microorganismo 

seleccionado contra una enzima comercial.   

8. Realizar una prueba concepto para evaluar la factibilidad tecnológica a nivel de 

laboratorio de la conversión de RuBP a 3-PGA por acción de la RuBisCO. 

  



12 

 

CAPÍTULO 4 

MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Estrategia General Del Proyecto 

 

 

  

Muestreo de 
microorganismos nativos 
del estado de Nuevo León

Análisis fisicoquímico de 
las muestras recolectadas

Aislamiento y selección 
de una cepa

Ensayos de 
criopreservación

Determinación de los 
factores más importantes 

para la producción de 
biomasa (Diseño 
Plackett-Burman)

Optimización de la 
producción de biomasa 
empleando un diseño de 

experimentos Central 
Compuesto  (CCD)

Lisis celular
Electroforesis y 

cuantificación del 
extracto crudo

Fraccionamiento del 
extracto crudo por 
tamaño de corte.

Prueba concepto de la 
conversión de RuBP a   

3-PGA 



13 

 

4.2 Localización 

Este proyecto se llevó a cabo en el Laboratorio de Procesos Microbiológicos y el 

Laboratorio de Innovación y Desarrollo Biotecnológico del Centro de Investigación en 

Biotecnología y Nanotecnología (CIBYN) de la Facultad de Ciencias Químicas de la 

U.A.N.L.  

 

4.3 Equipos y Reactivos 

Tabla 1. Equipos 

Equipo Marca Modelo 

Centrífuga refrigerada Eppendorf 5430 R 

Balanza analítica Sartorius ENTRIS224-LSU8 

Agitador magnético Corning P6-420-D 

Incubadora Shell Lab 

Labtech 

516 

LS13016A 

Campana de flujo laminar Prendo CFL 102 NW 

Autoclave Tuttnauer 2540MK 

Espectrofotómetro Varían 

Eppendorf 

Cary 50 

BioSpectrometer® 

Microscopio Zeizz KF2 

Ultrasonicador Fisher Scientific FB120 

Refrigerador Torrey RS600 E20 

Thermo mixer Eppendorf ThermoMixer C 

Vórtex digital Thermo Scientific 88882009 

Equipo de electroforesis Bio-Rad Power Pac™ Universal 

Agitador DLab SK-D1807-S 

Temporizador digital GE SunSmart™ Digital Timer, 

Emisor de calor  Nuodwelle JRD0806 

Controlador de termostato Lojw W1209 

Sensor de temperatura NTC  - 

Fuente conmutada Unit Electronics S-24-2 

Lámparas LED Philips Essential LED 
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Tabla 2. Reactivos 

Reactivo Marca 

Agar bacteriológico BD Bioxon 

Agua desionizada No aplica 

Ácido cítrico Desarrollo de especialidades químicas 

Citrato de amonio hierro Desarrollo de especialidades químicas 

NaCl Productos Químicos Monterrey S.A. de C.V 

MgCl2 Desarrollo de especialidades químicas 

KCl Desarrollo de especialidades químicas 

NaNO3 Productos Químicos Monterrey S.A. de C.V 

K2HPO4 J.T. Baker 

KH2PO4 CTR 

MgSO4 CTR 

HBO3 Productos Químicos Monterrey S.A. de C.V 

MnCl2 J.T. Baker 

EDTA Productos Químicos Monterrey S.A. de C.V 

ZnSO4 J.T. Baker 

CuSO4 J.T. Baker 

Na2MoO4 Desarrollo de especialidades químicas 

Co(NO3) Desarrollo de especialidades químicas 

CoCl2 J.T. Baker 

ZnCl2 Control técnico y representaciones S.A. de C.V. 

FeSO4 Desarrollo de especialidades químicas 

H2SO4 LeMont 

H3BO3 Desarrollo de especialidades químicas 

Tris Buffer Sigma-Aldrich 

DMSO Sigma-Aldrich 

CH3OH Baker 
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4.4 Tipo de estudio 

El presente estudio es de alcance exploratorio mixto dado que busca abrir paso al 

conocimiento referente a la enzima RuBisCO en microorganismos fotosintéticos 

endógenos del estado de Nuevo León, dicha información no se encuentra disponible 

actualmente y representa una oportunidad para conocer las características y el potencial 

de aplicación de la biodiversidad con la que cuenta la Entidad. 

 

4.5 Muestreo de Microorganismos Nativos Fotosintéticos del Estado de Nuevo 

León 
 

Se realizó una búsqueda literaria sobre las especies de microalgas documentadas 

con mayor producción de biomasa y eficiencia de fijación de CO2. De la lista obtenida se 

realizó una búsqueda en los registros de microalgas encontradas hasta la fecha en diversos 

cuerpos de agua de Nuevo León. A partir de esta información se eligieron los sitios para 

buscar y aislar estos microorganismos de interés para el presente proyecto (Figura 2) 

Con base en lo anterior, los sitios de muestreo seleccionados fueron: 

1. La Laguna, Higueras, N.L. (25°56'00.2"N 99°59'28.4"W) 

2. Río Salinas, Marín, N.L (25°50'11.3"N 100°02'35.2"W) 

3. Presa del Cerro Prieto, Linares, N.L. (24°55'17.8"N 99°27'26.8"W) 

4. Río San Juan, General Bravo, N.L. (25°47'58.6"N 99°10'56.3"W) 



16 

 

Así mismo, fue de interés la toma de muestra de una charca temporal, ubicada en 

la Colonia Residencial Vidriera, Mty. N.L. (25°42'33.2"N 100°18'04.0"W), la cual 

presentaba un denso crecimiento de microalgas.  

 

 

Figura 2. Mapa del estado de Nuevo León con las 

ubicaciones de los puntos de muestreo seleccionados (1) 

La Laguna, Higueras, N.L., (2) Río Salinas, Marín, N.L, 

(3) Presa del Cerro Prieto, Linares, N.L., (4) Río San Juan, 

General Bravo, N.L, (5) Colonia Residencial Vidriera, 

Mty. N.L. 

 

 

 

 

4.5.1 Toma de Muestra 

Se recolectaron muestras de agua representativas en contenedores de cierre 

hermético a partir de los distintos cuerpos de agua antes mencionados, todos ubicados en 

el estado de Nuevo León. Las muestras se mantuvieron en baño de hielo durante su 

transferencia al laboratorio, en donde se conservó a 4 °C. Lo anterior se realizó de acuerdo 

con el procedimiento establecido para el muestreo en canales por la norma NMX-AA-

003-1980 Aguas residuales – Muestreo. 

1 

2 

3 

4 

5 
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Posteriormente, en el laboratorio, se inocularon 5 mL de la muestra original en 45 

mL de medio BG-11 (Apéndice 1) en tubos Falcon de 50 mL y se incubaron con un 

fotoperiodo de 12:12 (luz:oscuridad), a una intensidad de 1,310 lúmenes con agitación a 

150 rpm y a 25 °C ± 2 (Lavens & Sorgeloos, 1996). 

 

4.5.2 Análisis Fisicoquímico 

Las muestras de agua que presentaron mayor crecimiento y diversidad de 

microalgas fueron sometidas a un análisis fisicoquímico a través del departamento de 

Servicios Profesionales de la Facultad de Ciencias Químicas. Las pruebas realizadas y las 

normas en las que se basa la metodología utilizada se enlistan en la Tabla 3.  

Tabla 3. Pruebas Incluidas en el Análisis Fisicoquímico de las Muestras de Agua 

Seleccionadas 

 

 
Determinación o compuesto Metodología utilizada 

Conductividad NMX-AA-093-SFCI-2018 

Dureza total  NMX-AA-072-SFCI-2001 

Dureza de calcio SM 3500 CaB-2012 

Alcalinidad a la fenolftaleína NMX-AA-036-SCFI-2001 

Alcalinidad al naranja de metilo NMX-AA-036-SCFI-2001 

Cloruros NMX-AA-073-SCFI-2001 

Sulfatos  NMX-AA-074-1981 

Color NMX-AA-045-SCFI-2001 

Turbidez  NMX-AA-038-SCFI-2001 

pH  NMX-AA-008-SCFI-2016 

DQO NMX-AA-030-SCFI-2012 

DBO  NMX-AA-028-SCFI-2001 

Fosforo  AOAC-958.01 

Nitrógeno total NMX-AA-026-SCFI-2010 

SAAM NMX-AA-039-SCFI-2001 
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4.5.3 Registro Fotográfico 

Se realizó un registro fotográfico de los microorganismos presentes en las muestras 

inoculadas al cabo de 14 días de incubación mediante microscopía óptica a 100x para su 

identificación a nivel de género y para descartar la presencia de contaminación (K. Lee et 

al., 2014a). 

 

4.6 Aislamiento y Selección de un Microorganismo Fotosintético para la 

Producción de RuBisCO 

 Para llevar a cabo el aislamiento de especies fotoautótrofas contenidas en las 

muestras recolectadas, se realizaron siembras en placas Petri en agar bacteriológico con 

medio BG-11 a partir de diluciones en serie a extinción inicial y siembra por extensión. 

Posteriormente se realizaron pases sucesivos hasta la obtención de colonias aisladas, 

dichas colonias fueron inoculadas en medio líquido BG-11 para la producción de biomasa 

y fueron incubadas con un fotoperiodo de 12:12 (luz:oscuridad), a una intensidad de 1,310 

lúmenes con agitación a 150 rpm y a 25 °C ± 2 (Lavens & Sorgeloos, 1996). 

Una vez concluida la etapa de crecimiento de las microalgas, se realizó una 

identificación morfológica a nivel de género a partir de las cepas aisladas mediante 

microscopía óptica a 40x y 100x. De las cepas identificadas se evaluó el aumento de 

biomasa al cabo de 14 días de incubación, permitiendo determinar aquellas de más rápido 

crecimiento. Finalmente, de los microorganismos previamente seleccionados se realizó 
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una búsqueda documental para elegir la cepa con la mejor tasa de fijación de carbono y 

confirmar sus características de producción de biomasa. 

 

4.7 Desarrollo de un Método de Criopreservación Específico para 

Microalgas Seleccionadas. 

Con la finalidad de evaluar el mejor proceso de conservación de los 

microorganismos seleccionados, se realizó un ensayo cualitativo de la tolerancia de la 

microalga al agente crioprotector (ACP) y la concentración que permitiera la mejor 

recuperación de la viabilidad del microorganismo al ser reactivado después de ser 

criopreservado a -20 °C. 

Para lo anterior se preparó con anticipación un stock de CH3OH al 20 % para 

liberar el calor producido por la reacción exotérmica al contacto con el agua antes de 

exponer a las microalgas al reactivo. Se inoculó la cepa en tubos de 15 mL con una 

concentración final de CH3OH al 2, 4, 6, 8, 10 y 12 % y se incubó por 2 horas en oscuridad. 

Estos tubos se centrifugaron por 4 minutos a 7,800 rpm para retirar el ACP y la biomasa 

fue inoculada en medio BG-11 para ser incubada por 7 días a 23 °C en fotoperiodos de 

24:0 para evaluar su crecimiento.  

 Considerando el crecimiento observado, se seleccionó la concentración mayor de 

ACP a la que se conservó la viabilidad y no retrasó el crecimiento del microorganismo, 

para posteriormente ser conservado a -20 °C en tubos de 1.5 mL. Así mismo, se evaluó la 

cepa en condiciones de congelación con otro ACP, C3H8O3 al 30 %, y con agua destilada, 

como controles. Al cabo de 7 días se descongelaron los tubos y se inocularon en medio de 
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cultivo, en donde se incubaron por 4 días en medio BG-11 para observar la viabilidad del 

microorganismo con cada ACP al ser reactivado (Andersen, 2005). 

 

4.8   Optimización de Producción de Biomasa de la Microalga Seleccionada 

4.8.1 Identificación de Factores Relevantes con un Diseño Plackett-Burman 

Con el objetivo de identificar a los factores que son más importantes para optimizar 

la producción de biomasa de la cepa seleccionada, se realizó un diseño Plackett-Burman 

mediante el programa Design Expert 13.0.5.0 considerando como factores de prueba la 

temperatura, fotoperiodo, intensidad de luz, agitación, pH, medio y tipo de contenedor 

(Ver Tabla 4 y 5).Se tomó como respuesta el crecimiento, medido como el número de 

células por mililitro, considerando las células incluidas en el inóculo. Este número es 

obtenido por microscopía óptica mediante cuenta en cámara de NeuBauer Improved 

Marienfeld® de 0.100 mm de profundidad y 0.0025mm2 de superficie.  

 

Tabla 4. Factores y Niveles a Evaluar Mediante un Diseño Plackett-Burman. 

 

  

 

 

Factor Nombre Unidad Tipo Mínimo Máximo 

A Temperatura °C Numérico 23.00 33.00 

B Fotoperiodo Horas Numérico 8.00 24.00 

C Intensidad de luz (μmol m-2 s-1) Numérico 60.00 200.00 

D Agitación - Categórico Sin Con 

E pH - Numérico 7.00 9.00 

F Medio - Categórico BBM BG11 

G Contenedor - Categórico Tubo Matraz 
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Tabla 5. Diseño Plackett-Burman. 

 

  
Corrida Temperatura  Fotoperiodo 

(Luz:oscuridad) 

Intensidad  Agitación pH Medio Contenedor 

1 33 8:16 200 Con 7 BG11 Matraz 

2 23 24:0 200 Con 7 BBM Tubo 

3 33 8:16 60 Sin 9 BBM Matraz 

4 33 24:0 200 Sin 7 BBM Matraz 

5 23 8:16 60 Sin 7 BBM Tubo 

6 23 24:0 200 Sin 9 BG11 Matraz 

7 33 24:0 60 Sin 7 BG11 Tubo 

8 23 8:16 60 Con 7 BG11 Matraz 

9 23 8:16 200 Sin 9 BG11 Tubo 

10 23 24:0 60 Con 9 BBM Matraz 

11 33 24:0 60 Con 9 BG11 Tubo 

12 33 8:16 200 Con 9 BBM Tubo 

 

4.8.2 Estudio de Optimización Basado en un Diseño Central Compuesto (CCD) 

Considerando los resultados obtenidos con el Diseño exploratorio Plackett-

Burman se establecieron los tres factores más relevantes para la producción de biomasa 

(Tabla 5) que fueron utilizados para la optimización del proceso mediante un Diseño 

Central Compuesto, este tipo de diseños permiten reducir el número de experimentos a 

realizar y considerar los efectos de las interacciones entre variables (Ranade & 

Thiagarajan, 2017).  

El Diseño Central Compuesto Circunscrito fue seleccionado ya que es 

particularmente útil al realizar experimentos secuenciales debido a que explora el espacio 

más grande del proceso con un número mínimo de experimentos  (Wagner et al., 2014), 

este diseño consta de un diseño factorial con un nivel bajo y un nivel alto, un diseño 

adicional con puntos axiales y puntos centrales, de manera que todos los factores son 

evaluados en 5 puntos (-α, -1, -0, +1, +α) (Cabrera, 2014), a diferencia del Diseño Central 

Compuesto Centrado por Caras, el Diseño Central Compuesto Inscrito y el Diseño Box-
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Behnken, cuyos espacios experimentales se encuentran dentro de los límites de cada nivel 

(Ranade & Thiagarajan, 2017). El diseño realizado para este estudio contiene 3 factores 

numéricos (ver Tabla 6), alfa igual a 1.68179 y 20 corridas que consisten en distintas 

combinaciones de cada uno de los niveles establecidos para cada factor, incluyendo 6 

puntos centrales (ver Tabla 7), este diseño fue realizado mediante Design Expert.  

Tabla 6. Factores más Relevantes para la Optimización de Producción de Biomasa a 

Escala Laboratorio 

 

 

 

Tabla 7. Diseño Central Compuesto 

 

 
Corrida Temperatura Fotoperiodo Intensidad de luz 

1 43.409 16.4746 410 

2 35 24 410 

3 40 20.9492 600 

4 35 16.4746 410 

5 35 16.4746 410 

6 35 16.4746 410 

7 35 16.4746 410 

8 35 16.4746 90.4594 

9 35 16.4746 410 

10 35 16.4746 410 

11 30 20.9492 600 

12 30 12 220 

13 35 16.4746 729.541 

14 30 12 600 

15 35 8.94925 410 

16 30 20.9492 220 

17 40 12 220 

18 40 12 600 

19 26.591 16.4746 410 

20 40 20.9492 220 

Factor Nombre Unidad Tipo Punto 

axial -α  

Punto 

axial +α  

Punto 

factorial bajo 

Punto 

factorial alto 

Punto 

central 

A Temperatura °C Numérico 26.59 43.41 -1 = 30 +1 = 40 35.00 

B Fotoperiodo Horas Numérico 8.95 24.00 -1 =12 +1 = 20.95 16.47 

C Intensidad de 

luz 

(μmol m-2 

s-1) 

Numérico 90.46 729.54 -1 = 220 +1 = 600 410.00 
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Finalmente, los resultados obtenidos a partir del CCD fueron analizados por la 

Metodología de Superficie de Respuesta (RSM) empleando el programa Design Expert 

para obtener las gráficas que ilustran los valores óptimos para la producción de biomasa 

de la cepa seleccionada. 

Como paso final del análisis de este modelo, se realizó una prueba confirmatoria 

con las condiciones óptimas arrojadas del diseño.  

 

4.9 Separación y Recuperación de la Fracción Pesada del Lisado Citoplasmático 

para la Obtención de la Enzima RuBisCO de la Cepa Seleccionada 

Se llevó a cabo la producción de biomasa a partir de la cepa candidata durante un 

total de 45 días. Para ello se realizaron cambios parciales de medio de cultivo cada 14 días 

y a partir del último cultivo se realizaron los siguientes procedimientos. 

 

4.9.1 Lisis Celular 

Se tomaron 5 mL de biomasa y se mezclaron con 10 mL de buffer Tris-HCl 50 mM 

a pH 8 en un tubo Falcon de 50 mL, las células fueron lavadas dos veces mediante 

centrifugación por 5 minutos a 7,800 rpm a 4 °C, se descartó el sobrenadante y el pellet 

fue resuspendido en 10 mL de buffer Tris-HCl. La muestra fue lisada en un ultrasonicador 

a 4 °C en ciclos de 5 minutos, compuestos por pulsos de 30 segundos y descansos de 59 

segundos. Al cabo de 5 ciclos, la muestra fue centrifugada por 15 minutos a 7,800 rpm y 

4 °C, se recuperó el sobrenadante que consistía en el extracto crudo con proteínas. Este 
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extracto fue congelado por 24 horas para romper cualquier resto celular restante. Al cabo 

de este tiempo el extracto fue descongelado y centrifugado nuevamente por 15 minutos a 

7,800 rpm, a 4 °C. Se recuperó el sobrenadante clarificado, el cual posteriormente fue 

alicuotado en tubos de 1.5 mL y almacenado a -20 °C para su análisis posterior. 

 

4.9.2 Cuantificación de Proteínas 

La cuantificación de proteínas se realizó mediante la recolección de una muestra 

de 3 μL del extracto crudo que fue colocada en una celda de 1 mm para su análisis en un 

equipo Eppendorf BioSpectrometer® con el método de rutina “Proteins direct UV”, el cual 

se fundamenta en una medición a 280 nm y su evaluación por un factor definido para la 

conversión del valor de absorbancia a concentración (Eppendorf, 2019), este factor se 

encuentra preprogramado en el equipo y, de acuerdo con el fabricante, se calcula mediante 

la siguiente fórmula: 

𝐹p =
1

ª 0.1%
 

 

En donde: 

Fp = factor (g/L) 

A0.1% = absorbancia de la proteína a 0.1% (1 g/L) 

Este último valor es obtenido a partir de la siguiente fórmula: 

(1) 
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A 0.1% =
εp

MMp
 

En donde: 

 εp= coeficiente de absorbancia molar de la proteína (cm-1M-1) 

MMp = masa molar relativa de la proteína (Da) 

  

4.9.3 Prueba de Electroforesis SDS-PAGE 

Con la finalidad de establecer el perfil proteico de la muestra, se cargaron 10 μL 

del extracto crudo (obtenido del lisado de la biomasa) en un gel de electroforesis SDS-

PAGE en poliacrilamida al 15 %, bajo condiciones de 80/120 V, seguido de su tinción con 

Azul de Coomassie. En el primer carril se cargó el marcador de peso molecular Sigma 

MarkerTM – Wide range 6.5 kDa – 200 kDa y el segundo carril fue designado para la 

muestra. 

 

4.9.4 Fraccionamiento por Tamaño de Corte 

El fraccionamiento se realizó de acuerdo con el trabajo reportado por Kato et al. 

Para lo cual se colocaron 15 mL del extracto crudo en un centricón Spin-X® UF 20 de 100 

MWCO y se centrifugó a 6,000 g por periodos de 15 minutos hasta concentrar la muestra 

a un volumen retenido de 750 μL (Kato et al., 2021). Posteriormente, el volumen filtrado 

fue descartado mientras que, el volumen retenido se almacenó para evaluar la presencia 

(2) 
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de la enzima RuBisCO, con un tamaño esperado de alrededor de 560 kDa (Teuling et al., 

2019). 

 

4.10 Condiciones de Reacción de la Enzima RuBisCO 

Las condiciones de reacción para la enzima RuBisCO fueron adaptadas de acuerdo 

con el estudio reportado por Lilley et al. La reacción enzimática consistió en la 

preparación de una mezcla de reacción de volumen final de 1.4 mL, compuesto por buffer 

de activación (ajustado a pH 8.1) que contenía Tris-HCl a 25 mM, 0.1mM EDTA, 3 mM 

MnCl2, 0.6 mM NaHCO3. Como sustrato de la enzima se empleó la ribulosa-1,5-bisfosfato 

(RuBP) a una concentración de 0.7 mM (Lilley et al., 2010). Para iniciar la reacción, se 

adicionan a la mezcla de reacción 0.6 mL de la fracción con la enzima (obtenida por 

centrifugación y descrita en el procedimiento anterior), hasta llegar a una concentración 

final de 0.05 mg/mL de proteína total en el volumen final de la reacción (2 mL). 

 

4.11 Comparación de la Enzima RuBisCO del Microorganismo 

Seleccionado Contra una Enzima Comercial 

 

Las condiciones de reacción previamente descritas fueron implementadas para la 

reacción enzimática con una enzima comercial marca Sigma R8000-5UN, con peso 

molecular de 557 kDa y de estructura hexadecamérica compuesta por 8 subunidades 

grandes (56 kDa) y 8 subunidades pequeñas (14 kDa). Esta enzima proviene del 

organismo Spinacia oleracea. Para la prueba se preparó una solución stock de 5 mg/mL, 



27 

 

disolviendo la enzima liofilizada en buffer de activación (25 mM buffer Tris-HCl ajustado 

a pH 8.1, 0.1 mM EDTA, 3mM MnCl2, 0.6 mM NaHCO3) y conservado a 4 °C (Lilley et 

al., 2010). De la solución stock se tomó el volumen necesario para diluir la enzima a una 

concentración final de 0.05 mg/mL en la mezcla de reacción (volumen total de 2 mL), la 

cual se realizó bajo las mismas condiciones descritas en la sección anterior. 

 

4.12     Prueba Concepto para Evaluar la Conversión de RuBP a 3-PGA por 

Acción de la Enzima RuBisCO y la Factibilidad Tecnológica de su 

Obtención a Nivel de Laboratorio 

 

La evaluación de la conversión del sustrato RuBP catalizada por la actividad de la 

enzima RuBisCO fue monitoreada de acuerdo con el método propuesto por (Jakob & 

Saenger, 1985), en dónde se describe un método de análisis cualitativo para monitorear la 

reacción en tiempo real. Para el estudio se realizaron barridos de la mezcla de reacción y 

sus respectivos controles, en un rango de 200 - 800 nm empleando un espectrofotómetro 

Cary 50. La solución fue monitoreada cada 30 min hasta alcanzar un tiempo de reacción 

de 1.5 horas, obteniendo distintos perfiles en los espectros de absorción UV-Vis 

registrados por el equipo. Durante el análisis se buscó la aparición del pico de absorción 

del 3-PGA, el cual aparece a los 220 nm y es el producto principal de la reacción 

enzimática catalizada por la RuBisCO. Cabe mencionar que todas las mediciones de las 

muestras (y sus réplicas) se llevaron a cabo en una celda de cuarzo para disminuir la 

interferencia en el límite más bajo del espectro.  
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Además, con la finalidad de buscar la implementación real de los conocimientos 

generados en el proyecto, este estudio concluyó con el desarrollo de un prototipo para la 

producción de biomasa y obtención de la enzima RuBisCO, el cual pudiera ser empleado 

en espacios no necesariamente especializados para trabajar con técnicas de microbiología. 

Este prototipo consistió en el diseño de un fotobiorreactor conformado por una 

caja de madera con las siguientes medidas: largo 40 cm, ancho 30 cm, alto 25 cm.  

Con la finalidad de mantener la temperatura estable en el interior se colocaron 

paneles de unicel cubriendo toda la superficie interna como material aislante. La tapa fue 

colocada con un espacio de 2 centímetros por encima del borde de la caja, para permitir 

la ventilación y evitar el sobrecalentamiento al interior. En la tapa se insertaron los sockets 

necesarios para conectar la iluminación y permitir que los cables permanecieran por fuera 

de la caja. Se colocó una tira de papel de 8 cm de ancho alrededor de la tapa para evitar la 

interferencia de luz exterior, sin obstruir la ventilación.   

La fuente de calor consistió en un emisor de cerámica de 100 W marca Nuodwelle 

modelo JRD0806 que fue insertado en un socket atornillado a la base de la caja, este socket 

fue conectado a un controlador digital de termostato de 12 V marca Lojw modelo W1209 

con un sensor de temperatura NTC colocado al interior de la caja. El rango de control de 

este dispositivo se encuentra entre -50 °C y 110 °C y tiene una resolución de 0.1 °C entre 

los ~ 9.9 °C y 99.9 °C. Este controlador cuenta con 8 parámetros de ajuste, para los fines 

requeridos en el presente proyecto se configuraron 4 de ellos: temperatura de encendido, 

modalidad (calor/frio), histéresis y corrección de temperatura, los demás parámetros se 

mantuvieron en su configuración por defecto. El controlador de temperatura fue conectado 
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a una fuente conmutada Unit Electronics modelo S-24-2 para la conversión de corriente 

de 110 V a 12 V. 

La iluminación consistió en un set de lámparas LED de la marca Philips (modelo 

Essential LED, de luz fría, con una temperatura de color de 6500 K), el consumo y flujo 

luminoso fue establecido de acuerdo con los requerimientos específicos del ensayo a 

realizar. Para configurar los fotoperiodos la iluminación se conectó a un temporizador 

digital programable marca GE, modelo SunSmart™ Digital Timer, configurado con un 

tiempo de encendido y apagado diario de acuerdo con el fotoperiodo requerido para el 

ensayo. 

Finalmente, la prueba confirmatoria realizada como paso final en la optimización 

fue llevada a cabo en este prototipo para observar si los resultados obtenidos en la 

producción de biomasa (bajo las condiciones optimizadas establecidas durante el estudio) 

son equiparables a los registrados usando una incubadora comercial (adaptada como 

fotobiorreactor) bajo los mismos parámetros.  

4.13 Disposición de Residuos 

Los residuos generados durante el proceso de este proyecto de investigación se 

dispondrán de acuerdo con las características de estos. El Departamento de Medio 

Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias Químicas se asegurará de llevar a cabo 

las labores pertinentes de almacenaje previo a la disposición final de los residuos de 

acuerdo con los procedimientos para la clasificación de residuos peligrosos, formato PR-

CLB-SRR/000.  
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CAPÍTULO 5 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Muestreo de Microorganismos Nativos Fotosintéticos del Estado de 

Nuevo León 

5.1.1 Selección de Sitios de Muestreo 

Hasta 2022 se han reportado cepas pertenecientes a los filos Chlorophyta y 

Ochrophyta como las mayores y más estables productoras de biomasa en el largo plazo, 

algunos ejemplos son especies pertenecientes a los géneros Chlorella, Picochlorum, 

Tetraselmis, Scenedesmus, Nanochloropsis, Cyclotella, Chaetoceros, Desmodesmus, 

Anabaena y Botryococcus (Subramanian & Sayre, 2022). 

Al cotejar esta información con el registro de microalgas de Nuevo León (Aguirre-

Cavazos et al., 2018) se eligieron las zonas en las que podrían ser encontradas estas 

microalgas de interés. A partir de dicha información, se determinó que los cuerpos de agua 

más relevantes para este proposito serían los pertenecientes a la Subcuenca del Río San 

Juan (conformada por siete afluentes: río San Juan, río Pesquería, rio Salinas, río San 

Miguel, río Santa Catarina, río Ramos y río Pilón) y la Cuenca del río San Fernando 

(conformada por río Camarones, río Camacho, río Potosí, río Pablillo, presa del Cerro 

Prieto, entre otros). De tal forma que se eligieron los sitios de muestreo plasmados en la 

Tabla 8.  
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Tabla 8. Fotografías de los Sitios de Muestreo 

 

 

 

 

 

 

Sitio Fotografía 

1. La Laguna, 

Higueras, N.L. 

25°56'00.2"N 

99°59'28.4"W 
 

 

2. Río Salinas, 

Marín, N.L 

25°50'11.3"N 

100°02'35.2"W  

 

3. Presa del Cerro 

Prieto, Linares, 

N.L. 

24°55'17.8"N 

99°27'26.8"W 
 

4. Río San Juan, 

General Bravo, 

N.L. 

25°47'58.6"N 

99°10'56.3"W 
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5. Charca 

temporal, Colonia 

Residencial 

Vidriera, Mty. 

N.L. 

25°42'33.2"N 

100°18'04.0"W 
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5.1.2 Registro Fotográfico 

A partir de las muestras obtenidas, se pudieron observar las siguientes morfologías 

macroscópicas en los tubos en donde se encontraban los inóculos de cada sitio (Ver Figura 

3). Destacando estructuras filamentosas con aglomeramientos en las muestras obtenidas a 

partir de ríos, como las que se observan en la Figura 3B y D, a diferencia de aquellas 

recolectadas en sitios con menor corriente de agua, como lagunas, presas o charcas, 

visibles en la Figura 3A, C y E, que presentan crecimiento particulado. Esta diversidad de 

estructuras es atribuible a la habilidad que poseen las microalgas para cambiar su 

morfología con la finalidad de adaptarse a distintas condiciones ambientales (Darienko et 

al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Morfología macroscópica en los tubos con medio BG-11 inoculados con las muestras 

recolectadas. (A) La Laguna, Higueras, N.L., (B) Río Salinas, Marín, N.L, (C) Presa del Cerro 

Prieto, Linares, N.L., (D) Río San Juan, General Bravo, N.L, (E) Colonia Residencial Vidriera, 

Mty. N.L. 

 

C E D 

B A 
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Las fotografías de los microorganismos provenientes de cada inóculo observados 

a un aumento de 100x, así como una posible identificación a nivel de género de acuerdo 

con su morfología se presentan en la Tabla 9.  

Tabla 9. Microorganismos Encontrados en la Muestra del Sitio 1. 

 

 

 

Merismopedia 

 

Scenedesmus / 

Desmodesmus 

Selenastrum 

 

 
Micrasterias 

 

Nitzschia Coelastrum 

 

Trachelomonas Eudorina 

 

Chlamydomonas y 

Quadrigula lacustris 

 

Anabaena 

 

Se realizó una identificación de acuerdo con la morfología observada, algunos de 

los géneros encontrados en la muestra son: Merismopedia, cuyas células están ubicadas 
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en arreglos de múltiplos de cuatro, en una sola capa con filas perpendiculares, suelen 

encontrarse en aguas dulces y marinas (Van Vuuren, 2006). Por otro lado, Micrasterias, 

cuyas células son planas y circulares u ovaladas, tienen la apariencia de discos aplanados 

u estrellados, la pared celular es lisa y se componen de dos semi-células unidas con 

múltiples incisiones, cada una contiene un cloroplasto (Van Vuuren, 2006). Las células 

pertenecientes al género Coelastrum presentan formas esféricas o elipsoidales, en 

cenobios, pared celular lisa o rugosa y no poseen mucílago (Krienitz & Bock, 2012). Las 

células que pertenecen al género Nitzschia son elípticas, poseen 2 cloroplastos grandes y 

el rafe se encuentra en la orilla (Van Vuuren, 2006). En la muestra 2 (Tabla 10) pueden 

identificarse algunos microorganismos como: diatomea del género Craticula, de forma 

elíptica, extremos en forma de “cabeza” y los bordes de las valvas están ligeramente 

onduladas, así como un área central pequeña o ausente y 2 gotas de lípidos, uno a cada 

lado del puente citoplásmico 

 

Tabla 10. Microorganismos Encontrados en la Muestra del Sitio 2 

 

 

Nitzschia 

 

Craticula 
Scenedesmus 

Anabaena  
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Achnanthidium 

 

Stauroneis 

 

 También podemos observar a la diatomea del género Achnanthidium por su forma 

corta y ancha, su circunferencia no es ancha y la estría se extiende hasta la orilla de la 

valva (Van Vuuren, 2006). Mientras que, en la muestra del sitio 4 podemos encontrar a la 

diatomea del género Gomphonema, este es un género muy común, se caracteriza por tener 

ápices en forma de “cabeza” y una ligera curvatura en uno de ellos, son variables en 

tamaño y se enceuntran de forma típica adheridos en ríos y lagos (Nukurangi, 2017). 

Tabla 11. Microorganismos Encontrados en la Muestra del Sitio 4 

 

 

Gomphonema  

Cylindrospermopsis Scenedesmus / 

Desmodesmus  

 

Merismopedia 
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Chlamydomonas/ 

Chlorella 

Pediastrum  

 

Rhoicosphenia 

 

También se encuentra Cylindrospermopsis, sus células son cilíndricas y muy 

pequeñas, de color verde-azul. Las células de Cylindrospermopsis son capaces de fijar 

nitrógeno del aire, por lo tanto, no dependen del nitrógeno en el agua para sobrevivir, se 

encuentran comúnmente en lagos, estanques y ríos (Van Vuuren, 2006). Pediastrum posee 

formas características que se presentan en colonias de 4 a 64 células, el interior suele ser 

poliédrico con 4 o más lados.  Se encuentra ampliamente distribuido en lagos, pantanos, 

estanques, y aguas dulces de flujo lento (Van Vuuren, 2006). Finalmente, Rhoicosphenia, 

la cual se caracteriza por tener un pseudoseptum en los polos de las valvas, así como 

poseer forma asimétrica. Finalmente, en la muestra del sitio 5, se observan células de 

Neodesmus, las cuales suelen presentarse en espiga, en forma de gota y formadas por 

cenobios compuestos de 2 células cada uno, conectados entre sí (Krienitz & Bock, 2012). 

El segundo microorganismo encontrado en esta muestra es Chlorella, que consiste en 

células pequeñas, inmóviles, raramente se encuentran agregadas, son esféricas con un solo 

cloroplasto, pared celular delgada y puede o no contener un pirenoide (Van Vuuren, 2006). 
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Tabla 12. Microorganismos Encontrados en la Muestra del Sitio 5 

 

 

Neodesmus 

Chlorella 

 

La identificación y clasificación taxonómica de las microalgas se ha realizado 

considerando sus características morfológicas y citológicas en sus etapas vegetativas, sin 

embargo, siempre ha sido una tarea compleja (Darienko et al., 2015). Lo anterior se debe 

a que hay una cantidad de características morfológicas por reconocer, además de la 

existencia de plasticidad fenotípica, lo que lleva a interpretaciones inexactas o erróneas 

(Sehgal et al., 2019). Es por este motivo que la identificación a nivel de género de los 

microorganismos encontrados en las muestras tomadas para este proyecto se presenta 

como una propuesta, sin embargo, sería necesario el uso de herramientas moleculares 

como la identificación genética de sitios como 18S, ADNr e ITS para confirmar la 

identidad de estos microorganismos (Sehgal et al., 2019). 
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5.2 Aislamiento y Selección de un Microorganismo Fotosintético para la 

Producción de RuBisCO 

 

Considerando el crecimiento y la observación de las características morfológicas 

de microalgas obtenidas de la etapa anterior, se realizó la caracterización de las muestras 

de aguas a partir de un análisis fisicoquímico. Las muestras elegidas fueron aquellas 

provenientes de los sitios M1, M2 y M5.  

A partir de la muestra M1, proveniente de La Laguna, Higueras se aisló un 

consorcio de candidatas a Closterium y Selenastrum (Figura 4) pertenecientes al Filo 

Chlorophyta (Le et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Morfología en aislamiento a partir de la Muestra 1 (A) Morfología macroscópica en 

placa petri. (B) Morfología microscópica (100x), en rojo se señala a Selenastrum y en verde a 

Closterium  

 

Se describe a Selenastrum como un microorganismo irregular en forma de luna 

creciente, sin envoltura (Sehgal et al., 2019) que crece en aguas con cantidades de fósforo 

desde 60 µg/L en aguas residuales (Ferris et al., 1974), lo cual concuerda con lo obtenido 

en las propiedades fisicoquímicas de esta muestra de agua (Ver Tabla 12). Además, cabe 

A B 
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mencionar que entre algunos de los requerimientos nutrimentales que han sido  

identificado para el crecimiento de Selenastrum estan: cloruros 12.2 mg/L, sulfatos 14.7 

mg/L, nitrógeno 4.2 mg/L (Epa & of Science, 2002), siendo estas concentraciones 

cubiertas por los nutrientes contenidos en la muestra de agua evaluada, lo que la hace un 

ambiente ideal para el crecimiento de este microorganismo. 

Los organismos pertenecientes a Micrasterias, que fue encontrada en esta muestra 

suelen encontrarse en aguas dulces con un pH neutro o ligeramente ácido, así como en 

lagos pobres en nutrientes (Van Vuuren, 2006), esto es congruente con el pH 6.97 al que 

se encuentra la muestra analizada. 

 

 

Tabla 13. Resultados del Análisis Fisicoquímico Realizado a la Muestra M1 

 
Determinación o compuesto Valor obtenido Límite máximo permisible  

(NOM-001-SEMARNAT-2021) 

Conductividad (μs/cm) 537 250 

Dureza total (mg/L CaCO3) 300 500 

Dureza de calcio (mg/L CaCO3) 230 300 

Alcalinidad a la fenolftaleína (mg CaCO3/L) < 6 400 

Alcalinidad al naranja de metilo (mg CaCO3/L) 141 400 

Cloruros (mg/L) 49.6 250 

Sulfatos (mg/L) 135 400 

Color (u.c. Pt-Co) - 150 

Turbidez (UNT) 124 5 

pH (unidades de pH) 6.97 6-9 

DQO (mg/L) 266 210 

DBO (mg/L) 120 60 

Fosforo (mg/L) 0.2 21 

Nitrógeno total (mg/L) 12.8 35 

SAAM (mg/L) < 1 0.5 

 

Mientras que de la muestra M2, proveniente de Río Salinas, Marín, N.L se aislaron 

microorganismos candidatos a Scenedesmus y Chlorella (Figura 5).  
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Figura 5. Morfología en aislamiento a partir de la Muestra 2 (A) Morfología macroscópica en 

placa petri. (B) Morfología microscópica (100x) candidata a Scenedesmus (C) Morfología 

microscópica (100x) candidata a Chlorella. 

 

En dicha muestra se observan células candidatas al género Chlorella, de forma 

esférica u ovalada, que cuentan con un solo pirenoide, una vacuola grande y un 

cloroplasto. Chlorella es altamente adaptable a distintas condiciones, como ambientes 

eutróficos (Jiménez-Veuthey et al., 2018). 

Las células candidatas a Scenedesmus son ovaladas, delgadas en sus extremos, 

suelen presentarse en grupos de 4, sin embargo estas células poseen alta variabilidad 

morfológica que es atribuible a su estricta reproducción asexual por autoesporas. Este 

género está ampliamente distribuido en aguas dulces, en todos los climas, en aguas 

ligeramente ácidas y de salinidad baja. Además, es un bio indicador de cambios físicos y 

químicos en su ambiente (Krienitz & Bock, 2012). 

En la Tabla 14 podemos observar una conductividad de 969 μS/cm, la cual se 

encuentra en el rango de la conductividad reportada en sitios a partir de los que se han 

aislado cepas de Scenedesmus con conductividad desde 195.3 hasta 2038 μS/cm (Akgül 

et al., 2017). Además, en un estudio llevado a cabo con agua de desecho de curtidurías se 

B A C 
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observó su capacidad de remoción de compuestos como fosfatos (13.23 a < 2 mg/L), 

sulfatos (27.33 a < 2 mg /L), nitratos (44.6 a < 0.4 mg/L), nitritos (187 a < 2 mg/L) y DBO 

(17,363 a 2,085 mg/L), entre otros, lo cual ha demostrado que Scenedesmus es adaptable 

y capaz de crecer en ambientes altamente contaminados (Ballen et al., 2016).  

Tabla 14. Resultados del Análisis Fisicoquímico Realizado a la Muestra M2 
 
 

Determinación o compuesto Valor obtenido Límite máximo permisible  

(NOM-001-SEMARNAT-2021) 

Conductividad (μS/cm) 969 250 

Dureza total (mg/L CaCO3) 400 500 

Dureza de calcio (mg/L CaCO3) 270 300 

Alcalinidad a la fenolftaleína (mg CaCO3/L) < 6 400 

Alcalinidad al naranja de metilo (mg CaCO3/L) 126 400 

Cloruros (mg/L) 142 250 

Sulfatos (mg/L) 262 400 

Color (u.c. Pt-Co) N.A. 150 

Turbidez (UNT) 48 5 

pH (unidades de pH) 6.86 6-9 

DQO (mg/L) 60 210 

DBO (mg/L) 32 60 

Fosforo (mg/L) 0.21 21 

Nitrógeno total (mg/L) 6.4 35 

SAAM (mg/L) < 1 0.5 
 

A partir de la muestra M5, proveniente de Colonia Residencial Vidriera, Monterrey 

se aislaron microorganismos candidatos a Chlorella, (Figura 6) este microorganismo es 

capaz de adaptarse y remover nutrientes, contaminantes emergentes y patógenos (Silaen 

et al., 2022). En un estudio de tratamiento de aguas residuales de una planta de tofu, se 

demostró que Chlorella es capaz de degradar nitrógeno total y fosfatos, lo que la hace 

fácilmente cultivable en aguas residuales (Ajijah et al., 2020).  

También se ha evaluado su comportamiento en aguas negras, en condiciones de 93 

mg/L DQO, 6.2 mg/L nitrógeno amoniacal, 82 Pt Co (Unidades de color Platino - 

Cobalto), 12.8 mg/L fósforo y pH 7.45. Removiendo 84 % DQO, 95 % nitrógeno 
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amoniacal y 97 % fósforo (Alazaiza et al., 2023). De acuerdo con el análisis fisicoquímico 

(Ver Tabla 15) el agua de donde fue aislado este microorganismo presenta valores de 

contaminantes menores a los utilizados en el estudio antes mencionado (con excepción de 

DQO), la capacidad de este microorganismo de prosperar en este tipo de medios permite 

utilizarla como herramienta de amplio potencial para la biorremediación (Silaen et al., 

2022). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Morfología en aislamiento a partir de la Muestra 5 (A) Morfología macroscópica en 

placa petri por siembra en estría. (B) Morfología microscópica (100x). 

 

Tabla 15. Resultados del Análisis Fisicoquímico Realizado a la Muestra M5 

 

 
Determinación o compuesto Valor obtenido Límite máximo permisible  

(NOM-001-SEMARNAT-2021) 

Conductividad (μs/cm) 305 250 

Dureza total (mg/L CaCO3) 144 500 

Dureza de calcio (mg/L CaCO3) 112 300 

Alcalinidad a la fenolftaleína (mg CaCO3/L) < 6 400 

Alcalinidad al naranja de metilo (mg CaCO3/L) 126 400 

Cloruros (mg/L) 56.7 250 

Sulfatos (mg/L) 31 400 

Color (u.c. Pt-Co) 50 150 

Turbidez (UNT) N.A. 5 

pH (unidades de pH) 7.01 6-9 

DQO (mg/L) 139 210 

DBO (mg/L) 55 60 

Fosforo (mg/L) 0.34 21 

Nitrógeno total (mg/L) 5.32 35 

SAAM (mg/L) < 1 0.5 

B A 



44 

 

Finalmente, de las microalgas obtenidas se seleccionó al género Chlorella, 

obtenida del sitio de muestreo 5 (Colonia Residencial Vidriera, Monterrey) (ver Figura 7), 

caracterizada por ser células esféricas u ovaladas, poseer un solo cloroplasto, con un 

tamaño de 2 a 10 μm diámetro, sin flagelos. Esta selección es respaldada por sus reportes 

de alta tasa de fijación de carbono y alta producción de biomasa (Tabla 16) (Feng et al., 

2014) 

 

Tabla 16: Productividad Reportada para Chlorella. 

 

 

Cepa Productividad de 

biomasa (mg/L/día) 

Concentración 

de biomasa (g/L) 

Referencia 

Chlorella vulgaris 297 ± 20 2.18 ± 0.18 (Feng et al., 2014) 

Chlorella sp. 364 ± 25 2.65 ± 0.13 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Morfología microscópica (100x) encontrada en la muestra 5, típica del género Chlorella. 
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5.3 Desarrollo de un Método de Criopreservación Específico para 

Microalgas Seleccionadas 

 

Con la finalidad de evaluar la viabilidad de las microalgas después de un proceso 

de crioconservación, se realizó un ensayo de la tolerancia a diferentes agentes 

crioprotectores (ACP) al reactivar el cultivo después de haber sido criopreservado a -20 

°C. Para ello, a partir de la biomasa producida se tomaron inóculos, los cuales se incubaron 

en DMSO y CH3OH al 2, 4, 6, 8, 10 y 12% por 2 horas, se observó que las cepas que 

continuaron su crecimiento normal corresponden a aquellas incubadas en DMSO al 8 y 

12% y CH3OH al 6 y 10%, por este motivo se seleccionaron para su criopreservación a -

20 °C.  

Una vez reactivados los cultivos se observó que el uso de DMSO al 8% y CH3OH 

al 6% (Figura 8) permitieron una reactivación adecuada del microorganismo después de 

7 días de incubación, a diferencia de las muestras incubadas en agua destilada y C3H8O3 

al 30%, los cuales se emplearon como controles y no conservaron la viabilidad. Esta 

prueba es cualitativa de corto plazo, por lo tanto, la selección de ACP está basada en la 

preservación de la viabilidad del microorganismo al cabo de 7 días mediante una 

evaluación visual.  

En un estudio realizado en Chlorella vulgaris con CH3OH al 5% se observó que 

se conservaba una viabilidad del 98.2% al cabo de 15 días de congelación y al cabo de 

150 y 300 días la viabilidad fue en 97.6% y 95.8% respectivamente (Silva et al., 2020). 

Por otro lado, la viabilidad de Chlorella sorokiniana al usar DMSO al 7% se conservó en 

un 80% al cabo de 15 días de congelación (Fernandes et al., 2019). Estas concentraciones 



46 

 

son similares a las obtenidas en el presente estudio, sin embargo, un análisis cuantitativo 

a largo plazo podría contribuir a tener un mejor conocimiento de esta cepa. 

 

Figura 8. Comparación del comportamiento del cultivo reactivado al cabo de 7 días de 

congelación. (A) agua destilada, (B) C3H8O3 al 30 % (C) CH3OH al 10 % y D) CH3OH al 6 %. 

En el cuadro rojo se aprecia la biomasa sedimentada que no logró ser reactivada en las condiciones 

provistas, mientras que en el cuadro verde se aprecia el aumento de la biomasa después de su 

reactivación e incubación. 

 

5.4 Optimización de Producción de Biomasa de la Microalga Seleccionada 

5.4.1 Identificación de Factores Relevantes con un Diseño Plackett-Burman 

Algunas de las limitantes para la comercialización a gran escala de la biomasa son 

los costos altos en su producción debidos principalmente a que la biomasa se encuentra a 

una concentración de 0.1 a 0.5% en los medios de cultivo, lo que implica el uso de 

volúmenes muy grandes de agua y el uso de equipo especializado para su aireación, 

mezclado, cosecha y procesamiento. Por estas razones el costo energético llega a ser 

B A 

D C 
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incluso superior al contenido energético que puede aportar la biomasa (Subramanian & 

Sayre, 2022).  

En este sentido, es necesario establecer las condiciones que permitan la mayor 

producción de biomasa en el menor tiempo posible. Por lo anterior, se realizó un estudio 

exploratorio Plackett-Burmann que permitiera identificar aquellos factores de mayor 

relevancia para el crecimiento y producción de biomasa de estos microorganismos. La 

Tabla 17 nos permite apreciar la densidad celular alcanzada al cabo de 14 días de 

incubación para cada una de las corridas establecidas para este diseño. 

Tabla 17. Resultados del Diseño Plackett-Burman 

 

 
Corrida Temperatura  Fotoperiodo 

(Luz:oscuridad) 

Intensidad  Agitación pH Medio Contenedor Crecimiento 

(células/mL)  

1 33 8:16 200 Con 7 BG11 Matraz 3.74 x 107 

2 23 24:0 200 Con 7 BBM Tubo 9.15 x 106 

3 33 8:16 60 Sin 9 BBM Matraz 2.37 x 107 

4 33 24:0 200 Sin 7 BBM Matraz 5.18 x 108 

5 23 8:16 60 Sin 7 BBM Tubo 4.19 x 106 

6 23 24:0 200 Sin 9 BG11 Matraz 3.94 x 108 

7 33 24:0 60 Sin 7 BG11 Tubo 4.60 x 106 

8 23 8:16 60 Con 7 BG11 Matraz 2.72 x 108 

9 23 8:16 200 Sin 9 BG11 Tubo 8.16 x 106 

10 23 24:0 60 Con 9 BBM Matraz 4.94 x 108 

11 33 24:0 60 Con 9 BG11 Tubo 6.18 x 106 

12 33 8:16 200 Con 9 BBM Tubo 2.73 x 107 

 

El comportamiento del factor de respuesta en cada corrida permite observar que 

todas las condiciones permiten un aumento en la cantidad de células por mililitro, ya que 

todos los niveles se encuentran dentro de los rangos favorables para la producción de 
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biomasa (Maltsev et al., 2021; Andersen, 2005; Lavens & Sorgeloos, 1996). Sin embargo, 

la combinación de estos factores influye en el comportamiento del crecimiento, por este 

motivo, a partir de los resultados observados, se realizó un análisis empleando una Gráfica 

de Pareto (Figura 9), en la que podemos observar que el contenedor y fotoperiodo son 

factores importantes para considerar. Además, la interacción entre la temperatura e 

intensidad de luz demostró que es significativa para la generación de biomasa empleando 

este modelo factorial, por este motivo estos parámetros fueron considerados en el diseño 

de experimentos de optimización. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Gráfica de Pareto. Se indican los factores más relevantes para la producción de biomasa 

de la cepa candidata a Chlorella.  
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Cabe mencionar que el análisis de varianza mostró un p-value de 0.0147, 

resultando en un modelo estadísticamente significativo, los cuales se pueden observar en 

la Tabla 18. 

Tabla 18: ANOVA para el Modelo Factorial. 

 

 
Origen Suma de 

cuadrados 

Cuadrados 

medios 

F-value p-value 
 

Modelo 40.94 8.19 7.49 0.0147 significativo 

A-Temperatura 2.66 2.66 2.43 0.1701 
 

B-Fotoperiodo 13.35 13.35 12.21 0.0129 
 

C-Intensidad de luz 0.2975 0.2975 0.2721 0.6206 
 

G-Contenedor 13.89 13.89 12.70 0.0119 
 

AC 5.23 5.23 4.78 0.0715 
 

Residual 6.56 1.09    

Cor Total 47.50     

 

Considerando que el contenedor es un factor de tipo categórico y que fue 

establecido como uno de los más importantes, ya que se presenta una producción mayor 

de biomasa con el uso de matraz comparada con la densidad celular obtenida en los 

ensayos realizados en tubo, se estableció el uso del matraz para realizar la optimización, 

quedando descartado el uso de tubos.  

Las características de la luz tienen una gran influencia sobre el crecimiento y 

metabolismo de las microalgas, por lo tanto, pueden ser aprovechadas para controlar el 

crecimiento y composición de la biomasa dependiendo de la aplicación que se busque 

(Schulze et al., 2014).  

Se ha observado que al manipular el fotoperiodo es posible incrementar la 

productividad de las microalgas. Lo anterior es debido a que se incrementa la eficiencia 

de absorción de luz y se altera la composición bioquímica, en combinación con 

variaciones de la intensidad de luz (Maltsev et al., 2021). Este efecto fue visible en un 
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estudio realizado en Chlorella sorokiniana cultivada en agua de cocción de capullos en un 

biorreactor de columna de burbujeo, en donde se observó que la mayor productividad y 

concentración de biomasa fue lograda con una intensidad de luz de 150 µmol fotones m−2 

s−1 y un fotoperiodo de 16:8. Además de que estas condiciones promovieron eficiencias 

de remoción de amonio, nitrógeno total, fósforo total y DQO de hasta 93.12 %, 80.79 %, 

93.08 % y 69.08 %, respectivamente (Gao et al., 2022). 

Debido a la importancia de la luz para el crecimiento de estos microorganismos, el 

rango elegido para este ensayo fue de 60 a 200 µmol fotones m−2 s−1 debido a que la 

intensidad óptima para su crecimiento se encuentra descrita dentro del rango de 26 a 400 

µmol fotones m−2 s−1 (Li et al., 2023).  

Por lo anterior, se utilizaron lámparas de luz LED para todos los ensayos, tomando 

en cuenta sus especificaciones fotométricas (Figura 10), tales como la luz blanca fría con 

temperatura de color de 6,500 K, caracterizada por ser altamente fotosintética debido a su 

pico de emisión azul (440 - 460 nm) que coincide con el espectro de absorción de los 

complejos de captura de luz por pigmentos en plantas y microalgas, así como las 

longitudes 660 - 680 que son captadas por la clorofila a y b (Schulze et al., 2014). Cabe 

mencionar que también se ha considerado la utilización de la luz solar, sin embargo, los 

ciclos día/noche, cambios en las condiciones meteorológicas, cambios de estación y 

fluctuaciones en la radiación dificultan la uniformidad y control de las condiciones de luz 

(Blanken et al., 2013). 
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Figura 10: Distribución de color en el espectro de las lámparas LED utilizadas en este proyecto. 

 (Philips, 2023) 

 

5.4.2 Estudio de Optimización Basado en un Diseño Central Compuesto  

A partir de los factores más importantes definidos por el diseño Plackett-Burman, 

se llevó a cabo la optimización del proceso por medio de un Diseño Central Compuesto 

Circunscrito. En la Tabla 19 podemos observar los niveles evaluados para cada factor, así 

como el resultado obtenido en la producción de biomasa en número de células por 

mililitro.  

Tabla 19. Resultados de la Optimización Realizada Mediante un CCD Circunscrito 

 

 
Corrida Temperatura Fotoperiodo Intensidad de luz Crecimiento 

(Células/mL) 

1 43.409 16.4746 410 4.35 x 108 

2 35 24 410 2.95 x 108 

3 40 20.9492 600 3.24 x 108 

4 35 16.4746 410 2.54 x 108 

5 35 16.4746 410 2.52 x 108 

6 35 16.4746 410 2.78 x 108 

7 35 16.4746 410 2.96 x 108 

8 35 16.4746 90.4594 3.83 x 108 

9 35 16.4746 410 2.37 x 108 

10 35 16.4746 410 2.49 x 108 

11 30 20.9492 600 3.54 x 108 

12 30 12 220 3.15 x 108 

13 35 16.4746 729.541 4.73 x 106 

14 30 12 600 3.07 x 108 

15 35 8.94925 410 3.80 x 108 
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16 30 20.9492 220 3.18 x 108 

17 40 12 220 1.16 x 108 

18 40 12 600 2.90 x 108 

19 26.591 16.4746 410 3.37 x 108 

20 40 20.9492 220 3.65 x 108 

 

Por otro lado, a partir de los factores que no fueron elegidos en el diseño Plackett-

Burman (medio, pH y agitación) se establecieron los niveles con los que se realizó la 

optimización. El medio BBM (Apéndice 1) fue elegido ya que se ha observado que 

Chlorella vulgaris presenta tasas de fijación de CO2 superiores a las demostradas por el 

uso de medio BG-11 (Li et al., 2023). Se seleccionó trabajar con un pH de 7 ya que se 

encuentra dentro del rango utilizado para el cultivo de la mayoría de las microalgas 

(Lavens & Sorgeloos, 1996). Finalmente, se prescindió de la agitación para realizar estos 

ensayos a nivel de laboratorio por motivos de factibilidad técnica. Estos valores se pueden 

observar en la Tabla 20. 

Tabla 20. Condiciones Definidas para la Ejecución del CCD que no Fueron Incluidas en 

el Análisis 
 

 

Factor Nivel 

Medio BBM 

pH 7 

Agitación No 

 

El análisis de varianza se realizó a través de un modelo cúbico reducido, mediante 

el que se definen los términos que se incluirán en el análisis. Bajo este modelo se obtuvo 

un F-value de 29.54, p-value de 0.0002 (Ver Tabla 21) y un valor de R2 de 0.9846. 

Considerando que la significancia de un coeficiente es mayor conforme el F-value 

aumenta y el p-value disminuye, estos resultados indican que los coeficientes son 

significativos (Y. R. Lee & Chen, 2016). Se observa también un valor no significativo en 
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la prueba de falta de ajuste, lo cual es favorable, ya que la falta de ajuste ocurre en caso 

de que no se incluyan términos importantes en el análisis o si el modelo no es capaz de 

describir la relación entre los factores experimentales y el factor de respuesta. La ecuación 

del modelo de predicción se expresa a continuación (3): 

Crecimiento = -157.253 + 11.5399(A) + -0.7772(B) + 0.29727(C) +  -0.197631(AB) + 

-0.0181383(AC) + 0.00239657(BC) + -0.196054(A2) + 0.200735(B2) + -7.14789x 106 

(C2) + -7.56316x105(ABC) + 0.00598397(A2B) + 0.000278894(A2C) + -

0.00537962(AB2) 

 

Tabla 21: ANOVA para un Modelo Cúbico Reducido 

 

 
Origen Suma de 

cuadrados 

Cuadrados 

medios 

F-value p-value 
 

Modelo 16.87 1.30 29.54 0.0002 Significativo 

A-Temperatura 0.4714 0.4714 10.73 0.0169 
 

B-Fotoperiodo 0.3611 0.3611 8.22 0.0285 
 

C-Intensidad de luz 7.14 7.14 162.58 < 0.0001 
 

AB 0.6751 0.6751 15.37 0.0078 
 

AC 0.1381 0.1381 3.14 0.1266 
 

BC 0.3630 0.3630 8.26 0.0283 
 

A² 2.57 2.57 58.40 0.0003 
 

B² 0.8952 0.8952 20.38 0.0040 
 

C² 0.9596 0.9596 21.84 0.0034 
 

ABC 0.8269 0.8269 18.82 0.0049 
 

A²B 1.48 1.48 33.80 0.0011 
 

A²C 5.82 5.82 132.38 < 0.0001 
 

AB² 0.9611 0.9611 21.88 0.0034 
 

Residual 0.2636 0.0439    

Falta de ajuste 0.0298 0.0298 0.6379 0.4607 No significativo 

Error Puro 0.2338 0.0468    

Cor Total 17.13     

 

Además, en las Figuras 11, 12 y 13 se muestran las gráficas tridimensionales 

obtenidas por RSM en donde cada una representa el comportamiento de la respuesta de 

dos de los tres factores analizados dentro del rango establecido para este diseño (Kim et 

al., 2019). Las condiciones óptimas para la producción de biomasa se obtuvieron a partir 

(3) 
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de los resultados del análisis estadístico, donde se establece que las mejores condiciones 

dentro de los puntos factoriales son una temperatura de 33.4 °C, fotoperiodo de 12:12 y 

una intensidad de luz de 220 μmol m-2 s-1, con una respuesta predicha de 3.92 x 108 células 

por mililitro. Por otro lado, al incluirse en el rango de optimización los puntos axiales para 

todos los factores se predice que las mejores condiciones serían una temperatura de 43.2 

°C, fotoperiodo de 19:5 y una intensidad de luz de 480 μmol m-2 s-1, con una respuesta 

predicha de 5.93 x 108 células por mililitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gráfica de superficie de respuesta tridimensional correspondiente al crecimiento de 

biomasa respecto a la temperatura y fotoperiodo. 
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Figura 12. Gráfica de superficie de respuesta tridimensional correspondiente al crecimiento de 

biomasa respecto a la temperatura e intensidad de luz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1013. Gráfica de superficie de respuesta tridimensional correspondiente al crecimiento de 

biomasa respecto al fotoperiodo e intensidad de luz. 
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Se realizaron réplicas experimentales a temperatura de 35°C, con una intensidad 

de luz de 410 μmol m-2 s-1 y fotoperiodo de 16.5:7.5 con el objetivo de comparar la 

respuesta predicha por el modelo con los valores experimentales, como se puede observar 

en la Tabla 22, el promedio de la respuesta experimental se encuentra dentro del intervalo 

predicho con un error del 4.21 % con respecto al valor predicho por el modelo. 

 

Tabla 22. Comparación Entre la Respuesta Obtenida en la Prueba Confirmatoria y su 

Predicción 

 

Análisis 
Valor 

predicho 

Desviación 

estándar 

95 % 

Intervalo 

Predicho 

(bajo) 

Promedio 

experimental 

95 % 

Intervalo 

Predicho 

(alto) 

% error 

Crecimiento 2.61 x 108 2.64 x 107 2.32 x 108 2.72 x 108 2.91 x 108 4.21 % 

 

 La temperatura es un factor importante en la regulación fisiológica y morfológica 

de las microalgas, esto tiene impacto en la fotosíntesis y, por lo tanto, en la fijación de 

CO2, considerando que la solubilidad del CO2 disminuye a medida que la temperatura 

aumenta. Por lo anterior es importante considerar un equilibrio adecuado para obtener el 

mejor resultado posible. Por otro lado, se ha establecido el rango de 15 a 20 °C como el 

rango óptimo para el crecimiento de Chlorella vulgaris (Zhang et al, 2020). Sin embargo, 

este rango es variable de acuerdo con las condiciones del hábitat a partir del cual la cepa 

fue aislada (Lee et al., 2014a) tal como se observa en los resultados obtenidos en el 

presente estudio, en el que se predice una temperatura óptima de hasta 43 °C para la 
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producción de biomasa. Lo anterior tiene sentido al considerar las condiciones 

meteorológicas del municipio de Monterrey, Nuevo León, de donde este microorganismo 

fue aislado, y que durante el periodo de 1951 a 2018 ha presentado temperaturas máximas 

de hasta 46 °C (Servicio Meteorológico Nacional, 2018). Las algas termo-tolerantes 

presentan una ventaja para la remoción de contaminantes a temperaturas mayores, lo que 

representa un ahorro en sistemas de enfriamiento y una alternativa atractiva para las 

plantas de poder por combustión de gases (Raeesossadati et al., 2014). 

A partir de los resultados obtenidos se observa que los fotoperiodos con tiempos 

prolongados de luz favorecen el aumento de la biomasa, sin embargo, no se recomienda 

el uso de luz continua, ya que se ha reportado que puede dar lugar a procesos de 

fotoinhibición, por el contrario, la inclusión de periodos de oscuridad permite la 

restauración del daño en los fotosistemas (Yustinadiar et al., 2020). Además, los sistemas 

que usan ciclos combinados de luz y oscuridad incrementan la eficiencia de absorción de 

luz y reducen el consumo de energía y, por ende, la productividad de las microalgas, lo 

cual es de especial interés para su aplicación biotecnológica (Maltsev et al., 2021).  Es por 

este motivo que en este estudio los fotoperiodos de 12 y 18 horas de luz resultaron 

adecuados para obtener mayores concentraciones de biomasa. De forma similar, se ha 

observado que el fotoperiodo de 20:4 en Chlorella kessleri ha sido detectado como aquel 

en que esta especie produce la mayor cantidad de biomasa en cultivos mixotróficos. 

Finalmente, al observar la cantidad de biomasa obtenida a partir de la corrida con 

el nivel más alto de luz (729.541 μmol m-2 s-1) y el aspecto del cultivo al terminar el 

periodo de incubación (Figura 14) es evidente la pérdida de pigmentación en las células y 

una densidad muy baja de células, esto es debido a que el uso de niveles inadecuados de 
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luz tiene efectos negativos en el crecimiento de microalgas, causando fotoinhibición, 

oxidación y blanqueamiento (Andersen, 2005). Por otro lado, si la manipulación de la 

intensidad de luz es adecuada, es posible alterar el metabolismo y composición bioquímica 

de estos microorganismos, como el contenido de pigmentos como carotenoides 

(Khajepour et al., 2015), astaxantina (Liyanaarachchi et al., 2020), clorofila, ficoeritrinas, 

ficocianinas y fucoxantinas, así como la producción y acumulación de lípidos y ácidos 

grasos (Maltsev et al., 2021). 

 

Figura 14. Cultivos obtenidos durante la optimización.  (A) Se observa la apariencia típica de un 

cultivo de Chlorella al cabo de 11 días de incubación. (B) Apariencia de un cultivo afectado por 

la fotoinhibición y blanqueamiento.  
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5.5 Separación y Recuperación de la Fracción Pesada del Lisado 

Citoplasmático para la Obtención de la Enzima RuBisCO de la Cepa 

Seleccionada 

 

5.5.1 Electroforesis 

El extracto crudo obtenido por lisis presentó una concentración de proteínas de 

7.62 mg/mL, y del cual posteriormente se tomó una porción del extracto para ser cargado 

en un gel de electroforesis SDS-PAGE. En la Figura 15 podemos observar el resultado del 

gel de electroforesis, donde el primer carril presenta las bandas correspondientes al 

marcador de peso molecular y en el segundo carril las bandas correspondientes al perfil 

proteico del extracto.  

De estos resultados podemos resaltar la presencia de 2 bandas a tamaños de ~55 

kDa y ~17 kDa, estas bandas coinciden con el peso correspondiente a las subunidades 

grandes, reportadas entre los 50 - 54 kDa y a las subunidades pequeñas de entre 10 - 17 

kDa, características de la forma I de la proteína RuBisCO, cuya estructura hexadecamérica 

es típica en las microalgas (8 subunidades grandes y 8 subunidades pequeñas) (Teuling et 

al., 2019; Orellana & Perry, 1992). 
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Figura 15. A) Gel de electroforesis SDS-PAGE del extracto crudo B) Gel de electroforesis de una 

enzima comercial RuBisCO purificada a partir de Spinacia oleracea. Nota. Adaptado de “An 

immunoprobe to measure Rubisco concentrations and maximal photosynthetic rates of individual 

phytoplankton cells” (p. 484) por Orellana & Perry, 1992, Limnology and oceanography, 37(3) 

 

 

5.5.2 Fraccionamiento por Tamaño de Corte 

A partir del extracto crudo se realizó un barrido de 200 a 800 nm para obtener un 

perfil completo. En la Figura 16 se pueden observar los picos característicos de las 

clorofilas en regiones de 400 - 510 nm y 600 - 700 de acuerdo con Kwan et al., la clorofila 

a absorbe a 430 nm (luz azul-violeta) y 660 nm (luz roja), mientras que la clorofila b, que 

se encuentra solo en algas verdes, euglenófitas y ciertos tipos de algas, absorbe a 435 nm 

(luz azul) y 645 nm (luz roja) (Kwan et al., 2021). Cabe mencionar que, de acuerdo con 

la literatura, la ficocianina absorbe a 620 nm y la mayoría de los carotenoides se 

encuentran entre 400 y 500 nm. Por lo cual, de acuerdo con el perfil del espectro de 

absorción obtenido a partir del extracto RuBisCO, podemos intuir que el microorganismo 

(candidato a Chlorella) también fue capaz de producir los pigmentos antes mencionados.  

Subunidad 

grande 

Subunidad 

pequeña 

A B 
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Figura 16. Comparación del espectro en el extracto (A) Perfil obtenido a partir del extracto crudo. 

(B) Espectro de absorción de pigmentos fotosintéticos (Kwan et al., 2021) 

 

También es importante destacar el pico observado a los 270 nm, el cual es atribuido 

a la presencia de la enzima RuBisCO (Figura 17). Lo anterior debido a que, al realizar el 

escaneo de la enzima comercial y compararlo con el perfil del extracto enzimático, se 

puede identificar el mismo pico, el cual esta reportado como característico de las 

estructuras triptófano/tirosina de la RuBisCO (enlaces amida) (Liang et al., 2008). 

 Además, la Figura 17 también muestra el perfil de la enzima obtenida a partir de 

la fracción mayor a 100 kDa, retenida mediante un centricón con una membrana de tamaño 

de corte de 100 kDa, el cual fue elegido debido al alto peso molecular de estas enzimas de 

alrededor de 560 kDa (Teuling et al., 2019). La separación se realizó con el extracto 

obtenido a partir de la lisis, así como con la enzima comercial (Figura 18). Tal como se 

observa en ambas gráficas, el pico característico a 270 nm disminuye considerablemente 

en el filtrado de la solución, por lo cual se puede inferir la retención en la membrana del 

centricón. En el caso de la solución de la enzima comercial se obtuvo una retención de 

alrededor del 85 %, mientras que del extracto enzimático la retención fue del 90 %. 

considerando la disminución de la absorbancia en la fracción filtrada con respecto al pico 

B A 

Clorofila a 

Clorofila a 

Carotenoides 

Ficocianina 
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de absorción inicial. En ambos casos, se obtiene una fracción con alto contenido de 

enzimas RuBisCO.  

   

Figura 17. Perfiles correspondientes al barrido realizado por espectrofotometría de la enzima 

comercial y el extracto enzimático durante el proceso de retención por membranas de 100kDa.  

(A) Perfil obtenido a partir de la separación del extracto crudo. (B) Perfil obtenido a partir de 

separación de la solución con la enzima RuBisCO comercial  

 

 

5.6 Condiciones de Reacción de la Enzima RuBisCO 

Las condiciones de reacción para la enzima RuBisCO fueron implementadas a 

partir de la metodología establecida por Lilley et al., la cual consistió en una mezcla de 

reacción de compuesto por un buffer de activación pH 8.1, que contenía Tris-HCl a 25 

mM, 0.1 mM EDTA, 3 mM MnCl2, 0.6 mM NaHCO3 (Lilley et al., 2010). El sustrato de 

la enzima fue ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP) a una concentración de 0.7 mM y la 

concentración de la RuBisCO fue 0.05 mg/mL. Una vez iniciada la reacción enzimática, 

está se dejó durante 15 minutos, considerando que es el tiempo mínimo que la literatura 

reportaba para dicha reacción, la cual fue monitoreada por espectrofotometría UV-Vis, a 

través de barridos en longitud de onda, en un rango de 200 a 800 nm. Así mismo se realizó 

un barrido de la solución buffer, del buffer solo con el sustrato (Buffer + RuBP) y el buffer 

B A 
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solo con la enzima (Buffer + RuBisCO) para tener como referencia los perfiles de las 

soluciones control (Figura 18). Con estos resultados podemos discriminar aquellos picos 

que están relacionados con el buffer y diferenciar los que están relacionados con el 

consumo del sustrato y la aparición del producto de la reacción (3-PGA) a los 220 nm 

(Jakob & Saenger, 1985). En la Figura 19b se presenta el acercamiento de la gráfica en la 

región de los 200 a 300 nm, en donde podemos observar con mayor claridad el pico de 

absorbancia del 3-PGA, el cual está ausente en el espectro obtenido en las soluciones 

control.  Cabe mencionar que, en el perfil de la reacción también aparece un pico de menor 

tamaño a los 236 nm que no se encuentra en ninguno de los otros perfiles, lo que podría 

indicar la generación de un subproducto de reacción. 

 

Figura 1811. Condiciones de reacción del extracto RuBisCO. (A) Espectro de absorción por 

barrido de longitud de onda de 200 - 800 nm de la reacción enzimática con el extracto enzimático 

RuBisCO y sus soluciones control. (B) Acercamiento a la región 200 - 300 nm para observar la 

presencia del pico del 3-PGA a los 220 nm después de 15 min de reacción (T15)  

 

Así mismo, se realizó el monitoreo de la reacción enzimática con la enzima 

comercial, bajo las condiciones antes mencionadas. En la Figura 19 se puede observar el 

espectro de absorción obtenido de las soluciones control y de la reacción a los 15 minutos.  

Al igual que en las gráficas anteriores, se puede observar la aparición de un pico a 220 nm 

B A 
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y otro más pequeño a 236 nm en el perfil correspondiente a la reacción al cabo de los 15 

minutos, indicando la presencia del producto de reacción, 3-PGA. 

 
 

Figura 1912. Condiciones de reacción con la enzima RuBisCO comercial (A) Espectro de 

absorción por barrido de longitud de onda de 200 - 800 nm de la reacción enzimática con la enzima 

comercial RuBisCO y sus soluciones control. B) Acercamiento a la región 200 - 300 nm para 

observar la presencia del pico del 3-PGA a los 220 nm después de 15 min de reacción (T15) 

 

 

5.7 Comparación de la Enzima RuBisCO del Microorganismo Seleccionado 

Contra una Enzima Comercial 

 

A partir de un barrido por espectrofotometría de 200 a 800 nm al extracto RuBisCO 

y a RuBisCO comercial se compararon sus perfiles (Figura 20), en donde podemos 

observar que están ausentes los picos característicos de la clorofila, en la solución 

comercial de la enzima RuBisCO, la cual es congruente ya que al ser un producto 

comercial fue sometida a un proceso de purificación y no cuenta con dichos pigmentos. 

Cabe mencionar que en la Figura 21b, que presenta el aumento en la región 220 - 320 nm, 

se puede observar el pico de la RuBisCO a los 270 nm, tanto en el extracto enzimático 

como en la solución de la enzima comercial. Sin embargo, es notoria la diferencia en el 

tamaño de los picos, ya que el extracto RuBisCO contaba con una concentración de 1.8 
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mg/mL mientras que la solución de RuBisCO comercial se encontraba a una 

concentración de 0.05 mg/mL. 

 

  

Figura 20. Comparación de los perfiles entre RuBisCO comercial y extracto RuBisCO.  

(A) Espectro de absorción por barrido de longitud de onda de 200 - 800 nm. (B) Acercamiento 

a la región 200 - 300 nm para observar la presencia del pico del 3-PGA a los 220 nm 

 

 

5.8 Prueba Concepto para Evaluar la Conversión de RuBP a 3-PGA por 

Acción de la Enzima RuBisCO y la Factibilidad Tecnológica de su 

Obtención a Nivel de Laboratorio 

 

Una vez que se comprobó que las condiciones de reacción establecidas eran las 

adecuadas para favorecer la capacidad de catálisis tanto de la RuBisCO comercial como 

de la recuperada en el extracto enzimático, se procedió a realizar el seguimiento de 

conversión del sustrato RuBP a través del tiempo. Para ello, la solución de reacción, tanto 

con la enzima comercial como con la del extracto enzimático, fue monitoreada cada 30 

minutos hasta alcanzar un tiempo de reacción de 1.5 horas, obteniendo distintos perfiles 

en los espectros de absorción UV-Vis. Cabe mencionar que durante este monitoreo se 
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analizó con especial énfasis la región cercana a los 220 nm, monitoreando la aparición y 

cambios en el pico característico del 3-PGA, producto de conversión del sustrato RuBP, a 

través de la reacción mediada por la enzima RuBisCO (Figura 21). 

 

 

Figura 1321. Reactivos y productos de la reacción mediada por RuBisCO (Yen et al., 1998) 

 

La RuBisCO es responsable de la fijación del carbono, ya que incorpora esté átomo 

a un azúcar fosfato (RuBP) a través de un proceso denominado carboxilación, que permite 

producir 2 moléculas de 3-PGA. Este mecanismo requiere de la activación de la enzima 

mediante una molécula con carbono que carbamila un residuo de lisina catalítico para 

unirse de forma reversible a un ion magnesio (Mg2+) en el sitio activo, de lo contrario, la 

enzima permanece inactiva (Stec, 2012). Es por este motivo que es necesaria la presencia 

de una fuente de carbono en la reacción, ya que de ella no sólo depende la formación del 

producto, sino también la activación de la enzima. Cuando el carbono está disuelto en 

solución, puede estar disponible en 4 formas de carbono inorgánico (Ci), HCO3
-, CO3

2-, 

H2CO3 y CO2 disuelto, la proporción en la que se encuentre depende del pH (Prasad et al., 

2021). El pH usado en este ensayo es de 8, en el que aproximadamente el 90 % del Ci está 

Ribulosa-1,5- bisfosfato (RuBP) 2 moléculas de 

3-fosfoglicerato (3-PGA) 
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en forma de HCO3
-, que es la forma preferida de almacenamiento de Ci por las microalgas, 

ya que es hasta 1,000 veces menos permeable que las moléculas de CO2 (Li et al., 2023). 

La Figura 22 permite observar el perfil de reacción, a lo largo de 1.5 horas (T90), 

empleando ambas enzimas RuBisCO, cuya presencia se observa con un pico alrededor de 

los 270 nm, tal como ya se había discutido previamente. En ambas reacciones se observa 

que la aparición del pico del 3-PGA, a los 220 nm (Jakob & Saenger, 1985), se mantiene 

en su punto máximo durante los primeros 30 minutos de reacción (T30), sin ningún 

cambio significativo en absorbancia. Mientras que al cabo de 1 hora (T60) se puede 

observar una disminución de su intensidad, así como la desaparición del pico a los 276 

nm que se sospecha era un subproducto de reacción. Cabe mencionar que, al cabo de 90 

minutos la absorbancia del pico de 3-PGA en la reacción de la enzima comercial decae 

hasta en un 23 %, mientras que para la reacción mediada por el extracto de RuBisCO la 

disminución fue cercana a un 70 %, lo cual sugiere la inestabilidad del compuesto o una 

posible degradación por factores en el medio de reacción. Sin embargo, a la par de la 

disminución del pico del 3-PGA (entre los 60 y 90 minutos) se observa también la 

aparición de un nuevo pico (de intensidad baja) alrededor de los 300 nm, lo cual también 

podría indicar la transformación del 3-PGA a algún otro compuesto (subproducto).  

Sin embargo, más estudios tendrían que realizarse para poder elucidar su identidad, 

por ejemplo, por cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas. Por otro 

lado, es importante mencionar que, durante la realización de este proyecto, no hubo 

reactivos estándar del 3-PGA disponibles comercialmente, por lo que solo fue posible 

evidenciar de forma cualitativa a través espectrofotometría la conversión del sustrato 

RuBP a 3-PGA por acción de la enzima RuBisCO.  



68 

 

  

Figura 22: Perfil de reacción a lo largo de 1.5 horas. (A) Reacción enzimática con el extracto 

RuBisCO (B) Reacción enzimática con la enzima RuBisCO comercial 

 

 

Finalmente, como parte del proyecto y buscando la implementación, así como 

factibilidad tecnológica de la producción de esta enzima, se llevó a cabo el cultivo de 

biomasa en el prototipo de fotobiorreactor mostrado en la Figura 23, cuyo diseño permitió 

adaptar las condiciones óptimas de cultivo (como temperatura, fotoperiodo e intensidad 

de luz) previamente establecidas en el proyecto. La Figura 23a muestra el frente del 

prototipo, al centro se encuentra el controlador digital de termostato que está conectado a 

la fuente de calor (cable blanco) y al sensor de temperatura (cable negro). La Figura 23b 

muestra la tapa del prototipo que contiene un set de lámparas ensamblado. El interior de 

la cabina se observa en la Figura 23c, que consta de un recubrimiento de paneles de unicel 

con ventilación en la base, en donde se encuentra también el emisor de calor de cerámica. 

El sensor de temperatura se encuentra fijado al panel del lado derecho. En la parte superior 

se encuentra el set de iluminación LED ensamblado en la tapa. 
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Figura 23. Prototipo de fotobiorreactor para la producción de microalgas. (A) Parte frontal con 

microcontrolador (B) Tapa con sistema de iluminación (C) Interior del prototipo 

 

Una vez que el prototipo fue construido, se procedió a realizar una prueba 

confirmatoria con las siguientes condiciones: temperatura de 35 °C, fotoperiodo de 

16.5:7.5 y una intensidad de luz de 410 μmol m-2 s-1. Lo anterior con la finalidad de evaluar 

el desempeño de este prototipo en comparación con una incubadora convencional de 

laboratorio. El resultado de la biomasa obtenida empleando el prototipo se puede 

visualizar en la Tabla 22, dónde también se realiza la comparación con la respuesta 

predicha por el modelo estadístico de optimización (CCD Circunscrito). El valor de 

biomasa obtenido experimentalmente usando el prototipo fue de 2.72 x 108 (Tabla 22), la 

cual se encuentra dentro del intervalo predicho por el análisis estadístico. Cabe mencionar 

que esta respuesta en biomasa en el prototipo fue ligeramente mayor que la media obtenida 

durante los ensayos experimentales obtenidos con la incubadora convencional de 

laboratorio, con un error del 4.21%. Esta variabilidad puede deberse a la distribución de 

la luz en las incubadoras convencionales, ya que la ubicación de las lámparas y la 

superficie en la que se distribuye y refleja la luz (acero inoxidable en la incubadora y 
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unicel en el fotobiorreactor) influye en la cantidad de fotones que recibe la muestra 

(Schulze et al., 2014; Yustinadiar et al., 2020). Por lo cual, se puede concluir que el diseño 

del prototipo permitió un desempeño satisfactorio en la producción de microalgas nativas 

del estado de Nuevo León, en comparación con las incubadoras convencionales de nuestro 

laboratorio. 
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CAPÍTULO 6 

CONCLUSIONES  

 

A partir muestras de agua recolectadas de nichos ecológicos en el estado de Nuevo 

León, fue posible obtener distintas especies de microalgas, que por sus características 

morfológicas fueron identificadas como Scenedesmus y Chlorella, y un consorcio con 

Selenastrum y Closterium. De estas cepas, se seleccionó para el presente estudio el 

microorganismo candidato a Chlorella, considerando su destacada producción de 

biomasa.  Por otro lado, los agentes crioprotectores con mayor recuperación de la 

viabilidad después de la reactivación de este microorganismo fueron el CH3OH al 6 % y 

DMSO al 8 %.  

Las condiciones óptimas para la producción de biomasa a escala laboratorio 

empleando el candidato a Chlorella fue una temperatura de 43.2 °C, fotoperiodo de 19:5 

y una intensidad de luz de 480 μmol m-2 s-1. A partir de la producción de biomasa, se 

realizó un proceso de lisado para recuperar el extracto crudo donde se esperaba encontrar 

la enzima RuBisCO, cuya presencia fue evidenciada por electroforesis al observar la 

aparición de las bandas características de esta enzima. Dicha estructura está conformada 

típicamente de 8 subunidades grandes (52 - 54 kDa) y 8 subunidades pequeñas (10 – 17 

kDa).   

Adicionalmente, se construyó un prototipo de fotobiorreactor, cuyo resultado en la 

producción de biomasa fue sobresaliente y similar a aquellos provistos por una incubadora 
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comercial adaptada con iluminación, por lo cual fue posible demostrar la factibilidad 

tecnológica para trasladar el conocimiento generado a la sociedad. 

Finalmente, se concluye que la enzima RuBisCO recuperada a partir del extracto 

crudo del microorganismo candidato a Chlorella es capaz de mediar la conversión de 

RuBP a 3-PGA en una prueba in-vitro en presencia de HCO3
- como fuente de carbono 

figurando como una potencial candidata para ser empleada como herramienta para el 

desarrollo de aplicaciones biotecnológicas enfocadas a la captura de carbono. 
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6.1 Perspectivas 

 

• Identificar la cepa candidata a Chlorella mediante métodos moleculares. 

• Evaluar termo-tolerancia de la cepa aislada. 

• Realizar un escalamiento y optimización para incluir factores como aireación y 

concentración de CO2. 

• Evaluación de producción de pigmentos por la cepa candidata a Chlorella. 

• Optimización de la extracción y purificación de la enzima RuBisCO. 

• Comparación y caracterización de actividad enzimática por métodos 

cromatográficos. 

• Inmovilización de la enzima y evaluación de su actividad. 

• Evaluar aprovechamiento de la cepa para capturar otros gases de efecto 

invernadero (NOx y SOx). 

• Evaluar efecto de la luz roja y luz azul para mejorar la producción de biomasa, 

dado que se ha observado que incrementan la actividad enzimática y la activación 

de la anhidrasa carbónica. 
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CAPITULO 8 

APÉNDICE 

8.1 APÉNDICE 1: MEDIOS UTILIZADOS 

 

 

BG-11 

Componente Solución Stock (g · 

L-1 dH2O) 

Cantidad usada Concentración final 

en medio (M) 

Solución Citrato Fe   1 mL  

Ácido cítrico 6 1 mL 3.12 x 10-5 

Citrato de amonio 

férrico 

6 1 mL ~3 x 10-5  

NaNO3 - 1.5 g 1.76 x 10-2 

K2HPO4 ·3H2O 40 1 mL 1.75 x 10-4 

MgSO4·7H2O 75 1 mL 3.04 x 10-4 

CaCl2 ·2H2O 36 1 mL 2.45 x 10-4 

Na2CO3 20 1 mL 1.89 x 10-4 

MgNa2EDTA · H2O 1.0 1 mL 2.79 x 10-6 

Solución de metales 

traza 

(Ver siguiente 

receta) 

1 mL - 

 

Componente Solución Stock (g · 

L-1 dH2O) 

Cantidad usada Concentración final 

en medio (M) 

H3BO3  - 2.860 g  4.63 x 10-5  

MnCl2 ·4H2 O - 1.810 g 9.15 x 10-6 

ZnSO4·7H2O - 0.220 g 7.65 x 10-7 

CuSO4·5H2O 79.0 1 mL 3.16 x 10-7 

Na2MoO4 ·2H2O  - 0.391 g 1.61 x 10-6 

Co(NO3)2 ·6H2O 49.4 1 mL 1.70 x 10-7 

 

La preparación del agar con medio BG-11 requiere preparar el medio y agar 

bacteriológico por separado en concentraciones 2x para cada uno, de modo que puedan 

ser esterilizados en contenedores independientes y mezclados en condiciones asépticas 
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antes de su uso, esto se debe a que se ha identificado que, al esterilizarse juntos, se inhibe 

el crecimiento de las microalgas sembradas (Andersen, 2005). 

BBM 

Componente Solución Stock (g · 

L-1 dH2O) 

Cantidad usada 

(por 1 litro de 

medio) 

Concentración final 

en medio (M) 

Macronutrientes     

NaNO3 25 10 mL 2.94 x 10-3 

CaCl2 ·2H2 O 2.5 10 mL 1.70 x 10-4 

MgSO4 ·7H2 O 7.5 10 mL 3.04 x 10-4 

K2HPO4 7.5 10 mL 4.31 x 10-4 

KH2PO4 17.5 10 mL 1.29 x 10-3 

NaCl2 2.5 10 mL 4.28 x 10-4 

Solución Alcalina 

EDTA  

 1 mL - 

EDTA 50 - 1.71 x 10-4 

KOH 31 - 5.53 x 10-4 

Solución Hierro 

Acidificado  

 1 mL - 

FeSO4·7H2O 4.98 - 1.79 x 10-5 

H2SO4 - 1 mL - 

Solución de Boro - 1 mL - 

H3BO3 11.42  1.85 x 10-4 

Solución de metales 

traza 

- 1 mL - 

ZnSO4·7H2O 8.82 - 3.07 x 10-5 

MnCl2 ·4H2O 1.44 - 7.28 x 10-6 

MoO3 0.71 - 4.93 x 10-6 

CuSO4·5H2O 1.57 - 6.29 x 10-6 

Co(NO3)2 ·6H2O 0.49 - 1.68 x 10-6 

 

(Andersen, 2005) 

 

 

                                                      


