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Resumen

La atenuacion de la luz en cuerpos de agua es un fendémeno fisico fundamental que
determina la distribucién espectral de la radiacion disponible. En ecosistemas con alta
turbidez, como aquellos dominados por microalgas, los procesos de absorcion y
dispersiéon modifican de forma significativa la propagacién de la radiacion ultravioleta
y visible, afectando directamente procesos dependientes de la luz. El presente trabajo
caracteriza la atenuacidn espectral de la radiacion UV-VIS (300-800 nm) ocasionada

por la microalga verde Chlorella sp..

Se estableci6 un sistema de cultivo controlado tipo batch para obtener muestras a
cuatro concentraciones diferentes. Mediante espectroscopia UV-VIS, se validé la
linealidad de la Ley de Beer-Lambert en el sistema (R? > 0.99), lo que permitié
determinar el coeficiente espectral de absorcion de la microalga. Los resultados
muestran que Chlorella sp. actia como un filtro selectivo, con coeficientes de absorcién
relativamente estables del orden de 10-° cm? cel-1. Se observo una fuerte extincion de la

radiacion en las bandas azul (445 nm), roja (685 nm) y en la regiéon UV-A.

El modelo de la irradiancia espectral relativa en funcién de la profundidad indica que,
bajo escenarios de alta densidad algal (2.945 x 107 cel mL1), la profundidad critica
(z10%) en la region ultravioleta es de aproximadamente 4.3 cm, reduciendo
drasticamente el horizonte dptico efectivo. Este estudio proporciona una base biofisica
cuantitativa para comprender como la eutrofizacion compromete la viabilidad de
especies visualmente dependientes mediante el bloqueo selectivo del espectro

electromagnético.



Abstract

Light attenuation in aquatic environment is a fundamental physical phenomenon that
determinates the spectral distribution of available radiation. In highly turbid
ecosystems, such as those dominated by microalgae, absorption and scattering
processes significantly modify the propagation of ultraviolet and visible radiation,
directly affecting light-dependent processes. This work characterizes the spectral

attenuation of UV-VIS radiation (300-800 nm) caused by green microalgae Chlorella sp.

A controlled batch-type cultivation system was established to obtain samples at four
different concentrations. UV-VIS spectrophotometry was used to validate the linearity
of the Beer-Lambert law in the system (R? > 0.99), enabling the determination of the
spectral absorption coefficient of the microalgae as a function of wavelength. The
results show that Chlorella sp. Behaves as a selective optical filter, with relatively stable
absorption coefficients on the order of 10-° cm? cell-1. A strong extinction of radiation

was observed in the blue (445 nm), red (685 nm), and UV-A regions.

Modeling of the relative spectral irradiance as a function of depth indicates that, under
high algal density conditions (2.945 x 107 cell mL-1), the critical depth (z1¢¢,) in the
ultraviolet region is approximately 4.3 cm, drastically reducing the effective optical
horizon. This study provides a quantitative biophysical framework to understand how
eutrophication compromises the viability of visually dependent species through the

selective attenuation of the electromagnetic spectrum.
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1 Introduccion

La luz es uno de los factores ambientales mas determinantes en los ecosistemas
acuaticos. No solo constituye la fuente primaria de energia para la produccion de
biomasa a través de la fotosintesis, sino que también actiia como el principal canal de
informacién para una gran diversidad de organismos que dependen de la visién para
alimentarse, orientarse y reproducirse. Sin embargo, la propagacién de la radiacion
electromagnética en el agua no es un proceso pasivo, estad gobernada por fenémenos
fisicos de absorcion y dispersion que modifican tanto la intensidad como la

composicion espectral de la luz conforme esta se propaga en el medio.

En cuerpos de agua dulce, particularmente aquellos impactados por actividades
antropogénicas, la calidad 6ptica del medio suele verse comprometida por el aumento
de turbidez. Desde el punto de vista fisico, la turbidez puede entenderse como la
presencia de particulas suspendidas que interactian con la radiacién incidente,
reduciendo la fracciéon de la luz que logra propagarse de manera directa. Aunque esta
turbidez puede ser causada por sedimentos inorganicos, la turbidez de origen bioldgico,
asociada a la eutrofizacion, presenta una complejidad 6ptica mayor. Esto se debe a que
los microorganismos no solo dispersan luz por su tamafio micromeétrico, sino que
ademas la absorben de manera selectiva en longitudes de onda especificos debido a la

presencia de pigmentos fotosintéticos.

Las microalgas verdes, como Chlorella sp. contienen pigmentos cuya respuesta
espectral se concentra principalmente en las regiones azul y roja del espectro visible,
asi como en el ultravioleta cercano. En consecuencia, un incremento en su
concentracion no solo reduce la cantidad total de radiacién disponible, sino que altera
de forma selectiva la calidad espectral de la luz en el medio acuatico. Este efecto resulta
relevante en sistemas donde pequefias variaciones en la concentracion de microalgas o
en la distancia recorrida por la luz pueden generar cambios significativos en el entorno

optico.



La modificacion espectral de la radiaciéon cobra importancia en el contexto de la
conservacién de especies endémicas. Tal es el caso del Mexclapique de Lerma
(Girardinichthys multiradiatus), un pez nativo de la cuenca alta del rio Lerma en México.
Estudios previos han demostrado que la seleccion sexual en esta especie esta
fuertemente mediada por sefiales visuales, ya que las hembras muestran preferencia
por machos que exhiben coloraciones especificas perceptibles tanto en el rango visible
como en el ultravioleta cercano. Por lo tanto, cualquier alteracion en la disponibilidad
de estas longitudes de onda en el medio acuatico puede interferir con los mecanismos
de reconocimiento y eleccion de pareja, comprometiendo la viabilidad poblacional de

la especie.

A pesar de la relevancia de este problema, la evaluacion de la calidad 6ptica del agua
suele limitarse a la medicién de la turbidez en unidades nefelométricas (NTU), un
parametro que cuantifica la dispersion global pero que no proporciona informacion
sobre la absorcién espectral ni sobre qué regiones del espectro electromagnético son
mas afectadas. Para comprender de manera mas profunda como la eutrofizacion
modifica el entorno visual del ecosistema, es necesario adoptar un enfoque fisico que

describa la interaccién entre la luz y la materia.

El presente trabajo de tesis aborda esta problematica desde la fisica experimental,
utilizando a la microalga verde Chlorella sp. como sistema modelo. El objetivo principal
es caracterizar el acoplamiento entre la concentracién celular y la atenuacién de la
radiaciéon en la region UV-VIS bajo condiciones controladas de laboratorio. Mediane
espectroscopia UV-VIS y la aplicaciéon de modelos basados en la ley de Beer-Lambert,
se busca determinar propiedades fisicas intrinsecas del sistema, como el coeficiente de
absorcion, y analizar como la densidad algal filtra selectivamente el espectro

electromagnético.

Este enfoque permite modelar la atenuacién relativa de la irradiancia en funcién de la
distancia recorrida por la luz y estimar escalas caracteristicas, como la profundidad

critica a la cual ciertas regiones espectrales se ven fuertemente reducidas. De esta
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manera, el estudio proporciona una base cuantitativa para evaluar como la turbidez de
origen biolégico puede modificar el entorno éptico y afectar procesos visuales en

especies sensibles a la radiacién UV-VIS.



2 Antecedentes

La turbidez es una propiedad o6ptica del agua que describe su capacidad de dispersar
y/o absorber la luz debido a la presencia de particulas suspendidas, reduciendo asf la
cantidad de luz que se transmite en linea recta a través de dicho medio. Se mide en
Unidades Nefelométricas de Turbidez (NTU) usando un turbidimetro, el cual cuantifica

la luz dispersada a 90° con respecto al haz incidente [1].

En muchos cuerpos de agua se presentan altos niveles de turbidez generados por
condiciones debidas al cambio climatico y a la contaminaciéon de los ecosistemas
acuaticos. Una de las consecuencias es que el agua al presentar alta turbidez no permite
la suficiente exposicion de los peces a la radiacidn electromagnética, contribuyendo a
la disminucién o alteracion de eventos de seleccion sexual afectando el proceso de
reproduccion. Entre los factores biolégicos de interés que provocan turbidez en los
cuerpos de agua se encuentran las microalgas verdes, las cuales proliferan por la

eutrofizacion, provocando ademas hipoxia en los peces [2].

Algunos autores evaluan el nivel de turbidez en funcién de la densidad de microalgas,
por ejemplo, en la referencia [3], analizan cuantitativamente como la presencia de
Chlorella sp. afecta las mediciones de turbidez mediante absorbancia, y mejora la
precision de esas mediciones en agua con particulas suspendidas. Sugieren que en
ambientes naturales o muestras con microalgas, medir turbidez por absorbancia puede
llevar a sesgos, y hace falta calibracion especifica para tener estimaciones confiables de

particulas suspendidas u otros constituyentes.

En [4], desarrollan una metodologia rapida y practica para estimar la concentracion de
microalgas en cultivo mediante mediciones de turbidez (y las correlacionan con
conteos al microscopio) estableciendo ecuaciones de regresion lineal entre turbidez y
concentracion celular. Esto permite estimar rapidamente la biomasa algal en cultivos
sin tener que hacer conteos microscépicos continuamente. Sin embargo, las ecuaciones

deben adaptarse para cada especie (por tamafio, morfologia, pigmentacion) y dentro



del rango de turbidez valido.

Los cambios en la cantidad y variedad espectral de la luz bajo el agua como resultado
de una elevada turbidez afectan la visién ecolégica de peces que dependen de esta para
sobrevivir y reproducirse. En [5] observan en su método experimental que los peces de
las especies sardinita esmeralda (Notropis atherinoides) y lucioperca (Sander vitreus)
tienen un umbral de deteccién visual el cual empeora en presencia de algas mas que
bajo turbidez sedimentaria. Ademas, en [6] exponen al pez espinoso de tres espinas
(Gasterosteus aculeatus) a un “ataque” de un depredador aéreo simulado bajo agua clara
vs turbia (cianobacterias); en esta ultima los peces muestran respuestas
antipredatorias menos adecuadas durante la alimentaciéon ya que evalian peor el
riesgo. En [7] observaron que el espinoso prefiere la turbidez por algas, aunque estas
sean toxicas, porque lo utilizan como refugio contra depredadores. En muchas otras
especies se ha encontrado que el tipo y el grado de turbidez afectan el crecimiento y
mortalidad de los peces porque estos llegan a la inanicién [8], en algunas otras la
turbidez inducida por algas altera el tipo de dieta de los peces [9], también que les
genera estrés fisiologico alterando las concentraciones de cortisol, glucosa y lactato
[10], mas aun en varios casos se ha reportado que la turbidez condiciona el éxito de
apareamiento y el cuidado parental [11]. Por ejemplo, en el caso de la especie del pez
amarillo (Girardinichthys multiradiatus), se ha reportado la alteracién de conductas de
cortejo y seleccion sexual debido a los diferentes niveles de turbidez, una de las causas

por las que esta especie esta en peligro de extincion [2] en sus habitats naturales.

El pez amarillo o Mexclapique de Lerma es una referencia en el presente estudio ya que
es una especie endémica de la zona centro de México considerada en estado de
conservacion [12]. En el articulo “Ultraviolet-based female preferences in viviparous
fish” [12], se menciona que, durante el apareamiento, las hembras tienen preferencias
por los machos que presentan patrones coloridos, esto debido a la exposicion a
radiacién electromagnética. Este articulo demuestra que la region del espectro

electromagnético en el ultravioleta cercano y el visible influye en la coloracién del pez
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macho y, por lo tanto, en la eleccién de pareja de las hembras.

Los resultados obtenidos en la tesis “Efecto de la turbiez en el comportamiento de
seleccion sexual de Girardinichthys multiradiatus, (Meek, 1904) (Pisces: Goodeidae) en

[

la Microcuenca Toluca-Ixtlahuaca” [2], exponen que “..la turbidez tiene efecto
significativo en la preferencia femenina y en el comportamiento de cortejo de los

machos...”.
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3 Marco tedrico

3.1 Espectro electromagnético

El espectro electromagnético es la clasificacion de todos tipos de radiacion
electromagnética segin su frecuencia y longitud de onda [13] [14]. Los tipos de
radiacién electromagnética son: rayos y, rayos X, ultravioleta, luz visible, infrarrojo,
microondas y radiofrecuencia [15]. El enfoque de esta tesis es la regiéon UV-VIS
(ultravioleta - luz visible) y con el propoésito de simplificar su redaccion se le referira

como luz.

3.1.1 Luzvisible

Luz visible es aquella region del espectro electromagnético a la cual el ojo es sensible y
abarca longitudes de onda que fluctdan entre 400 nm (violeta) a 700 nm (rojo) [16]. Es
producida por la reorganizacion de los electrones exteriores en los atomos y moléculas

[17] [15].

3.1.2 Radiacion ultravioleta

El rango de la longitud de onda de la radiacién ultravioleta (UV) es de 400 nm a 0.6 nm
aproximadamente [17]. La regién de 400 - 100 nm de la luz UV puede ser subdividida
de la siguiente manera: UV-A (315-400 nm aprox.), UV-B (280-315 nm aprox.) y UV-C
(280 - 100 nm aprox.) [18]. Otra forma de subdividir la regién de 400 - 10 nm de la
radiacién UV es: ultravioleta cercano (200 - 400 nm) y ultravioleta lejano (10 - 200
nm) [14]. En esta tesis, la region de interés del espectro electromagnético es el

ultravioleta cercano.

Los rayos ultravioleta causan dafio en la piel de los seres humanos por ser altamente
energéticos, ademas son muy poco visibles al ojo humano ya que las longitudes de onda
cortas son absorbidas por la cérnea y el cristalino. Sin embargo, existe una gran
cantidad de animales que tienen la capacidad de ver la luz UV y/o responder
fisiol6gicamente. Estudios realizados en varias especies de peces han demostrado que

la piel de estos refleja picos de luz UV y es percibido en la retina de sus ojos, lo cual
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influencia en contextos sociales y de apareamiento. La sensibilidad a la radiacién UV en
la retina de los peces teledsteos se ha medido que alcanza su punto maximo en 360 nm

aproximadamente [12] [15] [17].

3.2 Interaccion entre la luz y la materia

La dualidad onda-particula establece que todas las particulas pueden exhibir
simultdneamente propiedades de ondas y particulas, dependiendo de c6mo se midan
[19]. Esta propiedad es conveniente para poder entender las secciones de este capitulo

aplicadas principalmente a los electrones y la luz.

La teoria corpuscular nos dice que la luz fluye concentrada en regiones discretas sin
masa denominadas cuantos, las cuales contienen energia igual a E = hv, ecuacién que
relaciona la energia del cuanto con su frecuencia, a estos cuantos se les conocen como
fotones y son estos los responsables de atribuir a la luz las propiedades de particula.
Cuando hablamos de la energia de la luz es mas intuitivo usar los fotones que la onda

de la luz para describirla [19].

3.2.1 Configuracion atomica

Cada atomo consiste en un nucleo de carga positiva rodeado por cargas negativas, los
electrones. La distribucion de los electrones de un atomo obedece el principio de
exclusion de Pauli, el cual dice, segin [20], que “dos electrones no pueden ocupar
simultdneamente el mismo estado cudntico en el mismo atomo. Solo puede haber un
electron ocupando un estado con n; I, m;, ms”. Los atomos tienen una estructura
ordenada, la cual principalmente tiene niveles de energia u drbitas dependiendo de la
energia del &tomo, cada uno de estos niveles son representados por el nimero cuantico
principal n, siendo n = 1 el menor nivel permitido, y conforme n aumenta el orbital se
aleja mas del nucleo. Cada 6rbita tiene a su vez subniveles de energia, o subérbitas,
definidos por el nimero cuantico azimutal /, el cual toma los valores [ = 0,1, 2, ..., n-1,

representados por las letras s, p, d y f (continuando con g, h, i, ... de ser necesario).
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Dentro de cada subnivel, los electrones ocupan su lugar en los orbitales, definidos por
el nimero cuantico magnético mj, tomando los valores m;= -, ..., I. Cada orbital puede
ser ocupado a lo mas por dos electrones con spin opuesto, definidos por el nimero
cuantico de espin ms, uno con espin % (up) y otro con espin -2 (down). Con lo anterior
se puede escribir la configuracion electrénica de cada atomo usando la distribucién de
los electrones de cada suborbita establecida la siguiente forma: (n [)#, siendo # el

numero de electrones en los orbitales [20] [21] [22].

De lo anterior, es importante destacar que los orbitales representan las regiones en las
que es mas probable encontrar un electrén en un atomo, siendo, entonces, los estados
cuanticos o funciones de estado (o funciones de onda) la representacion probabilistica
de un orbital atémico [23]. Estos orbitales tienen una forma y orientacion especifica en
el espacio tridimensional, las cuales dependen de la subdrbita. Los orbitales de la
suborbita s tienen forma esférica y por lo tanto no tiene una orientacion direccional
definida, solo puede haber un orbital por 6rbita (m; = 0), vea la figura 1. Los orbitales
de la suborbita p tienen forma bilobular (pares de l6bulos dispuestos en forma de
mancuerna), cada uno de los tres existentes (m; = 1, 0, -1) esta orientado en un eje del
plano cartesiano, es decir, px, py y pz vea la figura 2. Los cinco orbitales de la subdrbita
3d (mi=2, 1,0, -1, -2) tienen forma de trébol (cuatro l6bulos o dos bilébulos colocados
perpendicularmente en un mismo plano) o con anillos; los primeros tres estan
representados con el trébol y orientados sobre los planos x-y, x-z y y-z, es decir, 3dxy,

3dxz y 3dyz, el cuarto orbital, 3dX2_y2, esta formado por dos bilébulos, uno a lo largo del

eje x y otro a lo largo del eje y, y el quinto orbital, 3d,z, esta formado por un bilébulo

sobre el eje z y un anillo sobre el plano x-y, vea la figura 3 [22] [24] [25] [26].
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Figura 1: Representacion de los orbitales atdmicos s.

px pv pl

Figura 2: Representacion de los orbitales atémicos p.

3dy 3d:

Figura 3: Representacién de los orbitales atémicos 3d.
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Una configuracion electrénica es estable cuando su energia total es constante y por lo
tanto corresponde a una distribucién de minima energia, es decir, cada electrén esta
distribuido en los menores niveles de energia que les sean permitidos. A esta
configuracion se le conoce como estado fundamental o basal. La configuracion
electrénica en su estado fundamental, por ejemplo, del oxigeno es (1s)? (2s)? (2p)4, el
cual tiene 8 electrones, y del argon (1s)? (2s)? (2p)* (3s)? (3p)o, el cual tiene 18
electrones. De este ejemplo podemos introducir la notacion abreviada de la
configuracion electrénica, la cual se usa cuando se han completado anteriormente
orbitas, por ejemplo, para el oxigeno es [He] (2s)? (2p)*y para el argén escribimos [Ne]
(3s)2 (3p)°, ya que el helio completa la 6rbitan =1 con 2 electrones y el nedn completa
la 6rbitan =2 con 10 electrones, y a su vez el argon completa la drbita n = 3, por lo tanto
se podra usar [Ar] para abreviar la configuracién electréonica de los primeros 18
electrones en las notaciones de los siguientes elementos en la tabla peridédica hasta

completar n = 4, y asi sucesivamente [21] [15] [17].

3.2.2 Configuracion molecular

Las moléculas estdn conformadas por atomos, los cuales necesitan enlaces quimicos
para mantenerse unidos. Los electrones de valencia de los atomos determinan el tipo
de enlace que forman entre ellos. Los enlaces principales son: enlace i6nico y enlace
covalente. El enlace idnico resulta al transferir uno o mas electrones de un atomo o
grupo de atomos a otro. El enlace covalente se forma cuando un par de atomos

comparten uno o mas pares de electrones [23] [27].

La teoria de los orbitales moleculares (OM) establece, segtin [23], que “la combinaciéon
de orbitales atdmicos en atomos diferentes forma orbitales moleculares, de modo tal
que los electrones que los ocupan pertenecen a la molécula como un todo”. Esta teoria
se centra en los enlaces covalentes, pues fue desarrollada para describir la
configuracion electrénica de las moléculas a través de la combinaciéon de orbitales

atoémicos.

De igual manera que con los orbitales atémicos, los orbitales moleculares son
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representados probabilisticamente por las funciones de estado o funciones de onda, las
cuales nos dice la region en el espacio en la que es mas probable encontrar un electrén
de valencia en una molécula. Esta funcion de estado es resultado de la combinacion de,
al menos, dos funciones de estado de orbitales atémicos de atomos separados. Este
proceso matematico de combinaciéon de orbitales atdbmicos para generar orbitales
moleculares se le conoce como combinacién lineal de orbitales atémicos. Por la
dualidad onda-particula de los electrones, cuando las funciones de onda se superponen
en fase (matemdaticamente, funciones con el mismo signo), da a lugar una interaccién
constructiva, la cual resulta en reforzamiento entre si en la region entre los dos nucleos,
aumentando la probabilidad de densidad electrénica en esa regién, produciendo asi un
orbital molecular enlazante y con baja energia orbital (orbital estable). Cuando los
orbitales se superponen fuera de fase (matematicamente, funciones con diferente
signo) resulta en una interaccién destructiva, la cual produce que se cancelen
mutuamente en la region entre los nucleos reduciendo las probabilidades de encontrar
los electrones en esa regién, produciendo de esta manera un orbital molecular
antienlazante y con mayor energia (orbitales menos estables y repulsivos). Ademas, en
algunas moléculas organicas, hay atomos que poseen electrones que no permiten un
enlace efectivo con otro atomo el cual no contribuye en la estabilidad o inestabilidad de
la molécula, formando entonces un orbital no enlazante (n). Estos electrones que no
participan en los enlaces estan alrededor de &tomos como oxigeno, nitrégeno, azufre y

halégenos [28] [23].

Los orbitales moleculares o pueden ser formados por dos orbitales atémicos s, o por un
orbital atémico s y un orbital p, o por dos orbitales p con un eje de simetria colineal (por
ejemplo, dos orbitales px), los cuales pueden ser orbitales enlazantes, o, o
antienlazantes, ¢, vea la figura 4. El enlace resultante es un enlace o. Los orbitales
moleculares  son formados por dos orbitales atémicos p superpuestos lateralmente
(por ejemplo, dos orbitales py o dos orbitales pz), los cuales pueden ser enlazantes, i, o

antienlazantes, m*, vea la figura 5. El enlace resultante es un enlace m [29] [23].
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Figura 4: Representacion de los orbitales moleculares o. La combinacién de orbitales es representada con colores
para denotar si la interaccién es constructiva (mismo color) o destructiva (diferente color). A) Orbital enlazante y
antienlazante producido por dos orbitales atémicos s. B) Orbital enlazante y antienlazante producido por un

orbital atémico s y un orbital p. C) Orbital enlazante y antienlazante producido por dos orbitales px.

Figura 5: Representacién de los orbitales moleculares . La combinacidn de orbitales es representada con colores
para denotar si la interaccién es constructiva (mismo color) o destructiva (diferente color). A) Orbital enlazante y
antienlazante producido por dos orbitales atémicos py. B) Orbital enlazante y antienlazante producido por dos

orbitales atdmicos p.

Los orbitales moleculares dependen del grado de comparticién de electrones entre
atomos. En un enlace simple, el cual se forma cuando dos 4&tomos comparten un par de
electrones, se compone solo de un enlace o. Un enlace doble, formado por dos atomos
que comparten dos pares de electrones, estd compuesto por un enlace o y un enlace .
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El enlace triple se forma cuando dos &tomos comparten tres pares de electrones, el cual

estd compuesto por un enlace o y dos enlaces m [30].

3.2.3 Absorcion

Los atomos poseen niveles de energia electronica bien definidos, es decir, su energia
esta cuantizada. Cuando un atomo en su estado fundamental interactiia con la radiacion
electromagnética, puede absorber un fotdén solo si la energia de este es exactamente
igual a la diferencia entre el estado fundamental y un nivel de energia superior. Si esta
condicién se cumple, ocurre un salto cuantico: un electron es promovido de su nivel
fundamental a uno con un nivel energético mas alto equivalente a la energia absorbida,
y se dice que el atomo esta excitado o que ha pasado a un estado excitado. Si se hace
incidir energia de la regiéon UV-VIS, las transiciones mas comunes son realizadas por los
electrones mas externos del atomo, conocidos como los electrones de valencia. Después
de un tiempo, aproximadamente del orden de 10-8 s, el &tomo se relaja y regresa a su

estado de menor energia liberando la energia previamente absorbida [15] [16].

La energia de una molécula estd compuesta por la suma de la energia electrénica, la
vibracional y la rotacional. La primera esta asociada a la energia de los electrones en los
orbitales de la molécula, resultado de su movimiento y de las interacciones de atraccién
con los nucleos y repulsion entre si. Por su parte, la energia vibracional se refiere a la
energia debido al movimiento de oscilacion de los &tomos en torno a sus posiciones de
equilibrio dentro de la molécula. Finalmente, la energia rotacional es ocasionada por

los movimientos de rotacion de la molécula como un todo en el espacio [31].

Esta estructura de niveles energéticos discretos gobierna la interaccion de la molécula
con laluz. En el caso de las transiciones electrdnicas, cuando sobre una molécula incide
energia electromagnética, esta absorbe la energia y pueden dar paso una transicion
electronica si dicha energia es exactamente la requerida para realizar un salto cuantico
de un electrén en un orbital molecular en su estado base a un orbital desocupado con
mayor energia. A esta molécula entonces se le dice que esta en un estado excitado. Las
transiciones electronicas son originadas por radiaciones de luz visible o ultravioleta. Al
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ser inestable, la molécula excitada tiende a relajarse para regresar a su estado

fundamental, liberando la energia previamente absorbida [29] [32].

Debido a la energia de los orbitales enlazantes, no enlazantes y antienlazantes, se
deduce que las transiciones electrénicas son promovidas de los orbitales enlazantes y
no enlazantes a los orbitales antienlazantes. Tenemos, entonces, cinco tipos de
transiciones electrénicas y su energia de transicion sigue el siguiente orden: n - " < m
- TM'<n->0'<0->Tm<0- 0, vealafigura 6. Para poder provocar la transicién ¢ - ¢"
se requiere grandes cantidades de energia que solo la region ultravioleta lejano puede
brindar. La transicién mas importante es n — 1", ya que un electrén es transferido del
orbital del atomo no enlazante al orbital antienlazante y la energia utilizada es la menor
de las cinco transiciones, por lo tanto, es producida por longitudes de onda mas grandes
[29] [33].
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Figura 6: Niveles de energia de los orbitales moleculares y las transiciones electrdénicas posibles

3.2.4 Dispersion elastica
La dispersién, scattering en inglés, es un proceso en el cual las particulas u ondas se
desvian de su trayectoria original en multiples direcciones al interactuar con particulas

u obstaculos. Cuando esto se realiza sin alterar su energia se dice que es una dispersion

elastica. [34] [35].
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El scattering a nivel atdmico o molecular ocurren del mismo modo. Cuando un atomo,
o molécula, en su estado fundamental, interactia con un fotén con energia insuficiente
para producir un salto cuantico a un estado excitado, este absorbera brevemente la
energia sin provocar una transicion electrénica, e inmediatamente reemite el fotén a

otra direccion con la misma energia incidente [15].

Este fendmeno depende de la longitud de la onda de la energia incidente y el tamafio de
las particulas dispersoras. Cuando el tamafo de estas particulas es considerablemente
mas pequefio de tamafio que la longitud de la onda de la radiacidn (aproximadamente
A/10), el porcentaje de dispersion de la energia es inversamente proporcional a la
cuarta potencia de la longitud de onda (1/A%), a esto se le llama dispersion de Rayleigh
[15] [34]. Cuando el tamafio de las particulas dispersoras son de tamafio comparable o
mayor que la longitud de onda incidente, ocurre la dispersiéon de Mie, el cual es
minimamente dependiente de la longitud de onda, y totalmente independiente para los
casos con particulas de tamafo superior. Mientras mas grande y esférica la particula
mas dispersa la luz hacia adelante, es decir, hacia la direccion de propagacion de la luz

incidente [15] [36].

3.3 Espectroscopia UV-VIS

La espectroscopia en la region UV-VIS es una técnica empleada para identificar
compuestos y/o determinar la concentracién de estos en una solucién. Esta técnica esta
basada en la absorcién molecular y depende linealmente de la concentracién del

compuesto que se esté analizando en la muestra [14] [32].

3.3.1 Irradiancia espectral
La irradiancia, /, se define como la potencia, o flujo, radiante incidente de un haz de luz

por unidad de area [15], se expresa como:

do

Izd_A €))
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donde d@ es la potencia radiante incidente (en Watts, W) y dA es el area sobre la que
incide dicha potencia (m?), siendo entonces las unidades de la irradiancia Wm-2 Cuando
la potencia radiante se distribuye de manera uniforme sobre toda una superficie, se usa

la irradiancia promedio.

El espectrofotémetro UV-VIS es el instrumento usado para realizar espectroscopia.
Antes de que la luz de las lamparas de este incida en una muestra debe pasar a través
de un monocromador el cual aisla una longitud de onda de interés del haz, permitiendo
que solo esta A sea la que incida en la muestra. Por lo tanto, cuando se analiza la
irradiancia en funcion de lalongitud de onda, se habla de irradiancia espectral, I3, 1a cual
tiene unidades Wm-2nm-1[37] [38]. A continuacidén, presentamos dos ecuaciones para
calcular la irradiancia espectral incidente de un espectrofotémetro que pasa a través de
un monocromador, su uso depende de los datos que tengamos a disposiciéon del
espectrofotdmetro. Los detalles de como se han obtenido las ecuaciones se presentan

en el Apéndice A.

1do

IAo zzﬁ (2)

La ecuacion (2) deberda emplearse cuando conozcamos el flujo radiante espectral

o . . : . dd .
incidente en funcién de la longitud de onda de interés, @, = Y el area sobre la que

se incide, A. Esta ecuacién es la definicién estandar de irradiancia espectral en

espectroscopia.

Por otro lado,
DS Ty

I = AL (3)

debera usarse cuando conozcamos el flujo radiante total de la fuente, @, la distribucion
espectral de la fuente, S;, la transmitancia del monocromador, T3, el area sobre la que

seincide, 4, y la anchura de banda espectral del monocromador paralalongitud de onda
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deseada, 4.

3.3.2 Transmitancia espectral
La transmitancia, 7T, es la fraccion de luz que atraviesa perpendicularmente en un
medio, sin ser absorbida ni esparcida, en relacién con la cantidad inicial de la radiacién

incidente [39]:

T=— (4)

donde [, es la irradiancia inicial sobre el medio e I es la irradiancia final que emerge de
él. El rango de T es de 0 a 1; también se puede expresar en porcentaje de transmitancia,

multiplicando 100T.

Siguiendo en el contexto de espectroscopia, la transmitancia también puede describirse
en funcién de las longitudes de onda [40], por lo que ahora se hablaria de una
transmitancia espectral, Ty, descrita por la siguiente en términos de la irradiancia

espectral:

= 1= (5)

3.3.3 Absorbanciay espectro de absorcion

La absorbancia, 4, es la medida cuantitativa de la capacidad de una muestra para
absorber la luz que lo atraviesa. Si se imagina que la muestra es dividida en capas
iguales, cada una absorbe un porcentaje constante de la luz, por lo tanto, la absorcién
es de caracter acumulativo conforme la luz atraviesa cada porcién de la muestra
sucesivamente. Entonces, de esto se puede razonar que la transmitancia decrece de

manera exponencial [40] [41]:

A=-logT (6)
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con 0 < T <1.De esta ecuacion podemos deducir que cuando laluz no es absorbida (I, =
1), A =0.Siel 90% de la irradiancia es absorbida, entonces A = 1. Cuando el 1% de la

irradiancia es transmitida, A = 2 [40].

También se puede medir la cantidad de luz absorbida por una muestra en una longitud

de onda especifica [40], obteniendo la Absorbancia espectral:

A/'L = —lOg T;{ (7)

Los atomos y las moléculas poseen niveles de energia discretos que son Unicos para
cada especie. Cuando una muestra absorbe radiacion electromagnética, solo lo hace en
aquellas frecuencias especificas que le permiten transitar a un estado de mayor energia
o excitado. Estas frecuencias de absorcién caracteristicas se pueden representar
graficamente mediante un espectro de absorcion, el cual muestra como varia la
absorbancia de la muestra en funcién de la longitud de onda de la radiacién incidente

[31].

La apariencia de estos espectros permite clasificarlos en tres tipos principales. Los
espectros de linea constan de picos nitidos y bien definidos, originados por especies

monoatémicas que absorben longitudes de onda muy especificas. [31].

Por otro lado, los espectros de banda presentan grupos de lineas tan cercanos entre si
que se observan como picos anchos. Este espectro es caracteristico de las moléculas, ya
que cada nivel electréonico molecular posee multiples subniveles de energia vibracional
y rotacional. La enorme cantidad de transiciones posibles entre estos estados da como
resultado la absorcién en un intervalo continuo de longitudes de onda. Aunque la forma
de la banda se debe a estas transiciones vibracionales y rotacionales, el interés de este
trabajo se centra en la transicidn electronica principal, que es la que se origina con la
radiacién de la region UV-Visible. En moléculas organicas, estas transiciones
corresponden tipicamente a promociones electronicas de tipon - 'y m— m* [31] [39]
[42].
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Finalmente, se pueden presentar espectros continuos, los cuales no presentan picos
sino una curva suave y continua. Este tipo de espectros se visualizan en muestras en

estado condensado y con moléculas disolventes [31].

La absorbancia es adimensional, pero en las graficas se colocardn u.a (unidades de

absorbancia) como su unidad de medida.

3.3.4 Leyde Beer-Lambert
La ley de Beer-Lambert, establece una relacion lineal entre la concentracion y

absorbancia de una sustancia [43] expresada en la siguiente ecuacion [14]:

A/'l = CZACZ (8)

donde, a; es la absortividad o coeficiente de absorcion (cm2/células), c 1a concentracion
celular (células/cm3) y [ 1a longitud del camino 6ptico de la celda del espectrofotometro
(cm). El coeficiente de absorcion es caracteristico del compuesto que se esté analizando
y depende de la A. Este coeficiente y la concentraciéon también pueden ser expresados
en términos de molaridad, pero para propdsitos de la tesis se han convertido para su
uso con numero de células. La deduccién de la ecuacion de la ley de Beer-Lambert es

desarrollada en el Apéndice B.

Para aplicar la ley de Beer-Lambert se deben cumplir las siguientes condiciones [27]:
1. Concentracion: Solo es aplicable a soluciones disueltas. Para valores altos de
concentracion, la distancia entre las particulas absorbentes es tan pequena que
se altera la capacidad de absorcién de la muestra.
2. Radiacién monocromatica: La luz incidente del equipo debe ser monocromatica,
puesto que la ley esta definida para estas radiaciones.
3. Sin reacciones quimicas: La soluciéon no debe presentar reacciones quimicas

entre el compuesto a analizar y el disolvente.
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3.4 Microalgas verdes: Chlorella sp.

Las algas son organismos fotosintéticos talofitos que habitan diversos ambientes
acuaticos y terrestres del mundo. El término alga puede referirse a macroalga o
microalga, siendo el primero pluricelular y el segundo unicelular. Las algas no son
monofiléticas (no comparten un ancestro en comun), por ello, se han clasificado en
cuatro reinos con sus respectivas divisiones: el reino Bacteria se encuentra en el
dominio Bacteria, y los reinos Plantae, Chromista y Protista en el Eukarya. El reino
Bacteria tiene a la Cyanobacteria como unico filo. Los filos del reino Plantae son
Glaucophyta, Rhodophyta, Chlorophyta y Charophyta. Para el reino Chromista, sus filos
son Haptophyta, Cryptophyta, Ochrophyta y Cercozoa. En el reino Protista, su
divisiones son Myzozoa y Euglenozoa [44] [45] [46].

Las algas verdes, Chlorophyta, son muy parecidas a las plantas por poseer como color
un verde pasto brillante y el 90% de las ordenes habitan aguas dulces [46] [45]. La
Chlorella sp. es un género de algas verdes unicelulares perteneciente a este filo que se

encuentran ampliamente en habitats acuaticos de agua dulce.

3.4.1 Descripcion general

Chlorella sp es una microalga no motil (no flagelada), siendo una célula con morfologia
esférica a elipsoidal y tamafo de aprox. 2-12 um. Al ser una célula eucariota, presenta
membrana plasmatica y una pared celular externa, esta ultima puede estar compuesta
por polisacaridos (incluida celulosa, entre otros componentes), proporcionando rigidez
y proteccion. En el citoplasma se encuentra el ntcleo (con nucleolo) y otros organelos.
Ademas, posee un cloroplasto parietal, frecuentemente cupuliforme, y en muchas
especies se observa un pirenoide, estructura asociada al metabolismo del carbono y a
la fijacion de COz. La figura 7 muestra una ilustracion de su estructura celular [45] [46]

[47].

La reproduccion puede ser asexual mediante la formacion de autosporas que se liberan

al romper la pared de la célula madre, permitiendo un crecimiento poblacional rapido
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o asexual mediante la formacién de gametos que se fusionan mediante fecundacion [46]

[48].

Figura 7: Esquema de la estructura celular de la microalga verde Chlorella sp. 1) Cloroplasto. 2) Pirenoide. 3)
Citoplasma. 4) Nucleo. 5) Nucleolo. 6) Membrana plasmatica y pared celular.

Para un o6ptimo cultivo en un medio liquido, deben mantenerse idealmente a la
temperatura ambiente del lugar donde fue recolectada la muestra. La mayoria de las
especies toleran temperaturas de entre 16-27 °C, pero se recomienda 18 - 20 °C.
Adicionalmente, si la temperatura del medio es menor a 16 °C causa un crecimiento

lento de las microalgas, y una temperatura superior a 35 °C es letal. [44]

Laluz que se use para proporcionar energia a las microalgas debe tener una irradiancia
minima suficiente para llevar a cabo la fotosintesis de 42 p m2 s-1 (irradiancia en
unidades de radiacion fotosintéticamente activa) a 15 °C, en un rango de 400 -750 nm

[49].

3.4.2 Pigmentos fotosintéticos

Todos los organismos fotosintéticos contienen moléculas organicas llamadas
pigmentos fotosintéticos, cuya funcién es capturar la radiaciéon electromagnética y
transformarla en energia quimica, se encuentran en el cloroplasto de las algas. Cada
pigmento absorbe longitudes de onda especificas de la luz visible, que en conjunto
forman su espectro de absorcion. Las longitudes de onda no absorbidas son reflejadas
[49] [50].
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Los dos grupos de pigmentos mas importantes que contienen las algas son las clorofilas
y los carotenoides. La clorofila es la principal responsable de la absorcion de luz y tiene
cinco tipos principales: a, b, c1, c2, d. Los carotenoides, ademas de absorber luz, sirven
como disipador del exceso de energia absorbida en forma de calor. Los carotenoides se
clasifican en carotenos y xantofilas, ambos compuestos de hidrocarburos y solo los
segundos son carotenoides con oxigeno. De todos los pigmentos, el mas importante es
la clorofila a, pues es la Unica que, ademas de absorber la luz, la transforma en energia

quimica. Al resto de pigmentos se les conoce como pigmentos accesorios [50] [51] [52].

Todas las algas Chlorophyta tienen clorofila a y b, las cuales sintetizan almidén en
conjunto con el cloroplasto y pirenoide para su almacenamiento. Ademas, contienen
carotenoides tales como [-caroteno y xantofilas. La clorofila a tiene dos bandas de
absorcion en 400 - 450 nm (azul) y 650 - 700 nm (rojo). La clorofila b tiene bandas de
absorcion en 450 - 500 nm (azul) y 600 - 650 nm (rojo). Los carotenoides presentan

picos en la banda de absorcién 400 - 500 (azul) [44] [45] [46] [53].

3.5 Absorbancia como indicador de la atenuacion de la luz

Anteriormente se ha manifestado que la alta turbidez en el ecosistema el pez amarillo
representa un grave problema para su desarrollo, siendo su caracterizaciéon el motivo
principal del presente trabajo de investigacion, sin embargo, no se reportara la turbidez
en el sentido normativo, sino que se ha optado por emplear la absorbancia espectral
UV-VIS como un indicador alterno para cuantificar la atenuacién de la luz en un medio
acuatico producida por las microalgas. La atenuacidén se refiere a la disminucién de la
cantidad de radiaciéon conforme la luz atraviesa un medio debido a su absorcion y
dispersion [54]. Esta eleccién responde a una combinacién de factores que se detallan

a continuacion:

Fundamento fisico:

La absorbancia espectral, ecuacién (7), representa una medida logaritmica de cuanta
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radiacién es absorbida por una muestra a unalongitud de onda especifica. Esta relacién,
entre la irradiancia espectral inicial y final, se deriva de la ley de Beer-Lambert,
ecuacion (8), la cual asume que la atenuacion de luz es exponencial y proporcional a la
concentracion de las particulas absorbentes, la longitud de la celda y la absortividad. De
esta manera, la absorbancia se convierte en un indicador de la atenuacién de la
irradiancia cuando la pérdida de radiacién se debe predominantemente a fenémenos

de absorcidn.

Caracteristicas opticas de la muestra:

La microalga Chlorella sp., utilizada como suspension en este estudio, tiene un tamafio
de 2-12 um, es decir, es mayor que las longitudes de onda de interés, lo que implica la
presencia de dispersion de Mie. Aunque la absorbancia medida por el
espectrofotémetro incluye tanto la absorcion real de los pigmentos como la atenuaciéon
por dispersion, esta ultima se manifiesta principalmente como una baseline o fondo

espectral continuo.

Por lo tanto, en este trabajo se asume que la atenuacion total medida es la suma de la
absorcion y la dispersion. Dado que la dispersion varia suavemente con la longitud de
onda y no presenta picos agudos en la region visible, su contribucién puede ser
identificada y corregida matemdaticamente en el andlisis de resultados, permitiendo

aislar la absorbancia debida exclusivamente a los pigmentos fotosintéticos.

Limitaciones instrumentales:

El espectrofotémetro utilizado, VE-5100UV de Velab, no proporciona una lectura
directa de la irradiancia espectral, sino que reporta absorbancia a partir de una
medicion relativa respecto a una referencia. Esto implica que, sin el uso de sensores
calibrados, no es posible conocer con exactitud el valor de la irradiancia incidente en la

muestra.

El Apéndice A desarrolla métodos indirectos para calcular la irradiancia espectral del

espectrofotémetro usando propiedades de las ldmparas y el monocromador
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conociendo sus valores. En el caso del instrumento utilizado en este trabajo, el

proveedor no pudo calcular/medir algunas de las propiedades requeridas.

Aplicacion de la absorbancia a modelos de irradiancia en profundidad:
Usando el espectro de absorbancia es posible extrapolar la atenuacién de la irradiancia
espectral en funcion de la profundidad 6éptica, z, dentro del medio utilizando una forma

extendida de la ley de Beer-Lambert.
_aZ
I = I, 10741 9

Esta ecuacion establece que la atenuacion de la luz sigue una relacién exponencial con
la distancia recorrida por la luz y la concentracién del medio. Por lo tanto, nos permite
modelar de forma relativa cdbmo se comporta la irradiancia transmitida sin necesidad
de conocer el valor absoluto de la irradiancia espectral inicial. Entonces, usando la
siguiente ecuacién podremos describir que fraccién de la irradiancia inicial espectral se

transmite a mayores profundidades:
= = 107411 (10)

Esta ecuacion podria referirse a la transmitancia espectral, pero para propdsitos de esta
tesis, al reportar los resultados nos referiremos a ella como irradiancia espectral

relativa. El Apéndice C contiene la obtencion detallada de la ecuacién (9) y (10).
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4 Marco experimental

4.1 Consideraciones generales del diseiio experimental

El disefio experimental del presente trabajo se centr6 en establecer condiciones
controladas para analizar la interaccion entre la radiacién electromagnética (en la
region UV-VIS) y una suspension de microalgas verdes, con el objetivo de estudiar la
atenuacion de la irradiancia en funcién de la concentracién celular y la profundidad

Optica.

Se optd por implementar un sistema de cultivo tipo batch, ampliamente utilizado en
estudios de microalgas debido a su simplicidad operativa, facilidad de control y
capacidad para mantener condiciones experimentales cerradas sin flujo continuo de
nutrientes [49]. En este sistema, los cultivos fueron alojados en matraces cerrados por
tapones de hule, dentro de los cuales se insertaron mangueras conectadas a una bomba
de aire, con la longitud suficiente para suministrar aireacion desde el fondo del matraz.
De este modo, se permitié una mezcla continua del medio y una buena transferencia de
dioxido de carbono, esencial para la fotosintesis y el crecimiento de las microalgas. Los

detalles del disefio experimental pueden ser consultados en el Apéndice D.1.

4.2 Estrategia de obtencion y seleccion de la microalga

La microalga utilizada fue obtenida de una muestra de agua recolectada del estaque del
Laboratorio de Ecofisiologia Animal, el cual alberga al Mexclapique de Lerma. La
eleccién de este entorno estuvo orientada en conocer y caracterizar los componentes
que influyen en la atenuacidn de la irradiancia en el habitat natural de esta especie,

provocando la disminucién de su poblacion.

La muestra ambiental obtenida contenia una cantidad mixta de microorganismos,
dentro de la cual se observé una especie de microalga que predominaba visiblemente
en densidad. Se estableci6 entonces un proceso de seleccion de cepas a través de

subcultivos secuenciales, aplicando observacion microscopica para reducir
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progresivamente la diversidad y favorecer la prevalencia de la microalga dominante,
consulte el Apéndice D.2 para conocer el proceso. Este procedimiento permitié obtener
un sistema de cultivo, aunque no axénico, puede definirse como un cuasi monocultivo,
es decir, un cultivo que presenta homogeneidad morfolégica visible y estabilidad

poblacional, dominado por una tnica cepa con caracteristicas compatibles con Chlorella

Sp.

4.3 Seleccion y justificacion del medio de cultivo

El Medio Basal de Bold fue elegido por su uso para cultivo de microalgas verdes como
la Chlorella sp., el cual ofrece un balance adecuado de nutrientes por su composicion
definida, facilitando a reproduccion de condiciones experimentales. Ademas, al ser un
medio mineral no tiene un espectro de absorcién caracteristico como los pigmentos
fotosintéticos, de tal modo que no genera interferencias significativas en el rango UV-
VIS durante la espectroscopia. La preparacién detallada del medio se encuentra en el

Apéndice D.3.

4.4 Consideraciones para el mantenimiento y estabilidad del cultivo
Una vez establecido el cuasi monocultivo, se mantuvo en condiciones constantes de
iluminacién y temperatura para asegurar su estabilidad fisiol6gica durante la fase de
crecimiento. El cultivo se mantuvo en el drea de Calorimetria del Laboratorio de
Nanotermodinamica y Sistemas Complejos, siendo ésta una zona sin ventanas y
exposicién directa al sol, lo cual permitié una temperatura e iluminacién constante,
utilizando como fuente una Luz LED marca Enbrighten de 13.31W (modelo 52352). El
cultivo fue monitoreado visualmente y mediante observaciones periddicas al

microscopio para verificar la ausencia de contaminantes y la estabilidad morfologica.

El sistema batch se implementé de forma discontinua secuencial, es decir, sin adicién

de nutrientes durante el crecimiento. Una vez que el cultivo alcanzaba la fase de muerte
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celular, se seleccionaba uno de los matraces como cultivo madre. A partir de este, se
tomaba una muestra para inocular nuevos matraces con medio fresco, reiniciando asi
el ciclo. Consulte el Apéndice D.4 para conocer los detalles del mantenimiento del

cultivo.

4.5 Preparacion para la fase de medicion éptica

Con el fin de mantener la reproduccién de la caracterizacién espectral, se determiné un
protocolo de preparaciéon basado en diluciéon de la muestra a analizar en la etapa
exponencial. Este procedimiento se implementé con el objetivo de controlar la
concentracion de las muestras, manteniéndolas dentro de un rango adecuado de
absorbancia y evitando efectos significativos de dispersiéon. Ademas, se establecié un
tiempo estandar para la recoleccion de la muestra a analizar. Vea el Apéndice D.5 para

conocer el protocolo.
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5 Resultados y analisis

5.1 Parametros fisico-ambientales del experimento

El monitoreo ambiental se realizé con un Arduino MKR WiFi 1010 + MKR IoT Carrier,
registrando temperatura (°C), humedad relativa (%), presion atmosférica (hPa) e
iluminancia (lux) a intervalos de 10 minutos desde el dia 0 de inoculacién (11 de
octubre de 2024) hasta el dia 3 en la fase de crecimiento y de las mediciones
espectroscopicas (14 de octubre de 2024). Los datos se registraron en tiempo real con
fecha y hora en una hoja de calculo mediante el programa PLX-DAQ. El procedimiento
y el codigo del sistema de monitoreo se documentaron previamente en el Apéndice E,
por lo que en esta seccion se reportan Unicamente los resultados y su relevancia fisica

para la interpretacion de las medidas Opticas.

La iluminancia es el parametro mas critico para un cultivo fototréfico como el de la
Chlorella sp.. La fuente de luz principal del sistema fue un sistema de iluminacién LED,
manteniéndose apagada la luz general del laboratorio para evitar interferencias.
Durante los cuatro dias, la iluminancia se mantuvo a un nivel estable (70 - 90 Ix), con
pequefias oscilaciones de pocos lux entre puntos consecutivos, vea Fig. 8. Estas
fluctuaciones de baja amplitud son consistentes con variaciones de voltaje de la red
eléctrica del edificio. Esta estabilidad muestra que el flujo de fotones disponible para la
fotosintesis fue homogéneo a lo largo del tiempo, permitiendo un crecimiento
consistente. Se observa un evento atipico el 11 de octubre entre las 22:00 y 23:30, con
picos mayores a 600 Ix, atribuible al encendido de la iluminacién del laboratorio por
posibles labores de limpieza. Dado que fue un evento puntual, de corta duracién y
ocurrido durante la fase inicial de adaptacién del cultivo, se considera que no tuvo un
impacto significativo en el desarrollo general mismo ni en los resultados

espectroscopicos finales.

La temperatura y humedad relativa son factores que pueden influir directamente en la
tasa de crecimiento y el metabolismo de la microalga. Como se muestra en la Fig. 9, la

temperatura ambiente se mantuvo en un rango estrecho y controlado, oscilando
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principalmente entre 23.8 °C y 24.7 °C. Se observa un ligero ciclo diario, con
temperaturas minimas registradas durante las horas de la madrugada y un pico gradual
hacia el mediodia, lo cual es congruente con la inercia térmica de un espacio interior. Al
tener una estabilidad térmica, con una variacion total aproximada a 1 °C durante todo
el experimento, permite considerar al sistema como cuasi-estacionario, y por lo tanto
atribuir las variaciones espectrales como debidas principalmente a cambios de
concentracion/pigmentos y no propiedades termodependientes, ademas se asegura

que el cultivo no fue sometido a estrés térmico que pudiera alterar su fisiologia.

Por su parte, la humedad relativa del ambiente, Fig. 10, se mantuvo en un rango medio-
bajo, entre 40% y 45%, durante la mayor parte del periodo experimental, con un
descenso transitorio la madrugada del 12 de octubre y una ligera recuperacion
posterior. El 11 de octubre aparece un repunte al final, que podria asociarse al mismo
intervalo de limpieza (incremento de humedad ambiental). La ausencia de
fluctuaciones drasticas en la humedad indica un ambiente controlado, lo cual minimiza

las variaciones en la tasa de evaporacion del medio de cultivo.

La presion atmosférica fue monitoreada como un indicador de la estabilidad de las
condiciones ambientales generales. En la Fig. 11 se observa un comportamiento ciclico
diario, caracteristico de mareas atmosféricas, con dos maximos y dos minimos a lo largo
de un periodo de 24 horas. Los valores registrados oscilaron entre 749 y 754 hPa. Es
importante contextualizar estos datos, el laboratorio se ubica en Toluca, México, una
ciudad a una altitud aproximada de 2,660 metros sobre el nivel del mar. La presién
atmosférica estandar a dicha altitud es de aproximadamente 747 hPa. Por lo tanto, los
valores medidos son consistentes con la ubicacion geografica del experimento y sus

variaciones diarias corresponden a fenémenos naturales esperados.

En conjunto, la caracterizacion de los parametros fisico-ambientales confirma que el
cultivo de Chlorella sp. se desarroll6 en un entorno altamente estable y controlado. Esta
validacion es fundamental para atribuir los resultados del analisis espectroscopico a las

propiedades 6pticas intrinsecas de la microalga y su interaccién con el medio de cultivo.
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Figura 8: Registro de la iluminancia en el rea del cultivo. La grafica muestra una iluminancia (Ix) en funcién del
tiempo, monitoreada del 11 al 14 de octubre de 2024de 2024. Se observa una base estable proveniente de la luz
LED, con un valor promedio de 93.3 lux. El pico atipico superior a 600 lux registrado el 11 de octubre corresponde
al encendido de la luz general del laboratorio por actividades de limpieza.
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Figura 9: Variacion de la temperatura ambiental durante el experimento. Se representa la temperatura (°C) en
funcién del tiempo para los dias 11 al 14 de octubre de 2024. Los datos muestran un comportamiento ciclico diario
y una alta estabilidad, manteniéndose dentro de un rango estrecho de 23.8 °C a 24.7 °C.
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Figura 10: Seguimiento de la humedad relativa ambiental. La grafica muestra el porcentaje de humedad relativa en
funcidn del tiempo, registrado del 11 al 14 de octubre de 2024. Los valores se mantuvieron estables en un rango
entre 40% y 50%, lo que indica un ambiente controlado que minimiza las variaciones en la tasa de evaporacién del

medio de cultivo.
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Figura 11: Monitoreo de la presién atmosférica ambiental. La grafica ilustra la variacién de la presion (hPa) del 11
al 14 de octubre de 2024. Se observa un patrén ciclico, caracteristico de las mareas atmosféricas. Los valores se
mantuvieron estables en un rango de 640 a 654 hPa, consistentes con la altitud del sitio experimental en Toluca,

México.
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5.2 Caracterizacion morfologica de las muestras

La caracterizacion morfoldgica del cuasi monocultivo, obtenido a partir del protocolo
de aislamiento detallado en el Apéndice D, se realizé6 mediante microscopia 6ptica. El
objetivo principal fue confirmar la identidad de la especie predominante y evaluar la

composicion general de la muestra utilizada en los analisis espectroscdpicos.

Las observaciones a un aumento de 100x, Fig. 12, revelaron una poblacién de células de
morfologia predominante esférica a ligeramente elipsoidal, lo cual es caracteristico del
género Chlorella sp.. Dentro de las células, fue posible distinguir algunas de las
estructuras subcelulares clave para su identificacion. Se observé un cloroplasto tnico,
grande en forma de copa que ocupaba una porcidn significativa del citoplasma. En
algunas células también se pudo identificar la presencia de un pirenoide dentro del
cloroplasto, asi como la regiéon correspondiente al nucleo. Estas caracteristicas

morfologicas son consistentes con la descripcion taxondémica de Chlorella sp.

Con el objetivo de cuantificar el tamafio celular, se obtuvo una imagen con un aumento
de 20x y se proces6 con un software de analisis de imagen, Fig. 13. Los resultados
indicaron que la mayoria de la poblacién celular presentaba un didmetro que se
encontraba en el limite inferior del rango reportado para el género, con tamafios
predominantes de 2 a 4 um. En términos 6pticos, estos tamafios son comparables a las
longitudes de onda de interés de este trabajo, y por lo tanto relevantes para la

dispersion tipo Mie.

Figura 12: Morfologia diagnéstica de Chlorella sp., predominante en el cuasi monocultivo. Micrografia con aumento
de 100x. Se distingue un cloroplasto en forma de copa con pirenoide y el nucleo por transparencia.
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Figura 13: Analisis del didmetro celular de Chlorella sp.. Micrografia (aumento 20x) con anotaciones de mediciones
obtenidas mediante software, la mayoria de las células presenta didmetros 2-4 um, dentro del rango tipico
reportado para Chlorella sp..

Durante el seguimiento del cultivo, desde la fase de aislamiento hasta las mediciones
espectroscopicas del 14 de octubre, se detect6 la presencia constante de un segundo
organismo eucariota y mdvil que coexistia con la microalga. La observacion de la
muestra final en la cAmara de Neubauer, Fig. 14, permiti6 identificar a este organismo
como una especie del género Euglena, caracterizada por su forma fusiforme y su
motilidad. La presencia de Euglena sp. fue considerada y su concentraciéon fue
contabilizada por separado para tenerla en cuenta como una posible interferencia o
contribucidén adicional en los resultados espectroscopicos del cuasi monocultivo, ya que
al ser un organismo fotosintético cuenta con pigmentos como clorofilas a/b y

carotenoides [55].

Adicionalmente, se not6 la formacion de estructuras mucilagosas y agregados celulares
en el cultivo, visibles en observaciones microscépicas, Fig. 15. Esta es una caracteristica
conocida de Chlorella sp., que en ciertas fases de su crecimiento o bajo condiciones de
estrés produce y secreta sustancias poliméricas extracelulares (EPS, por sus siglas en
inglés). Estas estructuras macromoleculares estdn compuestas principalmente por

polisacaridos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Los EPS de Chlorella sp. son
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polisacaridos compuestos principalmente por hexosas y acidos uricos. El mucilago
cumple funciones biolégicas importantes para la microalga, como la proteccién contra
factores adversos, la adhesion a superficies y la formacion de agregados (fléculos). La
presencia de este mucilago en el sistema es esperable y relevante, ya que a altas

densidades puede aumentar la distribucion angular de la luz dispersada [55] [56].

Figura 14: Presencia de Euglena sp. en la muestra del 14 de octubre. Micrografia (aumento 40x) de la suspensién
celular final. Se aprecia un organismo mévil de morfologia fusiforme, identificado como Euglena sp., coexistiendo
con células de Chlorella sp.

Figura 15: Formacién de mucilago durante la obtencién del del cuasi monocultivo. Micrografia (aumento 40x)
donde se aprecian células de Chlorella sp. unidas a una formacién mucilaginosa. Esta agregacion es atribuida a la
produccién de exopolisacaridos (EPS) por parte de la microalga.

5.3 Determinacion de la concentracion celular

La concentracion celular del cultivo de Chlorella sp., en la fecha de los analisis
espectroscopicos (14 de octubre), se determiné mediante el conteo directo de tres

alicuotas independientes tomadas del matraz de cultivo, utilizando una camara de
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Neubauer mejorada. El resultado de este procedimiento arrojé una concentracion
celular promedio de 29,450,000 % Esta medicién sirvié como base para establecer la

densidad poblacional de las cuatro muestras preparadas para el anadlisis

espectroscopico, cuyo protocolo de preparaciéon y manejo se detalla en el Apéndice D.5.

La concentracion de la Muestra 1, compuesta integramente por el cultivo sin diluir (4
mL), corresponde directamente a la concentracion promedio medida. Las
concentraciones de la muestras subsecuentes se calcularon en funcion de las diluciones
realizadas con agua desionizada. Las concentraciones celulares para cada una de las

cuatro muestras analizadas fueron las siguientes:

cel

e Muestra 1 (4 mL del cultivo): 29,450,000 —

cel

e Muestra 2 (3 mL del cultivo + 1 mL de agua desionizada): 22,087,500 —

cel

e Muestra 3 (2 mL del cultivo + 2 mL de agua desionizada): 14,725,000 p—

cel

e Muestra 4 (1 mL del cultivo + 3 mL de agua desionizada): 7,362,500 gy

Paralelamente al conteo de Chlorella sp., se realiz6 la cuantificacién del organismo

coexistente, Euglena sp., en las mismas alicuotas del matraz, obteniendo una
.z . cel . .z
concentracion promedio de 3,333 — Para evaluar la relevancia de esta poblacion

secundaria en los resultados espectroscopicos, se determindé su contribucion
porcentual total de células. La poblaciéon de Euglena sp. representa Unicamente el
0.0113% del total de las células cuantificadas. Este valor es estadisticamente
insignificante y se encuentra muy por debajo del margen de error experimental
inherente al método de conteo en camara, el cual depende del tipo de muestra,
tipicamente <10%. Adicionalmente, la presencia de agregados mucilaginosos el dia de

los espectros fue escasa y de tamafio pequefio.

Por consiguiente, para los calculos y andlisis espectroscopicos posteriores, se asumio

que la contribucién de las propiedades dpticas por parte de la poblacion de Euglena sp.
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y el efecto de dispersion de la luz por el mucilago eran despreciables. De este modo, se
atribuyeron las propiedades épticas observadas exclusivamente a la poblacién de

Chlorella sp. en las concentraciones especificadas.

5.4 Espectros de absorcion del sistema experimental

En esta seccidn se presentan los resultados del analisis espectrofotométrico realizado
el 14 de octubre. El objetivo fue caracterizar las propiedades de absorcién 6ptica del
cultivo de Chlorella sp. y de los componentes en su entorno (el medio de cultivo y agua
desionizada) en el rango de longitudes de onda de 300 a 800 nm. Si bien las mediciones
originales cubrieron 200 - 800 nm, se excluy6 la region del UV < 300 nm al observar un
ascenso abrupto de la absorbancia en los tres materiales, atribuible principalmente a la
baja energia de la lampara del espectrofotometro, la luz parasita y un incremento de

dispersion, comprometiendo la fiabilidad de los datos.

5.4.1 Espectros de controles: Agua desionizada y Medio de cultivo
Antes de analizar la muestra bioldgica, se caracterizaron los componentes abiéticos del
sistema para establecer una linea base y asegurar que no presentaran interferencias en

la region de interés.

El espectro de absorcion del agua desionizada (AD), medido utilizando aire como
referencia, se presenta en la Fig. 16. Se observa que el agua es practicamente
transparente en todo el rango visible (400 - 700 nm), con valores de absorbancia
cercanos a cero. Esto confirma que el agua, utilizada como solvente principal y para las

diluciones, no contribuye significativamente a la absorcion de la luz del sistema.

Posteriormente, se midio el espectro del medio de cultivo estéril, Basal de Bold (BBM),
utilizando el agua desionizada como linea base, vea Fig. 17. El espectro resultante es
igualmente plano y cercano a cero en la region visible. Esta medicion demuestra que los

nutrientes y sales disueltos en el medio de cultivo tampoco poseen croméforos que
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absorban la luz en el rango de operacion de los pigmentos fotosintéticos

0.6 4 Espectro de absorcion del agua desionizada
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Figura 16: Espectro de absorcion del agua desionizada en celda de cuarzo de 1cm, en el rango de 300 a 800 nm,
utilizando aire como baseline. La absorbancia es practicamente nula en toda la regi6n, confirmando su
transparencia y validandola como un solvente sin interferencias 6pticas.
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Figura 17: Espectro de absorcion del medio Basal de Bold (BBM), registrado con baseline de agua desionizada. Se
observa una sefial cercana a cero en el rango 300-800 nm, lo que indica que el medio no introduce interferencias
significativas en esta region.
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La combinacién de ambos espectros de control valida que cualquier pico de absorcion
significativo observado en las muestras de microalgas es atribuible exclusivamente a la

presencia de las células de Chlorella sp.

5.4.2 Espectro de absorcion de Chlorella sp. in vivo

En la Fig. 18 se muestran los espectros de absorcion de las cuatro muestras de Chlorella
sp. a diferentes concentraciones celulares. Los espectros obtenidos son un ejemplo de
espectros de banda. A diferencia de los espectros de linea, asociados a transiciones
atomicas discretas, un espectro de banda es caracteristico de moléculas complejas. La
enorme cantidad de transiciones posibles entre estados en una molécula, cada una con
una energia ligeramente diferente, provoca que los picos de absorcidn se ensanchen,

fusionandose en bandas continuas.

Se observa que la magnitud de la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion celular, en concordancia con la ley de Beer-Lambert en cuanto a
linealidad. Para la identificaciéon precisa de los picos, se utilizé6 como referencia el
espectro de la muestra de mayor concentraciéon (4 mL de cultivo), ya que presenta

mejor relacion sefial-ruido.

El analisis del espectro revela la presencia de varios picos y hombros de absorcidn, los
cuales son la “huella dactilar” de los pigmentos fotosintéticos presentes en las células
de Chlorella sp. [45] [46]. Hablando desde una perspectiva fisica, la absorcién de un
foton por estas moléculas induce transiciones electronicas moleculares, principalmente
de tipo m—m". Esto ocurre porque pigmentos como las clorofilas y los carotenoides
poseen extensos sistemas de electrones deslocalizados en enlaces dobles conjugados,
es decir, la secuencia de enlaces dobles y simples alternados hace que las regiones de
probabilidad de los electrones 1 de cada enlace doble se fusionen en una tnica regiéon
continua resultando en electrones compartidos a lo largo de varios atomos a la vez en
lugar de estar atrapados entre solo dos. La energia de un foton absorbido excita a un
electron desde un orbital molecular m a un orbital molecular m* de mayor energia [23]
[31] [54] [57] [58].
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Espectro de absorcidn de Chlorella sp.
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Figura 18: Espectros de absorcion de Chlorella sp. registrados in vivo en cuatro concentraciones distintas
(muestras 1-4). Se aprecian bandas caracteristicas en la region azul (445 nm) y roja (685 nm), asociadas a clorofila

a, asi como picos secundarios en 655 y 490 nm atribuibles a clorofila b y carotenoides. Las diferencias de
absorbancia entre las curvas reflejan la variaciéon de concentracion celular.

Las posiciones de los picos observados in vivo (célula viva) presentan un
ensanchamiento de banda en comparacién con los picos de los pigmentos puros
medidos en un solvente [44] [45] [54] [59]. La razdn de este desplazamiento se debe a
que, dentro del cloroplasto, los pigmentos no estan libres, sino que se encuentran
anclados a complejos de proteinas dentro de las membranas tilacoidales [44] [45]. Esta
matriz de proteina que rodea cada pigmento actia como un entorno dieléctrico
inmediato, el cual tiene una constante dieléctrica y campos eléctricos locales muy
diferentes a los de un solvente homogéneo. Este entorno interacttia con el sistema de
electrones 1 del pigmento, modificando la diferencia de energia entre los estados
electronicos fundamental y excitado (las transiciones m — ). Como resultado, la
energia exacta del foton necesaria para la transicion electrénica disminuye, lo que se

traduce en la absorcion de luz a longitudes de onda mayores [54] [58] [60].

El perfil espectral de la muestra se caracteriza por la presencia de distintas bandas de
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absorcion en la region visible y UV-A. La region de absorcién mas intensa se encuentra
en la zona azul-violeta del espectro. Esta area, dominada por un pico prominente a 445
nm y un hombro ancho a 490 nm, es conocida técnicamente como la banda de Soret.
Esta banda corresponde a la transicidn electrénica de mayor energia de los pigmentos,
es decir, surge de la transicién de electrones del estado fundamental al segundo estado
excitado, la cual es de tipo m = m". El pico principal a 445 nm corresponde a la clorofila
a, mientras que el hombro a 490 nm es una superposicidon de la banda de Soret de la

clorofila b y la absorcién de los carotenoides [54] [58].

En la regién roja del espectro, se observa una segunda zona de absorcién importante,
aunque menos intensa. Estos picos, un maximo a 685 nm y un hombro a 655 nm, son
conocidos como las bandas Qy. Corresponden a la transicion electrénica de menor
energia, es decir, surge de la transicion de electrones del estado fundamental al primer
estado excitado, que es también de tipo m — m". El pico a 685 nm es atribuible a la

clorofila a, mientras que el hombro a 655 nm es caracteristico de la clorofila b [54] [58].

Finalmente, en la regién UV-A se observa una banda ancha y poco estructurada (340
nm a 390 nm). Se le atribuye a la cola de la banda de Soret y a la superposicién con la
absorcion débil de la matriz celular y a la dispersién que crece al disminuir la longitud
de onda. Dado que se aprecia un continuo sin picos nitidos, esta parte se trataran como

fondo espectral [61].

En conjunto, el espectro de absorcion confirma la identidad del cultivo como un alga
verde con un perfil de pigmentos sano y caracteristico, proporcionando la base para el

posterior analisis de la atenuacion de la luz.

5.5 Curvas de calibracion: relacion entre la absorbancia y la
concentracion

En este apartado se establece el modelo matematico que relaciona la concentraciéon
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celular de Chlorella sp. con la absorbancia medida. El propdsito es validar la
aplicabilidad de la Ley de Beer-Lambert al sistema experimental y obtener una
herramienta cuantitativa para determinar la densidad poblacional de muestras
desconocida de forma espectroscépica. Para ello, se utilizaron las cuatro muestras de

concentracion conocida, detalladas en la seccion 5.3.

Se seleccionaron dos longitudes de onda de trabajo basadas en los picos de absorcion
caracteristicos de la clorofila a, identificados en los espectros de la secciéon 5.4.2: 445
nm, correspondiente al maximo de la banda de Soret, y 685 nm, correspondiente al
maximo de la banda Qy. La elecciéon de estas longitudes de onda de maxima absorbancia
(Amax) son las mas sensibles para monitorear cambios en la biomasa y minimiza los
errores instrumentales, ya que pequefios incrementos de densidad celular producen

variaciones detectables en absorbancia.

5.5.1 Calibracion con datos espectrales directos
Inicialmente, se grafico la absorbancia medida directamente por el espectrofotémetro
en funcién de la concentracion celular. En las Fig. 19 y Fig.20 se presentan las curvas de

calibracién para 445 nm y 685 nm, respectivamente.

Ambos ajustes lineales muestran una excelente correlacion, con coeficientes de
determinacion (R2) de 0.99896 para 445 nmy 0.99812 para 685 nm. Estos valores, muy
cercanos a 1, confirman la fuerte relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion
de células en el rango de las concentraciones evaluadas. La pendiente de la recta a 445
nm (4.03341x10-8) es ligeramente mayor que a 685 nm (3.7729x10-8), lo que refleja la
mayor absortividad de la banda de Soret y, por ende, una mayor sensibilidad del

método en la region azul del espectro.

Sin embargo, un andlisis detallado en las ordenadas de origen revela un resultado
fisicamente inconsistente. Los valores de la ordenada de origen son de 0.0434 para 445
nmy 0.0546 para 685 nm. Teéricamente, a una concentracioén que tiende a cero células,
la absorbancia deberia tender a cero. Estos altos valores positivos son un artefacto
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experimental atribuible a la dispersion de la luz, ruido electrénico y/o diferencias en la

referencia usada en la baseline.

Curva de calibracion a 445 nm
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Figura 19: Curva de calibracién a 445 nm utilizando los datos de absorbancia directos. Se observa una linealidad de
R2=0.99896 El intercepto no nulo sugiere la presencia de un fondo espectral.

Curva de calibracién a 685 nm
1.2 1
A
o /
1.0 e
=] -
= P
© 7
g 0.8 1 %://
o e —m— Datos a 685 nm
2 /f"" Ajuste lineal
o /‘/
£ 0.6 - A
e ;
< e Equation y=a+bx
P a 0.0546 + 0.02337
0.4 // b 3 7729E-8 + 1 15891E-9
v R-Square 0.99812
0.2

T T T T T
5.0x10° 1.0x107 1.5x107  2.0x10"7 25107  3.0x107
Concentracion (cel/mL)

Figura 20: Curva de calibracién a 685 nm utilizando datos de absorbancia directos. Presenta linealidad elevada
(R2=0.99812) y fondo espectral distinto a cero.

48



5.5.2 Correccion de la dispersion y calibraciéon mejorada

Para aislar la absorbancia real debida a los pigmentos y eliminar el fondo de espectral,
se aplicé un método de correccidn estandar. Se asumié que a 750 nm la absorcién de
los pigmentos es despreciable, por lo que cualquier sefial medida a esa longitud de onda
se debe casi exclusivamente a la dispersion o imperfecciones instrumentales [62]. Esta

sefal se rest6 de los valores de absorbancia medidos en los picos de interés.
AACOTTegida = App — A7s0nm (11)

Las Fig. 21 y Fig. 22 muestran las curvas de calibracién utilizando la absorbancia
corregida. La linealidad se mantiene, con valores de R2 de 0.99499 y 0.99715,
respectivamente. La mejora mas significativa y fundamental se observa en la ordenada
al origen, que se redujeron a-0.0301 para 445 nmy -0.0189 para 685 nm. Estos nuevos
valores son estadisticamente cercanos a cero, lo que dota al modelo con coherencia

fisica.
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Figura 21: Curva de calibraciéon a 445 nm utilizando absorbancia corregida. El intercepto se aproxima a cero,
manteniendo linealidad elevada (R2 = 0.99499).
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Curva de calibracién corregida a 685 nm
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Figura 22: Curva de calibracion corregida a 685 nm. La correccién reduce el offset, con R2 = 0.99715, validando la
proporcionalidad absorbancia-concentracidn.

La correccion valida que la dispersion, aunque no dominante, es un factor medible que
debe ser considerado para una cuantificaciéon precisa. Las ecuaciones de ajuste
obtenidas de estas curvas corregidas representan un modelo mas exacto. Por lo tanto,
seran estas las ecuaciones que se deberan emplear si se desea determinar la

concentracion celular en analisis futuros.

5.6 Calculo del coeficiente espectral de absorcion
Una vez validada la linealidad entre la absorbancia y la concentracién celular en la
seccion 5.5, fue posible determinar el coeficiente de absorcion por célula, «;,

fisicamente interpretado como la seccidn eficaz de absorcidn.

Dimensionalmente, este coeficiente es expresado en unidades de area por célula
( 2 -1 7 . . .
cm~cel™) y representa el area efectiva con la que una célula intercepta y absorbe

fotones a una longitud de onda dada.
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5.6.1 Metodologia del calculo

Para obtener el espectro de «; en todo el rango de interés (300 nm - 800 nm), se
procesaron los espectros de absorbancia corregida de las cuatro muestras utilizando el
programa descrito en el Apéndice F. El calculo se realiz6 aplicando la siguiente relacion

derivada de la ley de Beer-Lambert:

A/‘l corregida

a;, =
A cl

(12)

donde A,lwrregida es la absorbancia espectral corregida, ¢ es la concentracion celular

de la muestra convirtiendo el volumen a cm? (cel cm™3) y [ es la longitud de camino

optico de la celda (1 cm).

5.6.2 Analisis del espectro de coeficiente de absorcion

La Fig. 23 presenta los espectros de seccién eficaz calculados para las cuatro
concentraciones. Se observa que el perfil espectral es consistente en todas las muestras,
reproduciendo las bandas caracteristicas identificadas previamente: la banda de Soret

(~445 nm) y la banda Qy (~685 nm).

Al analizar la superposicion de las curvas, se destacan tres fenémenos fisicos:

1. Estabilidad en la propiedad intrinseca: Los valores de a; son aproximadamente
constantes entre diluciones (del orden de 10=°cm?cel* sin tendencia sistémica
con la concentracidn), lo cual es consistente interpretarlo como una propiedad
intrinseca de la célula en el rango de concentraciones estudiado.

2. Ausencia de efecto sombra: Si existiera un apantallamiento relevante entre
células, es decir, un efecto sombra donde unas células reducen la irradiancia
incidente sobre otras, se esperaria que el coeficiente espectral de absorcién por
célula disminuyera sistematicamente al aumentar la concentracién como
consecuencia de una menor irradiancia efectiva disponible por particula. Sin
embargo, los datos experimentales no muestran dicha tendencia. Se observa que

los coeficientes de absorciéon se mantienen aproximadamente constantes, con
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una ligera tendencia a valores mayores en la muestra con mayor concentracién,
particularmente en la regiones espectrales asociadas a maximos de absorcion
pigmentaria. Esto indica que, en el rango de concentraciones analizado, el efecto
sombra no domina en la atenuacién observada. Es posible que, dados los
resultados, se deba a la contribucién de dispersion multiple a altas densidades,
celulares la cual puede incrementar ligeramente el camino 6ptico del medio y,
por ende, la absorcién aparente, sin violar la linealidad del modelo.

3. Relacion sefial-ruido: En la region del infrarrojo cercano (>750 nm) y en el
ultravioleta (<350 nm) se observa que la muestra de mayor concentracion
(Muestra 1, linea negra) presenta una sefial mas estable y con menor dispersion.
En contraste, la muestra mas diluida (linea violeta) exhibe mayores
fluctuaciones, incluyendo valores ligeramente negativos hacia longitudes de
onda cercanas a 800 nm. Estos valores no poseen significado fisico y se
interpretan como el resultado de restar la baseline a una sefial que se encuentra

cercana al limite de deteccion del instrumento.

Coeficiente de absorcion de Chlorelia sp.

1.2x1078 4

1.0x107% o

8.0%1079

6.0%107°

4.0%107 A

2.0x1079

0.0 1mLC/3mL AD)|
2mL G/ 2 mL AD|
3mL C/1mLAD

——4mLC/0mL AD|

Coef. de absorcion (cm?cel™)

-2.0x107% 4

-4.0x107¢

360 460 660 660 Y(IJO 860
Longitud de onda (nm)

Figura 23: Espectros del coeficiente de absorcién (a;,) calculados para cuatro concentraciones distintas de Chlorella
sp.. Las cuervas muestran la seccidon eficaz de absorcion por célula. La consistencia entre curvas valida la ausencia
de efectos de sombra significativos. La divergencia observada a longitudes de onda mayores a 750 nm se debe al
ruido instrumental asociado a la correccidn de la baseline en muestras de baja concentracion.
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A partir de este analisis espectral y confirmar la estabilidad de la propiedad intrinseca,
se procedi6 a determinar valores cuantitativos representativos de la seccién eficaz de
absorcion para las bandas de interés biolégico promediando los valores de las cuatro

muestras.

Tabla 1: Valores calculados del coeficiente de absorcién «; para los maximos espectrales de Chlorella
sp.. Estos datos representan el promedio de las cuatro concentraciones evaluadas. La desviacion
estandar refleja la variabilidad experimental asociada a las mediciones espectrofotométricas y al
procesamiento de datos.

Desviacion

Ezgglzzdm)de Asignacion del Pico flr (())_r;lcer(rillztze l_015/)1 estandar }?Sti(z:pretacmn
(10~ %cm®cel™)

340 Region UV-A 8.0525 0.362 Alta atenuacion UV
(Proteccion)

390 Cola banda Soret 7.8327 0.2032 Transiciéon UV-VIS

445 Banda Soret (Clorofilaa)  9.5508 1.0425 Maxima captura de
energia (azul)
Absorcién de

490 Clorofila b/Carotenoides  9.0998 0.3791 pigmentos
accesoros

. Hombro de

655 Banda Qy (Clorofila b) 2.0433 0.6878 - .
absorcidn rojo

685 Banda Qy (Clorofila a) 7.7022 0.6564 Pico principal de

fotosintesis (Rojo)

La Tabla 1 resume los valores del coeficiente espectral de absorcién en longitudes de
onda representativas. Se incluye las bandas fotosintéticas clasicas asociadas a la
clorofila, asi como los valores correspondientes a la region UV-A (340 y 390 nm).
Aunque esta regién no presenta de picos espectrales agudos, los coeficientes de
absorcion obtenidos muestran una seccion eficaz elevada y relativamente estable
(~8.0 X 107%cm?), comparable en orden de magnitud a la observada en los maximos
de absorcidn de la clorofila. Desde un punto de vista fisico, este resultado indica que la
Chlorella sp. posee una capacidad intrinseca significativa para atenuar radiacion
ultravioleta mediante absorcidn, lo cual sugiere que, en condiciones ambientales reales,
poblaciones microalgales podrian contribuir de manera relevante a la reduccién de la
irradiancia UV incidente en los cuerpos de agua, aspecto de interés para la proteccion

del habitat del pez Mexclapique.
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5.7 Analisis de atenuacion espectral de la luz

El coeficiente de absorcion determinado en la seccion anterior caracteriza a la célula
individual. Sin embargo, para comprender el impacto ecolégico en el habitat del
Mexclapique, es necesario escalar este comportamiento al nivel macroscépico. En esta
seccion se analiza como se extingue la sefial luminosa conforme penetra en una

columna de agua, considerando el efecto colectivo de microalgas.

La atenuacion espectral de la luz en suspensiones de Chlorella sp. se analiz6 a partir de
la irradiancia espectral relativa, definida como la fraccién de la irradiancia incidente
que se transmite a una profundidad z dentro del medio. Para modelar la distribucion
de la luz en funcion de la profundidad, se utilizé la ecuacidn de atenuacidon exponencial
derivada en el Apéndice C (Ec. 10), aplicada a los valores de absorbancia espectral

corregidos y considerando un camino dptico unitario de referencia.

5.7.1 Evolucion de la irradiancia espectral con la profundidad

La Fig. 24 muestra la irradiancia espectral relativa en funcién de la longitud de onda
para la muestra de mayor concentracion (Muestra 1), evaluada a profundidades entre
1y 5 cm. Se observa que la irradiancia relativa decrece de manera continua al aumentar
la profundidad, mostrando una atenuacién exponencial consistente con el modelo

tedrico.

El andlisis de las curvas evidencia una extincién selectiva, mediante la cual la

composicion espectral de la radiaciéon se modifica progresivamente con la profundidad:

1. Agotamiento rapido de laradiacidn fotosintéticamente activa: En las bandas azul

(445 nm) y roja (685 nm), asociadas a los maximos de absorcion de la clorofila

a, la irradiancia relativa disminuye de forma muy pronunciada. A una

profundidad de 5 cm (linea violeta), la irradiancia disponible en el maximo azul

es inferior al 3%, lo que indica que las capas superficiales absorben casi
completamente estos fotones de alta energia.

2. Ventana de transmision en la region verde: El intervalo espectral entre 577 y
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492 nm, donde la seccién eficaz de absorcion de los pigmentos fotosintéticos es
minima, la atenuacién es considerablemente menor. Como consecuencia, esta
banda del espectro visible presenta la mayor capacidad de penetracién y
contribuye de forma dominante a la radiaciéon emergente desde capas mas
profundas, lo que explica el predominante color verde en medios acuaticos
turbios.

Atenuacion eficiente en la region UV-A: En la region ultravioleta cercana (300-
400 nm), relevante para la percepcion visual del pez, se observa un decaimiento
acumulado significativo de la irradiancia, aun en ausencia de picos espectrales
bien definidos. A 5 cm de profundidad, menos del 7% de la irradiancia UV
incidente se mantiene, lo que evidencia una elevada capacidad del medio para

atenuar radiacion de alta frecuencia.

Atenuacion espectral de la luz de Chiorella sp.
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Figura 24: Evolucion de la atenuacion espectral de la luz en un cultivo de Chlorella sp. (concentracion de 2.945 x107

cel mL-1) a diferentes profundidades (z=1a5 cm).

En conjunto, estos resultados muestran que el efecto sombra identificado en este

analisis corresponde a un fenémeno macroscopico y acumulativo, asociado a la

atenuacidn progresiva de la irradiancia conforme la radiacion atraviesa sucesivas capas
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del medio. Este efecto no debe confundirse con el posible apantallamiento microscépico
entre células individuales analizado en la seccién 5.6, el cual fue descartado a partir de

la independencia del coeficiente espectral de absorcion respecto a la concentracion.

5.7.2 Profundidad critica de vision

Desde una perspectiva biofisica, no basta con saber que la luz disminuye, es necesario
determinar la distancia limite a la cual la sefial visual se vuelve imperceptible o
insuficiente. Se define la profundidad critica, z;¢y, como la distancia a la cual la
irradiancia espectral se reduce al 10% de su valor superficie. El Apéndice C detalla la

obtencion de esta profundidad critica.

La Tabla 2 presenta los valores calculados de z; o, para las distintas bandas espectrales,

basados en la concentracién de la Muestra 1 (2.945 x 107 cel mL1)

Tabla 2: Profundidad critica estimada para distintas bandas espectrales en la
suspension de Chlorella sp. a la cual la irradiancia se reduce al 10% del valor

superficial en un escenario alta densidad microalgal.

Longitud de onda Profundidad critica
Banda espectral

(nm) Z10y (cm)

340 UV-A 43

390 UV/Violeta 4.3

445 Azul 31

490 Azul-verde 35

550 Verde 9.7

655 Rojo 11.8

685 Rojo 4.0

Los resultados indican que, en condiciones de alta concentraciéon microalgal, el
horizonte 6ptico efectivo en la region UV-A es del orden de 4.3 cm. Desde el punto de
vista fisico, esta profundidad critica representa la distancia a partir de la cual la

irradiancia ultravioleta disponible se reduce por debajo del 10% de su valor superficial.
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Considerando que estudios previos han reportado que la coloracién y senalizacion
visual del Mexclapique dependen tanto de la regién ultravioleta como la visible, y que
la sensibilidad espectral de la retina de los peces teledsteos presenta un maximo
cercano a 360 nm, estos resultados sugieren que la deteccién de patrones visuales UV
podria verse fuertemente limitada en medios altamente turbios. En este contexto, para
que la hembra perciba sefiales UV reflejadas por un macho, ambos individuos tendrian
que encontrarse a distancias muy cortas entre si o proximos a la superficie, donde la

irradiancia disponible es mayor

Adicionalmente, la marcada diferencia entre las profundidades criticas asociadas al
hombro rojo (655 nm) y al maximo principal de absorcion (685 nm), siendo la primera
casi tres veces mayor, evidencia como variaciones relativamente pequefias en la
longitud de onda dentro de la misma regioén espectral pueden traducirse en cambios
significativos en la disponibilidad de la luz del medio acuatico. Este resultado muestra
que el comportamiento Optico depende fuertemente de la longitud de onda de la
radiacion incidente, lo que hace necesario un analisis espectral de la atenuacion de la

luz.
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6 Conclusiones

El presente trabajo logré caracterizar de manera cuantitativa el acoplamiento entre la
concentracion celular y la atenuacion espectral de la luz en cultivos de Chlorella sp.,
estableciendo un marco biofisico sélido para analizar el impacto de la turbidez biolégica
en sistemas acuaticos. A partir de mediciones espectrofotométricas in vivo, andlisis

espectral y modelado fisico, se obtienen las siguientes conclusiones principales:

1. Validacién del modelo fisico de atenuacién
Se demostro que, en el rango de concentraciones estudiadas, la atenuacion de la
luz ocasionada por Chlorella sp. sigue un comportamiento compatible con la Ley
de Beer-Lambert, con coeficientes de determinacion elevados (R2 > 0.99). Esto
valida el uso de la absorbancia espectral como un estimador fisico confiable de
la densidad celular y permite modelar la propagacién de la luz mediante
relaciones exponenciales. A nivel microscdpico, no se observaron evidencias de

un apantallamiento significativo que rompiera la linealidad del modelo.

2. Determinacion de una propiedad éptica intrinseca
Se calcul6 la seccion eficaz de la absorcion espectral (a;) de Chlorella sp.,
obteniéndose valores del orden de 10-° cm? cel}, relativamente estables entre
las distintas concentraciones evaluadas. Esta estabilidad indica que a; puede
interpretarse como una propiedad intrinseca del sistema luz-célula, lo que la
convierte en un parametro fisico robusto para describir la interaccién radiacion-
materia y modelar la atenuacion de la luz en escenarios de distinta densidad
algal, superando las limitaciones de métricas globales como las unidades

nefelomeétricas.

3. Filtrado espectral selectivo del medio
Los espectros de absorcion muestran que Chlorella sp. actda como un filtro
optico selectivo del espectro electromagnético. Se observa una absorcion

intensa en las bandas azul (~445 nm) y roja (~685 nm), asociadas a transiciones

58



electronicas moleculares de la clorofila, mientras que en la regién verde (~500-
600 nm) presenta una menor atenuacion relativa. Este comportamiento explica
fisicamente la mayor penetraciéon de estas longitudes de onda y el color

caracteristico de cuerpos de agua eutrofizados.

Atenuacion eficiente en la regién ultravioleta

A pesar de no presentar picos espectrales agudos, la region UV-A (300-400 nm)
mostré coeficientes de absorcién comparables en magnitud a los maximos
fotosintéticos. Este resultado evidencia que Chlorella sp. posee una capacidad
intrinseca elevada para atenuar radiacién ultravioleta, lo que convierte a la
turbidez bioldgica en un mecanismo altamente eficiente de bloque selectivo en

esta region.

Impacto colectivo y reduccion del horizonte dptico

El modelado de la irradiancia espectral relativa en funciéon de la profundidad
reveld que, si bien a nivel individual no se detecta efecto de apantallamiento
dominante, a escala macroscépica la acumulaciéon de células genera una
atenuacidn severa y progresiva de la radiacion. En condiciones de alta densidad
algal (2.945 x 107 cel mL-1), la profundidad critica (z;¢,) para la radiacién UV-A
se reduce a aproximadamente 4.3 cm, lo que implica una disminucién drastica

del horizonte 6ptico efectivo en este rango espectral.

Implicaciones biofisicas del entorno 6ptico

Desde una perspectiva fisica, estos resultados muestran que la turbidez
biolégica no solo reduce la intensidad luminosa, sino que transforma
cualitativamente la composicion espectral de la radiacion disponible. La
extincion selectiva de longitudes de onda clave sugiere que procesos biolégicos
dependientes de sefiales visuales, particularmente en el ultravioleta y el visible
cercano, pueden verse comprometidos en medios eutrofizados, al limitar
severamente la propagacion de dichas sefales a escalas espaciales muy

reducidas.
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En conjunto, este estudio demuestra que la absorbancia espectral UV-VIS, analizada en
funcion de la longitud de onda, constituye una herramienta fisica adecuada para
cuantificar la atenuacion de la luz en medios acuaticos dominados por microalgas. El
enfoque adoptado permite vincular propiedades o&pticas fundamentales con
consecuencias ecoldgicas observables, proporcionando una base cuantitativa para
evaluar el impacto de la eutrofizacién sobre la disponibilidad de la luz y la funcionalidad

visual de organismos acuaticos.
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7 Glosario bioldgico

Aplanosporas: Son esporas no flageladas que comienzan su desarrollo dentro de la
pared celular de la madre y tienen su propia pared.

Autosporas: Aplanosporas que tienen la misma forma de la célula madre y son
liberadas al romper la pared celular de la madre. Se forman en multiplos de dos [44]

[45] [46].

Citoplasma: Coloide que se encarga de albergar a los organelos y estd compuesto por
agua (< 50%), proteinas, lipidos, 4cidos nucleicos, sales minerales, entre otros [63].

Cloroplasto: Organelo rodeado por doble membrana que contiene los pigmentos
fotosintéticos. Algunas veces contiene el pirenoide [45].

Componente abiotico: Componentes no vivos que forman parte de un ecosistema [64].
Cromoforo: Parte o conjunto de atomos de una molécula responsable de su color [65].

Cultivo axénico: Cultivo de una sola especie no contaminado ni asociado con otros
organismos vivientes [66].

Division: Sindnimo de Filo el cual se suele usar para el reino Plantae.
Dominio: Primer nivel de la clasificaciéon taxon6mica el cual divide a los seres vivos de
acuerdo con su genética y estructura celular. Los grupos son Eubacterya, Archea y

Eukarya [67].

Especie: Es la unidad basica en la clasificacion taxonoémica, la cual considera
organismos con similitudes genéticas, morfoldgicas y reproductivas [68].

Espora: Células que se producen por reproduccién asexual que permiten la
propagacion y supervivencia de la especie [44].

Filo: Tercer nivel de la clasificacién taxonémica el cual agrupa a los organismos que
comparten rasgos basicos de organizacion corporal o estructural [69].

Flagelo: Estructura delgada recubierta por la membrana celular que da la capacidad de
movimiento libre a las células [63].

Fotétrofo: Organismo que obtiene su energia de la luz solar [70].

Hidrato de carbono: Moléculas compuestas de carbono, hidrégeno y oxigeno,
llamados también aztcares [71].
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Hidrocarburo: Compuestos organicos que contienen principalmente de carbono e
hidrégeno [72].

Indculo: Es el material o sustancia que se introduce o se utiliza para la inoculacion, que
puede ser la introduccién de microorganismos, virus o células en un organismo o en un
medio de cultivo [73].

Monofilético: Grupo de organismos que descienden del mismo ancestro [74].

Nucleo: Organelo que contiene el material genético de la célula [75].

Nucleolo: Organelo dentro del nicleo que elabora ribosomas. Se compone de ARN y
proteinas [76].

Pirenoide: Organelo fundamentalmente proteico, que se puede encontrar dentro del
cloroplasto, que funciona como reservorio de RuBisCo, enzima que fija el didxido de
carbono [45].

Polisacaridos: Hidrato de carbono formado por una cadena larga de monosacaridos
[71].

Reino: Segundo nivel de la clasificacion taxonémica el cual agrupa a los organismos que
comparten caracteristicas fundamentales en su organizacion celular, tipologia celular,

mecanismos de nutricidn, reproduccion, respiracion y locomocion [77].

Sintetizar: Producir o construir una sustancia compleja a partir de componentes mas
simples [78].

Talo: El cuerpo de un alga, el cual no esta diferenciado en tallo, las hojas y raices debido
a la ausencia de tejido vascular [46] [63].

Taléfito: Organismos fotosintéticos que carecen de raices, tallo y hojas, pero presentan
talo [45].
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8 Apéndices
Apéndice A: Deduccion de ecuaciones para la Irradiancia espectral

incidente generada por un espectrofotometro con Monocromador

Este apéndice presenta la deduccion de dos ecuaciones para calcular la irradiancia
espectral incidente generada por un espectrofotémetro UV-VIS equipado con un
monocromador. La eleccion entre ambas expresiones depende de los datos disponibles
en el sistema 6ptico. La primera ecuacién parte del flujo radiante espectral, mientras
que la segunda se basa en la potencia total de la lampara, su distribucién espectral y la

transmitancia del monocromador.

A.1 Conceptos previos

Antes de proceder con la deduccion de las ecuaciones que permitiran calcular la
irradiancia espectral incidente generada por un espectrofotbmetro con
monocromador, es necesario definir los conceptos involucrados. Los términos
abordados a continuacidn seran utilizados tanto para la deducciéon de la primera
ecuacion, que parte del flujo radiante espectral incidente, como en la deduccién de la
segunda, basada en parametros de caracterizacion del sistema como la distribucion

espectral y la transmitancia del monocromador.

Flujo radiante (&):

El flujo, o potencia, radiante @ se refiere a la cantidad total de energia electromagnética
emitida, transferida o recibida por unidad de tiempo, medida en watts (W). El flujo
radiante espectral, ®;, toma en cuenta las caracteristicas espectrales de la potencia, por
lo tanto, se define como la cantidad total de energia por unidad de tiempo y unidad de

longitud de onda, expresado en Wnm-1[31] [54] [79] [80]:

do

CDA:E

(a.1)
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Irradiancia espectral (I;):

La irradiancia espectral I, es el flujo radiante recibido por unidad de area y unidad
longitud de onda, es decir, representa cuanta energia electromagnética a una longitud
de onda especifica llega a un elemento infinitesimal de area. Sus unidades: Wm-2nm-1

[54].

Distribucion espectral de la fuente (S;):
Cualquier objeto que emite radiacién electromagnética tiene una distribucién de
longitudes de onda de su radiacion, es decir, a ciertas longitudes de onda se emitira mas

radiacion que en otras [17] [80].

La emitancia espectral es la potencia por unidad de area radiante. Esta funcion
representa la distribucién de longitudes de onda de la radiacion, la cual depende de la
longitud de onda y la temperatura de la fuente, con unidades W m-~2nm-I cuando se habla
de emitancia espectral. Ademas, no existe una Unica ecuacion para la distribucién, ya

que depende de la naturaleza fisica de la fuente de luz.

La distribuciéon de longitudes de onda se puede normalizar obteniendo la longitud de
onda en la que la curva tiene su maximo y la emitancia espectral en ese maximo, con el
objetivo de obtener una funciéon adimensional cuyo valor maximo sea 1 y actie como
factor de ponderacion para poder separar la potencia total de la distribucién de

longitudes de onda [80].

Lo anterior se le conoce como distribucién espectral de potencia de la fuente, S, cuya
funcion describe como se distribuye la potencia de la lampara entre las diferentes
longitudes de onda, es decir, es la fraccion de la potencia total que corresponde alaA de

interés [80].

Los espectrofotémetros UV-VIS usan tipicamente dos ldmparas para cubrir todo el
rango de operacion: una de deuterio para la region ultravioleta y una de tungsteno-

halégeno para la regidon visible [40]. Las lamparas equipadas en el espectrofotémetro
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utilizado en este trabajo fueron Halogen Lamp 12V 20W de Miyakawa Corporation, y
Deuterium lamp A510YXU-02.

La ldmpara de tungsteno es una fuente de radiaciéon incandescente. Consiste en un
filamento de tungsteno el cual se calienta por el paso de una corriente eléctrica a una
temperatura muy alta (2870 - 3000 K) haciendo que brille. La distribucion espectral de
esta fuente se aproxima a la radiacidon de un cuerpo negro, por lo que podemos usar la

Ley de Planck describir su distribucién de longitudes de onda:

(eZksT — 1)~1 (a.2)

donde h es la constante de Planck (h = 6.626 X 1073%/s), ¢ la velocidad de la luz
(c = 3x10%8ms™2), ks la constante de Boltzmann (kg = 1.38 X 10723JK™1), A la

longitud de onda de interés, y T la temperatura de la superficie de la fuente en Kelvin

[17] [31] [40].

Para normalizar la ley de Planck, es necesario encontrar la longitud de onda en la que
la curva tiene su maximo a una temperatura de interés usando la ley de desplazamiento
de Wien la cual describe que el pico de la distribucion de longitud de onda se desplaza

hacia frecuencias mayores conforme la temperatura aumenta [17] [80]:

Amax = 2.898 X 1073 T~1m (a.3)

Después, se sustituye (a.3) en (a.2) para encontrar la emitancia espectral maxima en
Amax> Mj,max- Con este resultado se puede normalizar (a.2) para encontrar la emitancia
relativa a cierta A, es decir la funcidn de la distribucién espectral de potencia. A su vez
también se puede normalizar A para obtener la longitud de onda relativa que no
dependa de la temperatura. Entonces, usando las siguientes ecuaciones se obtiene la
distribucién espectral de potencia de un cuerpo negro, y a su vez para una lampara de

tungsteno.
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SA = (a. 4)
Amax
A
A= (a.5)
" Amax

La lampara de deuterio funciona aplicando una descarga eléctrica a gas deuterio (Dz) a
baja presidn, causando que las moléculas salten a un estado electronico excitado
inestable. Al relajarse, la molécula se disocia formando dos atomos de deuterio,
emitiendo durante el proceso fotones con longitudes de onda en el rango ultravioleta
formando un espectro continuo en esa region debido a que la energia repartida entre
las moléculas y fotén resultantes pueden variar. Debido a su funcionamiento, su
distribucién espectral de potencia no es tan simple como la de un cuerpo negro, por lo
que su perfil se determina empiricamente mediante medicién directa usando

instrumental especializado [31].

Transmitancia espectral del monocromador (T,):

La transmitancia espectral de un monocromador, Ty,es un factor adimensional que
representa la eficiencia con la que el sistema éptico deja pasar la luz de una longitud de
onda especifica. Cada componente 6ptico absorbe o refleja una pequefia parte de la luz,

resultando en pérdidas [31].

Ancho de banda espectral del monocromador (44):

El ancho de banda, 44, medido en nm, es el pequefio intervalo de longitudes de onda
que el monocromador realmente selecciona. Un monocromador no es perfecto, no aisla
una Unica A, sino una franja estrecha de longitudes de onda continua centrada en la de

interés [31]. El ancho de banda del espectrofotometro utilizado es de 2 nm.

Area de incidencia (4):
El area de incidencia es la seccién transversal del haz de luz cuando llega a la celda con

la muestra.
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A.2 Ecuacion A: Calculo directo a partir del flujo radiante espectral

En esta seccién se deduce una expresién para calcular la definiciéon estandar de
irradiancia espectral incidente a partir del flujo radiante espectral para una longitud de
onda dada. Esta ecuacién es util cuando se cuenta con datos obtenidos por calibracion

del equipo o mediante sensores especializados.

A.1.1 Deduccion matematica

Partimos del flujo radiante espectral, ecuacién (a.1), que representa la densidad de
potencia por unidad de longitud de onda que sale del monocromador. Sin embargo, este
no produce un ancho de banda dA infinitesimal, si no una banda finita AA. Entonces, para
obtener la potencia real que emerge a través de la rendija de salida del monocromador,

se multiplica la densidad de flujo por el ancho de banda:

dd
CDAA zﬁAA (a6)

La ecuacidn (a.6) es una aproximacion valida para un AA pequefio donde se asume que

ae es constante
da )

La irradiancia promedio sobre la banda AA se obtiene al dividir la potencia (a.6) por el

area de incidencia A:

IA)\ ~ — (a. 7)

Finalmente, para obtener la irradiancia espectral, que es una densidad (potencia por
area y por longitud de onda), se divide la irradiancia (a.7) por el ancho de la propia

banda AA:

dd

1,1 = m (Cl. 8)
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Al simplificar la expresion, los términos A4 se cancelan, resultando en una definicién

fundamental de irradiancia espectral:

I = ld—q) (a.9)
AdA

A.1.2 Justificacion fisica

La deduccion anterior sigue un proceso de conversion entre densidades y cantidades
totales. Se parte de una densidad de potencia (flujo radiante espectral) para, mediante
la multiplicacién por el ancho de banda, obtener una cantidad de potencia total en esa
banda finita. Posteriormente, esta potencia se distribuye sobre una superficie para
calcular la irradiancia. Finalmente, se convierte la irradiancia de una banda finita
nuevamente a una densidad (irradiancia espectral) al dividirla por el ancho de banda.
El resultado final muestra que la irradiancia espectral es, en esencia, la densidad de flujo

radiante por unidad de area.

A.3 Ecuacion B: Calculo a partir de la potencia total y parametros del sistema

Cuando no se dispone del flujo radiante espectral incidente directo, es posible estimar
la irradiancia espectral incidente utilizando parametros conocidos del sistema: la
potencia total de la lampara, su distribucion espectral, la transmitancia del

monocromador, el area de iluminacion y el ancho de banda espectral.

A.2.1 Deduccion matematica

El punto de partida es la potencia radiante total de la fuente, @, emitida en todas las
longitudes de onda. Para encontrar la potencia correspondiente a la longitud de onda
de interés, se aplica el factor de distribucion espectral de la fuente, S;, de esta manera
se filtra la potencia total para que solo se refleje en la ecuaciéon un porcentaje de esa

potencia que corresponde a la forma del espectro de la fuente.

A continuacion, se considera la eficiencia del sistema 6ptico aplicando el factor de

transmitancia espectral del monocromador, Tj. El resultado es una aproximacion de la
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potencia real que sale del monocromador en la banda de interés:
CDAX = CDSA TA (a. 10)

Esta potencia en la banda se distribuye sobre un area de incidencia A4, resultando en la

irradiancia promedio en la banda:

DS, Ty
IAZ = A (Clll)

Finalmente, para obtener la irradiancia espectral, se normaliza esta irradiancia

dividiéndola por el ancho de banda espectral AA en el que fue entregada:

; DS, Ty
AT A

(a.12)

A.2.2 Justificacion fisica

Este enfoque modela el espectrofotémetro como un sistema de “filtros” en cascada que
actian sobre la potencia total de la fuente. Se parte de la energia total de la fuente ()
y se va construyendo hasta obtener la energia util. El primer filtro es la propia
naturaleza de la fuente (S, ), la cual no emite todas las longitudes de onda con la misma
potencia. El segundo filtro son las pérdidas del sistema 6ptico (T;), que reducen la
potencia que llega a la muestra. La potencia resultante, que es la que se entrega en una
banda espectral finita, se normaliza por el drea de incidencia (4) y el ancho de esa banda

(AA) para obtener la densidad de irradiancia en el punto y la longitud de onda de interés.

Apéndice B: Ley de Beer-Lambert.

La deduccién de la ecuacion de la Ley de Beer-Lambert se desarrolla a continuacion

[14] [40].
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Si a una muestra contendida dentro de una celda es dividida en secciones infinitamente
delgadas, dx, y a una de esas secciones se le hace incidir un haz de luz con irradiancia

espectral [; , fisicamente se intuye que la muestra absorbera una pequefia cantidad de
radiacion, dI, esto significa que debera ser proporcional a la irradiancia I y a la

concentracion del componente absorbente en la muestra, c:

dI;L =—-K I)Lo cdx (b 1)

donde K representa una constante de proporcionalidad y el signo negativo indica que

conforme dx aumenta, la irradiancia disminuye.

Podemos encontrar la irradiancia espectral total final que emerge después de atravesar

todas las secciones al integrar entre los limites de integracion I; enx=0y [; enx=1:

dl
—A=—chx
I
Ildll_ l
= — = —Kc | dx
I, I 0

= Inl; — (In 1,10) = —Kcl

I
—In-% = Kel (b.2)
I,

Los instrumentos utilizados para la espectroscopia, los espectrofotémetros, estan
calibrados utilizando el logaritmo en base 10, debido a la forma en la que se define la

absorbancia [37]. Por ello, convertiremos la ecuacién (b.2) a un logaritmo base 10

Inz
In10°

usando la relacion log z =
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L

Ilo Kcl

= — =
In10 In10

In

oL K
8. ~In10

cl (b.3)

De la ecuacion (b.3) podemos percatarnos que la igualdad izquierda es la definicién de
absorbancia espectral, dada por la ecuacién (7),y K / In 10 es renombrada como la
constante de absorcion o absortividad ;. Entonces, la ecuacién resultante es conocida
como la ley de Beer-Lambert, la cual linealiza la dependencia de la absorbancia con la

concentracion y longitud del paso éptico:

A)l = CZACZ (b4)

En el caso que se conozca la concentracion del componente absorbente de la muestra
en unidades de moles por litro (M), la constante de absorcion sera llamada absortividad

molar f, la cual tendra unidades M -Zcm-1.

Apéndice C: Deduccion para estimar la irradiancia espectral relativa

a distintas profundidades usando absorbancia espectral.

A continuacioén, se demuestra como, a partir de mediciones de absorbancia realizadas
en una celda con longitud estandar, se puede estimar la irradiancia espectral relativa

en profundidades arbitrarias de un cultivo de Chlorella sp..
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En el Apéndice B se obtuvo la definicion de la ley de Beer-Lambert:
Ay = aycz (c.1)
donde, a es el coeficiente de absorcion, ¢ la concentraciéon celular y z la profundidad

optica. Recordando las definiciones de transmitancia y absorbancia espectral dadas en

el capitulo 3.3:

I
T). = 2 (C. 2)
I,
A, = —logT, (c.3)

donde I, es la irradiancia incidente sobre el medio e I es la irradiancia a una

profundidad z, sustituimos (c.2) en (c.3) e igualamos la ecuacién resultante en (c.1):

I
Ay —log—l
I,
I
a,cz = —log—
I,

Despejamos al logaritmo base 10 y a la irradiancia espectral incidente:

10~%acz = Ii
I,
I/'l = Ilolo_alcz (C4)

La ecuacion (c.4) es la forma tradicional de la ley de Beer-Lambert, la cual describe la

atenuacion de un haz de luz a medida que atraviesa un medio absorbente.
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En espectroscopia, la absorbancia espectral se mide en un espesor fijo [ (por lo general
la longitud de la celda usada es de 1 cm). Usando la definicién de absorbancia para !:

Ay = aycl

se puede obtener el coeficiente de absorcién:

Ay
= — .5
;= (c.5)
Sustituyendo (c.5) en (c.4):
_4a
L =1,,10" c
Z
I =1,,107 %17
Finalmente, podemos obtener una expresion para la irradiancia relativa:
I z
2 = 10744 (c.6)
I,

la cual permite estimar la fraccién de la irradiancia transmitida a cualquier profundidad

z, a partir de la absorbancia medida experimentalmente en una celda con espesor L.

. . ¥4 . . , .
El coeficiente 7 el cual es adimensional, representa el numero de veces que se repite el

espesor de la celda en la que se midié la absorbancia dentro de una profundidad z; el
cual respeta la ley exponencial matematica y actia como una escala logaritmica: indica
cuantos bloques de absorcion de longitud / hay dentro del espesor total z, 1o que permite
extender lavalidez del modelo a cualquier profundidad, sin necesidad de volver a medir

la absorbancia en distintos espesores.
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Este modelo muestra que la irradiancia decrece de forma exponencial conforme
aumenta la profundidad, lo cual es caracteristico de sistemas dominados por la
absorcion. La absorbancia representa el efecto combinado de la densidad de células
presentes en el camino Optico y su capacidad intrinseca de absorber radiacion

electromagnética (principalmente en UV-VIS).

El modelo es util cuando se desea estimar la atenuacion espectral de la luz en cuerpos
de agua o reactores de cultivos, predecir el comportamiento de la irradiancia sin
necesidad de conocer el valor absoluto de la irradiancia incidente, y evaluar la distancia

de atenuacion de la luz utilizando Ginicamente una medida de absorbancia.

La distancia de atenuacién de la luz, o profundidad critica, se refiere a la distancia
dentro de un medio donde la irradiancia ha perdido una fraccion significativa de su
valor inicial [81]. La penetracion éptica es de interés cuando la irradiancia se reduce al
10% y 1% de su valor superficial, ya que a estas profundidades corresponden al punto
medio y mas bajo de la zona dentro de la cual se produce una fotosintesis significativa

[54]. Entonces, si la irradiancia relativa esde 0.1 y /=1 cm:

0.1 = 107427
1= AAZ
1
Z = A_A (C. 7)

significa que la profundidad de penetracidn 6ptica, para cuando la irradiancia cae al

10% de su valor original, es inversamente proporcional a la absorbancia.
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Apéndice D: Procedimientos experimentales para la preparacion,

mantenimiento y analisis de cultivos de Chlorella sp.

D.1 Ensamblaje del sistema de cultivo tipo batch

Con el objetivo de mantener las condiciones controladas de mezcla, aireaciéon y

exposiciéon luminosa durante el cultivo de Chlorella sp., se disefi6 un sistema tipo batch

con tres unidades independientes, utilizando materiales de laboratorio accesibles y una

bomba de aire para asegurar la circulacion continua de gases en cada matraz.

Materiales utilizados:

3 matraces Erlenmeyer de 500 mL

3 tapones de hule #8

Varilla de vidrio hueca de 14"

Bomba de aire para peceras de 58W (marca Simple Deluxe)

Manguera transparente de %” (incluida con la bomba)

Luz LED marca Enbrighten de 13.31W (modelo 52352) y color blanco calido
(3000 K).

Montaje:

1.

La varilla de vidrio fue cortada en seis segmentos de aproximadamente 8 cm de
longitud.

Se realizaron dos perforaciones verticales en cada tapén de hule con un
diametro igual al de la varilla de vidrio, procurando un ajuste hermético.

Se insertaron dos trozos de varilla en cada tap6n, de modo que sobresalieran
simétricamente por ambos extremos.

La manguera se cortd en seis tramos: tres de ellos con longitudes variables,
determinadas por la distancia entre la bomba y cada matraz; los otros tres, de
15 cm, fueron usados como segmentos internos.

En cada tapdn, una de las varillas se destiné como entrada de aire. A su extremo

interior se conect6 una manguera de 15 cm que llegaba al fondo del matraz,
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mientras que al extremo exterior se conecté una de las mangueras largas, la cual
se enlazé a labomba de aire. La segunda varilla funcion6 como salida de presion,
permitiendo la circulacion del flujo sin generar sobrepresion en el matraz.

6. Lostres matraces fueron colocados en linea sobre la mesa de trabajo. Lalampara
LED se posicion6 detras de los matraces, a la altura del cuello, asegurando una
distribucién luminosa uniforme. La bomba de aire se ubicé al extremo izquierdo
del montaje.

7. Ladisposicion completa puede consultarse en la Figura d.1

Figura d.1: Disposicién del sistema de cultivo tipo batch.

Limpieza y preparacion del sistema:

Desde el primer uso, y en cada recultivo subsecuente, los componentes del sistema
fueron sometidos a un proceso de limpieza previo a su uso experimental. Los matraces,
tapones con varillas y segmentos de manguera fueron lavados con agua corriente y
detergente tipo lavatrastes, enjuagados abundantemente, y posteriormente
sumergidos entre 30 minutos en una solucién de agua con cloro. Tras el tratamiento
desinfectante, cada componente fue enjuagado con alcohol etilico al 96% y dejado secar
al ambiente. Este procedimiento tuvo como objetivo minimizar el riesgo de

contaminacién microbioldgica sin recurrir al uso de autoclave.

D.2 Protocolo de aislamiento y seleccion de cuasi monocultivo microalgal
Con el objetivo de obtener un cultivo lo mas homogéneo posible, se disefié un protocolo
de seleccion progresiva basado en diferencias de comportamiento entre microalgas

adheribles y suspendidas en cultivo liquido. El procedimiento tuvo como base el
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aislamiento fisico y la transferencia de muestras enriquecidas en microalgas de tipo
suspendido, seguido de una observacion sistemdtica al microscopio para seleccionar
aquellas poblaciones con menor diversidad morfolégica visible. El resultado de este
proceso fue un cuasi monocultivo de Chlorella sp., apto para ser caracterizado

Opticamente en condiciones controladas.

Materiales y equipo utilizados:
e 10 L de agua del estanque del Laboratorio de Ecofisiologia Animal
e Filtros de malla fina (#5, #35 y #65)
e Sistema de cultivo tipo batch (como en Apéndice D.1)
e Pipetas Pasteur de vidrio
e Microscopio 6ptico (aumentos 20x y 100x)

e Portaobtejos (sin cubreobjetos)

Procedimiento:
1. Recoleccidn y filtrado inicial:
e Sefiltraron 10 litros de agua del estanque usando tres filtros de diferente
tamafno de poro (en orden de uso: #5, #35 y #65).
e Del filtro con el poro mas pequefio, se raspé cuidadosamente la capa de

microalgas atrapadas y se transfirié a un matraz con medio Basal de Bold.

2. Primer cultivo y separacion de microalgas suspendidas:

e Después de una semana de crecimiento con aireacién, se observo
visualmente la coexistencia de microalgas que crecian adheridas a las
paredes y otras suspendidas en el medio.

e Se interrumpio el flujo de aire durante 30 minutos, permitiendo que las
microalgas adheribles y particulas pesadas se asentaran.

e Se extrajo con pipeta una muestra de la zona superficial, rica en
microalgas preferentemente suspendidas, y se inoculé en un nuevo

matraz con medio fresco.
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3. Enriquecimiento progresivo:

El procedimiento anterior se repiti6 semanalmente: en cada nuevo
cultivo, se interrumpia el flujo de aire, se dejaba sedimentar el contenido,
y se extraia nuevamente una muestra superficial.

En cada generacion, se observé bajo el microscopio (aumentos 20x y
100x) una gota representativa de la muestra, evaluando Ia
homogeneidad morfoldgica de las microalgas.

Se seleccionaba la gota con menor variedad visible de especies y con
predominancia de células suspendidas para inocular el siguiente cultivo.
Este procedimiento se repitié durante varias semanas hasta que ya no se

observaron microalgas adheribles bajo el microscopio.

4. Criterios de seleccion microscopica:

Las observaciones se realizaron sin cubreobjetos para evitar
aplastamiento de las células e inocular con mayor facilidad.

Las gotas seleccionadas mostraban una alta proporciéon de células
pequeiias, esféricas, y verdes, compatibles con la morfologia tipica de
Chlorella sp.

Se conservaba siempre el cultivo de la semana anterior como respaldo,

en caso de que el nuevo cultivo no presentara crecimiento adecuado.

5. Identificacion del morfotipo dominante:

Una vez eliminadas visualmente las microalgas adheribles, las muestras
fueron extraidas sin necesidad de detener el flujo de aire.

En esta fase, se realiz6 una caracterizacion preliminar microscépica,
identificando que el morfotipo dominante correspondia a Chlorella sp.

A partir de ahi, se siguié el mismo protocolo: elegir gotas con la menor
diversidad posible morfologica en las que predominara Chlorella sp. para

continuar con la linea de cultivo.
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Observaciones:

Durante el proceso de seleccion se observaron organismos del género Euglena sp., cuya
presencia fue reducida pero no completamente eliminada. Se estima que su densidad
es muy baja en comparaciéon con la microalga dominante, y su proporciéon sera
reportada en la seccidn de resultados. Asimismo, se detect6 la presencia de estructuras
mucilaginosas (mucilago sp.), posiblemente generadas por Chlorella sp. en ciertas fases

del cultivo.

D.3 Preparacion de medio de cultivo Basal de Bold
Para el desarrollo del cultivo de Chlorella sp., se utiliz6 como medio nutritivo el medio
Basal de Bold, cuya composicion esta descrita en la Norma Mexicana NMX-AA-087-

SCFI-2010.

Preparacion de las soluciones stock.

La norma especifica la preparacion de diez soluciones stock, cada una con una
concentracion definida de sales o compuestos especificos, disueltas en 100 mL de agua
desionizada o destilada. Para cada solucién se procedié de la siguiente manera:

1. Se peso la cantidad correspondiente de cada reactivo segtin la Tabla 1.

2. Cadareactivo se disolvi6 por separado en un vaso de precipitado con 100 mL de
agua e-pura desionizada, utilizando un agitador magnético con calefaccion. La
temperatura se mantuvo a 150 °C hasta lograr una disolucién completa.

3. Una vez disueltos, los contenidos fueron transferidos a frascos de vidrio ambar
previamente limpios y secos.

4. Los frascos fueron esterilizados en horno de microondas durante 1 minuto.

5. Cada frasco fue etiquetado con el nimero de solucién stock correspondiente.

6. Tras enfriarse los frascos a temperatura ambiente, se almacenaron bajo

refrigeracion a una temperatura minima de aproximadamente 4 °C.
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Tabla D.1: Cantidad de reactivos que contiene cada solucién stock de 100 mL para preparar Medio
Basal de Bold.

]S)ti::liucién Reactivo Peso (g)

1 Nitrato de sodio (NaNO3) 25.0

2 Cloruro de calcio di hidratado (CaClz » 2H20) 2.5

3 Sulfato de magnesio hepta hidratado (MgS0O4 e 7H20) 7.5

4 Fosfato mono basico de potasio (KH2P04) 17.5

5 Fosfato di basico de potasio (KzHPO4) 7.5

6 Cloruro de sodio (NaCl) 2.5

7 Sulfato ferroso hepta hidratado (¢) + 100 pL de acido 0498
sulfirico (H2S04)

8 Acido bérico (H3BO3) 1.142
EDTA 5.0

i Hidréxido de potasio (KOH) 3.1
Sulfato de zinc hepta hidratado (ZnSO4e 7H20) 0.882
Cloruro de manganeso tetra hidratado (MnClz « 4H20) 0.144

10 Oxido de molibdeno (Mo0s3) 0.071
Sulfato de cobre penta hidratado (CuSOz ¢ 5H20) 0.157
Nitrato de cobalto hexa hidratado [Co(NO3)z e 6H20] 0.049

Preparacion del medio de cultivo final.

Para la elaboracion del medio de cultivo a utilizar en los matraces se realiz6 lo siguiente:

1.

Se midieron 495 mL de agua e-pura desionizada, los cuales se colocaron en un
matraz conectado al sistema de aireacion.

Con el sistema en funcionamiento, es decir, con el agua agitandose por aireaciéon
incidente, se agregd 0.5 mL de cada una de las soluciones stock, en orden del 1
al 10.

Antes de agregar cada solucidn, se agito su frasco para homogeneizar posibles
asentamientos en el fondo.

La mezcla se dejé airear durante minutos adicionales, asegurando una
distribucién uniforme de los componentes en el volumen total de 500 mL.

Una vez completada la mezcla, el matraz con el medio de cultivo fue llevado al
microondas y sometido a hervor durante 2 minutos. Este paso tiene el objetivo
de reducir la carga microbiana y de hongos en el medio, funcionando como un
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mecanismo adicional de desinfeccién térmica.
6. Después del hervido, el medio se dejo enfriar a temperatura ambiente antes de

ser usado.

Adicional, se usaron pipetas de 1ml de plastico para extraer la solucion stock de cada
frasco a los matraces. Cada pipeta fue etiquetada con el nimero de un frasco para uso

exclusivo en estos.

D.4 Mantenimiento de cultivos en condiciones controladas

El mantenimiento del cuasi monocultivo de Chlorella sp. requiri6 una estrategia
sistematica de recultivo semanal, combinada con controles basicos de higiene para
minimizar la introducciéon de contaminantes por la via aérea. A continuacidén, se
describen las acciones implementadas para asegurar continuidad, estabilidad y

limpieza del sistema de cultivo.

Filtrado del aire de entrada

Para prevenir la introduccién de esporas, bacterias u otros microorganismos a través
del sistema de aireacidén, se implement6 un sistema de filtrado fisico improvisado. En
cada salida de aire de la bomba se colocaron bolas de gasa estéril, dejando parte de las
hebras entre la salida de aire y la manguera de silicon. Esta disposiciéon tuvo como
objetivo impedir que la presion del aire empujara completamente la gasa hacia el
interior de la manguera y, eventualmente, hasta el matraz. Esta barrera textil actuo
como filtro de particulas gruesas, reduciendo el riesgo de contaminaciéon durante la

aireaciéon continua del cultivo.

Ciclo semanal de recultivo

Una vez logrado el cuasi monocultivo, se estableci6 un esquema de recultivo semanal y
escalonado que permitia mantener al mismo tiempo cultivos en diferentes fases de
crecimiento. Cada semana se trabajé con tres matraces activos: un matraz con dos

semanas de crecimiento y dos matraces con una semana de crecimiento.
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De los cultivos de una semana, se seleccionaba uno como cultivo madre, con previa
revision al microscopio 6ptico (aumentos 20x y 100x), para verificar que aun
presentara caracteristicas compatibles con un cuasi monocultivo dominado por
Chlorella sp.. Este cultivo madre se utilizaba para inocular los nuevos medios
preparados esa semana y como respaldo en caso de que los nuevos cultivos no
presentaran crecimiento adecuado al término de la siguiente semana. Los otros dos

cultivos (el mas antiguo y el cultivo descartado entre los jévenes) eran eliminados.

Inoculacion
Para cada nuevo matraz se utilizaron 5 mL del cultivo madre, los cuales se afiadieron

directamente al medio de cultivo recién preparado (ver Apéndice D.3).

D.5 Preparacion y manejo de muestras para analisis optico

Con el fin de obtener resultados espectrales reproducibles y representativos del
comportamiento 6ptico de cultivos de Chlorella sp., se implement6 un protocolo de
preparacion y andlisis de muestras que garantiza homogeneidad, estabilidad y

trazabilidad de las condiciones bajo las cuales fueron tomadas.

Criterios previos a la toma de muestras.
Antes de poder proceder a cualquier medicion Optica, se verifico que el cultivo
cumpliera con los siguientes requisitos:

1. Contar con un cuasi monocultivo de Chlorella sp. conforme a los protocolos
descritos en los Apéndices D.2 (seleccion), D.3 (preparacion del medio) y D.4
(mantenimiento y recultivo).

2. Mantenimiento del cultivo en condiciones controladas de temperatura e
iluminacién. Para monitorear estas variables, se utilizé un sistema de sensado
del Kit IoT de Arduino, el cual registr6 datos ambientales en tiempo real. El

cédigo para este sistema se presenta en el apéndice E.

Preparaciones de diluciones:
De uno de los matraces jévenes se seleccion6 la muestra a analizar. Se extrajo el
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contenido necesario y se prepararon cuatro viales de vidrio con los siguientes
volimenes:

e Muestra 1: 4 mL directamente extraidos del matraz.

e Muestra 2: 3 mL del cultivo + 1 mL de agua e-pura desionizada.

e Muestra 3: 3 mL del cultivo + 2 mL de agua e-pura desionizada.

e Muestra 4: 1 mL del cultivo + 3 mL de agua e-pura desionizada.
Cada muestra fue agitada suavemente (con una pipeta de 0.2 mL para cada muestra)

para garantizar una mezcla homogénea antes del analisis.

Conteo celular previo al analisis 6ptico

Para correlacionar los datos 6pticos con la densidad celular, se realizo el conteo celular
de tres muestras obtenidas directo del matraz del cultivo, utilizando una cadmara de
Neubauer mejorada. Las observaciones se realizaron al microscopio 6ptico, registrando
el namero de células por unidad de volumen para determinar la concentracion

promedio.

La geometria de la camara implica un volumen por cuadrado grande de 10-* mL, y el
cuadrado pequefio de 4 x 10-° ml, de modo que la concentracién celular en células por

mililitro se calculé como:

Total de células contadas
= (10,000) (D.1)
Namero de cuadrados

Total de células contadas
= (250,000) (D.2)

Nuamero de cuadrados

La ec. D.1 se us6é para obtener la concentracién de Euglena sp. y la ec. D.2 en la

concentracion de Chlorella sp..

Medicion espectral

Posteriormente, cada muestra fue analizada en el espectrofotometro usando una celda
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de cuarzo de 1 cm de espesor, registrando los valores de absorbancia y transmitancia
en el rango espectral de 800 a 200 nanémetros. Los espectros obtenidos sirvieron para
analizar la relaciéon entre concentracién, absorbancia y atenuaciéon espectral en los

modelos desarrollados en los capitulos posteriores.

Apéndice E: Sistema de monitoreo ambiental con Arduino IoT Kit.

Con el objetivo de garantizar que las condiciones ambientales se mantuvieran estables
y controladas durante el cultivo de microalgas, se implementé un sistema de monitoreo
continuo utilizando el Arduino MKR IoT Carrier. Este sistema permiti6 registrar
variables clave como la temperatura, humedad relativa, presion atmosférica y nivel de

luz visible (lux) dentro del entorno experimental.

Componentes utilizados:
e Placa Arduino MKR WiFi 1010
e Moddulo Arduino MKR IoT Carrier
e C(Cable micro-USB
e Plataforma Arduino IDE
e Programa PLX-DAQvZ2.11

Descripcion funcional:

El sistema registré automaticamente las siguientes variables ambientales:

e Temperatura (°C)
e Humedad relativa (%)
e Presion atmosférica (hPa)

e [luminancia (lux)

Las mediciones se realizaron cada 10 minutos (600,000 ms) y transmitieron por el

puerto serial, integrandose en tiempo real en una hoja de calculo Excel mediante el
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software PLX-DAQ. Ademas, se registraron automaticamente la fecha y hora del sistema

desde la computadora, afiadiendo precisiéon temporal a cada medicidn.

Codigo fuente:

A continuacidn, se muestra el cddigo Arduino utilizado para el monitoreo:

1 #include <Arduino MKRIoTCarrier.h>

2

3 MKRIoTCarrier carrier;
4

5 float temperature = 0;
6 float humidity = 0;

7 float pressure = 0;

8 int light = 0;

9int r,qg,b;

10

11 void setup () {

12 Serial.begin(9600);

13

14 CARRIER CASE = true;

15 carrier.begin();

16

17 Serial.println ("LABEL, Fecha,Hora, Temperatura C°,Humedad %,Presién,
18 Luz visible (LUX)");

19}

20 void loop () {

21 temperature = carrier.Env.readTemperature();
22 humidity = carrier.Env.readHumidity ()

23 pressure = carrier.Pressure.readPressure();
24

25 while(!carrier.Light.colorAvailable())

26 |

27 delay (5);

28 '}

29 carrier.Light.readColor(r, g, b, light);

30

31 Serial.print ("DATA,DATE,TIME,");
32 Serial.print (temperature);
33 Serial.print(",");

34 Serial.print (humldlty)
35 Serial.print(",");

36 Serial.print (pressure);
37 Serial.print(",");

38 Serial.println(light);
39 delay(600000);

40 }
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Observaciones:
Este sistema fue implementado durante las fases de crecimiento del cultivo,
confirmando que las condiciones de temperatura e iluminacién se mantuvieron dentro

de los rangos establecidos.

Apéndice F: Programa para el calculo de coeficientes de absorcion

Este apéndice contiene el programa desarrollado en C# para calcular los coeficientes
de absorcién espectral de Chlorella sp. a partir de los espectros de absorbancia
corregida. Este coeficiente representa la contribucion de la absorbancia por unidad de

concentracion molecular y es proporcional a la absortividad del cultivo.

Funcionamiento:
El programa lee un archivo de texto con extension .txt que contiene, en formato
tabulado, la longitud de onda en la primera columna y las absorbancias corregidas de

las cuatro muestras en las siguientes columnas.
A cada valor de la absorbancia se le asocia la concentracidn celular correspondiente.

Después, para cada longitud de onda y concentracion, el programa calcula el coeficiente

de absorcidn, ;, usando la siguiente ecuacion:

a, = —

donde A, es la absorbancia espectral corregida y c la concentracion celular (cel/mL).
Esta ecuacion se obtiene despejando el coeficiente de absorcion de la ec.(8) y

estableciendo el valor del ancho delaceldaal = 1.

Los resultados se guardan en un nuevo archivo de salida, en el que cada fila contiene la

longitud de onda y los coeficientes de absorcion para las cuatro concentraciones.
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Requisitos para ejecucion:

e Lenguaje de programacion: C#

e Archivo de entrada: texto plano (.txt) con columnas separadas por tabulaciones.

La primera columna corresponde a la longitud de onda (nm), y las cuatro
columnas siguientes a la absorbancia corregida para cada una de las muestras,

ordenadas de menor a mayor concentracidn.

e Rutas de entrada y salida, y concentraciones deben configurarse en el cédigo

antes de ejecutar.

e El programa se compila y ejecuta desde Visual Studio.

Codigo fuente:

1
2
3
4
5
6
:
8
9
10
11
12
13
14
15
16

17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28
29
30

using System;

using System.Collections.Generic;
using System.Globalization;

using System.IO;

using System.Ling;

using System.Text;

using System.Threading.Tasks;

namespace CoeficientesAbsorbancia

{

internal class Program

{

static void Main(string[] args)

{

//Ruta del archivo de entrada y salida

string InputPath = @"C:\Users\cochi\source\repos\Tesis
2025\AbsorbanciaCorregidal4Oct.txt";

string OutputPath = @"C:\Users\cochi\source\repos\Tesis
2025\CoefAbsorbCorregidaldoct.txt";

//Concentraciones
int[] Con = { 7362500, 14725000, 22087500, 29450000 };

//Cébdigo para escribir en el archivo de salida

try

{

using (StreamWriter writer = new StreamWriter (OutputPath))

{

//Escritura de la cabezera de las columnas: Wavelenght, Concl z1,
Concl z2, ..., Conc4 z5

writer.Write ("Wavelength");

for (int conc = 1; conc <= 4; conc+tt)

{

87



31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45

46

47

48

49
50
51

52
53
54
55

56
57
58
59

60
61
62
63
64
65
66

67
68
69
70
71
72
73

writer.Write ($S"\tConc{conc}");

}

writer.WriteLine () ;

//Para leer las lineas de absorbancia

foreach (var line in File.ReadAllLines (InputPath))

{

//Omitimos lineas del archivo vacias o que contengan espacios en
blanco

if (string.IsNullOrWhiteSpace(line))

{

continue;

}

/* Se divide la cadena line cada vez que encuentre un tab o espacio,
ademéds garantizamos

que no se incluya en el array los elementos vacios. EL array parts
tendra 4 elementos,

el primero es la longitud de onda y los siguientes las absorbancias.
*/

var parts = line.Split(new[] { '"\t' },
StringSplitOptions.RemoveEmptyEntries) ;

// Parseamos los elementos del array parts

double wavelenght = double.Parse (parts[0],
CultureInfo.InvariantCulture);

double[] absorbances = new double[4];

for (int 1 = 0; 1 < 4; 1i++)

{

absorbances[i] = double.Parse(parts[i + 1],
CultureInfo.InvariantCulture) ;

}

//Escribe la longitud de onda en la primera columna
writer.Write (wavelenght.ToString ("F1",
CultureInfo.InvariantCulture)) ;

//Célculo de los coeficientes de absorcidén para cada concentracidn
for (int i1 = 0; 1 < 4; i++)

{

// Coef = A / C

double Coef = absorbances[i] / Con [i];

writer.Write ("\t" + Coef.ToString("E3",
CultureInfo.InvariantCulture)) ;

}

writer.WriteLine()
}
}
}
catch (Exception ex)

{
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74 Console.WriteLine ($"Error al leer el archivo: {ex.Message}l");

75 '}

76

77 Console.WriteLine ("C&lculo completado. Resultados en: " + OutputPath);
78 Console.ReadKey () ;

79 1}

80 }

81 }

Apéndice G: Programa para el calculo de la irradiancia espectral
relativa (atenuacion de la luz)

Este programa fue disefiado en C# para modelar la atenuacion de la luz en funcién de
la profundidad. El programa calcula la irradiancia espectral relativa, que representa la
fraccion de la luz que se transmite a una profundidad determinada. El calculo usa la ec.
(10), obtenida en en el apéndice C, y utiliza los espectros de absorbancia corregida

como datos de entrada.

Funcionamiento:
El programa lee el mismo archivo de entrada que el cddigo del Apéndice F. Se definen
las profundidades de intrépido (1-5 cm) y la longitud de camino 6ptico la celda (1 =1

cm).

Para cada longitud de onda, concentraciéon y profundidad, el programa calcula la

irradiancia relativa espectral usando la ec. (¢.6):

VA
Iye, = (100)10™ 42T

donde A, es la absorbancia corregida, z la profundidad (cm) y [ el espesor de la celda

(cm). El factor 100 expresa el resultado en porcentaje relativo de la irradiancia inicial.

Los resultados son escritos en un archivo de salida que contienen la longitud de onda
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en la primera columna, y, en las columnas siguientes, los valores de irradiancia relativa

para cada concentracién y profundidad.

Requisitos para ejecucion:

e Lenguaje de programacion: C#.

e Archivo de entrada: texto plano (.txt) con columnas separadas por tabulaciones.
La primera columna corresponde a la longitud de onda (nm), y las cuatro
columnas siguientes a la absorbancia corregida para cada una de las muestras,
ordenadas de menor a mayor concentracidn.

e Rutas de entrada y salida, concentraciones, profundidades y longitud de celda
deben configurarse en el cédigo antes de ejecutar.

e El programa se compila y ejecuta desde Visual Studio.

Codigo fuente:

1
2
3
4
5
6
7
8

9
10
11
12
13
14
15
16
17

18

19
20
21
22
23
24
25
26

using System;

using System.Collections.Generic;
using System.Ling;

using System.Text;

using System.Threading.Tasks;
using System.IO;

using System.Diagnostics;

using System.Globalization;

namespace IrradianciaEspectral

{

internal class Program

{

static void Main(string[] args)

{

//Ruta del archivo de entrada y salida

string InputPath = @"C:\Users\cochi\source\repos\Tesis
2025\AbsorbanciaCorregidald4Oct.txt";

string OutputPath = @"C:\Users\cochi\source\repos\Tesis
2025\IrradianciaRelativaCorregidaldOct.txt";

//Profundidades a evaluar (cm)
int[] Depths = { 1, 2, 3, 4, 5};
double CellLenght = 1.0;

//Cédigo para escribir en el archivo de salida
try
{
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27
28
29

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

44
45
46
47
48

49

50

51

52
53
54

55
56
57
58

59
60
61
62

63
64

65
66
67
68

using (StreamWriter writer = new StreamWriter (OutputPath))
{

//Escritura de la cabezera de las columnas: Wavelenght, Concl zl,
Concl z2, ..., Conc4d z5

writer.Write ("Wavelength");

for (int conc = 1; conc <= 4; conc++)

{

for (int z = 1; z <= 5; z++)

{

writer.Write ($"\tConc{conc} z{z}");

}

}

writer.WriteLine();

//Para leer las lineas de absorbancia

foreach (var line in File.ReadAllLines (InputPath))

{

//Omitimos lineas del archivo vacias o que contengan espacios en
blanco

if (string.IsNullOrWhiteSpace (line))

{ continue;

}

/* Se divide la cadena line cada vez que encuentre un tab o espacio,
ademds garantizamos

que no se incluya en el array los elementos vacios. EL array parts
tendrd 4 elementos,

el primero es la longitud de onda y los siguientes las absorbancias.
*/

var parts = line.Split(new [] { "\t' },
StringSplitOptions.RemoveEmptyEntries) ;

// Parseamos los elementos del array parts

double wavelenght = double.Parse(parts[0],
CultureInfo.InvariantCulture) ;
double[] absorbances = new double[4];

for (int 1 = 0; 1 < 4; i++)

{

absorbances[i] = double.Parse(parts[i+l],
CultureInfo.InvariantCulture);

}

//Escribe la longitud de onda en la primera columna
writer.Write (wavelenght.ToString ("F1",
CultureInfo.InvariantCulture)) ;

//Célculo de la irradiancia espectral relativa para cada
concentracién y profundidad

foreach (var A in absorbances)

{

foreach (var z in Depths)

{

91




69 //I rel = 10" (-A*(z/1))

70 double Irel =100*Math.Pow(10.0, -A * z/CellLenght);

71 writer.Write("\t" + Irel.ToString("E3",
CultureInfo.InvariantCulture)) ;

72}
73}

74

75 writer.WriteLine () ;

76}

77}

78 }

79 catch (Exception ex)

80 {

81 Console.WriteLine ($"Error al leer el archivo: {ex.Message}l");
82 }

83 Console.WriteLine ("Calculo completado. Resultados en: " +

84 OutputPath) ;
85 Console.ReadKey () ;

86 '}
87 1}
88 }
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