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RESUMEN.

El término microalgas, hace referencia a un conjunto de microorganismos microscopicos fotosintéticos
que pueden crecer de manera autotrofica o heterotrofica. En general, debido a su estructura simple, son
altamente eficientes en la fijacion de CO, y la utilizacion de energia solar para la produccion de
biomasa. Se encuentran presentes en todos los cuerpos de agua y en la mayoria de los ambientes
terrestres, incluso en los mas extremos. Debido a su gran diversidad, las aplicaciones de las microalgas
van desde el empleo de la biomasa en la alimentacion humana o animal y el tratamiento de efluente;
hasta su uso como plataformas biotecnoldgicas para la elaboracion de productos de interés tecnoldgico y
alto valor comercial como 4cidos grasoso poliinsaturados, carotenoides, enzimas, proteinas, productos
bio-activos utilizados por la industria farmacéutica, etc. No obstante al extenso desarrollo logrado en las
ultimas dos décadas, existen ain numerosos problemas que son necesario resolver a fin de lograr una

tecnologia de cultivo eficiente y rentable.

En este trabajo se procura evaluar la factibilidad técnica de producir materias primas derivadas de la
biomasa algal. No s6lo se analiza la capacidad de produccion en términos de biomasa producida por afio
por hectérea, sino que también se consideran aspectos vinculados con la estartegia que deberia adoptarse
en funcion del compuesto final buscado. Como resultado se observd que, dependiendo del producto final
deseado, la estrategia de produccion a adoptar deber ser diferente. La produccion de proteinas debera
realizarse en condiciones repletas de nitrogeno; para iniciar la produccion de triglicéridos es ineludible
la restriccion de la administracion de nitrogeno en el medio; y, si se desea producir almidon, entonces la
cosecha de las microalgas debera realizarse durante las tltimas horas del primer o segundo dia luego de

iniciada la inanicidn por nitrogeno.

En cuanto a los rendimientos de los cutivo, se estimd la capacidad de produccion de biomasa en un
sistema de cultivo fotoautotréfico, el cual es una combinacion de las alternativas de fotobioreactores tipo
columna, tubular y airlift. Este sistema permite una distribucion efectiva del flujo de energia radiante
sobre la superficie iluminada, evitando los fendmenos de estrés oxidativo y estratificacion de la luz en el
cultivo. Dicha estimacion se realizo teniendo en cuenta la cantidad de luz recibida por el reactor,
considerando su geometria, su ubicacion geografica, y los registros del valor de radiacion solar incidente
para dicha ubicacion. A partir de los resultados conseguidos es posible suponer que este sistema seria
una opcion valida para la produccion de microalgas y metabolitos derivados; la productividad anual del

sistema de cultivo alcanzaria el valor de 40 ton ha™ afio™.
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ABSTRACT.

The term microalgae, refers to a group of microscopic photosynthetic microorganisms than can grow in
a heterotrophic or autotrophic way. In general, due to its simple structure, they are highly efficient in
CO, fixation and in the use of solar energy for biomass production. Typically, microalgae are present in
freshwater and marine systems, but they can be found in soil and in extreme environments. Because of
its diversity, microalgae can be used for many purposes: human nutrition and animal feed; wastewater
treatment; biofuel production; the production of nutraceuticals and ingredients for the pharmaceutical
industry; and in the production of recombinant proteins. Despite of the developments achieved in the last
two decades, there are still many problems to be resolved in order to obtain an efficient technology for

the production of microalgae.

In this work the technical feasibility of producing raw materials derived from microalgae biomass is
assessed. Two main factors are considered: the production capacity, in terms of biomass generated per
year per hectare; and, the strategy that should be adopted according to the target compound. As a result
it is observed that depending on the desired product, the production strategy to adopt must be different:
protein production must be performed in nitrogen replete conditions; for the production of triglycerides
it is unavoidable to perform a free ntrogeno culture stage; and, to produce starch, microalgae biomass
should be harvested during the last hours of the first or second day after the initiation of a nitrogen free

culture phase.

Regarding the production yields, the productivity of a novel photobioreactor (PBR) was estimated. This
photobioreactor is a combination of a tubular PBR; a column-type PBR and an air-lift PBR. The
proposed design allows an effective distribution of the radiant energy flux over the illuminated surface,
avoiding the presence of the phenomena of oxidative stress and stratification of light in culture. The
productivity estimation was made considering its geographical location; the values of the incident solar
radiation at that location; and taking into account the actual amount of light received by the
photobioreactor because of its geometry and configuration. Considering the predicted results, it can be
assumed that the system could be a valid option for the production of microalgae and intracellular

metabolitos, reaching an annual productivity of 40 tons of dry biomass per hectarea per year.






SIMBOLOS, ABREVIATURAS Y UNIDADES.

Capitulo 1
FBR: fotobioreactor
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TAG: Triglicéridos
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Wy velocidad de crecimiento especifica [h™]
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Us: velocidad especifica de produccion de almidon [h™']
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PAR: velocidad de absorcion de fotones [pumol h' L™
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1.- MICROALGAS.

Las microalgas fueron evolutivamente los primeros organismos con capacidad de realizar fotosintesis y
los principales agentes en la creacion de las condiciones de la actual atmosfera terrestre. Son clave en el
equilibrio planetario ya que la dindmica del dioxido de carbono en el planeta estd, en gran medida,
determinada por ellas (son responsables del 50% de la fotosintesis global). Las microalgas se encuentran
principalmente en el agua (dulce o salada) pero pueden encontrarse en practicamente cualquier ambiente

~ - - Spolaore, P. et al
del planeta, desde algunas montafias nevadas hasta en la superficie de rocas en desiertos (°P°™ ™ ¢

2005; S E. <4 2007).

La ficologia o algologia es la disciplina que estudia las algas. El campo de la ficologia es muy extenso:
existe una enorme variedad de microalgas, abarcando una gran diversidad de géneros (Figura 1.1). El
término microalgas incluye a especies con diferentes caracteristicas metabdlicas, fenotipicas y
genotipicas. Mas aun, con esa designacion se encierra tanto a microalgas eucariotas como a
cianobacterias (procariotas) (°"“%, M., 2003). Esta diversidad en formas, tamafios y composiciones
hace que las mismas tengan el potencial de ser utilizadas en una enorme cantidad de procesos que van
desde la bio-remediacion de aguas contaminadas hasta la produccion de proteinas recombinantes por

ingenieria genética (2 M A., 1992,

En la mayoria de los casos actian como el eslabon primario de la cadena alimenticia, produciendo
materia organica a partir de CO;, luz, agua y sales. Sin embargo las algas pueden ser autdtrofas o
heterétrofas. Si son autotrofas, utilizan compuestos inorganicos como fuente de carbono; a su vez
pueden ser foto-autotrofas si utilizan la luz como fuente de energia o quimio-autétrofas cuando oxidan

compuestos inorganicos para obtener la energia. Si son heterotrofas, las algas utilizan compuestos



organicos como fuente de carbono para el crecimiento. Algunas algas, particularmente las flageladas,
son auxotrofas, requiriendo una pequefia cantidad de un compuesto orgénico para su crecimiento en el
medio de cultivo; no como una fuente de energia, sino vitaminas, aminoacidos o factores de crecimiento.
Algunas algas fotosintéticas son capaces de utilizar simultineamente compuestos organicos
suministrados en el medio de cultivo y luz como fuente de energia, en estos casos se utiliza la

designacion de mixotropicas (" % M.C. et al, 2005).

Figura 1.1: Micrografias de algunas especies de microalgas. (a) Nostoc commune. (b) Chlorella
pyrenoidosa. (c)Rhodothamniella floridula Ndgeli. (d) Chroomona sp..

Para la clasificacion de las microalgas se utilizan distintos criterios, tales como tipos y combinaciones de
los pigmentos fotosintéticos presentes; la naturaleza quimica de los productos de reserva y de la pared
celular; los caracteres bioquimicos derivados de la citologia y morfologia de los organismos; etc. Las
algas se agrupan en forma mas general en cuatro grupos segun la taxonomia propuesta por Lee Robert

Edward (Lee, R.E., 2008):

1- Algas procariotas. Las cianobacterias son las inicas en este grupo

2- Algas eucariotas con cloroplastos rodeados por una doble membrana cloroplastidica.

3- Algas eucariotas con cloroplastos rodeados por una membrana adicional del reticulo
endoplasmatico.

4-  Algas eucariotas con cloroplastos rodeados por una doble membrana del reticulo endoplasmatico.

En base a estas y otras caracteristicas pueden realizarse dentro de los mismos grupos distintas

subdivisiones que escapan a los objetivos de esta tesis.



2.- FOTOSINTESIS EN MICROALGAS.

A la hora de caracterizar a las algas se pueden distinguir dos tipos basicos de organizacion celular, las
procariotas y eucariotas. La diferencia mas notoria entre ambos tipos celulares es que las primeras
carecen de organelas limitadas por membranas (pléstidos, mitocondrias, nucleos, aparato de Golgi)
(Nelson D.L. et al 2004a; Madigan, M.T. et al 2003). Excepto las cianobacterias, el resto de las
microalgas son eucariotas. En microalgas eucariota la fotosintesis se realiza en los cloroplastos. Los
cloroplastos son un tipo especializado de plastidos, estan limitados por una envoltura formada por dos
membranas concéntricas que contienen una serie de vesiculas llamadas tilacoides, en donde se
encuentran organizadas las clorofilas y demads estructuras celulares que convierten la energia luminosa
en energia quimica. En el caso de cianobacterias, las vesiculas tilacoidales se encuentran directamente

en el citoplasma (Prasanna Mohanty et al, 2002).

Figura 1.2: (a) microfotografia electronica de una fina seccion del alga Chrysochromulina. N (Nucleo),
C (citoplasma), K (cloroplasto), G (aparato de Golgi), F (grasas y aceites), M (mitocondria).

Durante el crecimiento fotosintético, la mayoria de las microalgas utilizan agua como fuente de
electrones, luz como fuente de energia y CO, como fuente de carbono. Antiguamente se dividi6 a la
fotosintesis en dos etapas: una etapa dependiente de la luz, llamada la etapa de las reacciones
"luminicas", y una etapa enzimatica, independiente de la luz, llamada etapa de las reacciones "oscuras".
Aunque las reacciones "oscuras" no requieren de la luz como tal y puedan ocurrir tanto en la luz como
en la oscuridad, dependen de los productos quimicos de las reacciones "luminicas". Incluso, varias
enzimas que controlan reacciones "oscuras" claves son reguladas indirectamente por la luz. Como
resultado, estas designaciones han caido en desuso y estan siendo reemplazados por vocablos que
describen los procesos que ocurren durante cada etapa de la fotosintesis: reacciones de captacion de

energia y reacciones de fijacion del carbono (""" D.L. et al, 2004b).


http://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica

En la primera etapa de la fotosintesis, la luz es absorbida en las membranas tilacoidales de los
cloroplastos por moléculas de clorofila, las cuales estin compactadas de un modo especial en las
membranas. La energia de la luz es usada para reducir una molécula de NADP" y fosforilar una
molécula de 4ADP. Luego, ATP y NADPH son utilizados en la segunda etapa de la fotosintesis para

reducir y fijar una molécula de CO; en la sintesis de hidratos de carbono (Alberts, B. et al, 2008).

2.1- Reacciones de captacion de luz.

La generacion de electrones en microalgas (al igual que en plantas superiores) comienza con la
captacion de fotones en estructuras especializadas llamadas fotosistemas (PSI y PSII) ubicadas en la
membrana de las tilacoides. Los PS consisten en tres partes principales: (a) el centro de reaccion, (b) la

antena central y (b) la antena periférica (Figura 2.2).(Heldt H.W., 2005a)

Membrana externa
del cloroplasto

Membrana interna
del cloroplasto

(a) Reacciones dependientes (b) Reacciones independientes.
de la luz (en la de la luz (en el estroma)
membrana tilacoidal)

Figura 2.1: Esquema de las dos etapas implicadas en la fotosintesis dentro de los cloroplastos. La etapa
de captacion de luz ocurre sobre las membranas de las vesiculas tilacoidales. La fijacion de dioxido de
carbono se produce en el estroma de los cloroplastos.

La antena periférica estd compuesta de clorofilas y otros pigmentos accesorios como carotenoides y
ficobilinas. Se ubica rodeando a la antena central y es la parte mas extensa del PS. La antena central
rodea al centro de reaccion y contiene principalmente clorofilas. En el centro de reaccion se produce la

separacion fotoquimica de cargas. La disposicion de las estructuras en los PS es de suma importancia en



la absorcion y canalizacion de la energia de los fotones hacia el centro de reaccion. Cuando un foton es
absorbido la energia del mismo es transferida, de pigmento en pigmento, desde el lugar de absorcion
hacia el centro de reaccioén en forma de exiton (Nelson J, 2003), perdiendo irreversiblemente en cada
transferencia parte de su energia, la cual se disipa como calor. Dentro de las antenas las clorofilas se
ubican de manera tal que aquellas que absorben fotones (o exitones) de mayor energia (menor longitud
de onda) se ubican en la zona mas periférica del complejo. Esta disposicion de los pigmentos asegura
que la transferencia de energia se produzca en una sola direccion: hacia el centro de reaccion. Asi, las
antenas actfian como un embudo, permitiendo una gran superficie de captacion de fotones al servicio del
centro de reaccion. La extension de la antena periférica puede variar de acuerdo a la disponibilidad de
luz, cuando la luz es muy tenue las células aumentan la superficie de las antenas asegurando la captacion
de la luz necesaria. Por otro lado, cuando la intensidad de luz es muy elevada las células desensamblan
la antena periférica de manera tal que absorban energia radiante pero en forma desacoplada a las
reacciones fotosintéticas. Esta estrategia es un mecanismo de proteccion frente a posibles dafios por

exposicion a elevadas intensidades de luz.

Aceptor de
electrones

Pigmentos
acsesorios

0
>
=
4
Transporte de electrones

Dador de
electrones

| J \ J | J
! Y Y

ANTENA PERIFERICA ANTENA CENTRAL CENTRO DE REACCION

Figura 2.2: Esquema de la reaccion de captacion y transferencia de fotones en los fotosistemas. Los
pares dador-aceptor de electrones son agua-plastoquinona en el PS/I, y plastocianina-ferredoxina en el
PSI.

Cuando un exiton llega al centro de reaccion es recibido por un par de clorofilas especiales, ubicadas

espacialmente muy proximas, tanto que sus orbitales moleculares se solapan. Al recibir el exiton, un



electron del par de clorofilas es promovido hacia un nivel de energia superior y transferido hacia otra
molécula cercana (aceptor de electrones), dejando una carga positiva en el par de clorofilas. Esta carga
es neutralizada luego a través de un electron proveniente de otra molécula (dador de electrones). Los
aceptores de electrones son plastoquinona para el PSII y ferredoxina para el PSI. Los respectivos

dadores de electrones son agua y plastocianina (Figura 2.3).
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Figura 2.3: Esquema del sistema de absorcion de fotones y transferencia de electrones entre los
fotosistemas I y II. La cadena se inicia con la absorcion de un fotén en el PSII. El foton promueve la
transferencia de un electrén desde una molécula de agua hasta una molécula de plastoquinona. La
plastoquinona acepta dos electrones. La plastoquinona difunde luego a través de la membrana hasta el
citocromo bg/f. En el citocromo el electron es transferido a una molécula de plastocianina, que acepta un
electron y difunde hasta el PSI. En el PSI la absorcién de un foton promueve el paso de un electron a
una ferredoxina. La ferredoxina funciona como dador de electrones en la reducciéon de NADP" por
medio de la enzima NADP-reductasa. En diferentes etapas de esta cadena se produce la acumulacion de
protones en el interior de las tilacoides. La transferencia de protones a favor del gradiente de
concentracion mediante la bomba de protones ATPasa permite la fosforilacion de ADP.

El principal pigmento necesario para la etapa luminica de la fotosintesis es la clorofila (Figura 2.4(a)), su
estructura basica es un anillo tetrapirrolico llamado porfirina, con un dtomo de magnesio (Mg’ ") ubicado
en el centro del anillo. El Mg’ se encuentra covalentemente unido a dos 4tomos de nitrogeno del anillo
y coordinado con otros dos. La porfirina posee una cola hidrofobica (fitol) que favorece la solubilidad de
la clorofila en la membrana lipidica. La diferencia entre Chl-a y Chi-b reside en el grupo sustituyente
ubicado en la posicion designada con la letra A en la Figura 2.4(a). Cuando un fotén alcanza las

molécula de clorofila, éstas absorben la energia del foton provocando la excitacion de la molécula,



elevando un electron hacia un orbital de mayor energia. La energia del pigmento aumenta una cantidad
igual a la energia del foton absorbido. Lo remarcable de este proceso es que ocurre en la forma "todo o
nada" y que la energia que se absorbe en forma cuantos, resultando en estados de excitacion discretos.
La cantidad de energia absorbida depende de la estructura del pigmento (Heldt H.W., 2005b). El

espectro de absorcion de las clorofilas a y b puede observarse en la Figura 2.4(b).

(a) (b)

Espectro solar

% |Clerofila-a

Clorofila-b

Luteina

Espectros de Emisién solar y de Absorcion
de los pigmentos fotosintéticos

Chl-a:  —CH,
Chl-b: —C=0 — T T T
b 400 500 600 700

Longitud de Onda [nm]

Figura 2.4: (a) Molécula del cromoforo clorofila; el croméforo unido a la proteina forma el pigmento
clorofila. (b) Espectro de absorcion de las moléculas de clorofila-a y clorofila-b junto al de uno de los
pigmentos accesorios (luteina) y el espectro de emision solar sobre la superficie terrestre.

Las caracteristicas de la interaccion entre el campo de energia radiante y el complejo de moléculas
encargadas de la absorcion de energia radiante y sintesis de potencial reductor son muy importantes para
una correcta definicion del mecanismo que vincula los fendmenos Opticos con el metabolismo celular.
En este sentido debemos destacar que (1) la absorcion de energia radiante es dependiente de la longitud
de onda: s6lo se absorbe energia de determinadas longitudes de onda; y (2) la energia se absorbe en
forma discreta: como "paquetes de energia". Ademas, la cantidad de energia de cada "paquete" depende

de la longitud de onda del foton absorbido.

2.2- Reacciones de fijacion de CO,.

En la segunda etapa de la fotosintesis, el ATP y el NADPH formados en la primera etapa se utilizan para
reducir el 4&tomo de carbono del CO, por medio del ciclo de Calvin (Figura 2.3). En este conjunto de

reacciones, la energia quimica almacenada temporalmente en las moléculas de ATP y de NADPH se



transfiere a moléculas adecuadas para el transporte y el almacenamiento de energia en las algas o en el
cuerpo de las plantas. La resultante de este proceso es pues la formacion de un esqueleto de carbono, a
partir del cual pueden construirse luego otras moléculas organicas. La incorporacion inicial de CO, en
compuestos organicos se conoce como fijacion del carbono. En algas eucariotas este proceso ocurre en
el estroma del cloroplasto; mientras que en cianobacterias se produce en el citoplasma. La enzima mas
importante en la fijacion de CO, es la RubisCO. Esta enzima cataliza la carboxilacion de un azucar de 5
carbonos: ribulosa-1,5-bifosfato y la formacion de dos moléculas de 3-fosfoglicerato. A este paso le
siguen la reduccion del 3-fosfoglicerato para dar una triosa-fosfato y la regeneracion del azicar receptor
de CO;, a partir de la triosa-fosfato (Heldt H.W., 2005¢). Ademas de la RubisCO, numerosos
mecanismos intervienen en el proceso de fijacion de CO,, entre ellos un sistema de transportadores de
carbono inorganico y anhidrasas carbonicas que aumentan la concentracion de CO, en el sitio de

" (Giordano, M. et

fijacion. Estos mecanismos se denominan "mecanismos de concentracion de carbono al,

2005; Bartlett G- o1 47 2006)
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Figura 2.3: Esquema del ciclo de Calvin-Benson que se produce en el estroma de los cloroplastos para
la reduccidn y fijacion de una molécula de dioxido de carbono inorgéanica.
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3.- USOS Y APLICACIONES DE LAS MICROALGAS

El primer registro de uso de algas por el hombre data de 2000 afios atrds en China, cuando algunos
nativos utilizaron Nostoc como alimento en épocas de hambruna. Las microalgas han sido utilizadas
desde entonces por la humanidad principalmente como alimento, aunque existen una multitud de usos y
aplicaciones de las microalgas ya que en su estructura poseen una gran diversidad de compuestos de
interés tecnologico y/o comercial. A lo largo del tiempo, las aplicaciones de las microalgas han ido
diversificandose, desde su uso tradicional como fuente de alimento hasta posibles usos como fuente de
metabolitos para tratamientos contra enfermedades. A continuacidon se muestra una breve revision de sus

usos.

[ Algas para consumo humano: Las microalgas para el consumo humano hoy en dia se venden en
distintas formas como tabletas, capsulas y en forma de suspensiones. Debido a su composicion y
caracteristicas quimicas, las mismas pueden actuar como suplementos nutricionales, conservantes o
colorantes naturales para alimentos. Spirulina (Arthrospira) es una de las principales algas utilizadas
para la fabricacion de productos alimenticios humanos. Debido a los altos niveles de proteinas en su
composicion, esta biomasa posee un alto valor nutritivo. Ademas, el consumo regular de microalgas
tiene varios efectos saludables como por ejemplo: la atenuacion de la hiperlipidemia, supresion de la
hipertension, proteccion contra fallas renales y la disminucion del nivel de azucar en plasma. Otro
género muy utilizado con estos fines es Chlorella. La sustancia mas importante en su composicion es el
B-1,3-glucano, que es un inmuno-estimulador activo, un captador de radicales libres y un reductor de
lipidos de la sangre. Ademas se han identificado otros efectos beneficiosos para la salud, como por
ejemplo la accidon preventiva anti-tumorales y contra la arteriosclerosis (Muller-Feuga, A., 2000; Chae,

S.R. et al, 2006; Harker, M. et al, 1996).

[J Algas para consumo animal: Las algas pueden ser incorporadas en la alimentacion tanto de
animales de granja, de peces (acuicultura) como de mascotas. El uso de microalgas en la acuicultura es
muy importante, lo que no sorprende ya que son el alimento natural de muchos animales acuaticos. Los
sistemas de acuicultura que incluyen la produccion de microalgas y el tratamiento de agua de desechos
parecen ser muy utiles para la combinacion de la produccion de algas con la “limpieza” biologica. Esto
permite el crecimiento de las microalgas consumiendo compuestos organicos (nitrogeno y fosforo)
presentes en las aguas residuales de ciertas industrias. Para poder ser usadas en este campo, las especies

de microalgas deben satisfacer varios criterios: ser faciles de cultivar; no ser toxicas; tener el tamafio y
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forma correctos para que puedan ser ingeridas; tener altos valores nutricionales; tener paredes celulares
facilmente digeribles para que sus nutrientes puedan ser asimilados; etc. (Wolfgang B., 2004) . Las
especies mas comunes para estos fines son: Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis, Pavlova, Phaeodactylum,
Chaetoceros, Nannochloropsis, Skeletonemay Thalassiosira. Se ha demostrado a través de estudios
nutricionales y toxicologicos que la biomasa de microalgas es capaz de servir como suplemento
alimenticio para animales de granja (caballos, vacas, etc.) y mascotas (perros, gatos, pajaros, etc.). Para
el consumo animal la especie mas utilizada es también Spirulina. El consumo de algas favorece el buen
desarrollo de los animales, proveyéndolos de vitaminas naturales, minerales, dcidos grasos esenciales y

ayudandolos a mantener un peso correcto.

(1 Utilizacion de microalgas para el tratamiento de efluentes: el uso de microalgas para el
tratamiento de efluentes fue intensamente desarrollado por Oswalt y colabradores (Oswalt W.J. et al,
1973). Las microalgas poseen caracteristicas que las hacen muy interesante su uso en este campo, como
ser: (a) tienen la capacidad de consumir nitrogeno, fésforo y amonio del agua, los cuales son unas de las
principales causas de la eutrofizacion de los medios; (b) poseen diversos metabolismos dependientes del
consumo de metales pesados, géneros tales como Chlorellay Scenedesmus, han demostrado ser
excelentes captadoras de estos metales en el tratamiento de efluentes; (c) a través de su crecimiento,
pueden brindar el O, necesario para lograr el crecimiento de bacterias heterotroficas; y, (d) una vez
Gronlund. E.

terminado el tratamiento, la biomasa generada puede ser utilizada en sistemas de acuicultura ( et

al, 2004; Hammovda 0. or 41 1995).

[J Eliminacion del CO; de los gases de emision de fabricas: Los gases de emision de las fabricas son
responsables de mas del 7% del total de CO, mundial emitido por el uso de energia. Los procesos
normalmente usados para la eliminacion o disminucion del nivel de CO; en los gases de emision
consumen energia e implican la inversion de mucho dinero. En este campo las microalgas cobran una
gran importancia, ya que muestran tener gran efectividad a la hora de retener el CO,, incluso mayor a la
de plantas superiores. Experimentos llevados a cabo usando la especie de microalgas Monoruphidium
minutum, demostraron que éstas eran capaces de crecer eficientemente a través de la utilizacién, como
fuente de alimentacion, de gases que contenian altos niveles de CO,, sulfuros y 6xidos de nitrogeno,

. . : Zeiler, K. G.
produciendo buenos rendimientos de biomasa (“'" ¥ ¢ ¢4 1995),

() Productos bioactivos de microalgas: Dependiendo de las distintas especies de algas, se pueden

extraer distintos compuestos de alto valor comercial, como por ejemplo: pigmentos, antioxidantes, [3-
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carotenos, polisacaridos, vitaminas, etc. (Borowitzka, M.A. 1999; Dallaire, V. et al, 2007; Chetsumon,

A. et al 1994 y 1996). A modo de ejemplo podemos citar:

- Se ha encontrado que algunas especies, como Spirulina sp., tienen distintos tipos de esteroles como el
clionasterol, que mostraron tener la capacidad de incrementar la produccion de factores activadores de

plasminogeno en células endoteliales vasculares, facilitando la prevencion de enfermedades vasculares.

- Compuestos antioxidantes como pf-carotenos y astaxantina aislados de microalgas, protegen a las
células frente al estrés oxidativo causado por un amplio espectro de enfermedades y por el propio
envejecimiento. Estudios preclinicos sugieren que el consumo de astaxantina, producida por especies
como por ejemplo Haematococcus pluvialis, podria modular funciones anti-cancerigenas, y

antiinflamatorias, dar proteccion contra los rayos UV y mejorar la salud cardiovascular, entre otras.

- La luteina, pigmento amarillo que se encuentra en vegetales y en el grupo de algas de las xantofitas, es

usada para la prevencion y tratamiento de enfermedades degenerativas.

(] Microalgas en la industria cosmética: Extractos de microalgas pueden encontrase en distintos
productos del cuidado de la piel y cara, como cremas anti-age, emolientes, cremas regenerativas o
refrescantes, etc. También se usan en cremas de proteccion solar y productos de cuidado del cabello
(Lorenz, R.T. 2000; Arad, S.M. et al 1992). Por ejemplo, el producto llamado “Protulines” de Exsysmol
S.A.M, contiene un extracto de Arthrospira rico en proteinas que reparan sefiales de envejecimiento

temprano de la piel, tiene un efecto astringente y evita la formacion de estrias.

[J Microalgas como plataformas para proteinas recombinantes: Hasta el momento las microalgas no
han sido utilizadas masivamente para la produccion industrial de proteinas de interés farmacéutico. Sin
embargo, tienen un enorme potencial para convertirse en una plataforma muy importante para la
produccion de proteinas recombinantes. Son capaces de generar altos niveles de expresion de proteinas
en medios de muy bajo costo (los medios de cultivo consisten basicamente en medios salinos), son
faciles de cultivar bajo distintas condiciones de crecimiento, con bajos consumos de energia. Una
ventaja que presentan frente a sistemas de expresion de plantas, es que son mucho menos sensibles a la
salinidad del agua que utilizan, ya que las plantas frente a altas concentraciones de sodio en el agua
sufren un gran estrés, que repercute en cambios bioquimicos de los productos expresados. Ademas al ser
células eucariotas (excepto las cianobacterias) pueden inducir modificaciones postraduccionales a las

proteinas, como glicosilaciones y plegamientos necesarios para el buen funcionamiento de las mismas.

13



Para transformar microalgas con ADN recombinante, es posible utilizar los métodos empleados para la

transformacion de células vegetales, como electroporacion o biobalistica (Qingfang He, 2004).

() Produccion de metano a partir de microalgas: La produccion de metano (CH4) a través de la
fermentacion anaerdbica de biomasa de microalgas fue propuesta como método de conversion de
energia solar hace mas de 50 afios. Es un método muy simple que no requiere demasiada infraestructura.
Basicamente consiste en la construccion de biodigestores en los cuales la materia organica a fermentar
es la biomasa de microalgas (Oswald, W.J. et al, 1960; Alzate, M.E. et al, 2012; Ehimen, E.A. et al,
2011).

[ Produccion de bio-hidrogeno: la utilizacion del hidrogeno (H,) como combustible es un tema que ha
ido cobrando importancia en los Ultimos afios. Es un combustible muy eficiente y no contaminante. Los
procesos de produccion de H, (como la electrolisis foto-voltaica y la gasificaciéon de biomasa) han
mostrado ser poco rentables y, en consecuencia no se ha avanzado mucho en estos procesos. La idea de
utilizar microalgas y otros microbios para producir hidrogeno cobrdé impulso en la década del "70,
principalmente en Japon, Estados Unidos y Europa. Hay dos vias principales para generar H, utilizando
algas: la biofotolisis directa y la biofotdlisis indirecta. La primera se basa en la transferencia directa de
electrones del agua a protones, a través de la combinacion de la disociacion del agua y las reacciones de
reduccion de la ferredoxina, mediante una hidrogenasa generadora de H,, resultando en la produccion

simultanea de H, y O,. (Pe"eman IR 2000y

H,0 — PSIl — PSI — Ferredoxina — Hidrogenasa — H;

La segunda surgi6 del trabajo con algas verdes adaptadas a ambientes anaerobicos en estudios con
cianobacterias. Se genera una separacion temporal o espacial de la generacion de O, y las reacciones de
produccion de Hy, ligadas a través de la fijacion de CO; en hidratos de carbono. El mayor inconveniente
de estos procesos es que se llevan a cabo por periodos muy cortos, ya que estas reacciones se inhiben
por el oxigeno generado. Ambas tecnologias siguen siendo hasta ahora caras e ineficientes y se

encuentran todavia en etapas tempranas de desarrollo.

4.- MICROALGAS PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL.

Destacaremos en forma separada esta aplicacién debido al impulso que ha cobrado la misma en los

ultimos anos a nivel mundial (Mata, T. M. et al, 2010; Halim, R. et al, 2012; Olivieri, G. et al, 2013,
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Chisti, Y 2007, Balasubramanian, L. et al, 2011). Durante décadas la mayor parte de la energia
empleada en el mundo ha provenido de los combustibles fosiles. Se utilizan en el transporte, la
generacion de electricidad, la generacion de vapor, la calefaccion de hogares, etc. El uso desmedido de
este recurso trajo consigo dos efectos: la liberacion de grandes cantidades de didxido de carbono a la
atmosfera y la disminucion de las reservas de petréleo, hechos que en la actualidad se traducen en
cambio climatico y aumento de precios. La solucion a estos problemas radica en la generacion de
fuentes alternativas de energia, que sean renovables y ambientalmente amigables. Entre ellas podemos

citar la energia edlica, hidrocinética, solar, los biocombustibles y el hidrégeno, entre otras.

Entre los biocombustibles, los tres de mayor desarrollo a nivel mundial son el bioetanol, el biodiesel y el
biogas. En el caso de la Argentina, el biodiesel es el que ha logrado un mayor crecimiento. Durante
2011, Argentina se posicion6 como uno de los cuatro principales productores de biodiesel a nivel
mundial, y segunda en el ranking de exportadores. La principal ventaja del biodiesel sobre los demas
biocombustibles es su aplicacion directa en motores diesel, principal combustible de los sectores

agricola, industrial y transportista. (Irazoqui, H.A. et al, 1996a y b).

El biodiesel se obtiene por transesterificacion de aceites vegetales o grasas animales. En nuestro pais, el
principal recurso es el aceite de soja, siendo las principales zonas productoras, Santa Fe, Cérdoba y
Buenos Aires, a las que se le suman -con una produccion menor- Chaco, Santiago de Estero, Salta y
Tucuman. Durante 2011 la produccion nacional de biodiesel alcanzo6 una cifra cercana a los 3 millones
de toneladas, requiriéndose para ello unas 17 millones de toneladas de este cultivo. Del total producido,
aproximadamente 1 millon se destind al mercado interno para la sustitucion prevista por la Ley 26.093
(Régimen de Regulacion y Promocion para la Produccion y Uso Sustentables de Biocombustibles)

aprobada en 2006, mientras que el volumen restante, al mercado externo.

Segun la vision de expertos en la materia, el mercado mundial de biocombustibles continuara creciendo
de manera sostenida. La produccion nacional de soja durante la campafia 2010/2011 alcanz6 50 millones
de toneladas, cantidad que pondria un tope de 8.5 millones de toneladas anuales a la capacidad nacional
de produccion de biocombustibles. De este modo, una industria de biodiesel que utilice aceite de soja

como principal materia prima trae consigo las siguientes problematicas:

(1) Restringe la participacioén nacional en el mercado mundial.
(2) Retira el aceite de soja del mercado de alimentos, con la consecuente repercusion sobre su precio y

comprometiendo la disponibilidad del mismo.
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(3) Consume grandes extensiones de suelo fértil, reduciendo la superficie disponible para otros
cultivos.
(4) Limita la oportunidad de negocios a las zonas sojeras, tipicamente las zonas mas ricas del pais,

excluyendo a las regiones menos fértiles, tradicionalmente las mas pobres.

Para mantener el liderazgo internacional en el mercado de biocombustibles sin perjudicar al mercado de
alimentos, el aumento en la capacidad de oferta deberd hacerse sobre la base de materias primas no
alimenticias y que puedan producirse en suelos no agricolas. Entre las diversas alternativas, una de las
que ha recibido mayor impulso en los ultimos afios es la produccion de microalgas. En 2009 Exxon

Mobil anunci6 una inversion de 600 millones de dolares destinada al desarrollo de esta tecnologia.
Lo atractivo de las microalgas es que:

(1) Pueden producirse en tierras aridas, por lo que no compiten por tierras fértiles con los cultivos
tradicionales.

(2) Pueden crecer en aguas residuales o no aptas para consumo,

(3) Se pueden producir utilizando agua de mar, en zonas costera o en terrenos inundables.

(4) Tienen una tasa de crecimiento muy superior a la de las planta terrestres.

(5) En su estructura presentan un porcentaje elevado de aceite, llegando a contener un 30, 50 y hasta
un 80% de aceite, dependiendo de las condiciones de cultivo.

(6) El costo de las tareas de labranza, siembra y cosecha es muy inferior debido a que pueden
sembrarse y cosecharse por bombeo, desde un tnico punto.

(7) El subproducto o residuo no lipidico es una fuente de proteina de alta calidad, que puede ser

destinada al consumo animal o humano.

La apuesta de Exxon no es aislada, numerosas empresas e iniciativas cientificas estdn actualmente
intentando desarrollar biocombustibles a partir de algas. En nuestro pais existen dos antecedentes
destacados: Oil Fox (http://www.oilfox.com.ar/) y Biocombustibles Chubut (Goldstein, E. et al, 2010),
ambas empresas productoras de biocombustibles a partir de aceite de soja que han incursionado en esta
nueva tecnologia con el objetivo de reducir su dependencia de las aceiteras tradicionales. Sin embargo,
estos esfuerzos no han resultado en aplicaciones concretas debido a la falta de desarrollo en esta

tecnologia aiin incipiente y, aunque la idea es prometedora, la viabilidad econémica es atn incierta.
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5.- CULTIVO DE MICROALGAS

Los medios de cultivos empleados para la propagacion de microalgas son generalmente soluciones
acuosas de sales. Estas sales proveen al medio con todos los nutrientes necesarios para un correcto
desarrollo del cultivo de las microalgas. El agregado de fuentes organicas de carbono no es lo mas
habitual, aunque hay numeros antecedentes de cultivos heterotroficos y mixotroficos; empleandose
principalmente glicerol, glucosa u otros carbohidratos de bajo peso molecular, los cuales pueden ser

obtenidos por hidrolisis de almidones, celulosas, u otros hidratos de carbonos de alto peso molecular.

En términos generales podemos decir que hasta el momento el cultivo de microalgas es mas costoso que
el cultivo de granos, siendo este el factor principal de la limitada aplicacion de estos sistemas
productivos. El crecimiento fotosintético requiere fuentes de luz (natural o artificial), CO,, agua y sales
inorganicas. Las algas tienen temperaturas Optimas de crecimiento entre 20 y 30° C. Los medios de
cultivo utilizados para su crecimiento deben incluir en su composicion los elementos inorganicos que
constituyen las células y otros componentes traza, como por ejemplo, cobalto, zinc, hierro, etc., para

Vonshak, A., 1986 1 .
onshak, A.. 1986) compil6 los requerimientos para

poder ser aptos para el desarrollo de las algas. Vonshak (
la formulacion de los medios de cultivo para algas, destacando los siguientes puntos a tener en cuenta:
(1) el contenido total de sales en el habitat de donde es originaria el alga; (2) la composicion celular en
relacion a los componentes i0nicos mayoritarios, como K, Mg%, Na’, Ca%, SO~ y CI’; (3) la fuente de
nitrogeno, especialmente nitratos, amonio, urea o peptonas; (4) la fuente de carbono que se toma desde
el medio acuoso, sea COxg), CO5” 0 HCOs7; (5) el pH; (6) los requerimientos de elementos traza y

algun agente quelante como el EDTA; y, (7) vitaminas.

Los medios conteniendo vitaminas, peptonas o buffers orgénicos s6lo se emplean para el cultivo de
algas muy exigentes, con altos requerimientos nutricionales y en condiciones de cultivo que permitan un
control riguroso del proceso de manera de evitar la contaminacion, especialmente por parte de bacterias
cuyas velocidades de replicacion son mucho mayores a las de la mayoria de las algas. Ademas estos

compuestos incrementen el costo del medio limitando su aplicacion a productos de alto valor agregado

Las caracteristicas basicas del proceso que deben ser consideradas a la hora de cultivar microalgas para
un fin especifico son: qué cepa utilizar; de qué manera extraer el compuesto de interés; como proveer
luz al cultivo; como mantener las algas en suspension evitando la precipitacion de las mismas; qué

materiales usar para la construccion de reactor; como proveer CO, en forma eficiente evitando a la vez
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el escape del mismo a la atmosfera; como remover el O, producido durante la fotosintesis; y, como

controlar el pH y la temperatura.

La luz es un parametro de relevancia durante el cultivo de microalgas. La luz puede ser suministrada en
forma continua o en ciclos de luz y oscuridad. A medida que cambia la concentracion celular, también lo
hacen los requerimientos de luz. El crecimiento celular se ve limitado si los niveles de luz son muy
bajos; pero, demasiada intensidad puede ser perjudicial para la célula, provocando dafios en los sistemas
celulares por acumulacion de especies reactivas del oxigeno, producidas durante la fotosintesis. Los
organismos fototréficos necesitan recibir suficiente cantidad de luz para mantener su crecimiento, un
suministro insuficiente provocara una disminucion en el crecimiento por pérdida respiratoria.
Incrementando el suministro por sobre el punto de compensacion provocard un incremento en el grado
de crecimiento hasta el punto de saturacién. A partir de este punto, mayores intensidades luminicas

llevaran a la fotoinhibicion.

En cultivos autotroficos las microalgas utilizan CO, como fuente de carbono. La alimentacion de CO,
puede ser controlada a través de los cambios de pH generados en el medio. O por modificacion de la
concentracion de CO; en la corriente de aireacion. Siempre que se modifique la concentracion de CO,
en la atmosfera gaseosa en contacto con el medio liquido, deberan tomarse los recaudos necesarios para

evitar perturbaciones en el cultivo debido a los cambios de pH que se producen en la fase acuosa (Mollna

Grima, E. et al’ 1999).

Para la produccion a gran escala de biomasa se utilizan generalmente cultivos continuos. En estos
procesos se alimentan periodicamente los reactores con medio fresco y se cosecha el mismo volumen de
medio con algas. Casi el 25% de la biomasa producida durante las horas de luz puede perderse durante
la noche debido principalmente a la respiracion celular que ocurre en la ausencia de luz. La magnitud de
esta pérdida también es funcion de los niveles de luz a los que se exponen las algas, de la temperatura de

crecimiento y de la temperatura durante la noche (%™ ¢t g1, 2000; Ritmond-A- 2004,

6.- FOTOBIOREACTORES.

Los métodos mas efectivos de produccion de microalgas a gran escala se realizan en “open ponds” y en

fotobioreactores (FBR) ("4“MR- 2004).
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(A)- Open ponds. Fueron los primeros sistemas en ser utilizados para el cultivo de microalgas (desde
1950). Su construccion varia en cuanto al tamafo, dimensiones, materiales, inclinacion, etc.; pero
basicamente se trata siempre de piletones construidos a cielo abierto, con una profundidad no mayor a
40-50 centimetros. Estos sistemas operan de forma continua para evitar la sedimentacioén de las algas.
Son muy sencillos de operar y el costo de construccion es muy bajo. Sin embargo tienen la gran
desventaja de que es dificil controlar muchas de las variables de cultivo. Por ejemplo la temperatura, que
oscila mucho entre las horas del dia y la noche, y mucho més entre las distintas estaciones del afio; el
consumo del CO, administrado es muy poco eficiente, ya que gran parte del gas alimentado termina
siendo liberado a la atmosfera. A su vez, los open ponds estan muy expuestos a contaminaciones por
otras especies indeseables de microalgas e incluso otros tipos de microorganismos, debido a que estas
“piletas” se encuentran a cielo abierto. Por otra parte, al utilizar la luz del sol como fuente de radiacion,
los mismos no pueden ser muy profundos ni alcanzar densidades celulares elevadas, ya que la radiacién

incidente no lograria penetrar a través del medio.

Figura 6.1: Fotografia de un open pond utilizado para la produccién masiva de Dunaliella en el Nature
Beta Technologies Ltd (Eilat, Israel)

(B) Fotobioreactores (FBR). Estos pueden ser definidos como sistemas de cultivos fototroficos en los
cuales la luz no incide directamente sobre la superficie del cultivo sino que debe lograr pasar a través de
las paredes transparentes del reactor para alcanzar a las células cultivadas. Una de las principales
ventajas de estos sistemas es que, al ser cerrados, permiten trabajar con cultivos libres de

contaminaciones durante largos periodos. Ademas permiten un mayor control de las variables operativas
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como temperatura (a través de intercambiadores de calor), pH, agitacion (permiten utilizar bombas

peristalticas o neumadticas), alimentacion y consumo de CO,, etc.

El grado de sofisticacion de los FBR dependera de su proposito, si el producto final deseado es la integra
biomasa de microalgas, un disefio sencillo serd suficiente. El vidrio y el acrilico son ampliamente
utilizados. En la actualidad se han ensayado numerosos materiales de menor costo, como PVC,
polietileno y policarbonatos, pensandose incluso en el disefio de reactores descartables. La superficie de
los FBR debe ser disefiada para minimizar la reflexion y la refraccion de la luz; aquéllos realizados con
superficies curvas como tubos dardn una menor disponibilidad de luz que aquellos con superficies
planas. Algunos disefios han incorporado sofisticados dispositivos de iluminacién, como espejos

parabdlicos de recoleccion de luz, fibras opticas, o guias luminicas (3¢S P-W-2005: Serage A-H. op 119002,

Figura 6.2 :(a) Reactor serpentina del Departamento de Ingenieria Quimica en la Universidad de
Almeria, Espafia. (b) FBR colector inclinado en el Departamento de Agricultura y Biotecnologia de la
Universidad de Florencia (Italia)

Los FBR pueden ser clasificados en base a su disefio y modo de operacion.

¢ FBR tubulares: existen basicamente 3 tipos de reactores tubulares: (1) Serpentina: son sistemas en los
cuales varios tubos transparentes paralelos estan conectados entre si en sus extremos por codos en U,
formando un arreglo plano que puede ser orientado en forma horizontal o vertical. El intercambio de gas
y el agregado de nutrientes se llevan a cabo en otro receptaculo. La circulacion del medio entre los tubos
transparentes y el intercambiador de gases se realiza a través de sistemas de bombas o sistemas tipo air-
lift. (2) Colectores (manifold PBR):consisten en una serie de tubos paralelos conectados al final por dos

colectores, uno para distribucion y otro para colectar las suspensiones de cultivos. Estos reactores
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ahorran mas energia que los anteriores, ya que los FBR serpentina consumen una considerable cantidad
de energia para hacer circular el cultivo a través de los codos para poder cambiar la direccion del
mismo.(3) Helicoidales (bio-coil PBR): consisten en tubos de pequefio diametro, generalmente flexibles
que se enrollan alrededor de una estructura vertical. Pueden colocarse varios de estos FBR en forma
paralela y unirlos a través de conectores a un sistema de bombeo central, permitiendo reducir el flujo

necesario y acortar la longitud de los tubos.

Figura 6.3: (a) Panel plano alveolar del Departamento de Agricultura y Biotecnologia de la Universidad
de Florencia (Italia); (b) Sistema FBR del Instituto IGV (Alemania); (c) Paneles planos de vidrio en la
Universidad de Ben Gurion en Negev (Israel)

¢ FBR Planos: se construyen unas especies de cajas transparentes rectangulares, que internamente se
dividen con tabiques para formar canales anchos llamados alveolos, que ayudan a la circulacion
ordenada del medio. Estos se deben montar con una cierta orientacion e inclinacién para maximizar la

captacion de la luz solar durante el dia.
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¢ FBR Cilindros verticales y “bolsas”: son posiblemente los sistemas mas simples. Los cilindros
verticales rigidos se construyen por lo general de vidrio, con una altura cercana a los 2 metros y
diametros de 30-50 cm. El aire para el mezclado se inyecta desde el fondo y pueden ser iluminados
artificial o naturalmente. Las “bolsas” o “mangas” son reactores verticales descartables, los cuales se
construyen facilmente cortando tiras de algun plastico descartable, como polietileno, y sellandolas en los
extremos por calor. Estas bolsas se cuelgan en soportes y se iluminan en forma natural o artificial. El
burbujeo de aire para el mezclado es inyectado desde el fondo. Tienen una vida 1til corta ya que las
microalgas luego de un tiempo comienzan a pegarse a la pared interna de la bolsa. Gracias a su bajo

costo, pueden ser facilmente descartadas y reemplazadas.

Figura 6.4 :(a) “mangas” de polietileno en el Instituto de Investigacion Aplicada (Beer-Sheva, Israel);
(b) columnas anulares del Departamento de Agricultura y Biotecnologia de la Universidad de Florencia
(Italia)
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la factibilidad técnica de producir biomasa de microalgas como fuente de materias primas para

la generacién de bioenergias y/o compuestos para la alimentacion humana y animal; evaluando la

composicion de la biomasa, la estrategia de cultivo y el cambio de escala.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.-

Evaluar la capacidad de crecimiento y produccion de lipidos, almidon y proteinas de un cultivo de
microalgas; analizando el efecto que tienen el regimen de iluminacién y la falta de nitrogeno sobre

dichas variables.

Obtener una expresion cinética que permita vincular la disponibilidad de luz en el medio de cultivo
con la velocidad de propagacion celular de las microalgas, de manera de poder, en base a esta
expresion, escalar el proceso en forma sistematica e independiente de la geometria del

fotobioreactor, de su ubicacion geografica y de la época del afio.

Estimar de la capacidad de produccion de biomasa de microalgas en un sistema de cultivo instalado
en piletones pertenecientes a la ex-planta de tratamiento de efluentes del Parque Tecnologico Litoral

Centro (Santa fe, Argentina).
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CAPITULO 1
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RESUMEN

En esta parte de la tesis se evalud la capacidad de crecimiento y produccion de lipidos, almidén y
proteinas mediante el cultivo de la cepa Neochloris oleabundans. La microalga N. oleabundans fue
crecida en reactores de 1.8L, bajo dos diferentes regimenes de iluminacién (10 y 40 umoles s’ L™); y,
en condiciones repletas y libre de nitrégeno, de manera de evaluar la capacidad de esta cepa de producir
los compuestos de interés para la industria alimenticia: proteinas, almidéon y TAGs. Como resultado se
observo que, dependiendo del producto final deseado, la estrategia de produccion a adoptar deber ser
diferente. La produccion de proteinas debera realizarse en condiciones repletas de nitrégeno; para iniciar
la produccion de TAGs es ineludible la restriccion de la administracion de nitrégeno en el medio; y, si se
desea producir almidon, entonces la cosecha de las microalgas debera realizarse durante las ultimas
horas del primer o segundo dia luego de iniciada la inanicion por nitrégeno. Por tltimo, comparando los
regimenes de iluminacion, se observo que si bien las productividades mas altas se corresponden con las

mayores intensidades, la eficiencia en el uso y conversion de la energia solar se ve reducida.
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1.- INTRODUCCION: PLANTEO DE LA PROPOSICION Y EXPOSICION DE LO HECHOS
RELACIONADOS CON LA MISMA.

Neochloris oleoabundans es una microalga eucariota edafica (Band, C. J., 1992) considerada oleaginosa
debido a que es capaz de acumular altas concentraciones de lipidos en su estructura (Gouveia, L. et al
2009, . Yang, Y. 2011). Esta acumulacién de lipidos es generalmente promovida por condiciones de
estrés en el cultivo. Cultivos a elevados de pH (Santos et al., 2012 ), alta salinidad (Arredondo-Vega, B.
O. et al., 1995); y, en condiciones de deficiencia de nitrogeno (Li, Y. et al, 2008; Popovich, C. A. et al ,
2012; Pruvost, J. et al, 2009) han mostrado ser capaces de inducir la sintesis de lipidos en microalgas. En
esta especie en particular, la deficiencia de N es capaz de inducir la sintesis de TAG. En células crecidas
en condiciones de estrés, los TAG llegan a ser hasta el 80% del contenido total de lipidos. Estos TAG
suelen tener un contenido mayoritario de AG de entre 14 y 20 carbonos, principalmente insaturados y
monoinsaturados. Dichas caracteristicas son adecuadas para la sintesis de biodiesel (Garibay-Hernandez
et al, 2013). N. oleoabundans es capaz alcanzar altas tasas de crecimiento en diferentes tipos de medios:
en agua dulce (Gouveia, L. et al 2009, Arredondo-Vega, B. O. et al., 1995, Li, Y. et al, 2008; Pruvost, J.
et al, 2009); en aguas de desecho (Giovanardi, M. 2013; Wang, B., 2011); y, en medios con alta
salinidad (Santos et al., 2012; Arredondo-Vega, B. O. et al., 1995; Popovich, C. A. et al , 2012).
Ademas, es capaz de sobrevivir bajo condiciones de shock osmético (Band, C. J., 1992) y su capacidad
de crecer en forma autotrofica, mixotrofica y heterotréfica ha sido reportada ( Wu, N. et al, 2011;

Giovanardi, M., 2013).

Debido a su robustez y versatilidad, y a su capacidad de producir tanto lipidos como almidon (Klok et al,
2013), esta microalga es sefialada como uno de los candidatos mdas prometedores tanto para la

produccion de materias primas para las industrias alimenticia, farmacéutica y bioenergética, como para
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el tratamiento de diversos efluentes. Los efectos del estrés por falta de nitrégeno sobre la produccion de
biomasa y lipidos en N. oleoabundans ha sido reportada bajo numerosas condiciones de cultivo
(Gouveia, L. et al 2009; Santos et al., 2012; Giovanardi, M., 2013; Pruvost, J. et al, 2009; Popovich, C.
A.etal, 2012; Breuer, G. et al., 2102; Levine, R. B., et al., 2011).

El estrés por falta de nitrogeno es la principal estrategia utilizada para estimular la sintesis de TAG y
almidén en microalgas (Ball et al., 1990; Hu et al., 2008). La disponibilidad de nitrogeno influye
directamente sobre la relacion entre la energia absorbida en la fotosintesis y la cantidad de la misma que
es usada para las reacciones implicadas en la sintesis de material celular; normalmente el 55% del
carbono asimilado por las microalgas estd acoplado con la asimilacion de nitrogeno (Huppe and Turpin,
1994). En base a esto, la hipdtesis mas aceptada es que en condiciones de cultivo libres de nitrédgeno, el
exceso de potencial reductor generado es usado en la sintesis de compuestos de reserva (Li et al., 2013);
lo cual permite a la célula mantener su estado redox en condiciones normales y evitar asi dafios a los
fotosistemas (Ledford and Niyogi, 2005) y, al mismo tiempo aumentar sus reservas de energia (Hu et al.,

2008; Li et al., 2010).

Luego de agotado el nitrogeno en el medio de cultivo, es necesario que las células se adapten a las
nuevas condiciones del medio; estas adaptaciones contemplan modificaciones en los niveles de
expresion o actividad de las enzimas involucradas en diferentes vias. Por ejemplo, una de las respuestas
que se producen en la via de sintesis de TAG luego de iniciada la fase de estrés por nitrogeno es la
sobreexpresion de la enzima diacylglicerol acyltransfereasa (DGAT). Esta enzima cataliza la
transferencia de un AG a una molécula de diacil glicerol (DAG), para formar TAG. Los DAG son
también sustrato en la sintesis de los LP presentes en las diferentes membranas presentes en la célula.
Frente al estrés por nitrégeno, solo la expresion de la enzima DGAT es aumentada, mientras que el resto
de las enzimas involucradas en la sintesis de DAG permanece casi sin modificaciones (Rismani-Yazdi
et. al, 2012). Estas modificaciones en los niveles de expresion resulta en cambios en la capacidad de la
célula para producir los diferentes compuestos de reserva y el destino final que se le da a la energia
absorbida en la fotosintesis. En este trabajo, se evaliia la forma en que se modifica la capacidad de N.
oleoabundans para producir almidon y TAG luego de iniciada la etapa de estrés por nitrégeno;
considerando dos condiciones de iluminacion (alta y baja intensidad) con el objetivo de comprobar si la

disponibilidad de luz es también un factor regulador de dicho cambio.
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2.- MATERIALES Y METODOS.

(1) Generacion del inéculo. 1mL de un cultivo madre de Neochloris oleoabundans fue utilizado para
inocular de 250mL de medio BBM estériles contenidos en un erlenmeyer de manera de generar el
inoculo para las FBR. El in6culo fue crecido en una camara de cultivo marca Infors, con agitacion
orbital de 250rpm, a 27 °C, bajo una iluminacién con 180umol s m?, siguiendo ciclos de 12 hs de luz y
12 hs de oscuridad. Las microalgas fueron crecidas en estas condiciones hasta alcanzar una

., . -1
concentracion de biomasa de 2,0gr L™ aprox.

(2) Cultivo en FBR. El FBR tipo panel (Fig. 1) conteniendo 1.55L de medio BBM a pH 7.5, 25 °C,
aireado con 1.2L min™' de aire conteniendo 2.0% de CO,, fue inoculado con los 250mL del inéculo
previamente crecido. Una vez inoculado el cultivo, el mismo fue crecido bajo las condiciones de
iluminacién preestablecidas, 10 o 40pmoles s' L™, hasta lograr la concentracién de biomasa deseada.
Una vez alcanzada la concentracion inicial buscada, el cultivo fue llevado adelante por tres dias
manteniendo la concentracion de biomasa constante mediante la adicion de medio de cultivo fresco. El
control de la concentracion se hizo utilizando el sistema de control del equipo Infors, el cual utiliza la
radiacion saliente del reactor como parametro de control. Cuando dicho pardmetro es menor que un
umbral preestablecido, se inicia la dilucion del cultivo por adicion de medio fresco. Este sistema solo

diluye durante las hora de luz.

Luego de los tres dias de cultivo a biomasa constante, se inicia la etapa muestreo (Fig. 2). Durante el
muestreo el cultivo fue realizado en forma batch para la condicion de 10pmoles s’ L™ y en fed-batch
para la condicion a 40umoles s L. Luego del primer dia de iniciado el muestreo, la biomasa del
reactor es cosechada por centrifugacion lavada y resuspendida con medio BBM libre de nitrégeno, de

manera de iniciar el cultivo en condiciones de estrés.

(3) Solidos suspendidos totales. Las células contenidas en una alicuota de SmL del cultivo fueron
retenidas mediante un filtro de fibra de vidrio (Whatman, 55mm de diametro, 0,45um de didmetro poro )
previamente secado en estufa (12hs a 95°C), lavadas con agua destilada para retirar los restos de medio
de cultivo y secadas en estufa a 95°C durante 12 horas. La biomasa celular fue reportada en gramos de

biomasa seca por litro de medio de cultivo [gr L].
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Figura 1: (A) reactor utilizado para el cultivo de la cepa N. oleoabundans. E1 mismo cuenta con un
sistema de iluminacién, medicion y control de pH por adicion de 4cido o base, bombas para la adicion
de medio fresco y cosecha, toma de muestra, sistema de aireacion con la posibilidad de agregado de CO,
en la corriente de aire, registro y control de la temperatura. (B) Cultivo de N. oleoabundans en
condiciones repletas de nitrogeno. (C) Cultivo de N. oleoabundans luego de cinco dias de cultivo en
condiciones de estrés por falta de nitrégeno.

(4) Recuento de células y diametros celulares. El numero de células y la distribucion de tamafos
celulares se determinaron utilizando el equipo Beckman Coulter Multisizer 3 (Beckman Coulter,
Fullerton E.E.U.U, 50 Im orifice). Las muestras de cultivo fueron disueltas en buffer Isoton VR II hasta

una concetracion de 1x10° y 3x10° células por mL™!
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Figura 2: esquema de muestres durante las etapas repleta (dia 1) y libre de nitrogeno (dias 2, 3,4,5y 6

de cultivo)
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(5) Composicion de la biomasa. Muestras de 10mL del cultivo fueron tomadas en diferentes tiempos
del cultivo, segin se muestra en la Fig. 1. Las muestras fueron centrifugadas a 2500rpm por 5min,
resuspendidas en 10 mL de agua destilada y centrifugadas nuevamente. El sobrenadante fue descartado
y el precipitado resuspendido en ImL de agua destilada y transferido a tubos beat-beater de 2mL. Los
tubos conteniendo la biomasa fueron liofilizados a -20°C por 12hs y almacenadas a la misma

temperatura..

Almidon: el contenido total de almidon fue determinado a través de la metodologia reportada por
Fernandes et al. (2011), utilizando el kit Total Starch (AA/AMG), de la marca Megazyme International
(Bray, Irlanda). Las muestras liofilizadas fueron disueltas en ImL de etanol (80% v/v) y sometidas a
disrupcion celular (Beat-Beating cell disrupction, modelo Precellys 24, marca Bertin Technologies,
Francia) a 6000rpm en tres ciclos de 60s. A partir de este punto, la determinacioén del almidon se realizo
siguiendo las instrucciones del kit. La absorbancia fue medida a 510nm en un espectrofotdmetro maraca

Beckman, E.E.U.U, modelo DU-640.

Composicion y contenido total de dacidos grasos: El contenido de dcidos grasos totales presentes en la

muestra previamente liofilizada fueron extraidos con una mezcla metanol: cloroformo (5:4). Las
muestras fueron sometidas a disrupcion celular (Beat-Beating; 6000rpm; 3% 60s) y transesterificadas de
acuerdo al protocolo reportado por Bligh & Dyer (Bligh & Dyer, 1959) con las modificaciones sugeridas
por Lamers (Lamers et al., 2010) y Santos (Sanos et al., 2012). La identificacion y determinacion del
contenido de AG fue realizado por cromatografia gaseosa. La diferenciacion entre TAG y LP fue
realizada mediante la separacion de los mismos a través de una columna SPE de silica (Sep-Pak Vac
Silica cartridge 6 cc/1000 mg, 125 A, 55-105 Im, Waters). La muestra de AG extraida fue cargada en la
columna y los TAG eluidos con 10mL de cloroformo. Posteriormente, los LP retenidos en la columna
fueron eluidos con 10mL de una mezcla de metanol: acetona: hexano (2:2:1) (Breuer et al., 2012 y

2013).

Carbohidratos totales: La muestra liofilizada fue tratada con una solucion fenol- sulfirico concentrado,

de acuerdo al protocolo publicado por Dubois et al (1956). La concentraciéon de carbohidratos se
determino espectrofotométricamente por medicion de la absorbancia a 483nm, usando glucosa pura

como patrdn.

Proteinas: El contenido total de proteinas fue realizado a través del kit comercial DC- Protein Assay, de

la maca BioRad. La muestra liofilizada fue disuelta en 1mL de buffer de lisis, conteniendo 60mM de
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Tris; 2% SDS, 10% glicerol y 10mM de DDT. La suspension fue sometida a disrupcion celular (Beat-
Beating; 6000rpm; 3% 60s). Posteriormente, 1mL extra de buffer de lisis se adiciond a las muestras, las
cuales fueron incubadas a 100°C por 30min. Luego de la incubacion las muestras fueron centrifugadas y
el contenido de proteinas determinado por absorbancia a 750nm mediante un espectrofotometro (EL800,

BioTek Instruments, USA). Albumina bovina fue utilizada como patrén.

(6) Rendimiento cuantico. El rendimiento cuantico maximo del Fotosistema II fue determinado por
medio de la medicion de la fluorescencia de la clorofila en un fluorimetro modular portable (AquaPen-C
AP-C 100, Photon Systems Instruments, Republica Checa; pico de emision: 620 nm, pulso de luz: 2100
umol fotones m 2 s ' ). Las muestras, diluidas de manera de lograr una DO a 750nm entre 0.2 y 0.4,
fueron aclimatadas a temperatura ambiente por 10min. (Cosgrove y Borowitzka 2010; Benvenuti et al.

2015)

3.- RESULTADOS Y DISCUSION: FUNDAMENTACION DE LA PROPOSICION Y CRITICA
DE LOS RESUTADOS ALCANZADOS.

Se detallan a continuacién los resultados obtenidos para las condiciones de cultivo realizadas. Se
comenzara por describir los resultados obtenidos para los cultivos realizados en condiciones de baja
iluminacién (10umol s L) y, a continuacion, los derivados de la condicion de cultivo en alta

iluminacion (40pumol sTLY.

(1) Cultivo en condiciones de baja iluminacién: 10pmol s L™

(1.1) Concentracion de biomasa y productividad. El cambio en la concentraciéon de biomasa en un

reactor, d%] ” responde a la siguiente ecuacion diferencial general:

W) () (LW ) (1

dt Vi (1) g Ve (2)

donde Q,(¢) es el caudal con que se alimenta el reactor; Qg (¢) es el caudal de cosecha; ¥, (¢) es el
volumen del reactor; x,(7) y x, () son, respectivamente, las concentraciones de biomasa en la

corriente de alimentacion y en el reactor; y, r. (¢) es la productividad del reactor.
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Asumiendo que x, =0 y que Q, =, con lo cual el volumen ¥/, del reactor permanece constante:

+r (1) )

1 dx(t)

x(¢) dt +Z:#X(t) ®)

lo que es lo mismo que:

dlnx(t) 3
a N

que numéricamente puede ser aproximado a:

Alnx(t)+%:lux (t)

AV, ©)

A partir de la ecuacion (5) es posible calcular el valor de u (7); y, a partir de este, el de la
productividad, segun:
r (1) = (2) x(2) (6)

En las Figs. 1.1(A) a 1.1(C) es posible ver la evolucion de la biomasa en el tiempo, la productividad y la

velocidad de crecimiento especifica en el reactor.
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Figura 1.1. (A) Concentraciéon de biomasa x en el tiempo [gr L™']; (B) Productividad [gr L™ h™']; (C)
Velocidad de crecimiento especifica [h™]
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En las Figs. 1.1(A), (B) y (C), las primeras 24hs corresponden a una condicidon de cultivo repleta en
nitrogeno; luego, a las 24hs, la biomasa en el reactor es cosechada y resuspendida en un medio libre de
nitrogeno; inicidndose en ese momento el switch metabdlico que termina en la acumulacion de
triacilglicroles. Como puede verse en las graficas, el mayor crecimiento de la biomasa se produce
durante el primer y segundo dia de cultivo, correspondientes a la etapa de cultivo en condiciones
repletas de nitrégeno y al primer dia de estrés por ausencia de N. A partir del tercer dia de cultivo (48hs)
la biomasa continia creciendo, aunque la productividad y el crecimiento especifico decrecen ,
estabilizdndose su valor en los dias 4, 5 y 6. A primera vista, una explicaciéon simple a este
comportamiento podria ser que al aumentar la biomasa y mantener el régimen de iluminacion constante,
la cantidad de radiacién suministrada al reactor por unidad de biomasa se reduce, lo cual estaria
limitando el crecimiento celular. sin embargo, y como veremos mds adelante, este comportamiento se
presenta también en la experiencia realizada bajo una iluminacién de 40pmoles s* L. En dicha
experiencia la concentracion de biomasa en el reactor disminuye a medida que el cultivo progresa; en el
tiempo; con lo cual la cantidad de radiacion suministrada al reactor por unidad de biomasa aumenta. A
pesar de ello, el comportamiento de i, es similar, con lo cual es posible concluir que esta respuesta se

debe a el estrés producido por ausencia de N.

Para garantizar que la concentracion de nitrogeno comienza a ser limitante a partir de la hora 24 y no
antes, se midid su concentracion durante el cultivo. En la Fig. 1.2 es posible ver los valores obtenidos

durante las fases de N-repleto y N-agotado.

5,0 - - 200
4,0 -

- 150 —
= €
- 3,0 A
= - 10 5
2204 =
~ .. E

[ ] - 50
1,0 - .
0,0 | B B e e B
0 24 48 72 96 120
Tiempo [h]

Figura 1.2. Concentracién de nitrogeno, expresado en gramos de de KNO; por litro tiempo [gr L™].
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A partir del la velocidad de consumo de KNO; [gr L™ h™'] y la velocidad de crecimiento celular [gr L™ h°
"1 es posible calcular el rendimiento en términos de gr de biomasa producido por gr de KNO;

. .. ., -1
consumido; el cual , en condiciones repletas de nitrogeno toma un valor cercano a 1,14 [gr gr].

(1.2) Recuento de células y tamaiio celular. Cuando las microalgas son crecidas en condiciones de
nitrogeno repletas y bajo un régimen de iluminacion que contemple ciclos de luz y oscuridad, es posible
observar que al inicio del dia las células se presentan pequefas y con un bajo contenido de almidon;
durante las horas de luz, como resultado de la fotosintesis y fijacion de CO,, las células crecen en
tamafio y almacenan compuestos de reserva de facil disponibilidad (principalmente almidon),
manteniéndose constante el niimero de células en el cultivo. Al llegar la noche, las microalgas
comienzan a dividirse, utilizando el almidon almacenado como fuente de energia para la sintesis de los
compuestos celulares necesarios para la replicacion. Asi, al final de la noche, el resultado es un aumento

en el numero de células, las cuales se presentan pequefias y con bajo contenido de almidon.

Cuando el nitrogeno en el cultivo se agota, este comportamiento contintia por uno o dos dias mas, hasta
que el contenido intracelular de nitrégeno es insuficiente para sostener la division celular. Durante este
proceso, se produce en las célula un switch metabolico que detiene la replicacion celular y activa la
sintesis de triglicéridos. Como resultado de este cambio metabolico, durante los dias posteriores las
células aumentan progresivamente de tamafio durante el dia, producto de la acumulacién de lipidos, sin

observarse un aumento en el nimero de células en la suspension.

Este comportamiento puede ser observado en los resultados mostrados a través de las Figs. 1.3 (A), (B)
y (C), en las cuales se representan las distribuciones de didmetros celulares. Las Figs. 1.3 (A) y (B)
muestran las distribucion de didmetros celulares al inicio, mitad y fin de la fase iluminada para un dia
tipico durante la etapa de cultivo repleta de nitrogeno (Fig. 1.3 (A)) y para un dia tipico durante la etapa
de cultivo libre de nitrogeno (Fig. 1.3 (B)). En la Figura 1.3 (C) es posible observar la distribucion de

diametros celulares a la mitad del dia, durante los 6 dias de cultivo.

A partir de la funcion de distribucion de didmetros celulares es posible calcular el radio promedio de las
células. La forma en que el evoluciona el tamafio celular en funcién de las ciclos de luz oscuridad en las
etapa con y sin nitrogeno puede ser observado la Fig. 1.4 (A). En la Fig. 1.4 (B) se muestra el nimero de
células en suspension [células ml™]. Como puede verse, el valor de esta variable crece durante los dos

primeros dias del cultivo y, a partir del dia 3, permanece constante ain cuando el valor de la
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concentracion de biomasa continta creciendo. A partir del nimero de células en suspension y el valor de
la concentracion de biomasa es posible calcular la masa celular media. Como puede verse en la Fig. 1.4
(C), las células aumentan su masa durante las horas de dia y disminuye durante las hora de oscuridad.
Asimismo, puede verse que a medida que la etapa de cultivo libre de nitrogeno evoluciona las células

aumentan su tamafio progresivamente.
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Figura 1.3. Distribucion de didametros celulares [um™'] (A) al inicio (—), mitad (- -) y fin () de la fase
iluminada para un dia tipico durante la etapa del cultivo en condiciones repleta de nitrdgeno; (B) al
inicio(—), mitad (- -) y fin (") de la fase iluminada para un dia tipico durante la fase libre de nitrogeno;
y, a mitad de la fase iluminada para los 6 dias de cultivos.
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Figura 1.4. (A) recuento de células en el reactor [c€lulas ml'l]; (B) masa celular [pg célula’l]; y (O)
diametro celular promedio [um].

(1.3) Produccion de almidon y triglicéridos. Tanto el almidon como los triglicéridos son compuestos
que las células sintetizan como reservas de energia. El almidon es un elemento de reserva de répida

disponibilidad, este compuesto se sintetiza durante las horas del dia y, en situaciones de cultivo en que
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las algas estan saludables, sirve de fuente de energia a las reacciones enzimaticas que ocurren durante
las horas oscuras, incluyendo aquellas implicadas en la division celular. Por otro lado, las triglicéridos
son compuestos de reserva a largo plazo. Frente a la falta de nitrégeno la replicacion celular se detiene y
las algas activan la via metabodlica de sintesis de TAG de manera de canalizar la energia luminica
absorbida hacia la sintesis de compuestos de reserva, los cuales se acumulan en el interior de las células

en forma de cuerpos lipidicos.

En las Fig. 1.5 puede observarse la variacién del contenido de almidén en las células [gr gr™'] durante los
6 dias de cultivo. Como puede observarse, durante la etapa repleta de nitrégeno (dia 1) la concentracion
de almidon intracelular es muy baja al inicio del dia y se acumula durante las horas de luz. También
durante los dias posteriores al inicio de la fase de cultivo libre de nitrégeno el almidon se acumula
durante el dia y se consume durante la noche; sin embargo en los dias 2 y 3, la concentracion intracelular
de almidon crece en forma marcada durante las horas de luz. Se ha postulado que este comportamiento
nos es producto de un switch metabolico propiamente dicho, mas bien es una consecuencia de la
imposibilidad de sintetizar aminoacidos debido a la ausencia de N en el medio, con lo cual todos los

azucares sintetizados durante las horas de luz serian utilizados en la sintesis de almiddn.
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Figura 1.5. Contenido de almidén en la biomasa [gr gr™'].

A partir de los datos de concentraciones de almidéon y biomasa en el reactor es posible calcular la
productividad [gr L h™'] y la productividad especifica [h™'] de almidén. En las Figs. 1.6 (A) y (B) es
posible observar que la productividad aumenta en forma muy marcada al comenzar la inanicion de
nitrégeno, pero luego del 3er dia, cuando el cambio metabdlico se produjo en forma completa, la

productividad de almidén en el reactor se estabiliza. Como podemos ver en la Fig. 1.1 (A), la biomasa
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en el reactor varia durante el cultivo lo cual influye sobre el valor de la productividad. Si consideramos
la productividad especifica de almidon, variable independiente de la concentracion biomasa, y que
expresa la cantidad de almidon producida por cada gramo de biomasa en el reactor, vemos que su valor
aumenta drasticamente el segundo dia de cultivo, y luego decrece casi exponencialmente producto de la

modificacion del metabolismo celular; el cual se direcciona hacia la produccion de TAG.

0,010 - - 200 0,010 - - 200
= 0,008 = 0,008
= - 150 & g - 150 &
o € 5 IS
= 0,006 - % 2 0,006 - -
he] — 0 O —
3 O - 100 2 o - 100 ©
R o € o o €
2 0,004 - 2 2 0,004 - e
E a 2 a
3 - 50 o S - 50 o
£ 0,002 - ol ol o 3 0,002 -

o <] O O o

a D
0,000 0 0,000 0
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
Tiempo [h] Tiempo [h]

Figura 1.6. (A) Productividad de almidén en el reactor [gr L™ h']. (B) Productividad especifica de
almidén [h'].

En cuanto a la acumulacion de TAG, es posible observar en la Fig. 1.7 (A) que la concentracion de TAG
en el interior de las células es nula antes de comenzar la etapa de estrés por falta nitrégeno (dia 1). A
partir del inicio de la etapa de estrés, la concentracion intracelular crece hasta llegar a ser el 12 % de la
biomasa algal. En la Fig. 1.7 (B) es posible ver el contenido de lipidos totales en la biomasa, como
puede verse el contenido de lipidos en la biomasa durante la fase de cultivo en condiciones repletas de
nitrogeno es aproximadamente un 5% y, a media que el cultivo progresa su valor se mantiene siempre
por encima del valor de TAG en una magnitud semejante. La diferencia entre lipidos totales y TAG

corresponderia a lipidos polares, los cuales son constituyentes de las membranas celulares y organelas.

En la Fig. 1.7 (C) es posible ver como el valor de la productividad de TAG en el reactor crece
linealmente a medida que transcurre el tiempo; este aumento se debe a dos fendmenos, al aumento de la
biomasa en el reactor y el aumento en la capacidad de produccion de TAG por dicha biomasa. En la Fig.
1.7 (D) es posible ver la productividad especifica de TAG [h™'], dicho parimetro aumenta marcadamente
luego del inicio de la etapa de estrés, sin embargo, dicho aumento se reduce considerablemente a media

que progresan los dia de cultivo. Como mencionamos anteriormente, la biomasa en el reactor aumenta
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pero la cantidad de luz que recibe el reactor es constante, de este modo la cantidad de TAG producido
por unidad de biomasa podria verse limitada por la cantidad de luz que cada unidad de biomasa recibe;
pero como veremos mds adelante a partir de los resultados obtenidos para los cultivos con 40pmoles s™
m™, este comportamiento se mantiene independientemente de la cantidad concentracién de de biomasa

en el reactor.
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Figura 1.7. (A) Contenido de TAG en la biomasa algal [gr/gr]. (B) Contenido Total de lipidos en la
biomasa algal [gr/gr]. (C) Productividad de TAG en el reactor [gr/L/h]. (D) Productividad especifica de
TAG [1/h].

En la Fig. 1.8 es posible ver la evolucion de la composicion de la biomasa celular durante el cultivo.
Como puede verse el contenido de almidon tienen un méximo al final del segundo y tercer dia de
iniciado el estrés por falta de nitrogeno y alcanzando valores del 20% y 25% de la biomasa. En el caso
de TAGs, su contenido aumenta a medida que progresan los dias sin presentar variaciones diarias, sin

embargo, su valor s6lo llega a ser aproximadamente un 5% de la biomasa.
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Figura 1.8. Composicion de la biomasa celular.

(1.4) Analisis del la iluminacion en el reactor. Durante los seis dias de cultivo (uno en condiciones
repletas de nitrogeno y cinco de estrés) las algas fueron iluminadas siguiendo ciclos de 12 hs de luz y 12
hs de oscuridad. Durante las horas de luz el flujo de fotones (PDF) sobre la cara del reactor expuesta a la
fuente de radiacion luz fue de 190pmoles s m? (dicho valor corresponde a un promedio obtenido a
partir de los valores registrados sobre 40 posiciones ubicadas en la mencionada cara). Considerando el
area iluminada (0.095m%) y el volumen del reactor (1,8L); se obtuvo un régimen de iluminacion de

10pmoles s L.
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Figura 1.9. (A) Flujo de fotones en la cara posterior del reactor [pmoles s m™]. (B) Velocidad de
absorcion de fotones en el reactor [umoles L'h'].

En la Fig. 1.9 (A) es posible ver el valor del flujo de fotones en la cara posterior del rector. Como puede

verse, dicho valor se mantiene casi constante durante el cultivo. Tal comportamiento se debe a que si

bien la concentraciéon de biomasa aumenta, la ausencia de nitrogeno en el medio produce una
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disminucién del contenido de pigmentos en la biomasa, con la consecuente reduccion en la capacidad de
absorber energia radiante. En la Fig. 1.9 (B) es posible ver que el valor de la cantidad de luz que es
absorbida en el reactor permanece constante durante el cultivo, ese resultado (junto a los de la Fig. 1.9
(A)) indicaria que practicamente toda la radiacidon es absorbida en el cultivo y la medicion registrada en
la cara posterior corresponderia a la region verde del espectro, longitudes de onda de muy baja

absorcion.

Considerando la luz absorbida en el reactor y la concentracion de biomasa es posible obtener el valor de
la Velocidad de absorcion de fotones en el reactor por unidad de biomasa [pmoles g h™']. Como puede
verse en a Fig. 10(A) el valor de este parametro decrece a medida que transcurre el tiempo de cultivo,
confirmando que la cantidad de radiacion absorbida por cada gramo de biomasa es menor. En cuanto a
la cantidad de biomasa que es posible producir por pmol de fotones absorbidos, Fig. 10 (B), podemos
ver que a medida progresa la etapa de estrés por nitrégeno este rendimiento decae, estabilizandose en un
valor de 5,0 x 107 gr ],Lmoles'l. De la comparacion de las Figs. 10 (A) y (B) es posible ver que a medida
que la cantidad de fotones absorbidos por unidad de biomasa decrece el rendimiento también lo hace.
Estos resultados son opuestos a los que se esperaria en un cultivo sanos, en los cuales rendimiento
disminuye cuando la cantidad de fotones absorbidos aumenta (Heinrich, J.M. et al 2013). En este caso,
la reduccién en el rendimiento es debido a la condicidon de estrés en el cultivo. Hay que tener en cuenta
que si bien la biomasa producida es menor, su contenido en lipidos aumenta y, por lo tanto, su contenido
energético seria mayor y un correcto analisis deberia ser llevado adelante en términos de energia

producida en forma de biomasa por umol de fotones absorbidos.
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Figura 1.10. (A) Velocidad de absorciéon de fotones por unidad de biomasa [umoles gr' h']. (B)
Rendimiento de fotones [gr pmoles™].
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(2) Cultivo en condiciones de alta iluminacion: 40pmol S

(2.1) Concentracion de Biomasa y productividad. Para evaluar de qué modo la cantidad de luz que
recibe el cultivo acelera o retarda los cambios producido en la composicion celular y la velocidad de
formacion de los compuestos intracelulares debido al estrés por carencia de nitrégeno en el medio, se
realizd un cultivo de N. oleoabundans en condiciones de alta iluminacion, bajo un régimen de

iluminacién de 40pmoles s L™.

En la Fig. 2.1 (A) es posible ver la evolucion en la concentracion de biomasa; el valor de dicha variables

durante el cultivo es la suma de los efectos del crecimiento celular y la dilucion del medio por agregado

de medio fresco; ya que en este caso se eligid6 un modo de operar con caudales de alimentacion y

cosecha constantes Esta condicion de cultivo se eligié para lograr que, a diferencia del caso anterior, la

biomasa en suspension disminuya en el tiempo. Al igual que en la Figura 1.1 (A), el valor de x(t) se
L1,

halla entre 0.5 y 2,5 gr ; aunque en este caso varia en forma inversa, el cultivo inicia en

concentraciones elevadas de biomasa diluyéndose al final del cultivo.
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Figura 2.1. (A) Concentraciéon de biomasa x en el tiempo [g L']; (B) productividad [gr L' h']; (©)
Velocidad de crecimiento especifica [h].

En la Fig. 2.1(B) puede verse la evolucion de la productividad, de manera inversa a lo observado en la
Fig. 1.1(B), en este caso la productividad se ve reducida, debido a la reduccion de la concentracion de
biomasa en el reactor. Sin embargo; del analisis de p, es posible ver que el valor de ésta sigue el mismo
comportamiento que para el caso de cultivos a baja intensidad de luz; presenta un aumento en el primer

dia de iniciado el estrés disminuyendo luego, hasta alcanzar un valor de casi constante.
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(2.2) Recuento de células y tamafio celular. Como puede verse en la Fig. 2.2, las células de microalgas
se comportan de manera similar al caso anterior (10 pmoles s L™"). Durante la fase repleta de N inician
el dia con un tamafo pequefio, aumentan su diametro promedio a medida que progresan las horas de luz
y se dividen en la noche. Sin embargo, respecto al caso anterior, las células se presentan mas grande, con
un didmetro promedio que es casi 1 um mayor. Al ingresar a la fase sin nitrogeno (segundo dia de
cultivo), al igual que en el caso anterior, se dividen solo durante el primer dia, deteniendo la replicacion
en la segunda noche de iniciado el estrés. En esta parte, el diametro celular promedio es similar al caso

anterior, siendo en este caso, s6lo 0.2um mayor.
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Figura 2.2. didmetro celular promedio [pm)].

(2.3) Contenido celular de proteinas. Las algas crecen utilizando los compuestos presentes en el medio
de cultivo para sintetizar las estructuras celulares. Durante su cultivo, se utilizan generalmente sales de
nitrato como fuente de nitrogeno (aunque urea y amoniaco son también comunes su Uso €s menos
habitual). El nitrogeno se halla presente tanto en proteinas como en pigmentos fotosintéticos y su
ausencia modifica completamente la forma en que el cultivo se desarrolla. Frente al agotamiento del
nitrogeno en el medio de cultivo y la imposibilidad de sintetizar proteinas, las células dejen de dividirse,
activandose simultaneamente las vias de acumulacion de TAG, compuestos que servirdn a la célula

como reservas de energia.

Como puede verse en la Fig. 2.3, el contenido intracelular de proteinas aumenta durante el primer dia de
cultivo (con nitrégeno); sin embargo, a partir del momento en que se elimina el N del cultivo (segundo
dia de cultivo) el contenido intracelular de proteinas decrece casi exponencialmente, estabilizandose en

un valor que representa cerca del 20% de la biomasa. En la Fig. 2.3 pude verse que al inicio del tercer
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dia de cultivo se observa un incremento en el contenido intracelular de proteinas; este hecho se debe al
consumo nocturno del almidoén sintetizado durante el dia 2 de cultivo y la consecuente disminucion de la

masa celular, lo cual aumenta el contenido relativo de proteinas.
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Figura 2.3. contenido intracelular de proteinas [gr gr''].

(2.4) Sintesis de almidon y otros carbohidratos. Como ya mencionamos, el almidon es sintetizado
durante las horas del dia y utilizado como fuente de nitrogeno en las horas oscuras para llevar adelante la
sintesis de compuestos celulares y la replicacion celular. Es posible ver en la Fig. 2.4(A) que, al igual
que en las condiciones anteriores, en los dos primeros dias de iniciada la fase de estrés por nitdgeno se
produce una acumulacion elevada de almidon durante las horas de luz; sin embargo, los niveles de
almidén se reducen al tercer dia, alcazado valores similares a los observados durante el cultivo repleto

de nitrogeno.

La concentracion intracelular de otros hidratos de carbono sigue un patron diferente al observado por el
almidon: su concentracion intracelular es mayor al pricipio de dia; disminuyendo a medida que
transcurren las horas de luz. Probablemente, este comportamiento se deba al incremento de la masa
celular por asimilacion de CO; y NOs' y la sintesis de almidon y proteinas, con la consecuente reduccion
relativa de la fraccion de "otros hidratos de carbono". Los princiaes representante del grupo de "otros
hidratos de carbono" son los hidratos de carbono de la pared celular y glicésidos asociados a lipidos y

proteinas.
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Figura 2.4. (A) Contenido intracelular de almidén [gr gr']. (B) Contenido intracelular de carbohidrato
diferentes al almidon [gr gr']; calculados como la diferencia entre el contenido de total de hidratos de
carbono menos el contenido de almidon.

En la Fig. 2.5 es posible ver la evolucion de la produccion de almidon durante el cultivo de las
microalgas. Al igual que en durante el cultivo bajo un régimen de iluminacién a 10 pmoles s L™'; puede
observarse que luego de iniciada la eliminacion de nitrégeno en el reactor se produce un incremento en
la capacidad de sintesis de almidon. En la Fig. 2.5(A) observamos la productividad de almidon en el
reactor, el valor de esta variable sigue un patron diferente al observado en la Fig. 1.6(A); mientras que
para el cultivo a 10pmoles s L™ la productividad aument6 durante el dia 2 y 3 de cultivo (dia 1 y 2 de
estrés) decreciendo a un valor basal en los dias 4, 5 y 6 de cultivo (dias 3, 4 y 5 de estrés); en este caso
se observa un aumento en el primer dia de estrés y una reduccion casi exponencial de la productividad a

partir del segundo dia de estrés.
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Figura 2.5. (A) Productividad de almidén en el reactor [gr L™ h']. (B) Productividad especifica de
almidon [h™'].
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Las diferencias en las productividades observadas a 10 y 40 pumoles s’ L' podrian deberse a que la
concentracion de biomasa en ambas condiciones varia en forma diferente: aumenta en el primer caso y
disminuye en el segundo. Debido a la influencia que posee la concentracion de biomasa en el reactor
sobre la productividad se utiliza a la productividad especifica de almidon [h™'] como parametro de
comparacion entre los cultivos a 10 y 40 pmoles s L. En ambos casos esta variable muestra un valor
maximo durante el primer dia de estrés y una disminucién casi exponencial a medida que los dias de
estrds continllan. Una diferencia muy importante entre ambas graficas es la magnitud que posee dicha
variable. Durante la fase de cultivo repleta de nitrogeno dicha variable toma el valor de 1.58x10> h' y
6.23x10™ h' para 10 y 40 umoles s L' respectivamente. Este resultado indica que trabajando en este
rango y en condiciones repletas de nitrégeno, la productividad especifica de almidon varia linealmente
con la cantidad de luz que recibe el cultivo. Por otro lado, al iniciarse la etapa de estrés por nitrogeno,
puede verse que en ambos casos dicha productividad aumenta, sin embargo, el valor para esta variable
no sigue la relacion lineal observada durante la fase de cultivo repleta de N: 5.49x107 y 8.82x10™ h™'
para 10 y 40 pmoles s L' respectivamente. Otra diferencia que puede ser observada es que, a partir de
el valor obtenido el primer dia de estrés, esta variable desciende exponencialmente hasta llegar al valor
de 8.78x10* y 1.58x10~ h' para 10 y 40 pmoles s* L respectivamente; valores que tampoco

mantienen la relacion lineal inicial observada en condiciones repletas de N.

(2.5) Sintesis de TAG y lipidos totales. Como mencionamos anteriormente, la falta de nitrégeno
dispara en las células las sefiales que incian la sintesis de TAG como elementos de reserva. En las Fig.
2.6 (A), (B) y (C) es posible ver la forma en que el contenido intracelular de lipidos totales; TAG y
lipidos polares varias durante el cultivo. Como puede verse el contenido de lipidos totales aumentan
durante el cultivo pero la acumulacion de TAG solo se inicia luego de comenzada la fase de estrés por
carencia de nitrogeno. En cuanto a los lipidos polares es posible ver que el contenido intracelular varia
durante el dia. En la etapa repleta de N el contenido de LP aumenta durante el dia; en cambio, durante
los dos primeros dias de iniciado el estrés por nitrégeno el contenido intracelular de LP es maximo al
principio del dia y se reduce durante las hras de luz; este commportamiento podria deberse a la
acumulacion de almidon durante las horas de luz y su consumo durante la noche, lo cual modificaria el
contenido relativo de los demds compuestos. Luego del terecr dia de iniciado el estrés, el contenido

intracelular de LP se estabiliza.
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En relacion a los TAG, en ambos cultivos, 10 y 40 pmoles s* L, la concentracion intracelular de TAG
aumenta en forma cuasi lineal durante la fase de estrés. Como puede verse en a Fig.1.7, para cultivos a
10 umoles s L™, dicha variable alcanza un valor cercano al 12% al quinto dia de estrés; mientras que

para cultivos a 40 pmoles s L™ se registra un valor del 38%.
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Figura 2.6. (A) Contenido intracelular de lipidos totales [gr gr'l]. (B) Contenido intracelular de TAG [gr
gr'']. (C) Contenido intracelular de LP [gr gr™'].

En las Figs. 2.7 (A) y (B) puede verse la forma en que la capacidad de producir TAG varia luego de
inicada la fase de estrés por N bajo una condicion de iluminacion de 40 pmoles s* L. En la figura se
observa que existe un maximo en los valores de productividad al tercer dia de iniciado el estrés; al
comparar estos resultados con los obtenidos para 10 pmoles s L™, es posible ver que en el primer caso
los valores de rrag crecen durante los cinco dias que dura la fase de estrés, hasta alcanzar el valor de
2.39x107 [gr L™ h™'] al quinto dia. Sin embargo, para el cultivo a 40 pmoles s L™ los valores de rrag
crecen hasta el tercer dia de estrés, alcanzando el maximo de 9.14x10™ [gr L' h'] y, a partir de ahi, rrag

comienza a disminuir.

Como vimos anteriormente, debido a las diferencias en las tasas de diluciones empleadas, en los cultivos
a 10 pmoles s L' la concentracion de biomasa aumenta, mientras que para 40 pmoles s* L la
biomasa disminuye luego de iniciado el estrés. Estas diferencias influyen sobre los valores de
productividad del reactor. Para comparar el comportamiento del cultivo en ambas condiciones
recurrimos al valor de prag; que expresa la cantidad de TAG producido por unidad de biomasa. Como
es posible ver en la Fig. 2.7(B) el valor de prag también presenta un maximo al tercer dia luego de

R 7 s ) : -1 7 -1
iniciado el estrés, maximo que no esta presente en el caso de cultivos a 10umoles s L.
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Figura 2.7. (A) Productividad de TAG en el reactor [gr L h™']. (B) Productividad especifica de TAG
[h].

Si observamos los valores iy para las dos condiciones de cultivo (Figs. 1.1 y 2.1), podemos ver que
dichos valores no varian significativamente; sin embargo, los valores de prag si lo hacen; estos
resultados concuerdan con los obtenidos por A. Klok y colaboradores (Klok et al., 2013) en donde se
propone que en condiciones de estrés por deficiencia de N en el medio de cultivo, la sintesis de TAG
actia como sumidero de energia. De esta manera; el exceso de energia absorbida es canalizado a la

sintesis de TAG y, por lo tanto, dicho resultado debera ser tenido a la hora de disenar los reactores.

(2.6) Composicion de los TAG. Los AG son materia prima en diferentes industrias: alimentos animal y
humanos, biocombustibles, cosmética, nutracéuticos, etc. Dependiendo producto a elaborar, la
composicion de los TAG en términos de los AG que lo componen debera ser modificada. Un aspecto
importante del cultivo de microalgas es que durante su produccion la proporcion relativa de cada AG

presente en las células no es constante, sino que sufre modificaciones.

En la Fig. 2.8 es posible ver la evolucion de las fracciones de los diferentes AG en los lipidos. Al
principio del cultivo puede verse que los AG 16:3 y 18:3 constituyen una fracciéon importante; esto se
debe a su presencia en los LP que forman las membranas celulares. A medida que el cultivo progresa a
través de la fase de estrés y se comienzan a sintetizar TAG, los AG 16:3 y 18:3 pasan a ser una fraccion

minoritaria y las células se enriquecen principalmente en 18:1.

Las fracciones de los AG C16:0 y C18:2 permanecen constante durante el cultivo, esto no significa que

su sintesis se detiene, su sintesis continua pero a la misa tasa que lo hace la sintesis de total de AG y por
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ello la proporcion presente n la mezcla permanece constante. Una explicacion similar puede aplicarse al
caso de los AG C16:3 y C18:3, su sintesis no se detiene, ocurre a una tasa menor que la sintesis total de

AG y por ello su fraccion se reduce.
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Figura 2.8. Composicion de los AG presentes en los TAG

(2.7) Composicion celular. A partir de los resultados obtenidos para proteinas totales, almidon
carbohidratos totales, TAG y lipidos totales es posible ver la forma en que la composicioén de la biomasa
varia durante el cultivo (Fig. 2.9). Como es posible apreciar en la Fig. 2.9 la concentracién inicial de
TAG es practicamente nula al inicio del cultivo, pero luego de cinco dias de estrés constituye a fraccion
mayoritaria de la masa celular. El almidén por su parte no s6lo varia a lo largo de los dias del cultivo;
sino que también presenta variaciones durante los ciclos de luz oscuridad; su concentracion es minima al
principio del dia y maxima al final del mismo, esto se debe a que se acumula durante las horas de luz y
se consume como fuente de energia por las noches. Resulta importante destacar que la maxima
concentracion intracelular de almidon se logra al final del primer y segundo dia de iniciado el estrés por
ausencia de N, un resultado importante que deberd ser considerado durante la produccion a escala si es

el almidon el producto buscado.

En cuanto a proteinas, su mayor concentracion corresponde a la fase de cultivo repleta de N. Durante la
fase de estrés, la ausencia de N en el medio y el crecimiento celular hacen que la fraccion de proteinas
en la biomasa se reduzca. Al igual que las proteinas, la fraccion de LP es mayor durante la etapa de
cultivo repleta de N; esto se debe a que la presencia de N es necesaria para la sintesis de clorofila
presente en los cloroplastos. La ausencia de N impide la sintesis de clorofila inhibiendo

simultdneamente la sintesis de los LP que forman las membranas tilacoides.
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Figura 2.9. Composicion de la biomasa celular.

(2.8) Analisis de la iluminacion en el reactor. En esta ocasion el reactor fue iluminado con un flujo de
fotones sobre la superficie de 800 pmoles s m™; considerando la geometria del reactor, el régimen de
iluminacioén al que esta sometido el cultivo corresponde a 40pmoles s? L. Como puede verse en la Fig.
2.10 (A) la cantidad de luz que sale por la cara posterior del reactor crece en forma casi exponencial,
producto de la suma de dos efectos, la reduccion de la concentracion de biomasa en el reactor y la
pérdida de la capacidad de absorcion de la luz por parte de la células, debido a su incapacidad de

sintetizar clorofila por carencia de N.

En la Fig. 2.10 (B) es posible ver la tasa de absorcion de fotones en el reactor; en comparacion al cultivo
bajo un régimen de 10 pmoles s™ L™ (Fig. 1.9), en este caso dicho valor se reduce, aunque sus magnitud

se mantiene siempre por encima de los valores calculados para el caso anterior.
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Figura 2.10. (A) Flujo de fotones en la cara posterior del reactor [umoles s m™]. (B) Velocidad de
absorcion de fotones en el reactor [umoles L'h'].
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Considerando la luz absorbida en el reactor y la concentracién de biomasa es posible obtener el valor de
la Velocidad de absorcion de fotones en el reactor por unidad de biomasa [umoles gr' h™']. Como puede
verse en a Fig. 2.11(A) el valor de este pardmetro crece a medida que transcurre el tiempo de cultivo. En
cuanto a la cantidad de biomasa que es posible producir por pmol de fotones absorbidos, Fig. 2.11(B),
podemos ver que a medida progresa la etapa de estrés por nitrogeno este rendimiento decae,

estabilizandose en un valor de 5,0 x 107 gr pmoles™.
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Figura 2.11. (A) Velocidad de absorcion de fotones por unidad de biomasa [pumoles/g/h]. (B)
Rendimiento de fotones [gr pmoles™].

De la comparacion entre ambas condiciones de cultivo, 10 y 40pumol s L™, es posible ver que durante
todo los seis dias el rendimiento es mayor cuando la cantidad de fotones absorbidos por unidad de
biomasa es menor. Estos resultados son coherente con antecedentes bibliograficos (De Vree, J.H., 2015;
Heinrich, J.M., 2013) y es un punto de suma importancia a la hora de disefiar los reactores. Cuanto
mayor es la iluminacidon que se provee al reactor, mayor es su capacidad de producir biomasa, sin

embargo el uso de los fotones absorbidos es cada vez menos eficiente.

(11) Rendimiento cuantico. La fotosintesis es el proceso mediante el cual las plantas y algas
transforman la energia de la luz en formas quimicas estables. El proceso por el cual esto es llevado a
cabo es complejo e involucra varios mecanismos fisicos y quimicos, y numerosos componentes. El
proceso se inicia cuando los fotones son absorbidos por las moléculas presentes en la antenas de las

membranas fotosintéticas. Los fotones absorbidos son transferida en forma de exitones hacia el centro
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de reaccion en donde son atrapados y utilizaos en reacciones quimicas o disipados, ya sea en forma de
calor o emitidos como fluorescencia. Las caracteristicas de la fluorescencia emitida dependeran del tipo
de pigmento, de la forma en que procede la transferencia de energia y, de la naturaleza y orientaciéon de
os pigmentos fluorescentes. Otro factor de importancia es el estado redox del centro de reaccion y de los
dadores y aceptores de electrones que participan del proceso fotosintético. El rendimiento cudntico es
una relacion entre los fotones absorbidos y los emitidos mediante fluorescencia. En otras palabras QY es
una forma de cuantificar la probabilidad de que el estado excitado sea desactivado por fluorescencia y
no mediante otro mecanismo no radiativo. Cuanto mayor es el valor de QY; mayor es la fraccion de

fotones absorbidos que son eficiente mente utilizados por el sistema fotosintético.

1,0 - - 900
1 — 1 1 800
0,8 - - 700
- 600 T
06 % 500 5
> % r ©
(e} | o
04 - 400 g
- 300 =
8 g &5
0’2 J E - 200 &
% - 100
0,0 1 1 0
0 24 48 72 9% 120
Time [hours]

Figura 2.12: Rendimiento cuantico QY

El Valor de QY no es un valor absoluto; su utilidad radica en la posibilidad de comparar el estado de
organismo, tejido o cultivo de células. Como puede verse en la Fig. 2.12, la forma en que el valor de QY
evoluciona a través del cultivo es semejante a la forma en que lo hace el rendimiento en términos de
biomasa producida por pmol de fotones absorbidos; aunque la relacion entre ambas no es clara. Un
aspecto importante que debe tenerse en cuenta es que el perfil de pigmentos presentes en la biomasa
cambia; mientras que las clorofilas disminuyen por ausencia de N en el medio, la concentracion de

carotenoides aumenta y, por ello, los eventos de fluorescencia también lo hacen.

4.- CONCLUSIONES.

A partir de los resultados obtenidos es posible concluir que dependiendo del producto final deseado, la

estrategia de produccion a adoptar deber ser diferente. Si el producto final buscado ha de utilizarse como
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fuente de proteinas, entonces la produccion debera realizarse en condiciones repletas de nitrogeno. En
cambio, la producciéon de TAGs necesariamente debe llevarse a cabo en condiciones de cultivo bajo
estrés por ausencia de fuentes de nitrogeno en el medio. Para producir almidon, la cosecha de las
microalgas debera realizarse durante las ultimas horas del dia y, preferentemente, el cultivo debera ser

sometido a estrés por falta de nitrégeno durante 1 o 2 dias, pero no méas tiempo que esto.

Comparando los regimenes de iluminacion, las productividades mas altas de biomasa, almidon y TAG
se corresponden con las mayores intensidades sin embargo, la eficiencia en el uso y conversion de la
energia solar a biomasa se ve reducida. Asimismo, fue posible observar que la concentracién intracelular
de almidon y TAG esta fuertemente influida por la cantidad de luz que alcanza al cultivo; pero,
independientemente de si el régimen de iluminacidon es bajo o alto, el rendimiento en términos de
biomasa producida por foton absorbido [gr pmol™] se reduce a media que la fase de estrés progresa.
Dicha reduccién se corresponde con una disminucién del QY. Es importante destacar que si bien el
rendimiento en términos de biomasa producida se reduce en condiciones de estrés, el contenido
energético de la biomasa producida aumenta y el andlisis deberia realizarse en términos de energia
producida en forma de biomasa por fotéon absorbidos [KJ pmol'] o, considerando el contenido
energético de los fotones absorbidos, en términos energia producida como biomasa por unidad de

energia absorbida [KJ KJ™']

Por otro lado también se observd que la composicion de los TAG cambia durante los dias que dura el
estrés. Los TAG se enriquecen en la fraccion de acidos grasos C18:1; aparecen los AG C18:0 pero su
fraccion es siempre baja; los AG C16:3 y C18:3, que son mayoritarios en condiciones de cultivo repletas
de N, se reducen considerablemente; por ultimo, la fraccion de los AG C18:2 queda casi constante. Por

su parte, la concentracion de LP en la biomasa decrece durante el estrés.
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CAPITULO 2
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RESUMEN

En este capitulo se obtiene una expresion cinética que permite vincular la disponibilidad de luz en el
medio de cultivo con la velocidad de propagacion celular de las microalgas. Esta expresion es valida en
condiciones de baja iluminacion y fue deducida a partir de las reacciones que forman la etapa
dependiente de la luz de las fotosintesis, asumiendo que en condiciones de baja iluminacion la luz es el
sustrato limitante y que la velocidad de propagacion celular es proporcional a la velocidad de formacion
de NADPH e independiente de la disponibilidad de CO,. La expresion cinética obtenida es funcion de la
concentracion celular de microalgas en el medio y de la velocidad volumétrica local de absorcion de
fotones, e incluye dos parametros K; y K,. Para determinar el valor de estos parametros y probar la
hipotesis sefalada se realizaron diferentes cultivos autotroficos de la cepa de microalga Chlorella sp. en
un medio BBM modificado y bajo tres condiciones de CO; en la corriente gaseosa: 0.034%, 0,34% y
3,4%. A partir del modelado del campo de energia radiante y la prediccion del valor de la velocidad
volumétrica local de absorcion de fotones es posible, en base a esta expresion, escalar el proceso en

forma sistematica e independiente de la configuracion y geometria del fotobioreactor.
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1.- INTRODUCCION: PLANTEO DE LA PROPOSICION Y EXPOSICION DE LO HECHOS
RELACIONADOS CON LA MISMA.

La utilizacion de microalgas como fuente de aceites para la fabricacion de biocombustibles ha recibido
mucha atencion en los ultimos anos. Esto se debe principalmente a que poseen minimos requerimientos
nutricionales y son capaces de utilizar la energia solar en forma mas eficiente que las planta superiores
(incluyendo a los cultivos tradicionales como el trigo, maiz, soja, cafia de azucar, etc.) (Olivieri, G. et al,
2014; Lee, E. et al, 2014). No s6lo son capaces de multiplicarse a elevadas velocidades (aumentando el
rendimiento de los cultivos en términos de toneladas de aceite producido por hectarea cada afio) sino que
ademas pueden hacerlo en aguas residuales y agua de mar, no aptas para consumo humano o uso
agricola. Asimismo es posible llevar adelante su cultivo en zonas aridas, terrenos inundables o en suelos
no cultivables, por lo que no compiten por el suelo con la agricultura tradicional. Por otro lado, no sélo
la industria del biodiesel a puesto atencidon en estos organismos, también han sido sefialadas como
materia prima en la produccion de alimento humano o animal; como remediadoras ambientales en el
tratamiento de efluentes; como fuente de productos de alto valor agregado para la industria alimenticia o
cosmética (tales como pigmentos, antioxidantes, PUFAs); y, como plataforma biotecnoldgica para la

expresion de proteinas recombinantes; etc.( Atlas, R. M., 2005).

En la ultima década se han alcanzado importantes desarrollos en cada una de las etapas involucradas en
el proceso de produccion, considerando tanto las operaciones up-stream como down-stream de esta
tecnologia. Sin embargo, a pesar de estos avances logrados, es necesario aun un mayor desarrollo para
alcanzar una tecnologia final sustentable y econdmicamente viable (Mata, T.M. et al, 2010; Wijffels,
R.H. et al 2010). En lo que respecta a la etapa de cultivo, por ejemplo, es necesario resolver cuestiones

como (i) de qué manera lograr una iluminacion efectiva y eficiente del cultivo; (ii) como proveer
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diéxido de carbono al cultivo, permitiendo el enriquecimiento de la corriente de aire con CO, adicional
y a la vez minimizando las perdidas hacia la atmosfera; (ii1) como remover el oxigeno producido durante
la fotosintesis, el cual podria ser inhibitorio del crecimiento celular; (iv) de qué manera debe realizarse

el escalado del cultivo desde los reactores de laboratorio hasta los reactores de produccion a gran escala.

El objetivo del presente capitulo es obtener una expresion cinética que permita predecir la velocidad de
propagacion de las microalgas en funcion de la disponibilidad de luz en el cultivo. Para ello es
necesario: (i) conocer cual es la propiedad del campo de energia radiante (CER) vinculada a la velocidad
de crecimiento; (ii) hallar un método que permita cuantificar esa propiedad dentro de la suspension; y,
por ultimo, (ii1) determinar de qué manera la velocidad de propagacion celular depende del valor de esta

propiedad del CER.

Las microalgas fotosintéticas utilizan agua como fuente de electrones, luz solar como fuente de energia
y dioxido de carbono como fuente de carbono (Lee, E. et al, 2014 ). La luz llega al cultivo desde una
fuente de radiacion (natural o artificial) a través de una o mas superficies iluminadas. Dentro del cultivo,
la luz es parcialmente absorbida por las células reduciendo la cantidad de energia que portan a medida
que la distancia a la superficie iluminada aumenta. Este fendmeno es espectralmente dependiente: la
magnitud con que ocurre la absorcidon de energia radiante no es igual para todas las longitudes de onda
sino que presenta un patrén definido por dos zonas de alta absorcion (400 a 500nm y 600 a 690nm),
separadas por una region de baja absorcion (500 a 600nm) (Figura 1(a)). Por otro lado, la presencia de
microalgas suspendidas en el medio provoca la dispersion de los haces de luz, haciendo que parte de la
energia que portan sea desviada de su direccion original (Figura 1(b)). El fenémeno de dispersién no
produce pérdida neta de energia en el cultivo, s6lo una redistribucion de los hace de luz en nuevas
direccion a medida que los mismos se propagan dentro del medio. La presencia de absorcion y
dispersion de radiacion tiene dos consecuencias: (1) se presentan dentro del reactor zonas mas y menos
iluminadas; y (i1) la composicion espectral de la luz en las zonas mas profunda es diferente al perfil de

emision de la ldmpara, y esta enriquecida en longitudes de onda fotosintéticamente menos favorable.

Debido a los fendmenos de transferencia de energia radiante que se producen entre el reactor y la fuente
de radiacién y a los fendmenos de absorcion y dispersion de energia radiante que ocurren en el cultivo,
la cantidad de luz que llega a una posicion especifica en el medio depende de: (i) las geometrias y
posiciones relativas de la lampara y el reactor; (ii) de la cantidad de luz que emite la lampara y su perfil

de emisidn; (iii) de la posicion en el reactor; (iv) de la magnitud con que se presenten los fenomenos de
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absorcion y dispersion de energia radiante en el cultivo; (v) de los fendmenos de reflexion y refraccion
en las superficies del reactor; y, (v) de la dispersion de energia radiante debido a presencia de burbujas u

otras particulas en el medio de cultivo, en el caso que estén presentes.

0.4 o [mrm] (a) 05 £ [mm'] ]
03 1% F'jwrttﬁtlj_ttmj]t‘:'
0,2 ""ﬁi ¢ s
0,1 « 2 % 0.4
0,0 4 i “xxfw ¥ 0,2 ; . .
400 500 600 700 400 500 600 700
A [nmi] A [nm]

Figure 1. (a) coeficiente espectral de absorcion de energia radiante en funcion de la longitud de onda;
(b) coeficiente espectral de dispersion de energia radiante en funcién de la longitud de onda. Ambos
coeficientes corresponden a una suspension de Chlorella sp. con una concentraciéon de 1,65 g L™.

Previamente a este trabajo, se desarrollé una metodologia basada en el método de Monte Carlo para la
simulacion del CER en FBR (Heinrich, J.M. et al, 2012(a) y (b)). Dicho modelo trata a la suspension de
algas como un medio continuo, con centros de absorcion y dispersion homogéneamente dispersos dentro
del mismo, y a la luz como un conjunto de fotones moviéndose a la velocidad de la luz dentro de esta
suspension. Ese modelo fue aplicado en la determinacion de las propiedades Opticas de las suspensiones

de microalgas, estas propiedades son el coeficiente espectral o, de absorcion de energia radiante, el
coeficientes espectral &, de dispersion de energia radiante y la funcion de fase B(£2'-£2) asociada al

fenomeno de dispersion de energia radiante (Figuras 1(a) y 1(b)). Posteriormente, la metodologia de
simulacion fue utilizada junto con los parametros Opticos obtenidos para la simulacion y el analisis del
CER en el FBR que sera utilizado en este trabajo (Figura 2) (Heinrich, J.M. ef al, 2013). Como resultado

fue posible conocer el valor de la velocidad volumétrica local r* de absorcion de fotones con

Vis
400 < A <700nm y caracterizar la evolucion de esa propiedades del CER durante la propagacion de las

células. Asimismo fue posible cuantificar el grado de estratificacion en el reactor, a través de la funcioén

b, . . oy , ’ . . S
g(rlfiss,t) de distribucion de volimenes de reactor en términos de velocidades volumétricas de

absorcion de fotones %

.., analizando como el aumento en la concentracion de microalgas resulta en la
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presencia de zonas oscuras o self-shading y, ademads, determinar la forma en que se modifica la
distribucion espectral de la radiacién que portan los haces de luz a medida que los mismos avanzan

hacia zonas més profundas del cultivo.

<— Lampara Fluorescente

™
= /
Tubg Exterior

[)
[ /

I
l

[«

Tubo Interior
; o[ e

Altua del Reactor |
310mm
Altura del
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220mm

A
\J

Figura 2: el FBR consiste en dos cilindros de vidrio alineados en forma concéntrica a una ldmpara
fluorescente. Didmetro de la lampara: 26mm; didmetro interno del FBR: 50mm; diametro externo del
FBR: 250mm; altura del FBR: 310mm; altura del medio de cultivo: 220mm

En este trabajo se obtiene una expresion cinética para caracterizar la velocidad r de crecimiento de la

cepa de microalga Chlorella sp., a partir de las reacciones presentes en la etapa dependiente de la luz de
la fotosintesis. Como resultado se obtiene una expresion cinética que depende de la velocidad

abs

volumétrica local de absorcion de fotones (7" ), que es valida en condiciones de baja iluminacion y que
considera la presencia de zonas mas y menos iluminadas dentro del reactor. Lo mas importante de esta

cinética es su caracter intrinseco, independiente de la geometria y configuraciones del reactor y la

lampara, lo cual permitiria su aplicacion posterior durante las etapas de scaling-up.

2.- MATERIALES Y METODOS.

(a) Microalga e indculo: en este trabajo se utilizo la cepa de microalga Chlorella sp., aislada de la
Laguna Setubal (Santa fe, Argentina) gentilmente cedida por la Dra. A. M. Gagneten, FHUC, UNL. Los
indculos fueron preparados de la siguiente forma: Erlenmeyers con 750 ml de medio BBM (Atlas, R.
M., 2005) fueron esterilizados por 15 minutos a 121° C en autoclave e inoculados con la cepa de

microalgas. Los indculos fueron crecidos axénicamente a temperatura ambiente, iluminados con luz
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fluorescente (Philips, 20 Watts, daylight fluorescent lamp), burbujeando aire atmosférico esterilizado
mediante filtracion (0.45 um pore size filter) para agitar, proveer CO, y evitar la acumulacion del O,

producido, hasta alcanzar una concentracién celular suficientemente alta (aprox. 500 mg L™).

(b) Reactor y condiciones de cultivo: El FBR consiste en dos tubos de vidrio de 50 y 250mm de
diametro externo, colocados concéntricamente a una lampara fluorescente de 26 mm de diametro
(Figura 2 y Figura 3(a)). Para administrar CO;, eliminar el oxigeno producido por fotosintesis y
favorecer el mezclado, el reactor fue provisto de seis difusores de aire de vidrio sinterizado colocados
simétrica y equidistantemente sobre la base del reactor. Para hacer mas eficiente el mezclado y ordenar
el flujo de burbujas, el reactor fue tabicado con 12 ldminas verticales de acero inoxidable espejado
colocadas en direccion radial al eje de la lampara. Estas planchas dividen al reactor en 12 regiones,
separandolo en zonas con y sin burbujas, una a continuacion de la otra en forma alternada. Los tabiques
poseen las mismas dimensiones: la altura de los mismos es de 180mm y su largo es de 96mm,
extendiéndose desde la superficie externa del tubo de vidrio interno hasta la superficie interna del tubo
de vidrio externo. Intercaladamente, los tabiques fueron colocados uno a la altura de la base del reactor,
seguido de otro colocado 40mm por encima de la base del reactor. De esta manera la comunicacion entre
zonas contiguas sucede secuencialmente por encima o por debajo del tabique, produciendo en el reactor
un flujo "zigzag" o "carrusel" (Figura 3.2). Para regular el caudal de aire y la temperatura, y registrar el
pH y la pO,, el reactor fue conectado a una plataforma de cultivo Labfors 3 de Infors-HT. El caudal de
aire fue mantenido en 0,3vvm y el la temperatura en 25° C. La iluminacion se realizo mediante una
lampara fluorescente (Philips, daylight fluorescent lamp, de /6Watts) de 26mm de diametro externo,
durante las 24hs del dia. Como fue previamente descripto, la emision de la ldmpara es isotropica y
espectralmente dependiente. Para evitar que la luz ambiental alcance la suspension de algas, el reactor
fue cubierto con una manta negra. Se llevaron adelante cultivos de microalgas en tres condiciones
diferentes, variando la concentracion de didéxido de carbono en la corriente gaseosa. Para ello 500 ml de
inoculo fueron utilizados para iniciar el cultivo en un FBR de 10 L de volumen ttil, conteniendo 9.5 L
de medio de cultivo. Se utiliz6 el medio de cultivo BBM modificado segtn la Tabla I de modo de lograr
iguales pH y presion osmotica al modificar la concentracion de didxido de carbono en la fase gas.
Asimismo, se reemplazo la fuente de nitrégeno original por urea, de manera de evitar las modificaciones

en el pH del cultivo que produce el metabolismo del nitrato.
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Tabla I: Modificaciones del medio BBM segun la composicion de la corriente de aire.
. BBM BBM modificado segln el porcentaje de CO,.
Compuesto/Propiedad | ool [ 0.034% 0.34% 3.4%

NaOH [mol L] 0.0 1.98 10" 7.05 10" 5.88 10~
NaCl [mol L] 4.2810" 2.69 107 2.12 107 0.0
pH 6.39 7.0 7.0 7.0
NaNO; [mol L] 2.94 107 0.0 0.0 0.0
Urea [mol L] 0.0 1.47 107 1.47 107 1.47 107
Fuerza i6nica [mol L] 8.01 10~ 8.00 10~ 7.94 107 1.10 10™
Presion osmoética [mmHg] 209.6 210.2 210.2 227.4

(¢) Simulacion de CER en el FBR: Para determinar los parametros cinéticos que relacionen la
disponibilidad de luz con la velocidad de crecimiento, se disefid y construy6 un reactor anular (Figura
3). La geometria anular se eligi6 para facilitar el modelado matematico. La simulacion por el método de
MC del CER se inicia desde la fuente de emision. La emision de la ldmpara es superficial e isotropica; y

emite homogéneamente sobre toda su superficie. De forma aleatoria se elige una posicion r, sobre la

superficie de la lampara y se asignan, al azar, una direccion £ y una longitud de onda 4 al fotén,

considerando las caracteristicas de emision de la fuente de radiacion. De manera sucesiva se simula la
trayectoria de un niimero suficientemente grande de fotones a través de cada una de las partes que
componen al reactor hasta su eventual final (Figura 3(a)). Los fotones s6lo pueden ser removidos del
CER al ser absorbidos en la suspension de microalgas, al impactar sobre alguna superficie negra opaca o
al abandonar el reactor por el vidrio externo. Sobre la base, tapa y tabiques, todos ellos de acero
espejado, la reflexion de fotones se modeld como una reflexion especular. El efecto sobre el CER de los
dispositivos de medicion y control (pH-metro, sonda de O,, dedo frio, sensor de temperatura, toma de
muestra , etc.) fue despreciado. En la simulacién del CER dentro del reactor mediante el método Monte
Carlo, los fotones son emitidos uno a uno en forma sucesiva desde la ldmpara atravesando distintos
eventos en su camino. Aunque los fotones son emitidos secuencialmente y su camino es simulado uno a
uno, es importante recordar que todos ellos son simultaneos y que en conjunto simulan la distribucion
del CER en un instante dentro del reactor, el cual alcanza el estado estacionario, para cada una de las
sucesivas etapas a través de las cuales evoluciona el cultivo de microalgas. Para el modelado
matematico, el programa de simulacién del CER dentro del reactor fue dividido en 14 subrutinas (Figura

3(b)), donde cada una modela independientemente lo que sucede en alguna frontera o espacio dentro del
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reactor. En el Anexo al final del capitulo se describe en detalle cada una de las subrutinas a través de un

esquema o pseudocodigo de calculo.

Microalgal

Bubble
interception
Gas—liquid
’ interface.
E

simulation,

Photon
Absorption

Internal

New photon

Glass xternal
generation .‘“ Glass
" Black ‘
surface.
Surface

PBR Lid

(b)

Figura 3: (a) Esquema del reactor y subrutinas en el programa de simulacion. 10.- lampara. 21.- vidrio
interior | aire. 22.- vidrio interior | medio. 23.- aire | vidrio interior. 24.- medio | vidrio interior. 31.- aire |
vidrio exterior. 32.- medio | vidrio exterior. 40.- aire | tapa. 51.- aire | medio. 52.- medio | aire. 60.-
medio | base. 70.- superficies negras opacas. 80.- el interior del medio. 90.- medio | burbuja. (b) Grafico
del Algoritmo de Simulacion. Cada evento que el foton experimenta en su recorrido es simulado por una
subrutina diferente: 1.- Los coeficientes de absorcion y dispersion caracteristicos del amuestra se
establecen al comienzo de cada simulacion. 2.- Se define al azar una posicion sobre la superficie de la
lampara; luego, se asigna al foton una longitud de onda considerando las caracteristicas de emision de la
lampara. 3.- Se asigna al foton una direccion de propagacion. 4.- Los fotones que alcanzan una
superficie negra son eliminados de CER. 5.- La reflexion/ refraccion sobre los vidrios interno y externo
se modelan de acuerdo a la las Leyes de Fresnel y Snell. 6.- Asimismo, la reflexion/ refraccion sobre a
interfase liquido-gas se modelan de acuerdo a la las Leyes de Fresnel y Snell. 7.- La base y tapa del
reactor se modelan como superficies espejadas. Los difusores de aire se simulan como superficie
reflejante isotropicas. 8.- La suspension de microalgas se modela como un medio continuo con centros
de absorcion y dispersion homogéneamente dispersos en el medio. 9.- Si ocurre la absorcion de un
fotones en el medio, se suma una unidad al contador de fotones localmente absorbidos La velocidad
volumétrica local de absorcion de fotones se calcula para cada longitud de onda, en cada posicion en el
reactor.

(d) Concentracion de Biomasa: la concentraciéon de biomasa se determind a través del método de

Soélidos Suspendidos Totales (Eaton, A. D. ef al., 2005). Para ello, las células contenidas en una alicuota
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de 50mL del medio de cultivo fueron retenidas mediante un filtro de fibra de vidrio (0,45um), lavadas
con agua destilada para retirar los restos de medio y secadas en estufa a 100° C durante 1 hora. La

biomasa celular fue reportada en gramos de biomasa seca por litro de medio de cultivo [gDW L™].

(e) Concentracion de clorofila: el contenido total de clorofila fue determinado utilizando la técnica
reportada por Ritchie (Ritchie, R. J., 2008). Para ello, las células de una alicuota del medio de cultivo
fueron centrifugadas, resuspendidas en agua destilada y centrifugadas nuevamente para eliminar los
restos de medio de cultivo. La clorofila fue extraida con alcohol etilico a temperatura ambiente por 24
hs. El contenido de clorofila fue calculado a partir de la absorbancia a 632, 649 y 665nm, utilizando los

coeficientes de absorcion reportados en el mismo trabajo.

(f) Concentracion de urea: La determinacion de urea se realizo mediante un kit enzimatico comercial

Urea Color2R, de la marca Wiener Lab.

3.- RESULTADOS Y DISCUSION: FUNDAMENTACION DE LA PROPOSICION Y CRITICA
DE LOS RESUTADOS ALCANZADOS.

Modelo cinético de crecimiento celular. En este trabajo, para modelar el crecimiento celular de
microalgas en cultivos autétrofos y en condiciones de baja iluminacion, nos basamos en el esquema de

reacciones de la etapa dependiente de la luz de la fotosintesis (Heldt H.W., 2004 a y b):

Fotosistema I

PSI—™ 5 PSIT + e, + r=o,(0,R) (1)
e, +h, — disipacion térmica rn=ke |7 ] )
Wy +CE}, — CEj, ry =k, [y ][ CE, | (3.1)
W, +CE;,, — CE}; ryy =k, | by ][ CE, | (3.2)
Iy +CE}, —> CE3, rys =k | By | CEx ] (3.3)
Wy +CEj;, — CE}; r =k, [y ][ CEL ] (3.4)
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CE! +2H,0 — CE!, + O, + 4H, s =k [CE,,‘;] (3.5)
e, +Q+H,0—QH+OH_, r4',:k4',[e,’,][Q] 4.1)
e, +OH+H,0—>QH,+0OH_, r,,=k,, [e,’,][QH] (4.2)

Citocromo vy Ciclo-Q

OH,+Cit, ,, —Q+Cit; . +2H,, r., =k, [OH,]| Cit, ), | (5.1)
Cit, , +PC—Cit, |, +PC" re, =k, | City,, [[PC] (5.2)
Cit, ,+PC —Cit, ,, +PC" res =ks,| Cit, , |[PC] (53)
Cit, , +Q+2H,0>Cit, , +OH,+20H,, r, =k,[Cit;, ][O] (5.4)

Fotosistema I

PSI—"—PSI +e¢, +h; r,=®,(1-0,)Rim (6)
e, +h" — disipacion térmica n=kle | b ] (7)
PC +h — PC ry =k ][ PC] (8)
e, + Ferr — Ferr~ r, =k, [e; J [Ferr] 9)

La etapa dependiente de la luz comienza con la absorcion de energia radiante en el fotosistema II (PSII).
En el PSII, un complejo de antenas capta la energia radiante gracias a la presencia de pigmentos de
clorofila. La velocidad con que ocurre este fenomeno es igual a la velocidad de absorcion de fotones en

el PSII, multiplicada por un rendimiento @, . Debido a que la absorcion de fotones en las células se

produce casi exclusivamente en PSII y PSI, la velocidad de absorcion de fotones en el PSII puede

s de absorcion de fotones.

escribirse como una fraccion 6, de la velocidad celular R;;

Producida la absorcion de energia radiante, ésta es direccionada hacia el centro de reaccion. En el centro
de reacciéon un par especifico de clorofilas produce la separacion de cargas, con la consecuente

generacion de un hueco 7, y un electron e, (Ecuacion 1). Esta separacion de cargas puede sufrir un

proceso de recombinacion y disipacion térmica (Ecuacion 2). Para evitar esto, el hueco positivo 7, es
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combinado con un electron que es provisto por un complejo enzimatico CE;; asociado al PSII, el cual
posee en su estructura un claster de &tomos de manganeso. Este complejo provee sucesivamente al PSI/

con cuatro electrones (Ecuaciones 3.1 a 3.4), catalizando posteriormente la oxidacion de dos moléculas

de agua para producir oxigeno y protones (Ecuacion 3.5).

Por su parte, el electron e, es utilizado para reducir una quinona Q, transitoriamente unida al PSI/.

Esta quinona es capaz de aceptar dos electrones produciendo hidroquinona QH, (Ecuaciones 4.1 y 4.2).

Posteriormente, la hidroquinona es oxidada en el Citocromo bg/f (Ecuacion 5.1). En el Citocromo bg/f se
produce secuencialmente la reduccion de dos moléculas de plastocianina PC (Ecuaciones 5.2 y 5.3).
Ademas, en el Citocromo bg/f, se produce una reaccion adicional conocida con el nombre de ciclo-Q.
Esta reaccion cataliza la transferencia de protones hacia el limen del tilacoide (Ecuacion 5.4). Cuando la

reaccion evoluciona por esta via, la quinona O producida a partir de la reaccion 5.1 es nuevamente

reducida recuperandose la hidroquinona QH,; el balance neto es el transporte de dos protones.

Luego, en el PSI se produce la absorcion de energia de otro foton. El proceso de absorcion y separacion
de cargas se produce en forma analoga a lo ocurrido en el PSI/, s6lo que en este caso, una molécula de

plastocianina PC~ es utilizada como dadora de electrones para neutralizar el hueco 4 ; y una

ferredoxina Ferr es la aceptora final del electron e; .

A partir de este punto, se produce una serie de las reacciones enzimaticas que no involucran la
utilizacion de energia radiante; pero tiene como sustrato los productos del mecanismo de absorcion de
energia radiante en los PSII y PSI. Uno de ellos utiliza dos moléculas de ferredoxina para producir
NADPH a partir de NADP" (Ecuacién 10); y el otro implica la utilizacion de la energia potencial
acumulada como un gradiente de protones para catalizar la formacion de ATP, a partir de ADP y P;

(Ecuacion 11).

2Ferr” + NADP" + H | —Ler-tAbE Redwtaa_, 3 Fopy + NADPH (10)
ADP+ P, + H,, —"5"ee s ATP+ H, (11)

Tanto ATP como NADPH son sustratos de numerosas reacciones enzimaticas, entre las cuales esta la
fijacion de CO; por parte de la enzima RubisCO, durante la fase de la fotosintesis independiente de la

luz (Heldt, H. W., 2004b).
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Continuando con la hipotesis de que las condiciones de operacidon corresponden a un ambiente de baja
iluminacién y, por ello, la absorcion de energia radiante es la etapa limitante del crecimiento celular,

haremos las siguientes hipotesis:

e Todos los compuestos involucrados en las reacciones de transporte de electrones se encuentran
en estado estacionario y no hay acumulacion de los mismos dentro de las células, por lo que la

velocidades celulares con que se forman y consumen son iguales.

e La velocidad de crecimiento celular es proporcional a la velocidad celulares de formacioén de

Ferr (Ecuacion 9) y la captacion de energia es la etapa limitante del crecimiento.

e Las concentraciones intracelulares totales de los compuestos, enzimas y estructuras celulares

involucradas en el transporte de electrones son constantes durante el crecimiento.

e Larelacion entre las concentraciones de las versiones oxidadas y reducidas de cada compuesto se

mantiene constante.

Considerando el primer punto:

r,=0=r, -1, -1, (12)
r. =0=@,(1-0,)Ri5 ~k, | e | I |-k ][ PC"] (13)
ro=0=r, -1, -, (14)
r.o=0=@,(1-0,)Ris—k | e |[ I |-k, | e |[Ferr] (15)

A partir de las Ecuaciones 13 y 14 tenemos que:

_ abs
[e}]= ko[ Ferr] ]+4@,(1 6},)Rmk7 iy (15)
2k, kyk,| PC” |[ Ferr]
k PC* ] _ abs
[h1]=—8[ I 280 Risk, (17)
2k, kgk, I:PC :I[Ferr]
Considerando el segundo punto podemos hacer la siguiente propuesta:
r.=Kr,=Kk, [e,’][Ferr]=K,’[e,’][Ferr] (18)
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donde k; es una constante de proporcionalidad. Combinando las Ecuaciones 15 y 18:

!

r.=K,

k,[Ferr] AP (1-0,) Rk,
2k, kyk, [PC_ :' [Ferr]

(19)

Por ultimo, a partir de la tercera, cuarta y quinta hipdtesis, llegamos a la siguiente expresion para la

velocidad de crecimiento celular en condiciones en que la luz es el factor limitante:

rabs
_ VIS
I"X—K3 ]+K27—

en donde:

k, [Ferr]
K3=K1'—9[2k ]
7

_ 4o, (1-0,)k
kgk, [Pij[Ferr]

2

En la Ecuacion 20, la velocidad volumétrica celular R

(20)

21)

(22)

,Z,bs‘ de absorcion de fotones fue relacionada con la

velocidad volumétrica local %% de absorcion de fotones en el volumen de reactor a través de:

7 abs nro de fotones =R abs
VIS | tiempo x Vol medio | — ~ VIS

tiempo x Vol biomasa

(23)

Modelado y analisis del campo de Energia Radiante. La velocidad volumétrica local r” de

absorcion de fotones representa la tasa, por unidad de volumen de cultivo, con que los fotones son

localmente absorbidos por las algas en suspension. La absorcion de luz es dependiente de la longitud de

onda A de la radiacién, por lo cual, para un instante 7, en cualquier posicion r en el FBR, existe una

distribucion espectral 77 (r,7) de velocidades locales de absorcion de fotones. Esta distribucion puede

relacionarse con la distribucion espectral de densidades de fotones n, (r,7) a través de la velocidad de la

luz, ¢,y del coeficiente espectral de absorcion de energia radiante, «,(¢), de acuerdo a:
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s (E,t)zca,l(t) n, (K,t) (24)

Luego, la velocidad volumétrica local 752 (r.¢) de absorcion de fotones, considerando todos los fotones

en el rango 400 a 700nm es :

700 700
s ()= [ ™ (nt)di=c [ ay(t)n, (r.1)dA (25)
400 400

En la Ecuacion (25) o, () es el coeficiente espectral de absorcion de energia radiante, dependiente del

tiempo en forma indirecta, a través de la variacion en el tiempo de la concentracion de biomasa y del

contenido de clorofilas; y, n, (r,z) es la distribucion espectral de densidades de fotones en la posicion r

en el reactor, la cual puede relacionarse con la distribucion espectral de densidades de energia radiante,

e, (r.,t),através de

e, (rt)= %ni (1) (26)

En donde 7 es la constante de Planck y 4 es la longitud de onda del foton. Por otro lado, la densidad

local n,,g (r,¢) de fotones-VIS, considerando todos los fotones en el rango 400 a 700nm es

700

Ny (r.1) = J. n,(r.t)dA (27)

400

En la Ecuacion (25) a,(7) puede determinarse experimentalmente; y n, (r,7) puede ser obtenida por

simulacion numérica, a través de la metodologia basada en el método de Monte Carlo propuesta por
Heinrich J.M. (Heinrich J.M. et al, 2013). Debido a los fendmenos de transferencia de energia radiante

presentes en el reactor, tanto la velocidad volumétrica local 7 (r,7) de absorcion de fotones-VIS,

como la densidad volumétrica local n (r,¢) de fotones-VIS dependen de la posicion r en el reactor y,

por ello, es posible distinguir dentro del reactor zonas mas y menos iluminadas.

La estratificacion de la luz en el reactor es de importancia a la hora de disefiar, escalar u optimizar un

fotobioreactor. Para cuantificar el grado de estratificacion de la luz en el fotobioreactor es posible
abs

caracterizarlo a través de una funcion g'(r,,,s ,t) de distribucion de volimenes de reactor en términos de

velocidades volumétricas de absorcion de fotones (Heinrich, J.M. ef al, 2013; Niizawa, . et al, 2014 ).
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Esta distribucion depende del tiempo, pero en forma indirecta, a través de la variacion en el tiempo de la

concentracion de biomasa y/o del contenido de pigmentos. A partir de g’(rf,?,t) es posible calcular la

fraccion &, , .

("ViS,/*”V/S,z)

del reactor que opera con velocidades de absorcidon incluidas en el rango

abs abs abs

Yisg < iis < sz

a partir de la Ecuacion (28)

abs
s, 1

= | &(ni5 ) aniy (28)

abs _ abs
("Vls, 17s, 2 )

La funcion g'( r,,‘j?,t) cumple con la siguiente condicion de normalizacion

Ig'(r,,“,?,t)dr,,‘j?s =1 (29)
0

En la Figura 4 es posible ver de qué manera se produce el fendmeno de estratificacion en el reactor a
medida que la biomasa en suspension aumenta. Cuando la concentracion de biomasa es baja, el reactor
opera con bajas velocidades de absorcion debido a que el coeficiente de absorcion en a suspension es
baja y a pesar de que la concentracion de fotones es alta. A medida que la biomasa en suspension
aumenta, las zonas mas proximas a la lampara operan con velocidad es de absorcion mas altas, sin
embargo, esta elevada absorcion de fotones reduce la concentracion de fotones en las zonas mas
profundas, que operan con bajas velocidades de absorcion. Estos resultados fueron previamente

publicados (Heinrich, J.M. et al, 2013)

Crecimiento en el FBR y ajuste de parametros cinéticos. En las Figura 5(a), (b) y (c) es posible ver la
evolucion de la biomasa en las experiencias llevadas adelante. La diferencia entre estas tres experiencias
es la concentracion de didoxido de carbono utilizada en la corriente gaseosa con que se alimenta el
cultivo: (a) = 0.034% (atmosférico), (b) = 0.34% y (c) = 3.4%. El aumento en la concentracion de
di6éxido de carbono en la fase gaseosa aumenta la concentracion de CO, en la fase acuosa, lo cual
desplaza los equilibrios 4cido base del grupo carbonato disminuyendo el pH del medio de cultivo. Si se
adiciona una base para contrarrestar este efecto se modifican la fuerza idnica y la presion osmotica del
cultivo. Considerando que el crecimiento de las microalgas es dependiente de estos pardmetros, la

composicion inicial del medio BBM fue modificada (Tabla I) de manera que el pH, la fuerza idnica y la
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presion osmoética iniciales del medio de cultivo sea la misma para todos los casos ensayados. Una
modificacion adicional realizada sobre el medio BBM fue el reemplazo de NaNOj por urea como fuente
de nitrégeno. La razén de esto es evitar las modificaciones sobre el pH del medio que produce el
metabolismo del NOj’, logrando asi mantenerlo en el rango de 7,0 a 7,2 durante todo el cultivo en las

tres experiencias (datos no mostrados).
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Figura 4: funcion g'(rm ,t) de distribucion de volumenes de reactor en términos de velocidades

volumétricas de absorcion de fotones para diferentes concentraciones celulares de biomasa (a) dia 6:
57,3 mg L"; (b) dia 9: 135,0 mg L™"; (c) dia 12: 219.2 mg L™; (d) dia 15: 311,7 mg L . Correspondiente
a un cultivo realizado bajo una concentracion de CO, de 0.34%

Durante todos cultivos la concentracion celular de clorofila fue medida experimentalmente. Los
resultados experimentales mostraron que el contenido intracelular de clorofilas totales permanecid
invariables, durante el cultivo (15dias) con una concentraciéon de 2.4 mg Chl cada 100 mg de biomasa
(datos no mostrados). La concentracion de urea en el medio de cultivo fue cuantificada durante el
crecimiento de las microalgas. Se observd que la concentracion de la misma durante los 15 dias de

cultivo sigue un patron similar en todos los casos y que, en el intervalo de crecimiento considerado, la

77



concentracion de urea no es restrictiva del crecimiento celular (datos no mostrados). Como puede verse,
en los tres casos el crecimiento celular progresa en forma similar a pesar que existe entre ellos una gran
diferencia respecto a la concentracion de CO; en la corriente gaseosa. A partir de estos resultados es
posible asumir que bajo estas condiciones de iluminacién, el crecimiento es independiente de la

concentracion de CO; y la luz es el sustrato limitante del crecimiento.
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Figura 5: valores experimentales (¢) y tedricos (—) de la concentracion de biomasa [gr L] en funcion
de tiempo [dias] para las tres condiciones de CO, ensayadas . (a) 0,034%. (b) 0,34%. (¢) 3,4%.

Para considerar la presencia de zonas con diferentes grado de iluminacion, en este trabajo se calculd la

velocidad promedio 7, de crecimiento celular segin la Ecuacion (30), evitando el uso de una expresion

cinética en funcion de la velocidad volumétrica promedio de absorcion de fotones 7%, la cual no

consideraria la presencia de zonas més y menos iluminadas en el reactor.

abs

- i r ! abs abs
7= j K| |1+ K, 25— 1 |g' (et ) driie (30)
X
0
El ajuste de pardmetros se realizd mediante la herramienta Algoritmo Genético, realizando un ajuste
individual para cada cultivo en las condiciones de %CO; en la corriente gaseosa, obteniéndose los

siguientes resultados: K, =4.982 x 10* [gr L dia"]y K, =2.541 x 10 [gr s umol™]

En las Figura 5(a), 3(b) y 3(c) la linea continua representa el valor de la concentracion de biomasa
teorica calculada mediante el modelo y los parametros cinéticos K3 y K», considerando la concentracion
inicial de la biomasa en cada cultivo. El modelo planteado y los parametros obtenidos reproducen

aceptablemente los datos hallados experimentalmente.
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4.- CONCLUSIONES.

En este trabajo se obtuvo una expresion cinética y los parametros incluidas en la misma, de manera de
lograr predecir la velocidad de crecimiento de las microalgas en funcion de la disponibilidad de energia
radiante en el cultivo. Una herramienta como tal es indispensable para llevar adelante en forma
sistematica el disefo, escalado y optimizacion de los fotobioreactores destinados a la propagacion de
microalgas en forma autotréfica. Para lograr dicho objetivo se realizé el tratamiento de dos aspectos: por
un lado se derivo una expresion matematica que vincule la velocidad de crecimiento celular con la
disponibilidad de energia radiante en el cultivo a partir del esquema de reacciones de la etapa
dependiente de la luz de la fotosintesis, obteniéndose una expresion que depende de la velocidad

volumétrica local, 7% (r,¢), de absorcion de fotones con longitud de onda 400 <A <700 nm y de la

concentracion de microalgas en suspension. En segundo lugar, para conocer el valor de 75 (r,7) se

aplicé una metodologia de simulacion del CER que permite no solo cuantificar la cantidad de energia
radiante en cada posicion del cultivo, sino que permite ademas conocer la composicion espectral de la

misma y calcular la tasa con la cual es localmente absorbida.
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CAPITULO 3
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RESUMEN

En este trabajo se realizd una estimacion de la capacidad de produccién de microalgas y lipidos en un
sistema de piletones pertenecientes a la ex-planta de tratamiento de efluentes del Parque Tecnologico
Litoral Centro (Santa fe, Argentina). Para ello se comenzd por la caracterizacion de la fuente de
iluminacién natural, el sol, considerando su posicion y su intensidad espectral de emision en funcidn del
dia y la hora. Posteriormente, se disefid un sistema fotobioreactores para el cultivo de microalgas que
reune las ventajas de los reactores tipo columna, airlift y tubular. Luego, aplicindose la metodologia de
simulacién basada en el método Monte Carlo para la resolucion del campo de energia radiante en el
interior del fotobioreactor y a partir de una expresion cinética obtenida previamente, se logr6 estimar la
produccion de este sistema de cultivo, radicado en las instalaciones del Parque Tecnoldgico Litoral

Centro.
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1.- INTRODUCCION: PLANTEO DE LA PROPOSICION Y EXPOSICION DE LO HECHOS
RELACIONADOS CON LA MISMA.

Las microalgas son organismos microscopicos capaces de utilizar la luz solar como fuente de energia.
Con esta denominacion se incluyen diversos grupos taxondmicos, incluso microorganismos eucariotas y
procariotas (Olaizola, M., 2003). La gran variedad de especies de microalgas hace que puedan ser
usadas en un enorme niimero de procesos biotecnoldgicos, incluyendo la produccion de metabilitos de
interés farmacoldgico, cosmético, energético y nutricional, el tratamiento de efluentes y la remediacion
ambiental (Wijffels, R.H. et al, 2013). Dependiendo del producto o proceso del cual se trate y de los
volimenes de cultivo implicados, las microalgas pueden ser producidas en reactores cerrados o abiertos.
Los primeros permiten un control riguroso de las variables de cultivo y eliminan casi completamente los
riesgos de contaminacion; los abiertos, en cambio, estan expuestos a la intemperie y su uso se restringe a
procesos que involucran grandes extensiones y que pueden ser llevados a cabo con minimas medidas de

control o utilizando cepas de rapido crecimiento (Tredici, M.R., 2004).

La produccion de aceites de microalgas como materia prima para la fabricacion de biocombustibles es
un proceso masivo que implica grandes extensiones de suelo y un producto final de relativamente bajo
valor. Por este motivo se recomienda comunmente realizar su produccion en sistemas de bajo costo de
operacion y con minima inversion inicial. Asimismo, considerando que su finalidad es la produccion de
combustibles, es importante considerar que el proceso deberd tener un balance energético positivo, por
lo cual es recomendable la utilizacion de luz solar, evitando el uso de fuentes artificiales de radiacion, y
la adopcion de tecnologias de cosecha y extraccion de aceites que posean minimo consumo energético
(Mata, T. M. et al, 2010; Halim, R. et al, 2012; Olivieri, G. et al, 2013; Chisti, Y., 2007;

Balasubramanian, L. et al/, 2011).
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Desde esta optica, la opcidon de preferencia para el cultivo son los sistemas "open ponds" o "race-ways".
Estos sistemas abiertos estan expuestos a la radiacion solar natural, utilizan estanques poco profundos
(normalmente entre 30 y 50cm de profundidad), estdn provistos con ruedas de paletas u otros
dispositivos para hacer circular el agua y mantener las algas suspension, y abarcan superficie que varian
entre algunas decenas hasta cientos de metros cuadrados. La principal ventaja de estos sistemas son sus
bajos costos de construccidon y operacion; sin embargo, el control de estos sistemas resulta dificultoso
debido a que son susceptibles a contaminaciones con hongos, bacterias, protozoos u otras especies de

microalgas; ademas de estar expuestos a condiciones ambientales.

En las instalaciones del Parque Tecnologico Litoral Centro (PTLC) existe un conjunto de piletones,
estanques abiertos y decantadores pertenecientes a una planta de tratamientos de efluentes que
actualmente se encuentra fuera de uso (Figura 1). Estas instalaciones se hallan en buen estado general y
gran parte del equipamiento (bombas, sopladores, agitadores, mezcladores, etc.) estd en condiciones de
funcionar. En este capitulo, se proyecta escalar el cultivo de microalgas en el sistema compuesto por seis
piletones, dispuestos en forma contigua, que pueden ser operados individualmente o en forma

interconectada.
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Figura 1: Vista aérea de la ex-panta de tratamiento de efluentes del Parque Tecnologico Litoral Centro.
Santa fe, Argentina.
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La luz es la fuente de energia durante el cultivo foto-autotréfico de microalgas y, en muchos casos, el
sustrato limitante del crecimiento celular. Asimismo, debe tenerse en cuenta que una iluminacién
excesiva podria ser perjudicial para el cultivo y que la distribucion espectral de la radiacion que alcanza
a las celular podria influir en el direccionamiento del metabolismo celular (Niizawa. L. et al, 2014); por
ello, una correcta iluminacién del cultivo es clave para lograr una maxima produccion de los FBR. Por
otro lado, un adecuado tratamiento matematico de la condicion de iluminacion del cultivo es necesario
para lograr una correcta interpretacion de los resultados obtenidos a escala laboratorio y lograr,
posteriormente, un escalado sistematico del proceso de cultivo desde el laboratorio hasta escalas de
cultivo mayores, como planta piloto o produccion masivas. Adicionalmente, para predecir la velocidad
de crecimiento de las microalgas es necesario contar con una expresion cinética que vincule la

disponibilidad de energia radiante con la tase de crecimiento celular (Heinrich J.M. ef a/ 2013 y 2015).

Para considerar estos aspectos en la prediccion de la capacidad de produccion del sistema, realizando
sistematicamente el escalado del cultivo, se utilizard en el presente trabajo una metodologia basa en la

simulacion del CER a través del método de Monte Carlo (Heinrich J.M. et al, 2012(a) y 2012(b)) y el

abs

analisis del CER a partir del calculo de la funciéon g (rV,S ,t) de distribucion del volumenes de reactor en

términos de velocidades volumétricas locales de absorcion de energia radiante %> (Heinrich, J.M. et al,

2013). El aspecto mas atractivo de esta metodologia es que permite conocer, para cada instante ¢, cual es
el régimen de iluminacién al que estd sometida la suspension de algas y analizar el grado de
estratificacion de la luz en la suspension, independientemente de sus geometrias, de la concentracion de
biomasa y de las caracteristicas de emision de la fuente de iluminacion; constituyéndose asi, en una
herramienta de andlisis, disefio, optimizacion y comparacion de FBR. En cuanto a la expresion cinética,
se utilizard la expresion cinética obtenida en el Capitulo anterior para la especie Chlorella sp. y los

pardmetros que fueron ajustados en el mismo capitulo.

2.- MATERIALES Y METODOS.

Cultivo: la estimacion de la productividad de los reactores se realizard para la cepa Chlorella sp.,
gentilmente cedida por la Dr. A. M. Gagneten, Facultad de Humanidades y Ciencias, Universidad
Nacional del Litoral. Esta cepa se escogio debido a que presenta altas velocidades de crecimiento y son

capaces de competir con otras cepas que pudieran contaminar el cultivo, su contenido lipidico es
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relativamente alto (15% aprox.) y, ademas, fue aislada localmente evitando los riesgos que podrian
presentarse por la introduccion de cepas no nativas. En cuanto a la expresion cinética y sus parametros,

se utilizara la reportada por (Heinrich, J.M. et al, 2015).

Medicion de la radiacion solar: Para la cuantificacion de la cantidad de radiacion que recibe una
superficie expuesta a la luz solar en las cercanias del predio en el cual se realiza el escalado del cultivo
se recurrid a los datos registrados por el Centro de Informaciones Meteoroldgicas "Lic. Enrique
Rodriguez" de la Facultad de Ingenieria y Ciencias Hidricas de la Universidad Nacional del Litoral
(CIM-FICH-UNL), situado a una distancia de 700m aproximadamente del sistema de piletones (Figura
1). Este centro dispone de un Adquisidor de Datos Meteorologicos Pegasus EP2000, equipado con un

sensor de radiacion modelo TS-301.

Ubicacion del sistema de produccion: se propone realizar el escalado del cultivo de microalgas en un
conjunto de seis piletones rectangulares a cielo abierto que forman parte de instalaciones de la ex-planta
de tratamiento de efluentes del Parque Tecnoldgico Litoral Centro (PTLC) (Latitud 31.634636 S,
Longitud 60.672562 O) (Figura 1).

Simulacion del CER: Para la simulacion del campo de energia radiante en los piletones y predecir el
crecimiento en los mismos se recurrié a la metodologia propuesta por Heinrich et al. (Heinrich, J.M. et
al, 2012(a), 2012(b) y 2013) basada en el método de Monte Carlo. La simulacién computacional se
realiz6 utilizando los coeficientes espectrales de absorcion y dispersion de energia radiante y la funcion

de fase reportados por el mismo autor (Heinrich, J.M. et al, 2012(a)).

3.- RESULTADOS Y DISCUSION: FUNDAMENTACION DE LA PROPOSICION Y CRITICA
DE LOS RESUTADOS ALCANZADOS.

(a) Medicion de la Radiacion solar incidente g (r,7).
Los datos provistos por el CIM consisten en una colecciéon de mas de 250.000 datos (tomados cada 15

minutos, desde octubre de 2008 y hasta diciembre de 2013) correspondientes a la cantidad total de

energia radiante solar gy (r,¢) por unidad de tiempo y unidad de area que incide en un instante ¢,

sobre la superficie del detector ubicado en una posicion ,, incluyendo la energia radiante con

300 < A < 3000nm que llega en todas las direcciones contenidas en la semiesfera superior al plano del
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detector. Esta cantidad de radiacion g7 (r,¢) contempla tanto la radiacion directa g (r.t)

proveniente en la direccion del sol, como la radiacion difusa g, (7.¢)-

Al comparar las diferentes mediaciones de radiacion registradas en intervalos de 15 minutos durante una
misma hora de un mismo dia es posible ver una gran dispersién entre las medidas realizadas, esta
dispersion es aun mayor si se comparan los registros pertenecientes a una misma hora de un mismo dia
pero de afios diferentes. Para poder considerar esa dispersion en las mediciones registradas, los datos

fueron tratados estadisticamente de la siguiente forma:

e Se compuso un afio tipico de 365 dias incluyendo las medidas de los 6 afios. En el intervalo

1<d <365, d =1 corresponde al primer dia de enero.

e FEl dia fue dividido en 24 horas, desde las 00hs hasta las 23hs. A cada hora 5 le corresponden todas

las mediciones realizadas 30 minutos antes o 30 minutos de cada hora exacta.

e En cada hora 5 de un dia d, fueron consideradas las medias realizadas a las misma hora 5, en los 3

dias previos y los 3 dias posteriores a ese dia d .
¢ En caso de afios bisiestos, el 29 de febrero es considerado como una repeticion del 28 de febrero.

En la Figura 2 se muestran en forma de grafico de caja la distribucion de los datos registrados por el
CIM durante los seis afios de mediciones, durante las 24 horas, para los dias 21 marzo, 21 de junio, 22
de septiembre y 21 de diciembre. Como puede verse los valores méximos de radiacion corresponden a
los dias de verano, cuando los rayos del sol inciden perpendicularmente al tropico de Capricornio,
disminuyendo a media que la fecha se aproxima al 21 de junio, cuando los rayos del sol inciden
perpendicularmente al trépico de Céancer. A partir de esa fecha, los registros comienzan a aumentar
paulatinamente hasta llegar al 21 de diciembre. Asimismo, es posible ver la evolucion de los valores de

radiacion durante el dia, alcanzando el valor maximo entre las 12 y las 13hs.

En la Figura 2, para una hora 4 de un dia d cualquiera del afo, la dispersion observada en los datos
registrados se debe a variaciones en las condiciones climaticas, principalmente a la presencia de nubes.
Los registros de alta radiacion corresponden a condiciones de baja o nula nubosidad, mientras que los
registros menores pertenecen a dias nublados o de lluvia. La presencia de nubes no solo disminuye la
cantidad neta de energia radiante que alcanza la superficie del detector, sino que ademas reducen la

relacion entre la cantidad de energia radiante ¢, (r.7) que incide directamente desde el sol y la
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cantidad g7 (r,¢) que llega en forma difusa a la superficie del detector. En dias sin nubosidad casi la
totalidad de la radiacion que llega a una superficie corresponde a radiacion directa g, (r,¢); a media
que la nubosidad aumenta el valor de g7, (r,¢) se reduce significativamente, llegando a ser despreciable

frente al valor de g (r,¢) cuando la nubosidad es muy alta.
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Figura 2: Distribucion de los datos registrados por el CIM entre octubre de 2008 y diciembre de 2013,
durante las 24 horas, para los dias (a) 21 marzo, (b) 21 de junio, (c) 22 de septiembre y (d) 21 de
diciembre. Los valores corresponden a la cantidad total de energia radiante solar ¢/ (r,7) por unidad

de tiempo y unidad de 4rea que incide en un instante ¢, sobre la superficie del detector ubicado en una
posicion ,, incluyendo la energia radiante con 300 <A <3000nm que llega en todas las direcciones

contenidas en la semiesfera superior al plano del detector. En el grafico la caja representa los cuartiles
Q1, Q2 y Qs. Las lineas continuas se extienden desde el percentil P al percentil Pgy. El promedio se
representa con el simbolo .
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Debido a la forma en que se producen la atenuacion en el valor de g, (r,¢) y su redistribucion entre
an,(r.t) Y g4, (r.t), la iluminacion de un FBR a una hora /4 en un dia d cualquiera deberia ser

representada a través del conjunto de condiciones de radiacion, caracterizado mediante una funcion de
distribucion, calculada a partir de los datos de radiacion medidos. Dicho de otra manera, para una hora

h en un dia d existe un conjunto de condiciones de radiaciones ¢, posibles, en donde la probabilidad

G . . . r 14
P(qm) de ocurrencia de cualquiera de ellas puede ser determinada a través de una funcion de

distribucion £ (qu ) , obtenida a partir de los datos medidos.

De este modo, para una hora /4 de un dia d la probabilidad P( )) de que la Radiacion

G G
qTat,(I) ’ qTat,(2

. G G _ G
incidente se encuentre en el rango gy, ) <qr, <4, ;) €8

G
9rot (2)

P(a, 95 )= | E(a7)dar (1)

G
1ot (1)

En la Figura 3 se muestra la funcion de distribucion £ (qTGw) para el 21 de diciembre a las 13:00hs. Como
puede verse en la figura existe una alta probabilidad (calculada a partir de la Ecuacion (1)) de que en ese
dia el valor de radiacion g (r,z) esté en el rango / 000 < q;,, <1200 [Wm’q. A su vez, segin se
expuso con anterioridad, debido a la presencia de nubes, a ese valor de radiacion gy (r.z) le
corresponde una relacion (o tal vez un conjunto de relaciones posibles) entre la energia g (r,¢) que

llega al detector en forma directa y la energia g5, (r.¢) que incide en forma difusa.

Los datos provistos por el CIM no contemplan la diferenciacion entre las fracciones g, (r.¢) ¥
gy, (r.t) de los valores de ¢ (r.t), un parametro necesario para la simulacion precisa del CER en

FBR iluminado solarmente. La inexistencia de estos registros obliga a realizar un promedio en los

valores medidos de ¢, (r,¢) para cada hora de cada dia y tratar la relacion entre las fracciones directa y
difusa asumiendo que ese valor g (r,z) corresponde a un dia despejado y utilizando los datos

reportados por Albizzati E.D. et al (Albizzati, E.D. et al 1997). Esta estrategia permite una prediccion

razonable de las condiciones de iluminacion a la cual estaria sometido un FBR ubicado en la planta de
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tratamientos de efluentes del PTLC, permitiendo una adecuada prediccion de la capacidad de produccion

del sistema.

5 50E-3 - 21 de diciembre, 13:00 hs
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Figura 3: Funcién de distribucion E (qTGm) para los datos de radiacion solar para el 21 de diciembre a las

13:00hs en los diferentes afios. Los valores corresponden a la cantidad total de energia radiante solar
gy, (r.t) por unidad de tiempo y unidad de area que incide en un instante ¢, sobre la superficie del

detector ubicado en una posicion ,, incluyendo la energia radiante con 300 < A <3000nm que llega en
todas las direcciones contenidas en la semiesfera superior al plano del detector.

En la Figura 4 se presentan en forma de lineas de contorno el valor de g7 (r,¢) para las 24hs de los 365
dias del afio. En el Anexo I al final del trabajo se presentan en forma de tabla los valores de g7, (r.¢)

para las 24 horas del dia, de los 365 dias del afio.

(c) Las intensidades solar y distribucion espectral de la radiacion solar.
Siendo g5, (r.t) la cantidad total de energia radiante por unidad de tiempo y unidad de érea, con

300 < A <3000nm , proveniente del sol que incide sobre una superficie horizontal ubicada en una
posicion r, en un instante ¢; entonces, la cantidad de esa energia radiante incluida en la region visible
del espectro electromagnético, con 400 < A < 700nm , puede calcularse segun:

70

G 0 A
4Gy = 2l = (KZQ 1)d2 0.416 42, )
Loo 1 (K’Q’t)dl

Donde 7, (5 _Qt) es la distribucion espectral de intensidad solar, segiin se muestra en la Figura 5.
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Figura 4: valor de g (r,¢) para las 24hs de los 365 dias del afio representados en forma de lineas de

contorno. Los valores corresponden a la cantidad total de energia radiante solar g;, (r,¢) considerando
el rango 300 < A <3000nm .
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Figura 5: distribucion espectral de la radiacion para los rangos (a) 250<A<4000nm y (b)
350 < A <700nm . Los valores se muestran en unidades arbitrarias. (Adaptado de Pilon, L. et al, 2011).

Spectral Solar Irradiance (W.mZnm™)

Por otro lado, la densidad de flujo global de radiacion visible ¢ (r,7) sobre esa posicion puede

expresarse segun:

Q?//s(ﬁ’t) ZQ?//S(K,f)+q“”/IS(£’t) (3)
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Donde g/ (r.¢) es la densidad de flujo de radiacion visible directa y g (r.¢) es la densidad de flujo

de radiacion visible difusa. En la Ecuacion (3), las densidades de flujo de radiacion directa y difusa

pueden relacionarse con las respectivas intensidades espectrales de radiacion directa y difusa a través de:

q5s(r.0)= [ [ 12 (. 2.1)(d-2)drd @+ [ [ 1} (r.2.1) (2 2)dAd 2 4)
22 Q2

La densidad de flujo de energia radiante directa puede calculares segin:

@s(r.t) = [[17 (r. 2.0)(2-2)drd 2 (5)

Considerando que 77 (K,Q,t):o cuando Q»2,,;y I7 (5,.{2,1) =0 para Q= ; la Ecuacion (5)

SZ’

puede reescribirse como:

q,'/)ls(r t .[I ( )ID (r Q, t)(ﬁ-.f))dxld[_:) (6)

Donde 5(.{2) es una delta de Dirac. En la Ecuacion (6), la intensidad espectral 77 (5 _Qt) puede

vincularse con la intensidad-VIS ],25

(r !2 t) a través de:

1P (r 9} t) sz (r I9) t)am, (7)

Con lo cual:

as(r.2.t) =1 (r.2.0)(7-2) [ 5(2)dg2 ®)

Q=

Analogamente, a partir de las Ecuaciones (5) y (7), es posible calcular la densidad de flujo de energia

radiante difusa segun:

q4(r.1) jjld(r Q.t)(#-2)drd2 9)

Si asumimos que la energia radiante sobre la superficie en , sigue una distribucion isotropica y, por lo

tanto, /¢ (5 Qt) es independiente de Q;

dyus(r.t) = 15 (r. 2.1) [ (A-2)d2 (10)
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En donde:

e (K,Q,t):jlj (g,fz,t)d,l (11)

) {c
Por ultimo, integrando en €2 las Ecuaciones (8) y (10), y reemplazando las expresiones para aps(r.1)
Y gis(r.t) enla Ecuacion (4), obtenemos:

q5is(r.1) =155 (1. Q.1 ) (- Q)+ Iy (1. 201 ) (12)

D
Si denominamos ¢ a la relacién % , la Ecuacion (12) puede reescribirse como:
VIS

q(IiIS(K’t):Ilt/jls(z"{_:)’t)lia(ﬁ'g)_'_ﬂ:l (13)

Reordenando las Ecuaciones (12) y (13); los valores de 7, (5 Qt) y I (g , Qt) pueden calcularse a

partir de g7 (r,¢) mediante:

G
];rls (K,Q,t)= qVIS(K’t) (14)

[e(i-2)+7]

15, (v, 0.)= q%(m)(ﬁ ﬂg; (r.2.1) B

En las Ecuaciones (14) y (15) los diferentes valores de « para cada mes del ano para la ciudad de Santa

fe pueden obtenerse en el trabajo publicado por Albizzati E.D. (Albizzati, E.D. et al, 1997). La Ecuacion
(15) s6lo es valida para (ﬁ . Q) #0.

Para transformar la cantidad de energia radiante que alcanza al detector [W m™] en cantidad de fotones

[umol de fotones m™] teniendo en cuenta la distribucion espectral de la energia radiante, se asumio que

tanto 7, (ﬁ .Qt) como /¢ (K .Qz) siguen la misma distribucion en 1 que la radiacion espectral solar

1, (5 _Qt) de la Figura 5(b). Considerando la Ecuacion (7), la distribucion 7, (5 Qt) puede expresarse

de acuerdo a:

Iz(ﬁ’g’t)zlws(ﬁrg:t)EJ (/7“) (16)
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donde E,(4) es la funcion de distribucion espectral en términos de energia, la cual cumple con la
siguiente condicion de normalizacion

[ E (2)di=1 (17)

Por otro lado, la intensidad espectral 7, (K .Qt) en términos de energia radiante puede vincularse con la

intensidad espectral n, ( 7, _Q,z) en términos de nimero de fotones, mediante la relacion:

1 (2. 20)="n, (r.20) (18)

Al igual que en la Ecuacion (16), n, (g Qt) puede expresarse en relacion la funcion de distribucion

espectral £, (1) en término de niimero de fotones, con lo cual la Ecuacion (18) puede rescribirse como:

Ly (r,2.t) E,(2) :%nm (r.2.) Ey(2) (19)

Integrando ambos lados de la Ecuaciéon (19) en 4 luego de obvias modificaciones; la relacion entre

Ly (K;Q,t) Y ny (K,[_AQ,Z‘) es:

Ty (K:Q;t)

[ AE,(2)dA =n(r. Q1) [ Ey(2)dA (20)
hC VIS VIS
con lo cual:
(2, 2.0)=4.003 42| 7 (1, 2) @

En la Figura 6 se muestran las funciones de distribucion E,(1) y E, (1) en términos de energia y

numero de fotones respectivamente para la radiacion solar.

Por ultimo, las densidades superficiales de flujo fotones en forma directa y difusa, pueden obtenerse

mediante las siguientes expresiones:

A

ahs(r.t)=ni (2. 21)(4-2) [ 6(2)d2=nf)(r. Ot) (- 2) (22)
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quIS(K’t) = n;IS (K,Q:t) (é@)dé =2 ﬂng]S(E}‘(_:))t) (23)

Q=
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Figura 6: Funcion de distribucion espectral £(1) de la radiacion solar en términos de niimero de

700
fotones (--) y en términos de Energia (—). Ambas distribuciones cumplen la condicion J' E(A)dA=1-

400

(c) La posicion del sol respecto al centro de la tierra un dia d del aiio.

Para simular el campo de energia en fotobioreactores iluminados con luz solar es necesario considerar

tanto la energia g, (r,¢) que llega al reactor en forma directa, como la energia g§ (r.z) que llega ala

superficie del cultivo en forma difusa. En general, se asume que la energia difusa se distribuye en forma

isotropica alrededor de la semiesfera sobra el plano tangente a la posicion , . Por otro lado, g, (7 .7)

proviene desde una Unica posicion: la posicion del sol.

Para predecir la posicion del sol en una hora especifica del dia, en un dia del afio y para una posicion

geografica sobre la superficie de la tierra, se establecio un sistema de coordenadas {)_2 )92} ubicado en
el centro de la tierra. Estos ejes de coordenadas estan fijos y la tierra gira sobre el eje Z, en sentido
£ — p. Respecto al eje de coordenadas {)_E j/g} , el sol estara siempre sobre una elipse centrada en el

sistema {¢é ;é,/é,}, con su eje menor coincidente con el eje x y que forma un angulo de 23,5° con el
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plano xy (Figura 7). La funcion para esa elipse, en el sistema de coordenadas {¢ . é,é,) , es

2 2
Bl L[ B : o s eies 6. 6. v 6 som-
+ ) = 1. Respecto al sistema {g, v, g} los ejes €,, €,,y €; son:
a Z
é,=12+0y+0z (24)
€,=0x+cos By+sinfiz (25)
€;=0x—sinBy+cosfz (26)

Donde B =23,5° es el angulo de inclinacion del eje rotacion de la tierra, respecto al plano que incluye a

. . . b4 a
la elipse. Por otro lado, para el caso de la elipse que describe la tierra durante su traslacion 5 ~1

(Khavrus, V. et al, 2010 y 2012); de modo que es posible asumir que la posicion del sol respecto al

sistema {¢ ;¢ ¢} puede caracterizarse mediante la ecuacion de un circulo. Dependiendo de la estacion
del afio; la posicion del sol sobre ese circulo en el plano que contiene a ¢, y a €,, puede conocerse a

través del angulo 0!1'. De acuerdo al sistema de coordenadas establecido (Figura 7), este angulo toma los

siguientes valores: 0!1' =0 el 21 de marzo (dia 80 del afio); a, :é;r el dia 22 de junio (dia 173 del

afo); Ol; =7 el 23 de septiembre (dia 266 del afio); y, o) = %72' el 22 de diciembre (dia 356 del afio).

En forma mas general, para un dia 4 cualquiera tal que 4 — 7 corresponda al 1° de enero de un afio
b

. 2
tipico de 365 dias, o) =——(d — 80
p 1 365( )

Luego, para ese dia 4, es posible calcular el vector unidad §' que sefiala la posicién del sol en el sistema

{€,é,:¢,}, segin:

§' =cos [2—”(61 —80)}é,+sin {2—”(61 —80)}é2+0é3 27)
- 365 B 365 - -

Luego, en el sistema { X p; é} la posicion del sol es:

S =cos [%(d—SO)}_E+sin{%(d —80)}cosﬁi;+sin [%(d—SO)}inﬂé (28)
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Figura 7: Posicion relativa del sol respecto al eje terrestre en los diferentes dias del afio. El centro de la

tierra esta ubicada en el centro del sistema {x; y; z}. La tierra gira sobre si misma en el eje z. En este
esquema, la posicion del sol estard siempre sobre una elipse en el plano que incluye los versores €; y €.

Asimismo, en coordenadas polares y sobre el sistema {)_2 Vs 2} , la posicion del sol puede caracterizarse a

través de los angulos ¢ y 93.
(29)

S =sin6, [cos PX+sing, j/]+ cos 0.z

con lo cual los angulos ¢ y 93 que caracterizan la posicion del sol un dia 4 cualquiera del afio, en

coordenadas polares y sobre el sistema {)_E )_7 2} son:
(30)

cos 0. =sin [%(d —80)}1’11,8

cos {j;;(d - 80)}
(31)

CoS Q.=

s . 271- . 2
1 —{sm {m(d —80)}sznﬂ}
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(d) La posicion del sol a una hora & del dia, un dia d del afio para una posicion sobre la superficie

de la tierra.

Sobre el meridiano de Greenwich, considerando el sistema de coordenadas {)_2 Vs 2}, el dia comienza a

las 00:00hs cuando ¢, = ¢, — 7 (Figura 8). Luego, a cualquier hora /4, en Greenwich

b=t —7thg (32)

Donde ¢, y ¢, son los angulos acimutales en el sistema {)_2 V; 2} que indican, respectivamente las

posiciones del meridiano de Greenwich y del sol. A partir de esto, a cualquier hora 4, = A, + Ah en una

posicion cualquier sobre la superficie de la tierra (que para fines practicos asumiremos que es esférica),

con una diferencia horaria Ah respecto al meridiano de Greenwich, el vector unidad 5, en el sistema

{)_2; Vs 2} , que sefala una posicion, puede conocerse a través de:

D =5sin 0, cos gpx +sin 6, sin @,y +cos O,z (33)

En la Ecuacion (33), ¢, = ¢, + 7[(% —]j+long y 0, = % +lat . En este caso, la latitud y longitud

correspondientes a ese punto geografico a partir de se determinan segun la siguiente convencién: (1)
sobra la linea de ecuador lat =0°, y es positiva en direccion Sur y negativa en direccion Norte; (2) sobre

la linea del meridiano de Greenwich long =(0°, y es positiva hacia el Este y negativa hacia el Oeste.
En esa posicion p sobre la tierra puede generarse un sistema de coordenadas {s 4, 4.} talque i;=p

indica la direccion radial, u, sefiala al Norte y %, apunta al Este. En el sistema de coordenadas {)_c Vs 2}

lo vectores 4,, 4, y @, son:

U ;= sin6y, cos g, x + sin O, sing,y +cos 6,z (34)

u,= sz'n(HP —%jcos PpX +sin(9P —%j Sin@,y +cos(9p —%)2 (35)

(36)
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Sur, lat (+)

Figura 8: posicion del sol respecto a una posicion especifica sobre la superficie de la tierra

considerando la hora y las coordenadas terrestres.
Por ultimo el vector unitario §", que sefiala la posicion del sol en el sistema {a,d,4,} , puede
calcularse segun:
ty+ (S 1) i+ (5 -1h,) i (37)
(38)

_A” = (5'221)_1

que en relacion a los puntos cardinales es:
$"=(8-u,)Este+(5-u,) Norte+ (s -u;)Vertical

En la Figura 9 puede verse al posicion del sol en diferentes horas del dia para cuatro dias del afio.

abs )

yis » X

(e) Diseiio de los reactores.

En el Capitulo 2 se obtuvo una expresion cinética y se determinaron los pardmetros incluidos en ella.
Mediante la misma es posible predecir el valor de la velocidad local de crecimiento celular 7, (r

para la cepa de microalga Chlorella sp. Esta expresion depende de la concentracion de biomasa x(t) y
de la velocidad volumétrica local de absorcion de fotones r,,‘}?(f,t). A su vez, la velocidad de

absorcion de fotones VIZ?( rt ) depende de la posicion 7 en el reactor y del tiempo ¢; esta ultima
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dependencia no es directa, sino a través de la variacion en el tiempo de la concentracion de biomasa o de

la condicion de iluminacién a la cual esta expuesta el reactor.

Figura 9: Posicion del sol para diferentes horas de los dias (a) 20 de marzo, (b) 20 de junio, (¢) 20 de
septiembre y (d) 20 de diciembre en la ciudad de Santa fe. Los vectores 0i;; fn; y 03 indican,
respectivamente las direcciones Este, Norte y Vertical.

Durante la determinacion de dicha expresion se trabajo en condiciones de baja iluminacion con el
objetivo de asegurar que sea la luz el sustrato determinante de la velocidad de propagacion. La

iluminacion en el reactor, de geometria anular, se realizo a través de una lampara fluorescente de 16Watt
ubicada en el centro del reactor. En estas condiciones, la maxima densidad de flujo de fotones ¢

sobre la superficie del vidrio interno del rector corresponde a un valor de 126 pmoles s m™
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Considerando la radiacién total que incide sobre el cultivo a través de toda la superficie iluminada s y el

~

volumen V’y del reactor, el flujo de fotones por unidad de volumen de cultivo . ,,; corresponde a:

~

[
=VIS
V,

L= Viqu (r.t)ds=0,49umol s~'L" (39)
R s

Sobre la superficie del reactor abierto tipo open ponds, la densidad de flujo de fotones varia en funcion
de la fecha y la hora. Los valores pueden llegar a ser muy altos, por encima de los 1000 umoles s m™.
En esta situacion la zonas mas cercanas a la superficie del pileton podrian estar sometidas a estados de
foto-inhibicidon o estrés oxidativo por exceso de radiacién, mientras que en las zonas mas profundas,
debido al efecto self shading, la luz podria no ser suficiente para mantener un crecimiento celular

sostenido.

Para lograr una iluminacion homogénea y semejante a las utilizadas en escala de laboratorio (Capitulo
2), se propone realiza el cultivo en un sistema de FBR tipo columnas interconectadas, dispuestas
verticalmente en el interior del pileton, el cual permanecera lleno de agua (Figura 10). Este sistema
integra las ventajas de los sistemas tipo tubulares, columna y airlift permitiendo un mezclado eficiente,
una alta relacion area iluminada por unidad de volumen y un buen intercambio liquido-gas. En este
sistema, la radiacion solar que originalmente incidiria sobre la superficie del cultivo, es distribuida sobre

la superficie lateral del FBR cilindrico, logrando asi un aumento en el 4rea iluminada y reduciendo la
magnitud del flujo local de radiacion solar g, ( r,t ) El efecto netos es una iluminacion moderada y

mas uniforme del cultivo.

Para un mayor aprovechamiento de la luz solar, el fondo y las paredes del pileton estaran pintadas
blancas, reflejando la luz en forma difusa. El pileton permanecera lleno de agua de manera de lograr un
mejor control de la temperatura y evitar las diferencias de presion entre el interior y el exterior del
reactor. Las columnas estaran interconectadas mediante tubos horizontales, situados en la base de cada
columna, de manera de permitir la recirculacion y el mezclado del cultivo. Para mejorar el mezclado en
el interior de las columnas, los reactores estaran tabicados con un tabique plano, que se extiende desde el
fondo de la columna y hasta algunos centimetros por debajo de la superficie del medio de cultivo en el
interior del reactor. El tabique divide la columna en dos, de manera de lograr que las conexiones de

ingreso y egreso de fluido a la columna queden en extremos opuestos.
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Este sistema prevé, ademas, la inyeccion de aire desde la base de la columna, en la posicion en la cual el
liquido se mueva en direccion ascendente, asemejando el reactor a un sistema air/ift. De este modo se
evita la acumulacién de oxigeno a la vez que se administra CO; al cultivo. En caso de suministrar aire en
la columna, la misma deberd poseer un sistema para evacuar el mismo. Adicionalmente, al ser un
sistema cerrado, reduce el riesgo de contaminacion y permite un control mas preciso de las variables de
cultivo. Por ultimo, este sistema de cultivo podria ser fabricado en material descartable (PET o

polietileno), reduciendo su costo y minimizando los riesgos de contaminacion.

S

-

" I'Entrada de Aire |

Figura 10: (a) Esquema del sistema de FBR tipo columna-tubular, sumergidos en los piletones del
PTLC. El sistema de FBR consiste en columnas verticales interconectadas por tubos horizontales. Antes
de alcanzar la suspension, parte de la radiacion solar es reflejada [1] sobre la interfase liquido-gas y en
las paredes del FBR [4]. Las paredes y el fondo son de color blanco por lo que los haces de luz que
inciden sobre los mismos son reflejados en forma difusa [2]. Un tabique divide las columnas en dos para
favorecer el mezclado, permitiendo ademas la inyeccion de aire. No toda la radiacion solar es absorbida
en la suspension y parte de la misma emana desde la cara posterior del FBR [3]. (b) Vista superior y
disposicion en tresbolillo de las columnas en el interior del pileton.

Es este trabajo nos enfocaremos en los aspectos relativos a la transferencia de energia radiante en el
FBR, de manera de lograr una estimacion razonable de la capacidad de produccion de este sistema de
cultivo montado en los piletones disponibles en el PTLC. Es importante remarcar que todos los demas
fenomenos de disefio deberan ser analizados para lograr un sistema de cultivo eficiente. Estos
fendmenos son: transferencia de cantidad de movimiento y régimen de mezclado; transferencia de masa

e intercambio liquido-gas; y, transferencia de energia y control de temperatura. Estos aspectos dependen
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de las caracteristicas del sistema de circulacion de medio de cultivo; de la geometria del reactor; de las
propiedades de fluido; del régimen de aireacion y las caracteristicas del sistema difusor de aire; etc. El
desarrollo de esta tecnologia requerird que cada uno de estos fenomenos sea analizado primeramente en
forma aislada, para luego analizar la forma en que se relacionan entre ellos de manera de llevar adelante

una optimizacion del sistema su conjunto.

(f) Simulacion y analisis de CER en el sistema de cultivo.

Una vez conocidos los valores para n? (E Qt) y nf (g Qt) y habiendo determinado la posicién $"

del sol para una ubicaciéon geografica 7, en un instante s, la simulacion del CER en un FBR (de

geometria definida) por el método basado en el método de Monte Carlo consiste en:

o Establecer las caracteristicas de la fuente de radiacion
Fijar las coordenadas terrestres de Santa Fe
Establecer una dia y una hora
Estimar el valor de ¢“ (r,7) a partir de los datos provistos por el CIM y calcular gy;5° (7,7)
Determinar la posicion del sol
Calcular el coseno del angulo que forma con la normal
Adoptar un valor para la relacion Ip/l4
Calcular los valores de Iyis” e Iys®
Calcular los valores para nys” y Nyrs®
Calcular los valores para qwsD y qwsd
o Simular el CER en el FBR para ese dia y hora

e Establecer una concentracion de biomasa y de clorofila en el medio

e Simular el camino de un niimero suficientemente grande de fotones de la siguiente forma:
Elegir una longitud de onda para el foton
Elegir si el foton es D o d; si es d: direccion al azar; si es D: direccion inversa a la del sol
Elegir una posicion sobre la superficie del pileton.
Determinar si el foton es reflejado sobre la superficie del agua.
Calcular la posicion de impacto sobre la superficie del FBR tipo columna
Determinar si el foton es reflejado sobre la superficie del FBR.
Simular su camino hipotético hasta ser absorbido o encontrarse con un limite del FBR.
Avanzar un paso en la suspension
Chequear si alcanz6 algan limite del reactor
Generar un namero aleatorio
Elegir entre las alternativa se absorbido, dispersa o ninguna de las anteriores.
Si se absorbe generar un nuevo foton
Si se dispersa generar una nueva direccion considerando la funcion de fase

o Sini es absorbido ni dispersado avanzar un nuevo paso.

e (Calcular los valores de Vy/]SabS(Z, 1), la funcién de distribucion normalizada g’ (rV,S"bS, t) y el valor de r,.
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Para este FBR, la densidad de flujo de fotones ¢ ( r,t ) sobre su superficie no es homogéneas (hay

zonas mas y zonas menos iluminadas) con lo cual el valor de la densidad de flujo de fotones depende no

solo de la fecha, la hora y la geometria del reactor; sino que también depende de la posicion r sobre la

superficie del reactor. Para caracterizar la forma en que la radiacion solar se distribuye sobre la

superficie del reactor, es posible definir una funcion de distribucion de superficies § (qV,S,l ) en términos

de densidades locales de flujo de fotones ¢, ( Lt). A partir de S(qV,S,t) , el producto s(qm,t)dqm es
la fraccion de la superficie del reactor tubular sobre la cual la densidad de flujo de fotones se halla entre
Qvis Y 9ys +dq,, - La fraccion acumulada de superficie con densidades de flujo en el intervalo (0, ‘]st)

€s:

dvis
S(%[S’t): _[ S(éV/S’t)déV’S (40)

T 0
donde S, es la superficie total del FBR, S(g,,.7) es la superficie acumulada del FBR con densidades
de flujo de fotones en el intervalo (O,qV,S) y dq,s es la variable de integracion para el intervalo

0<dq,s <dq,s . Considerando la condicion limite [lim S (qV,S,t)zST , es posible concluir que

Gyis =
5(gys.t) estd normalizada en 1.
) S q ,t ) qvis . .
i 2= i G )i =1 @
A S ,t
Con la cual, la relacion entre s (‘]st’t ) y % es:
T
1 dS(q,,.t
S_—c(l = ) :S(qVIS’t) (42)
T vis

relacion que puede ser numéricamente aproximada de acuerdo a:

i|:S(qVIS+AqV15’t)_S(qu)t)j|zS(QVis,t) (43)
S Ay

T

para valores de g,,, suficientemente pequefios.
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Luego, a partir de s(q,,,S,t) la densidad de flujo promedio ¢, sobre la superficie del reactor,

dependiente del dia, la hora y la geometria del reactor, puede ser calculada segin la Ecuacion (44)

QyisS (qVIS ) t)dqws (44)

Qyis =

S —y 8

En la Figura 11(a) se muestran los resultados de la funcion de distribucion S((]V,S,l‘ ) en términos de
densidades de flujo de fotones ¢g,,, sobre la superficie de un FBR tipo columna con un radio (R7) de

100mm, una altura (Hg) de 1200mm y un distancia (d¢) entre centros de 447mm (parametros de disefo

elegidos en forma arbitraria); para el 21 de diciembre a las 13hs. En la Figura 11(b) se muestran los

S(O’qV[S)

T

resultados obtenidos segin la Ecuacion (40) para las fracciones en el FBR tipo columna y

para un reactor open pond tradicional de 30cm de profundidad. Para un reactor tipo open pond, la

densidad de flujo sobre la superficie es homogénea y, en esa fecha y hora, toma el valor de 71650 umoles

S (0, ys )

T

2

m” s por ello es igual a cero en el intervalo 0<g,,; <1650umol s'm™ e igual a 1 en el

intervalo 0<gq,,, <1650umol s'm~. Para el caso del FBR tipo columna solo una fraccion menor a 0,05
de la superficie del reactor (la parte superior) es irradiada con una densidad de flujo ¢,,, semejante a la
hallada en el caso del sistema open pond; por el contrario, una gran fraccion de la superficie del reactor

(= 0,80) recibe un flujo de fotones relativamente bajo, en el rango 30 < gy ( r,t ) < 200umoles s'm™.

En cuanto a la densidad de flujo promedio ¢ (l‘ ) y al flujo de fotones por unidad de volumen de

cultivo para €l 21 de diciembre a las 13hs, estas variables son, respectivamente, ¢;;q =233

T ACYE

umol s m? y ;m =4,9 umol s L' para el caso del FBR tipo columna; y, Gyrs =1650 pumol sTm?y

ey =9, umol s L' para el reactor tipo open pond con 30cm de profundidad. A partir de estos valores

es posible comprender y cuantificar la forma en que el disefio de FBR tipo columna permite una
iluminacién méas homogénea del cultivo evitando zonas de alta irradiacion y la presencia del fenomeno

de estatificacion en el medio.
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Figura 11: (a) Funcion de distribucion de superficies S(qm,t) en términos de densidades locales de
flujo de fotones ¢ ( r,t ) para el 21 de diciembre a las 13hs. (b) La fraccion acumulada de superficie

con densidades de flujo en el intervalo (0, q,,,s) para el mismo dia y hora.

Es importante remarcar que la funcion de distribucion S(qV,S,l‘ ) en términos de g,,; varia con el dia y
la fecha y, ademas, con la geometria del reactor. En la Figura 12 se muestra en forma de grafico de
cajas, la distribucion de densidades de flujos de fotones g ( Lt) sobre la superficie del FBR tipo

columna con Ry = 100mm, Hz = 1200mm y d¢ = 447mm, para diferentes fechas y horas. Como puede

verse, la fecha como la hora tienen una gran influencia sobre la distribucion del flujo de radiacion
Qys (K ,t ) en las paredes del FBR. No hay que olvidar que la geometria de los reactores (elegidas

arbitrariamente en este caso) es una variable susceptible de ser optimizada.

En la Figura 13 se muestra la densidad de flujo de fotones sobre una superficie horizontal g (t) junto
al flujo promedio de fotones g, (l‘ ) en el FBR tipo columna del ejemplo. Se incluyen ademas los

valores para el flujo de fotones por unidad de volumen de cultivo ;;m -, bara las alternativas de

reactores: piletones abiertos y FBR tipo columnas/tubular. Como puede verse, el disefio del reactor tipo
columna logra una efectiva atenuacion del flujo de radiacion sobre la superficie del cultivo y un

distribucién mas homogénea de la luz en el medio, evitando las condiciones extremas, pero manteniendo

constante el valor del flujo de fotones por unidad de volumen de cultivo, ;m \- ,» €n el reactor.
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Figura 12: distribucion de densidades de flujos de fotones ¢ ( r,t ) sobre la superficie del FBR tipo

columna para los dias (a) 21 de marzo, (b) 21 de junio, (c¢) 21 de septiembre y (d) 21 de diciembre. En el
grafico la caja representa los cuartiles Q;, Q. y Qs. Las lineas continuas se extienden desde el percentil
Py al percentil Pyy. El promedio se representa con el simbolo 0.

(h) Estimacion de la velocidad de crecimiento celular en el sistema de cultivo disefiado.

En este apartado se realiza una estimacion de la capacidad de produccion de biomasa microalgas en el
sistema de cultivo en FBR tipo tubular-columna, ubicado en las instalaciones del PTLC y con
iluminacién solar. La estimacion se lleva adelante seleccionando un geometria arbitraria para el disefio
del FBR con la finalidad de obtener una aproximacion razonable que pueda ser mejorada mediante una
estrategia de optimizacion. Durante dicha optimizacion se debera considerar que es posible modificar
tanto la geometria del reactor (didmetro, altura y distancia entre columnas) como las condiciones
operativas (concentracion de biomasa, caudales de liquido y aire, etc.). Asimismo, la optimizacion del
reactor no puede hacerse solo en términos del CER, también es necesario considerar el efecto de las
variables de disefio y operacion sobre el mezclado y la transferencia liquido gas en el sistema y su
influencia tanto en la productividad del sistema, como en pardmetros econdmicos como costos

operativos e inversion inicial. Por ultimo, se debera considerar que las condiciones de operacion y
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configuracion mas eficiente del sistema de cultivo podrian ser diferente para cada época del aio, con lo

cual estas deberan ser halladas particularmente a través de un proceso de optimizacion.
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Figura 13: Densidad de flujo de fotones ¢, (t ) sobre una superficie horizontal (¢ ); flujo promedio de
fotones ¢y;g (t ) sobre la superficie del FBR tipo columna del ejemplo () y flujo de fotones por unidad

de volumen de cultivo l;m, -, bara las alternativas de reactores: piletones abiertos de 30cm de

profundidad (A) y FBR tipo columnas/tubular (x); para los dias (a) 21 de marzo, (b) 21 de junio, (c) 21
de septiembre y (d) 21 de diciembre.

En funciéon de la concentraciéon de biomasa y la iluminacién del reactor, para un instante  y una

posicion r cualquiera en el FBR, en donde la velocidad de absorcion de fotones es V,f,?( r,t ) y la

concentracion de biomasa es x(l‘ ), la velocidad de crecimiento es:

abs ,t
r (rf,?,x):& ]+K2%—1 (45)

Luego, la velocidad de crecimiento promedio en el reactor para ese instante s es:
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0 abs
F(nn)=[K, | f1e K, 02 (L) _, g () iy (46)
0

donde g'(r,,‘}?) es la funcién normalizada de distribucion de volimenes de reactor en términos de

bs

velocidades volumétricas de absorcion de fotones %> (ver Capitulo 2). Esta funcion g'(rV“,S‘ ) depende

ademas de las propiedades opticas del medio de cultivo, de la geometria del FBR, y del tiempo ¢, en

funcidn la variacion de la iluminacion del FBR, la cual depende de la hora y el dia del afio.

Para un dia d, la velocidad de crecimiento media diaria 7 es:

x,diaria

J TK{ 1ok, L) —JJg’(rf,?)dry”,?dt
00

x(1)

24 ©

1t . abs abs
I Ig (rws )drws dr
00

1 e rabs t’K ’ abs abs
:2—4”1({ 1+1<2%—1Jg (e Y dt

(47)

Para estimar la capacidad diaria de produccion se considera que el reactor es operado en forma continua,
. ., . . -1 .
manteniendo la concentracion de Biomasa constante, con un valor igual Igr L™. Al igual que la

geometria del reactor, y por las mismas razones, esta variable fue elegida arbitrariamente. En la Figura
13(a) puede verse la velocidad de crecimiento media 7, (x,t ) en el reactor, para las diferentes horas en

diferentes dias del afio. Como puede verse, en horas proximas al medio dia las velocidades estimadas
son mayores, debido a la mayor disponibilidad de luz solar, esta diferencia se ve acentuada en dias de
verano. En la Figura 13(b) se puede ver el valor de la productividad [ton ha™ afio™'] para los diferentes
dias del ano de estos sistemas de cultivo junto con la produccion total estimada en cada uno de los
piletones disponibles en las instalaciones del PTLC. Como puede verse, en verano las producciones
estimadas son mayores, debido a la mayor disponibilidad de luz solar y a existencia de jornadas mas
largas. Asimismo, puede verse que alin en invierno los valores estimados para la productividad (= 20 ton
ha™ afio™), calculados a través del escalado sistematico a partir de valores obtenidos a escala laboratorio
son muy superiores a los reportados para cultivos tradicionales de mayor presencia como soja, colza o
palma.

Por ultimo, y a partir de los resultados estimados, la productividad anual del sistema de cultivo en FBRs

-1

tipo columna-tubular alcanzaria el valor medio de 40 ton ha' afio , con lo cual, considerando el
p
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contenido celular de lipidos (= 15%) alcanzado en experiencias llevadas a cabo en propio laboratorio y
utilizando cepas de microalgas nativas, aisladas localmente, la productividad anual de aceite conseguida
seria superior a las 6,0 ton ha™ afio™’, un valor 10 veces superior al producido a partir de cultivos de soja,

la principal materia prima actual de la industria del biodiesel.
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Figura 13: (a) velocidad de crecimiento promedio estimada 7, (x,t) en el reactor en funcién de la hora,

para los dias 21 de enero (W); 21 de febrero (®); 21 de marzo (A); 21 de abril (O); 21 de mayo (0); 21 de
junio (A). (b) Productividad anual estimada (O) y produccion estimada en cada pileton () en funcion de
la fecha.

4.- CONCLUSIONES.

En este trabajo se caracterizo la fuente de radiacion solar considerando (i) la posicion del sol en funcion
del dia, la hora y la posicion geografica sobre la tierra; (ii) el flujo de energia incidente; (iii) su
distribucion espectral; y, (iv) la distincion entre las fracciones radiacion directa y radiacion difusas. Se
disefio un sistema de cultivo fotoautotréfico de microalgas que es una combinacion de las alternativas de
FBR cerrados tipo columna y tubular que permite una distribucion efectiva del flujo de energia radiante
sobre la superficie iluminada evitando los fenomenos de estrés oxidativo y estratificacion de la luz en el
cultivo. Se estimaron la velocidad de crecimiento promedio en el reactor, en funcion de la hora y la
fecha; y la velocidad de crecimiento media diaria, en funcion de la fecha; permitiendo asi estimar la
productividad del sistema y la produccion tedrica lograda. A partir de los resultados conseguidos es
posible considerar que este sistema seria una opcion valida para la produccion de microalgas, aunque es
necesario aun incluir en el modelo de crecimiento el efecto de fotoperiodos y realizar una optimizacion

global del sistema incluyendo los fenémenos de mezclado y transferencia de materia liquido-gas.
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A partir de los resultados alcanzados en el presente trababjo es posible llegar a las siguentes

conclusiones.

. Dependiendo del producto final deseado, la estrategia de produccion a adoptar debera ser diferente. Si
el producto buscado ha de utilizarse como fuente de proteinas, entonces la produccién debera
realizarse en condiciones repletas de nitrogeno. Si se estd produciendo biomasa rica en TAG, el
cultivo deberd atravesar una fase de estrés por ausencia de nitrogeno en el medio. Si se busca
producir almidon, la cosecha de las microalgas debera realizarse durante las Gltimas horas del dia.

« Las productividades mas altas de biomasa, almidon y TAG se logran a través de cultivos expuestos a
altas intensidades de radiacion; sin embargo, la eficiencia en el uso y conversion de la energia solar a
biomasa se ve reducida.

« La composicion de los TAG cambia durante los dias que dura el estrés. Los TAG se enriquecen en la
fraccion de acidos grasos C18:1. Aparecen los AG C18:0 pero su fraccion es siempre baja. Los AG
Cl16:3 y Cl18:3, que son mayoritarios en condiciones de cultivo repletas de N, se reducen
considerablemente. La fraccion de los AG C18:2 queda casi constante. La concentracion de LP en la
biomasa decrece durante el estrés por falta de N.

« Se obtuvieron una expresion cinética y los pardmetros incluidas en la misma. Esta herramienta es
necesaria para llevar adelante en forma sistematica el disefio, escalado y optimizacion de los
fotobioreactores destinados a la propagacion de microalgas en forma autotréfica.

« Se caracterizo la radiacion solar considerando (i) la posicion del sol en funcion del dia, la hora y la
posicion geografica sobre la tierra; (i1) el flujo de energia incidente; (iii) su distribucion espectral; vy,

(iv) la distincion entre las fracciones radiacion directa y radiacion difusas.
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« Se disefio un sistema de cultivo fotoautotrofico de microalgas que es una combinacion de las
alternativas de FBR cerrados tipo columna y tubular, que permite una distribucion efectiva del flujo
de energia radiante sobre la superficie iluminada, evitando los fendmenos de estrés oxidativo y
estratificacion de la luz en el cultivo.

« Se estimaron la velocidad de crecimiento promedio en el fotobioreactor, en funcién de la hora y la
fecha; y la velocidad de crecimiento media diaria en funcion de la fecha; permitiendo asi estimar la
productividad del sistema y la produccion teorica lograda.

« A partir de los resultados conseguidos es posible suponer que este sistema seria una opcion valida
para la produccion de microalgas y metabolitos derivados; lograndose una productividad anual que

. A~ -l
alcanzaria el valor de 40 ton ha™ afio™.
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CAPITULO 2: Esquema de las subrutinas empleadas en la simulacion del CER en
el FBR.
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Figura 1: Programa principal de simulacion del camino de los fotones dentro del reactor para el cultivo de microalgas (1) El
programa se inicia fijando los valores de la concentracion de biomasa [x] y clorofila [Ch/]. (2) Se cheque si ya fueron
emitidos un ntimero 7np de fotones igual al nimero n,"“" de fotones a emitir. (3) Si no se alcanzd el valor de np"* se suma una
unidad al contador np. (4) Se escoge una longitud de onda para el fotdn a través de la funcion de distribucion de emision de
energia radiante /(1) en el espectro electromagnético. (5) Se calcula el coeficiente de dispersion, de acuerdo al coeficiente
especifico de dispersion &;7 y la concentracion de biomasa [x]. (6) Se calcula el coeficiente de absorcion a,”, de acuerdo al
coeficiente especifico de absorcion y la concentracion de clorofila [Chl]. (7) Se calcula la longitud As de cada paso un decimo
del camino libre medio. (8) Se calcula la probabilidad P(4) de absorcion. (9) Se calcula la probabilidad P(S) de dispersion.
(10) Se determina una posicion inicial r; al azar sobre la superficie de la lampara para comenzar la simulacion del camino del
foton a través de la generacion de dos niimeros aleatorios 8; y 6,. (11) Se determina la posicion SR del foton para continuar la
simulacion desde la subrutina correspondiente. (12) El algoritmo de calculo continua desde la posicion 12'. (13) Se chequea
la posicion SR sobre la cual se encuentra el foton para continuar la simulacion desde la subrutina correspondiente. (14) Se
fija el valor de fp, este factor solo puede tomar los valores / y -/ y se utiliza para establecer el sentido en que se produce el
encuentro del fotén con alguna de las superficies. (15) El programa principal utiliza la subrutina correspondiente, las cuales
se describiran a continuacion, para continuar con la simulacion del camino recorrido por el foton en su paso por el reactor
(16) Al alcanzar esta posicion significa que el foton fue absorbido, alcanz6 una superficie negra opaca o salié del reactor
hacia el exterior y el algoritmo continua desde la posicion 16'. (17) El programa finaliza arrojando como resultado la
velocidad volumétrica local de absorcién de fotones, dependiente de la longitud de onda, en coordenadas cilindricas de
acuerdo el angulo acimutal ¢, la altura H respecto a la base del reactor y la distancia radial R al eje de la [ampara.
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Figura 2: Subrutina para la simulacion de los posible destinos de los fotones desde la lampara fluorescente. (1) Se inicia la
subrutina ldmpara, desde el programa principal el foton llega con una posicion r; sobre la superficie de la lampara y una
longitud de onda direccion de propagacion 4. (2) Se establece un sistema de coordenadas a través de los vectores é;, &, y é;
segun la posicion r; del fotdon para asignarle a este una direccion aleatoria Q. (3) Mediante la utilizacion de ntimeros
aleatorios 9, y , se asigna al foton una direccion aleatoria Q. (4) Se calcula la distancia S que recorre el foton desde la
posicion actual r; hasta la proxima posicion ry;, sobre la superficie del vidrio interno, cuyo radio es Ry;. Existen dos
soluciones posibles para la ecuacion dentro del recuadro 4, el valor correcto es la solucion positiva, la solucion negativa
corresponde al la distancia que recorreria en la direccion -Q. (5) Se continua la simulacién del camino del fotén a través del
reactor avanzado la distancia S en la direccion £ hasta la nueva posicion sobre el vidrio interno. (6) Se cheque si la altura
sobre el eje z en que el foton alcanza la posicion sobre el vidrio interno se encuentra por encima de la tapa del reactor (7, >
H;) o por debajo de la base del mismo (7, < 0) o si se encuentra por encimo (Hy, < r, < H;) a por debajo de la altura del
medio de cultivo (0 < r, < Hy). (7) Se establece la nueva ubicacion SR del fotdon para continuar con la simulacion de su
camino. (8) La subrutina lampara retorna al programa principal.

21

jzz Figura 2': Desde la lampara hay tres posibles destinos del foton emitido: (21) vidrio interno sobre el nivel
i de medio de cultivo. (22) Vidrio interno por debajo del nivel de medio de cultivo. (70) los soportes negros
opacos superior o inferior para la lampara fluorescente.
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Figura 3: Subrutina para la simulacion de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar el vidrio interno, a una altura
ubicada sobre el nivel de medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se fijan los valores de los indices de refraccion #; de
los medios ubicado en ambos lados del vidrio, en este es caso 7; = #77; = #aire- (3) Se determina el determina el vector n normal
a la superficie del vidrio en el lugar de impacto del fotdon considerando el factor f, que fija el sentido del vector n (hacia el
interior o exterior del vidrio interno). (4) Se llama a la subrutina Reflexion2 para determinar si el foton serd reflejado o no
sobre la superficie del vidrio. (5) A partir del producto f; fp, se determinar si en qué sentido continua el foton (hacia el interior
o exterior del vidrio interno). (6) Si el producto f; fp es negativo, la direccion del foton ubicado sobre la superficie del vidrio
interno es hacia el interior del mismo y, por ello, se chequea si en su recorrido el foton impactara sobre la superficie de la
lampara. (7) En caso de pasar a través de la lampara, se calcula la distancia S que el foton avanza hasta impactar sobre la
superficie de la lampara. La ecuacion en el recuadro 7 tiene dos soluciones, la menor es la correcta. (8) Se mueve el foton una
distancia S en la direccion Q desde la posicion actual hasta la nueva posicion. (9) Se compara la altura sobre el eje z en que el
foton alcanza la nueva posicion con la altura de la tapa del reactor (z = H;), la altura de la superficie del medio de cultivo (z
= Hy) o la base del reactor (z = 0) seglin corresponda. (10) Se determina cual es la nueva ubicacion SR del fotéon para
continuar con la simulacion de su camino a través del reactor. (11) La subrutina retorna al programa principal para continuar
con la simulacion del recorrido del foton. (12) En este caso, el fotdn tienen una direccion con sentido hacia el interior del
vidrio interno que en su recorrido no pasa a través de la lampara y se calcula la distancia S que el foton debe avanzar hasta
impactar sobre la superficie del vidrio interno. En el recuadro 12 hay dos posibles soluciones para S, la solucion diferente de
cero es la correcta. (13) Si el producto f; fp es positivo, el foton tienen una direccion con sentido hacia el exterior del vidrio
interno y se calcula la distancia S que el foton avanza hasta impactar sobre la superficie del vidrio externo. Hay dos
soluciones para S, la correcta es la que posee valor positivo. (14) En este caso el foton impactara sobre la superficie de la tapa
del reactor antes de alcanzar al vidrio externo y por ello se calcula la distancia S que el foton avanza hasta impactar sobre la
tapa del reactor. (15) En este caso el foton impactard sobre la interfase aire-medio de cultivo antes de alcanzar al vidrio
externo y por ello se calcula la distancia S que el foton recorre hasta impactar sobre la superficie del medio de cultivo.

Figura 8'": Posibles destinos del foton luego de llegar al vidrio interno. En caso de que el producto fpf)
sea negativo, los posibles destinos son: (21) sobre vidrio interno por encima del nivel de medio de
cultivo; (22) sobre el vidrio interno por debajo del nivel de medio de cultivo; (10) sobre la superficie de
la lampara fluorescente o (70) sobre una de los soportes negros opacos superior o inferior de la lampara.
Si el producto fp f; es positivo, los posibles destinos son (40) la tapa del reactor, (51) la interface aire-
medio de cultivo o (31) el vidrio externo del reactor.
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Figura 9: Subrutina para la simulacion de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar el vidrio interno, a una altura
ubicada por debajo del nivel de medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se calcula el vector normal »n a la superficie
del vidrio interno en la posicion r, el sentido del vector n (hacia el interior o el exterior del vidrio interno) se determina a
través del factor fp. (3) Se cheque al valor de fp, para determinar si el foton llega a la superficie del vidrio interno desde el
interior del mismo o desde el medio de cultivo. (4) Se fijan los valores 1, de los indices de refraccion correspondientes. (5) Se
llama a la subrutina Reflexion2 para seleccionar si el foton sera reflejado sobre la superficie del vidrio o no. (6) Se verifica el
valor de producto f; fp, para determinar si el foton seguird su camino en sentido hacia el interior del vidrio interno o hacia el
exterior del mismo. (7) Si el producto f; fp es negativo, la direccion del foton es hacia el interior del vidrio interno y se
verifica si en su camino pasa por la superficie de la lampara (8) Si en su recorrido el foton pasa por la lampara, se calcula la
distancia S que el foton debe avanzar hasta impactar sobre la superficie de la lampara. En el recuadro 9, hay dos posibles
soluciones para S, la solucion correcta es la menor. (9) Se calcula la nueva posicion r del fotéon avanzando una distancia .S en
la direccion Q hacia la nueva posicion del foton. (10) Se verifica la altura en el eje z de la nueva posicion r y se compara con
la altura de a base del reactor (z = 0), la altura del medio de cultivo (z = H),) y/o la altura de la tapa del reactor (z = H;). (11)
Se determina la nueva ubicacion SR del fotdon para seleccionar la subrutina correspondiente. (12) La subrutina retorna al
programa principal. (13) Si en su recorrido el foton no pasa por la lampara, se calcula la distancia S que el foton debe avanzar
hasta impactar sobre la superficie del vidrio interno. En el recuadro 13, hay dos posibles soluciones para S, la solucion
correcta es la diferente de cero.

Figura 9'": Posibles destinos del foton luego de llegar al vidrio interno. Para valores negativos del
21\ producto f;fp los posibles destinos son: (21) el vidrio interno sobre el nivel de medio de cultivo. (22) el
225 vidrio interno por debajo del nivel de medio de cultivo, (70) uno de los soportes negro opacos superior o
wjaao inferior de la lampara o (10) la superficie de la lampara. Cuando el producto f; fp es positivo el foton

7 pasa hacia (80) el medio de cultivo.
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Figura 10: Subrutina para la simulacion de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la superficie del vidrio
externo a una altura ubicada por encima del nivel de medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector n
normal a la superficie del vidrio externo con el mismo sentido que posee el foton. (3) Se fijan los valores de los indices de
refraccion #; de los medios ubicado en ambos lados del vidrio, en este es caso 7; = #; = #ge- (4) Se llama a la subrutina
Reflexion2 para determinar si el foton sera reflejado sobre la superficie del vidrio o no. (5) Se verifica el valor de f) para
determinar si el foton fue reflejado o no sobre el vidrio externo. (6) Si el factor f; es negativo, la direccion del foton es hacia
el interior del vidrio externo y se verifica si en su camino el foton pasa por la superficie del vidrio interno. (7) Si en su
recorrido el foton pasa por el vidrio interno, se calcula la distancia S que el foton debe avanzar hasta impactar sobre la
superficie del vidrio interno. En el recuadro 7, hay dos posibles soluciones para S, la solucion correcta es la menor. (8) Se
calcula la nueva posicion r del foton avanzando una distancia S en la direccion 2 hacia la nueva posicion del foton. (9) Se
verifica la altura en el eje z de la nueva posicion r y se compara con la altura de a base del reactor (z = 0), la altura del medio
de cultivo (z = Hy) y la altura de la tapa del reactor (z = H;). (10) Se determina la nueva ubicacion SR del fotén para
seleccionar la subrutina correspondiente. (11) La subrutina retorna al programa principal. (12) Si en su recorrido el foton no
pasa por el vidrio interno, se calcula la distancia S que el foton debe avanzar hasta impactar sobre la superficie del vidrio
externo. En el recuadro 12, hay dos posibles soluciones para S, la solucion correcta es aquella diferente de cero. (13) En este
caso el foton impactara sobre la interfase aire-medio de cultivo o sobre la tapa del reactor antes de alcanzar al vidrio externo
o interno y por ello se calcula la distancia S que el foton recorre hasta impactar sobre la superficie del medio de cultivo.

7, (13)

S=

»

M int,{z}

Q

-
=5

40 Figura 10': Posibles destinos del foton luego de llegar al vidrio externo en una posicién por encima

de la altura del medio de cultivo. Para valores negativos del factor f, los posibles destinos son: (23) el
vidrio interno sobre el nivel de medio de cultivo, (40) la tapa del reactor o (51) la interface Aire-
medio de cultivo. Si f; es positivo, el foton (70) sale al exterior del reactor y se pierde.
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Figura 11: Subrutina para la simulacion de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la superficie del vidrio
interno desde el medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector n normal a la superficie del vidrio
externo con el mismo sentido que posee el foton.. (3) Se fijan los valores de los indices de refraccion #; de los medios
ubicado en ambos lados del vidrio, en este €s caso #7; = Hagua Y §2 = Haire- (4) Se llama a la subrutina Reflexion2 para
determinar si el foton sera reflejado sobre la superficie del vidrio o no. (5) Se verifica el valor de f, para determinar si el foton
fue reflejado o no sobre el vidrio externo. (6) Se determina la nueva ubicacion SR del foton de acuerdo al valor de factor f
para seleccionar la subrutina correspondiente. (7) La subrutina retorna al programa principal.

Figura 11': Posibles destinos del foton luego de llegar al vidrio externo desde el medio de cultivo. Si
valor del factor f; es negativo el foton vuelve a (80) el medio de cultivo; si f; es positivo el fotén se
pierde en (70) el exterior del reactor.
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Figura 12: Subrutina para la simulaciéon de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la tapa del reactor. (1) Se
inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector n normal a la superficie de la tapa del reactor, con el mismo sentido que el foton.
(3) Se calcula la direccion Q que tendra el foton luego de la reflexion. (4) Se determina si el fotdn reflejado en su camino
pasa por el vidrio interno. (5) Si la direccion del foton pasa a través del vidrio interno se calcula la distancia S que el foton
recorre hasta llegar a la superficie del vidrio interno. En el recuadro 5 hay dos soluciones para S, la solucidon correcta es la
menor. (6) Se avanza hasta la nueva posicion. (7) Se verifica la altura en el eje z de la nueva posicion r y se compara con la
altura de a base del reactor (z = 0), la altura del medio de cultivo (z = Hy) y la altura de la tapa del reactor (z = H;). (8) Se
determina la nueva ubicacion SR del foton para seleccionar la subrutina correspondiente. (9) La subrutina retorna al programa
principal. (10) Si en su recorrido el foton no pasa por el vidrio interno, se calcula la distancia S que el foton debe avanzar
hasta impactar sobre la superficie del vidrio externo. En el recuadro 13, hay dos posibles soluciones para S, la solucion
correcta es aquella diferente de cero. (11) (5) Si la direccion del fotdon no pasa a través del vidrio interno se calcula la
distancia S que el foton recorre hasta llegar a la superficie del vidrio externo. En el recuadro 11 hay dos soluciones para S, la
solucion correcta es la diferente de cero. (12) En este caso el foton impactara sobre la interfase aire-medio de cultivo antes de
alcanzar al vidrio externo o interno y por ello se calcula la distancia S que el foton recorre hasta impactar sobre la superficie
del medio de cultivo.

23 3N

51 Figura 12': Posibles destinos del foton luego de llegar a la tapa del reactor. La tapa es de acero espejado
y por la tanto se considera que todos los fotones son reflejados. Los destinos posibles son: (23) el vidrio
interno sobre el nivel de medio de cultivo, (31) el vidrio interno por encima del nivel de medio de cultivo
0 (51) la interface aire-medio de cultivo.
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Figura 13: Subrutina para la simulacion de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la interfase aire-medio de
cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector n normal a la superficie de la interfase, con el mismo sentido que la
direccion del foton. (3) Se cheque al valor de fp, para determinar si el foton llega a la interfase desde arriba o desde debajo de
la superficie del medio de cultivo. (4) Se fijan los valores 1, de los indices de refraccion correspondientes. (5) Se llama a la
subrutina Reflexionl para seleccionar si el foton sera reflejado sobre la superficie del vidrio o no. (6) Se verifica el valor de
producto f; fp, para determinar cudales son los posibles destinos del foton. (7) Si el producto f; f es negativo, la direccion del
foton es hacia arriba de la interfase aire-medio de cultivo y se verifica si en su camino el foton pasa a través del vidrio
interno. (8) Si en su recorrido el foton pasa por el vidrio interno, se calcula la distancia S que el foton debe avanzar hasta
impactar sobre la superficie del vidrio. En el recuadro 8, hay dos posibles soluciones para S, la solucion correcta es la menor.
(9) Se calcula la nueva posicion r del foton avanzando una distancia S en la direccion Q hacia la nueva posicion del foton.
(10) Se verifica la altura en el eje z de la nueva posicion r y se compara con la altura de a base del reactor (z = 0), la altura del
medio de cultivo (z = Hy,) y la altura de la tapa del reactor (z = H;). (11) Se determina la nueva ubicacion SR del foton para
seleccionar la subrutina correspondiente. (12) La subrutina retorna al programa principal. (13) En este caso el foton impactara
sobre la tapa de reactor antes de alcanzar al vidrio externo o interno y por ello se calcula la distancia S que el foton recorre
hasta impactar sobre la superficie del medio de cultivo. (14) Si en su recorrido el foton no pasa por el vidrio interno, se
calcula la distancia S que el foton debe avanzar hasta impactar sobre la superficie del vidrio interno. En el recuadro 13, hay
dos posibles soluciones para S, la solucion correcta es la mayor que cero.

40 Figura 13': Posibles destinos del foton luego de llegar a la interface aire-medio. (23) vidrio interno sobre
31 el nivel de medio de cultivo. (31) vidrio interno por debajo del nivel de medio de cultivo. (40) Tapa del
reactor. (80) Medio de cultivo.
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(1) |pase {{;Q;SR} —(n=0x+y-1Z{(2)
@ . ! (3)
Q:Q—Z(ﬁ—g);jd— 2L < tan—
VB.\'
v (5) no
[SR=80}-> [volver] (6)
A (7)

Q= (1—5ﬂ2 )[005(27@5 ) X+ sin(27r5¢)i{| +0,z2

Figura 14: Subrutina para la simulacion de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la base del reactor. (1) Se
inicia la subrutina. (2) Se calcula en vector n normal a la superficie de la base del reactor, con el mismo sentido que la
direccion del foton. (3) Se verifica si la posicion de impacto corresponde a una posicion sobre la base espejad o sobre los
difusores de aire de vidrio sinterizado. (4) Si la posicion de impacto es sobre la base espejada se calcula la direccion Q de
reflexion. (5) Se determina la nueva ubicacion SR del fotén para seleccionar la subrutina correspondiente. (6) La subrutina
retorna al programa principal. (7) Si la posicion corresponde a una posicion sobre los difusores de aire de vidrio sinterizado
se escoge una direccion de reflexion 2 al azar mediante la utilizacion de nimeros aleatorios 5, y 9.

Figura 14': El inico destino posible al llegar a la base del reactor es retornar (80) al medio por reflexion
especular sobre el base de acero inoxidable espejado o difusa sobre el difusor de aire construido en

vidrio sinterizado.
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Figura 15: Subrutina para la simulacion de los posible destinos de los fotones luego de alcanzar la base del reactor. (1) Se
inicia la subrutina. (3) Se establece un sistema de coordenadas a través de los vectores é;; €, y €;. (3) Se calcula en vector n
normal a la superficie de la burbuja en la posicion de encuentro foton-burbuja, a través de dos niimeros aleatorios 6, y J,. (4)
Se fijan los valores n; de los indices de refraccion correspondientes. (5) Se llama a la subrutina Reflexionl para seleccionar si
el foton sera reflejado sobre la superficie del vidrio o no. (6) Se verifica el valor del factor f;, para determinar si el foton fue
reflejado o no. (7) Se escoge al azar una radio r para la burbuja a partir de la un niimero aleatorio d3 y de la funcion de
distribucion de burbujas residentes en el medio de cultivo con radio 7. (8) Se calcula la posicion B del centro de la burbuja a
partir de la posicion de encuentro foton-burbuja, el radio 3 de la burbuja y el vector » normal a la superficie de la burbuja en
el lugar de impacto. (9) Si el foton pasa al interior de la burbuja, se calcula la distancia S que el foton debe avanzar hasta
impactar sobre la superficie de la burbuja desde el interior de la misma. En el recuadro 9, hay dos posibles soluciones para S,
la solucidn correcta es la diferente de cero. (10) Se avanza el foton una distancia S en la direccion Q desde la posicion r
inicial hasta la posicion 7 final. (13) Se calcula el vector normal a la superficie de impacto considerando la posicion de sobre
la superficie de la burbuja 7, la posicion de la burbuja B y el radio de la burbuja 7. (11) Se determina la nueva ubicacion SR
del foton para seleccionar la subrutina correspondiente. (12) La subrutina retorna al programa principal.

a;;*f: Figura 15': El tnico destino final posible al llegar a una burbuja (80) es retornar a medio, ya sea por
simple o multiple reflexion.
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Figura 16: Subrutina para la simulacion de los posible caminos a través del medio de cultivo. (1) Se inicia la subrutina. (2)
Se calcula el vector S), para incorporar la condicion de simetria. Sy, es la proyeccion del vector posicion rp sobre el plano
{XY}. (3) Se calcula el vector Q' para incorporar la condicion de simetria. Q' es la proyeccion del vector direccion Q sobre el
plano {XY}. (4) se compara la posicion del foton respecto a los angulos que determinan los limites de cada region y las
condiciones de simetria. (5) Se establece el vector g correspondiente al plano de simetria (6) Se re-calcula el vector direccion
Q considerando la condicion de simetria. (7) Se calcula la nueva posicion rp del foton. (8) Se fija la probabilidad P(B)
dependiente de la fraccion de volumen 6 de que en su camino AS el foton encuentre una burbuja. (9) Se fijan los valores a,,;,
Y O, para determinar los limites de la region en la cual se encuentra el foton. (10) Se verifica si el foton en su recorrido
alcanz6 alguno de los limites de la region: un tabique, el vidrio externo, el vidrio interno, la interfase liquido-gas o la base del
reactor. (11) Se determina la nueva ubicacion SR del foton para seleccionar la subrutina correspondiente. (12) La subrutina
retorna al programa principal. (13) Comparando la probabilidad P(B) de que ocurra el evento de que un fotdon encuentre en su
camino una burbuja un numero &3 generado al azar se decide si en la posicion rp actual del foton, se producira el encuentro de
un fotén con una burbuja. (14) Comparando la probabilidad P(S) de que ocurra el evento de dispersiéon con un nimero 9J,,
generado al azar se decide si en la posicion rp actual del foton, se producira la dispersion del foton. (15) Comparando la
probabilidad P(4) de que ocurra el evento de absorcion del fotdon en el medio de cultivo con un niimero §,, generado al azar
se decide si en la posicion rp actual del foton, se producira la absorcion del foton. (16) Producido el evento de dispersion se
establece un sistema de coordenadas a través de los vectores é;; €, y €; para generar una nueva direccion para el foton. (17) S
escoge la desviacion respecto al a direccion original a través de un namero aleatorio §, y la funcion de fase B(2 Q). (18) Se
establece la nueva direccion Q del foton considerando el sistema de coordenadas é;; é; y é; y un nuevo numero 3, generado al

azar.

Figura 16': Posibles destinos del foton durante su camino a través del medio de cultivo: (24) el vidrio
interno por debajo del nivel del medio de cultivo, (60) la base del reactor, (32) el vidrio externo por
debajo del nivel del medio de cultivo, (52) la interface medio de cultivo- aire, (90) encontrarse con una
burbuja o (100) ser absorbido por las microalgas en suspension.
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Figura 17: Subrutina para registrar la posicion en la cual se absorben los fotones. (1) Se inicia la subrutina. (2) Se establece
el valor inicial de una de la variable a través de la cuales depende 4bs(p,H,R,A). (3) Se compara el valor de la variable gp, Hp,
Rp o Ap en la cual se produjo la absorcion del foton en el rector con la variable ¢, H,, R4 0 /4 utilizad para la construccion de
Abs(p,H,R,2). (4) Si el valor de la variable pp, Hp, Rp 0 Ap que caracteriza el lugar en el cual se produjo la absorcion del foton
en el rector es mayor al valor de la variable de registro ¢p, Hp, Rp 0 Ap se adiciona a la variable de registro correspondiente la
cantidad dp ,dH ,dR o dA. (5) Se adiciona un fotén a la cuenta Abs(p,H,RA) de fotones absorbidos en la posicion
caracterizada a través de las variables ¢4, Hy, R4y 44.(6) La subrutina retorna al programa principal.

Reflexionl {Q,é i Sy |—pF (2)

(11)

Q =0-2 (-
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Figura 18: Mddulo de simulacion de reflexion/refraccion sobre la interfase de los medios 1 y 2. (1)- inicio de la subrutina.
(2)- Se asigna a f; el valor inicial -7; f; conservara este valor en caso de ser reflejado (3)- Se cheque si el indice de refraccion
del medio inicial / es mayor a del medio 2. (4)- Se computa la direccion de reflexion. (5) Se calcula la direccion de refraccion
en el medio 2. (6)- Se calcula la reflectividad p; , sobre la interfase. (7)- Se copara el valor de p; , con un nimero 6, generado

aleatoriamente. (8)- Se reemplaza la direccion Q por la correspondiente direccion Q™ o Q, final. (9)- Se asigna a f; el valor

1 correspondiente al evento de refraccion. (10)- Se retorna al la subrutina con el valor de f; y la nueva direccion Q. (11)- Se
cheque que el dngulo de incidencia sea menor que el angulo maximo, a partir del cual la reflectividad es total.
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Figura 19: médulo de simulacion de la reflexion/refraccion sobre una pared transparente de espesor reducido que separa los
medios / y 2. (1)- Inicio de la subrutina. (2)- Se asigna a f; el valor inicial -/; f; conservara este valor en caso de ser reflejado
(3)- Se cheque si el indice de refraccion del medio inicial / es mayor a del medio 2. (4)- Se computa la direccion de reflexion
en el medio /. (5)- Se calcula la direccion de refraccion en el material transparente. (6)- Se computa la direccion de reflexion
en el material transparente. (7)- Se calcula la direccion de refraccion en el en el medio 2. (8)- Se calcula la reflectividad p;; en
la interfase que separa los medios i yj. (9)- Se calcula la reflectividad total pr a través de la pared de material transparente.
(10)- Se compara el valor de py con un nimero generado aleatoriamente 5. (11)- Se asigna a f; el valor / correspondiente al

evento de refraccion en el medio 2. (12)- Se reemplaza la direccion Q inicial por la correspondiente direccion Q® o0 0,
final. (13)- Se retorna al la subrutina con el valor de £, y la nueva direcciéon . (14)- Se cheque que el dngulo de incidencia

sea menor que el angulo maximo, a partir del cual la reflectividad es total.

T pM 1-

,

()

Figura 20: Representacion del evento de reflexion o refraccion sobre (a) una interfase entre los medios 1 y 2 y (b) sobre una
lamina o pared de material transparente de espesor reducido que separa los medios 1 y 2
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CAPITULO 3

Tabla I. Valores de la radiacion promedio en funcién del dia y la hora. El promedio fue calculado incluyendo los valores de los 6 afios, considerando los registros tomados

2

entre los 30 minutos previos y los 30 minutos posteriores a cada hora, y considerando los valores de los 3 dias anteriores y 3 dias posteriores de cada dia. Los registros con
valores inferiores a 10 [W m™] fueron desestimados por ser comparables con la sefial de base del instrumento.
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637

900
907
909
897
917
925
935

234 450

230
233
229
220
216

447
456
444
433
427

92

50
51

92

92

51

90
89

52
52
52
52
52
54
44
43

650
658
663
649
645

214 429

212
205
198
192
186
183
182
180
183
185
177

89

930
916
911
902

431
423
423
224
422
417
423
425
440
438
430

89

89

89

644
631
635
637
659

87

904
878

88

88

43

876
902
897
891

89

42

91

43

660
659

93

45

95

46
46

666
672

894
893

93

174 425

90
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