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INTRODUCCION

Existen diferentes alternativas a los combustibles convencionales, mas amigables con el
medio ambiente. Una de estas alternativas son los biocombustibles que se pueden obtener a
partir de microorganismos. Dentro de estos se pueden encontrar productos de acumulacion
en la microalga Chlorella vulgaris, la cual es fotoautotrofa y es capaz de mitigar la emision
de didéxido de carbono al fijarlo en el proceso de fotosintesis que implica almacenar azicares
en forma de almidon (Barbosa, 2013). Este almidén puede convertirse en etanol para la
produccién de bioetanol que sirve como biocombustible. Por otro lado, esta microalga
almacena gran cantidad de triglicéridos los cuales pueden ser refinados para la produccién
de biodiesel.

El estudio in silico del metabolismo es esencial cuando se tiene como objetivo la
maximizacion de la tasa de crecimiento de las microalgas. Para ello se utilizan modelos
matematicos que son descripciones simplificadas del proceso real que intentan identificar
relaciones entre los factores que influencian el crecimiento celular y la generacién de
productos. Existen enfoques de modelos a escala microscopica que tienen en cuenta a
dichos mecanismos intracelulares (Fell, 1992) y modelos a escala macroscépica (Bastin,
1990) que no tienen en cuenta mecanismos intracelulares, pero si las concentraciones de
los componentes relevantes y las variables intensivas como por ejemplo, la temperatura y el
pH.

Titulo del proyecto: UTILIZACION DE MICROORGANISMOS AMBIENTALES PARA LA
PRODUCCION SUSTENTABLE DE ACEITES Y BIOPLASTICOS.
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OBJETIVOS

e Obtener datos de performance de cultivos de Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor,
particularmente de rendimientos de biomasa, lipidos, proteinas, carbohidratos y
consumo de nitrégeno, con el fin de utilizarlos en un modelo a escala macroscopica.

e Utilizar algoritmos de optimizacién para determinar las mejores condiciones de
crecimiento y produccion de metabolitos de interés por parte de Chlorella vulgaris.

METODOLOGIA
Cultivos autotrofico en fotobiorreactor (FBR): Se realizaron 2 cultivos que se desarrollaron en

un FBR tanque agitado (Microferm Fermentor, New Brunswick, USA), de 14 L de volumen
nominal, utilizando 10 L de volumen de trabajo, empleando el medio Bold 3N. Se inocul6 con
un cultivo en fase exponencial de la microalga C. vulgaris en el mismo medio, de modo de
alcanzar una DO & ,» de 3,8. Las condiciones de operacion del primer FBR fueron las
siguientes: velocidad de agitacion 200 RPM, flujo de aireacién 1 L/min, fotoperiodo de
iluminacién 16-8 hs (luz-oscuridad), temperatura 24°C. El segundo FBR se operd con las
mismas condiciones excepto la de iluminacion, este se realizé sin un fotoperiodo.

Se tomaron muestras periddicas de ambos cultivos en el FBR para determinar la DO a 680
nm y realizar las determinaciones que se describen mas adelante: biomasa, lipidos totales,
concentracion de nitrato en el medio libre de células, carbohidratos.

Determinacion de biomasa: Una alicuota de la muestra se centrifugd a 2000 RPM por 10
min, el pellet se secd en estufa a 60°C hasta peso constante.

Determinacioén de lipidos totales: La medicidon de lipidos se realizé en la biomasa empleando
el método colorimétrico de la sulfo-fosfo-vanillina (SFV) (Mishra, 2014).

Determinacién de nitratos: Para la medicién de nitratos se utilizé el sobrenadante libre de
células, obtenido por centrifugacion, empleando el método colorimétrico descripto por
Cataldo (1975).

Determinacion _de hidratos de carbono: A los pellets de las muestras conteniendo la
biomasa, se aplicoé el método descripto por Dubois (1956).

Analisis estadistico: Se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) del modelo de regresion
multiple para establecer si las diferencias observadas resultan significativas, tomando como
criterio un p valor menor a 0,05.

Modelo a escala macroscépica: Se desarrollé un modelo con un sistema de ecuaciones

diferenciales ordinarias (ODE) en Matlab para determinar los parametros cinéticos y
rendimientos del modelo. En este sistema ODE se tuvo en cuenta un fenémeno de
sombreado entre las células que representaria que el flujo de fotones disminuye a medida
que aumenta la cantidad de células y, por lo tanto, la cantidad de biomasa. Este efecto se
debe a que las nuevas células generan sombra que limita la entrada de fotones y no llegan
al seno del cultivo (Lee 2013).
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RESULTADOS

Analisis de resultados: En las figuras 1- 5 se muestran las evoluciones de los parametros
medidos en los cultivos con y sin fotoperiodo. En la figura 1 se muestra el desarrollo de la
curva de proliferacién celular, que resultd similar para ambos cultivos. Este crecimiento de la
microalga a su vez conlleva un aumento en la concentracién de biomasa que se puede
apreciar en la figura 2, donde también se observa la misma cinética. En la figura 3 se
puede apreciar la evolucién en los rendimiento especificos de lipidos totales por célula. Este

parametro si resultdé diferente para ambos tipos de -cultivos (p-valor= 1,57. 10_13),
obteniéndose mayores rendimientos en el cultivo realizado con fotoperiodo. En la figura 4 se
observa que no hay diferencias en la composicion de hidratos de carbono entre cultivos al
igual que tampoco se observa diferencias en el consumo de nitratos (figura 5).
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Fig 4: Cantidad de hidratos de carbono por  Fig 5: Concentracién de nitratos (mg/L) en el
célula (pg H.C./cél) vs tiempo (hs) en FBR medio de cultivo vs tiempo (hs)
con y sin fotoperiodo.
Regresién del modelo: El sistema ODE utilizado para estimar los parametros cinéticos por
medio de regresion estan enumerados a continuacion del 1 al 3:
1 n
dDO DO
= . . DO 1
dt l’lmax 1+ 1 n ( )
DO
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aN dDO
dt YN' dt (2)
dl. dDO
il P (3)

1] n

wo representa la tasa de crecimiento especifica maxima, “n” un parametro relacionado al
sombreado entre las células, “YN" el rendimiento de consumo de nitrégeno y "a” como un

coeficiente para la producciéon de lipidos. Los resultados que se obtuvieron luego de la
regresion fueron:

o =0.0136 (h_l) Y, =278mgN.mg biomasa o = 0.0445

CONCLUSION

Hemos observado que la presencia de un fotoperiodo no tiene un efecto significativo en la
evoluciéon de los rendimientos de biomasa, la composicion bioquimica a partir de hidratos de
carbono y los rendimientos de nitratos. Sin embargo, si existe un efecto del fotoperiodo en
cuanto a la composicién de la biomasa a partir de lipidos totales. Por otro lado se ha visto
que el modelado del cultivo de C. vulgaris es un método util para obtener los parametros de
cultivo, que seran utilizados para abordar objetivos relacionados a la optimizacién de este
bioproceso.
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