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Estudio de un prototipo de ventana como fotobiorreactor

Resumen: ElI cambio climatico es una realidad mas que evidente para la
ciencia. El clima en las ultimas décadas esta cambiando de tal forma que esta
sucediendo un incremento de la temperatura media global con numerosas
consecuencias (subida del nivel de las aguas, perdida de rendimiento de
cultivos, etc.). De entre los distintos factores que pudieran estar implicados en
este suceso, uno es el incremento de emisiones de gases de efecto
invernadero. Uno de esos gases es el CO,, cuyo aumento se ha debido
principalmente al impacto antropogénico. Para mitigar esta situacion hay que
seguir estrategias de reduccion de emisiones y desarrollar mecanismos de
remediacion de los niveles de CO,. En este proyecto se propone una linea de
remediacion haciendo uso de las microalgas. Las microalgas tienen la
capacidad de biofijjar CO, mediante la fotosintesis, constan de una tasa de
crecimiento mas elevada a la de las plantas terrestres (debido a su simple
fisiologia) y la biomasa generada tiene el potencial de usarse en ambitos como
la produccion de energia, alimentacién, agricultura o la aeronautica, y en la
mitigacion de otros problemas ambientales (relacionados o no con el cambio
climatico).

En este trabajo fin de grado se llevan a cabo ensayos de un prototipo de
ventana (fotobiorreactor) patentado por la empresa FREE Energy. Para el
estudio se realizaron medidas de los niveles de O,, CO, pH y la tasas de
transporte electronica (ETR), todos indicadores de la viabilidad de la poblacién
celular y de su actividad fotosintética. A lo largo de los experimentos se
observa que dentro del prototipo la poblacién prolifera y que existen indicios
suficientes para poder afirmar que mantienen una actividad fotosintética
adecuada para ello. En el futuro se aspira a obtener un fotobiorreactor en
miniatura cuya caracteristica estrella sea su ubicuidad que ofrezca una ayuda
al medio ambiente al retirar CO, a la misma vez que genera oxigeno y

productos de interés para la sociedad.




Palabras clave: microalgas, fotobiorreaccion, biorremediacion, diéxido de
carbono, ETR, oxigeno, arquitectura bioclimatica, biotecnologia marina.

Study of a window prototype as a photobioreactor

Abstract: Climate change is a more than obvious reality for science. The
climate in the last decades is changing in such a way that there is an increase
in the global average temperature with numerous consequences (rising water
levels, loss of crop vyields, etc.). Among the different factors that could be
involved in this event, one is the increase in greenhouse gas emissions. One of
these gases is CO2, whose increase has been mainly due to anthropogenic
impact. In order to mitigate this situation, it is necessary to follow emission
reduction strategies and develop mechanisms for remediation of CO2 levels.
This project proposes a line of remediation using microalgae. Microalgae have
the capacity to biofix CO2 through photosynthesis, they have a higher growth
rate than terrestrial plants (due to their simple physiology) and the biomass
generated has the potential to be used in areas such as energy production,
food, agriculture or aeronautics, and in the mitigation of other environmental
problems (whether related to climate change or not).

In this end-of-degree work, a prototype window (photobioreactor) patented by
FREE Energy is tested. For the study, measurements were made of the levels
of 02, CO2, pH and electronic transport rates (ETR), all indicators of the
viability of the cell population and its photosynthetic activity. Throughout the
experiments it is observed that within the prototype the population thrives and
that there are enough indications to be able to affirm that they maintain a
suitable photosynthetic activity for it. In the future, the aim is to obtain a
miniature photobioreactor whose main feature is its ubiquity, which helps the
environment by removing CO2 while at the same time generating oxygen and

products of interest to society.

Key words: microalgae, photobioreaction, bioremediation, carbon dioxide,

ETR, oxygen, bioclimatic architecture, marine biotechnology




1. Introduccién

En la actualidad, el cambio climatico es una problema mas que conocido en por
la sociedad moderna. Su origen es multivariable, siendo uno de los mas
importantes la elevada emisiéon de CO, debido a diversas causas, como el uso
de combustibles fosiles desde el siglo XX (Ball et al. 1965). Muchas han sido
las propuestas que se han dado para intentar paliar esta situacién, como las
emisiones futuras como para aminorar las ya emitidas. Entre las ultimas estan
las aplicaciones de las microalgas que es donde se incluye la idea de este

trabajo.

El enfoque que damos con la idea de una ventana como modelo de
fotobiorreactor es totalmente novedoso ya que no se ha llevado a cabo
previamente. Esto se debe a que el concepto esta patentado por la empresa
Libre Evolucién de Energia (S.L.) (Figura 1), que es con la que se colabora en
este trabajo de fin de grado y en el proyecto que le seguira en el futuro.
Podriamos enunciarlo como un fotobiorreactor en miniatura aplicado a
estructuras urbanas (las ventanas) y relacionado con la arquitectura
bioclimatica, que es una mas de entre las posibles aplicaciones biotecnoldgicas

del cultivo de las algas.
1.1 La biotecnologia de microalgas

Esta rama de la biotecnologia es un area de investigacion relativamente nueva
que ha aumentado exponencialmente en los ultimos afos en paralelo con la
rapida aparicion de instalaciones y productos basados en ellas. Este campo
generalmente incluye tanto las microalgas eucariotas como las cianobacterias
procariéticas que, aunque son microorganismos biolégicamente muy diferentes,
los fundamentos de su produccién son similares, al igual que el tipo de

productos/aplicaciones para los que se utilizan




Figura 1. patente referente al
" prototipo de ventana como
| fotobiorreactor. La empresa llama al
hipotético  producto final como

¢ i doco do e o o o e ekt s “Freenergy” y colabora con diversas

instituciones (como el Gobierno de
Espafia o la Universidad de Malaga) y
empresas energéticas (como Cepsa o

Bekar energy, entre otras) vy

aeronauticas (Airbus). Para mas

detalle visitar https://free-libre.com.

Hoy en dia, estos microorganismos se utilizan para obtener diversos productos

0 servicios (Garrido-Cardenas et al. 2018) , como:

Compuestos de alto valor, como carotenoides, acidos grasos

poliinsaturados y ficobiliproteinas.

e Biomasa entera que forma parte de nutracéuticos, alimentos y piensos,
extractos.

e Biomasa procesada para producir biofertilizantes, que también se utiliza
para la produccion de biocarburantes.

e Los propios microorganismos vivos utilizados en los procesos de

biorremediacion de aguas residuales, suelos y gases de combustion.
1.2 Breve historia del cultivo de microalgas y aplicaciones

El cultivo de microalgas en laboratorio tiene solamente unos 140 afios mientras
que el comercial menos de 60 afios (Borowitzka and Moheimani 2013). Ya en
la segunda mitad del siglo XIX concurrieron los primeros cultivos simples de

microalgas, pero no fue hasta finales de éste que se disefiaron las primeras



https://free-libre.com/

metodologias modernas (Miquel 1892). La idea de que el cultivo de las
microalgas podria resultar en productos de interés data de los afios 40 cuando
realmente se observan las peculiares caracteristicas de estos
microorganismos. Fueron candidatas para la obtencion de biofuel debido a la
capacidad de algunas especies de acumular hasta un 70% de peso seco en
forma de lipidos en fase estacionaria con nitrdgeno como limitante (Aach 1952).
No se relegan simplemente a la quema de la biomasa, sino que también es
conocida la capacidad de las microalgas de producir hidrogeno (H.) en la
maquinaria fotosintética (Figura 2). El H, es otro candidato como combustible
ya que su quemado genera unicamente H,O y liberando un total de 286 KJ,
siendo una conversion muy deseable ya que 1 kg de H, equivale a la
combustion de 2,8 kg de gasolina. El problema es que actualmente su
produccion no es limpia, y alternativas bioldgicas de produccion estan en
desarrollo. Grupos como los de Kosourov o0 Nagy muestran estrategias para
que la maquinaria fotosintética (Figura 2) se redirija en la produccion de
hidrogeno (Toth and Yacoby 2019) y no se descartan modificaciones genéticas

en las enzimas implicadas.

Chloroplast stroma

Thylakoid lumen




Figura 2: maquinaria fotosintética inherente a las algas del filo
Chlorophyta, capaz de generar hidrogeno. La enzima HydA es la que
cataliza la formacion de la molécula y las estrategias para que su accién sea
satisfactoria y continuada en el tiempo apuntan a cambios de los periodos de
iluminacion y a modificaciones genéticas de las enzimas asociadas
(redireccionando el flujo electrénico a la enzima de interés) o a la propia HydA
(volviéndola tolerante a agentes inhibitorios como el O;) (Téth and Yacoby
2019).

A su vez, las microalgas fueron objeto de interés para el ambito de la
alimentacién debido a su potencial como alimento de alto valor nutricional:
poseen cantidades altas en proteinas y presentan nutrientes de interés en
forma de acidos grasos poliinsaturados, esteroles, vitaminas, polisacaridos,
minerales, carotenos, ficobilinas y otros compuestos bioactivos (Tibbetts,
Milley, and Lall 2015).

1.2.1 Cultivo a gran escala: fotobiorreactores

Los cultivos de gran escala vieron la luz en los ainos 50 a manos de paises
como Alemania, Japon y EE.UU., donde se utilizaba principalmente cepas de
Chlorella. Los primeros modelos de fotobiorreactores consistian en grandes
volumenes de microalga contenidas por paredes tubulares hechas usualmente
de polietileno (si era un sistema cerrado) o superficies en forma de estanques
circulares o de doble “U” unidas (si eran sistemas abiertos) (Borowitzka and
Moheimani 2013). No falté tiempo para conocer las diferentes ventajas y fallas
que cada uno de estos sistemas, lo que comenzd una carrera en la ingenieria
de optimizacion de los modelos de fotobiorreactores, dando lugar en disefios
mas complejos pero efectivos en la tarea de crecer los cultivos, siendo algunos

de los mas destacables los multitubulares o los planos.

El modelo plano tiene caracteristicas muy deseables: debido a su geometria
tienen una gran superficie de iluminacién, lo que desemboca en altas tasas
fotosintéticas y, por ende, en alta productividad de biomasa. Ademas, son

compatibles a la inmovilizacidon de las algas, relativamente baratos de hacer,




faciles de limpiar y acomodar y la acumulacién del oxigeno en el interior es
baja. Los problemas suelen surgir al intentar escalarlo a grandes dimensiones y
puede ocurrir estrés hidrodinamico en ciertas especies (Ugwu, Aoyagi, and
Uchiyama 2008). Nuestra ventana, como fotobiorreactor plano en pequefia
escala, no presenta esas desventajas caracteristicas del escalado y tendra en
Su interior cepas que resistan ese estrés del movimiento o que incluso ese
hidro-dinamismo beneficie al desarrollo del microorganismo. Este ultimo
inconveniente puede incluso ser inexistente mas adelante ya que en los
siguientes pasos del desarrollo de los prototipos se teoriza realizar una

inmovilizacién de las microalgas.
1.3 Técnicas de optimizacion de cultivo: inmovilizacién y sus efectos

Cabria preguntar entonces el por qué de aplicar la inmovilizacion en el cultivo
del prototipo, en vez de mantener a los microorganismos en un sistema donde
estén disueltos de manera homogénea en todo el volumen. El concepto reside
en que una célula inmovilizada se define como una célula viva que, por medios
naturales o artificiales, no puede moverse independientemente de su ubicacion
original a todas las partes de una fase acuosa de un sistema. Las microalgas
inmovilizadas en matrices, bioldgicas o inertes, pueden ayudar a obtener los
beneficios biotecnoldgicos necesarios del cultivo de estos microorganismos.
Aunque la inmovilizacion de las microalgas es conocida desde hace mucho
tiempo en la industria de los metabolitos secundarios, histéricamente este
campo de investigacion surgié hace algo mas de 30 afos con los estudios
pioneros de De la Nole y sus colaboradores de Canada que introdujeron el
concepto al tratamiento de aguas residuales (de la Nole and Proulx 1988) (de
la NoUe and Proulx 1990).

La inmovilizacién o encapsulaciéon de microorganismos en polimeros ejerce una
tension significativa sobre estos debido a las fuerzas quimicas y a las
interacciones entre la matriz de inmovilizacibn y la pared celular. El
confinamiento en un espacio limitado también afecta el metabolismo de los

microorganismos. El efecto mas notable, detectado hace décadas en bacterias




inmovilizadas, es la reduccidon de la poblacién inmovilizada, en comparacion
con la poblacion antes de la polimerizacion (Bashan 1986). Esta pequefa
deficiencia puede ser superada simplemente permitiendo a las células un

segundo periodo de crecimiento dentro de la matriz.

En la mayoria de los casos la inmovilizacion es beneficiosa para los
microorganismos en forma de mejoras en el metabolismo, funciéon y en el
comportamiento de las microalgas, respaldado ampliamente en la bibliografia.
La inmovilizacion en las microalgas ricas en hidrocarburos, Botryococcus
braunii y Botryococcus protuberans, produjo un aumento significativo de
clorofila, carotenoides, peso seco y lipidos durante las fases de crecimiento
estacionario y en reposo, en comparacion con las células libres. Se mejoré la
fotosintesis en ambas especies, en relacidon con las células libres, y la
senescencia se retraso significativamente (Singh 2003). La inmovilizacién en
quitosano protegié las paredes celulares de Synechococcus sp. contra la
toxicidad de NaOH. Las células inmovilizadas mostraron mejor crecimiento que

los cultivos celulares libres (Aguilar-May et al. 2007).

Para el tratamiento de las aguas residuales domésticas primarias se utilizd
Chlorella vulgaris, inmovilizada en carragenina y alginato. Las células
inmovilizadas eran mas activas metabdlicamente: mas del 95% del amonio y el
99% de los fosfatos se eliminaron de las aguas residuales en 3 dias. Esto fue
mucho mas eficiente que las células suspendidas que eliminaron sélo el 50%
de N y P en el mismo periodo de tiempo (Lau, Tam, and Wong 1997). Esto
ultimo resulta interesante ya que supone el uso de los propios desechos de una
edificacion equipada con las ventanas para el crecimiento de las microalgas.
Toda la historia de la inmovilizacion de las microalgas apunta a unos beneficios
muy significativos, y por ende es de interés comprobar como este fendmeno

interactua con el confinamiento en el pequeno espacio de una ventana.
1.4 Posible funcionalizacién del prototipo: uso de la energia solar

Por ultimo, las placas solares que se pretende usar tienen como caracteristica

estrella su transparencia. Las placas tradicionales estan conformadas por




materiales opacos que no dejan atravesar la luz visible ya que aprovechan
también esa longitud de onda para generar energia eléctrica. Esto sin embargo
las hace poco atractivas como material para construccion, siendo relegadas
usualmente a su emplazamiento en los tejados de los edificios o en grandes
campos dedicados exclusivamente a aprovechar la luz del sol. El ultimo caso
tiene cierto impacto medioambiental ya que, para optimizar el territorio donde
va a instalarse los paneles, hemos de apropiarnos de un area que naturalmente
posee fauna y flora y modificarlo para evitar interferencias de algun tipo. Esto

en

desemboca en perdida de habitat para especies y en deforestacion, siendo
esto ultimo contraproducente para la reduccién del CO,. Sin embargo,
haciendo uso del espacio que se va a aprovechar para las ventanas con las
microalgas, se pretende utilizar células con actividad fotovoltaica pero

transparentes.

Aunqgue su perfeccion tiene un largo camino por delante, los actuales prototipos
de estas células fotovoltaicas han resultado dar resultados positivos en cuanto
a electricidad generada, permitiendo una transmisién del orden del 55 % en las
longitudes de onda del espectro visible, en una longitud que permite la
ocurrencia de la fotosintesis, de 500 a 700 nm (Figura 3) (Lunt and Bulovic
2011). Se hace plausible asi un estudio del rendimiento de las algas una vez

combinado la ventana con las placas solares transparentes.
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Figura 3: Espectros de transmisién de los dispositivos transparentes para
anchuras de catodo ITO (6xido de indio-estaiio) con y sin reflector NIR
(near infrared). El rango fotdpico visible aproximado se resalta con lineas

verticales discontinuas. (Lunt and Bulovic 2011)
1.5 Integracidén en el espacio urbano

Este prototipo de ventana podria incluirse como una faceta mas de la conocida
arquitectura bioclimatica. Esta arquitectura consiste en el disefio de edificios
teniendo en cuenta las condiciones climaticas aprovechando los recursos ya
disponibles (vegetacion, lluvia, vientos, sol, etc.) para asi tener un impacto
ambiental reducido de manera que se merma el gasto energético. En esencia,
se intenta crear estructuras o procesos de construccion que tengan un
compromiso con el medio ambiente y ocupen los recursos de una manera
optima mientras la estructura se mantenga en pie. Normalmente esta asociada
a un uso eficiente de la iluminacion, aplicacion de materiales no toéxicos y/o
contaminantes avalados por organismo ambientales y un mejor confort térmico
de las edificacion en cuestion (Manzano-Agugliaro et al. 2015), pero también se
enfoca a un control de los niveles de CO, tanto interiores como los que se
emiten. Es ahi donde nuestro prototipo a desarrollar tiene impacto en esta
disciplina y en un futuro se tendria en cuenta para cualquier obra de

arquitectura.
1.6 Hipotesis y objetivos

En este trabajo fin de grado nos centramos en las primeras fases de desarrollo
del prototipo, ensayando a peticién de la empresa colaboradora, la viabilidad
del cultivo de microalgas alojado en este compartimento (fotobiorreactor en

miniatura). Siguiendo esta linea, la hipotesis podria formularse como:
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“El  confinamiento de estos microorganismos no deberia afectar
significativamente a la viabilidad celular de la poblacién ni a la actividad

fotosintética”
Por tanto, y basandonos en nuestra hipotesis, los objetivos de este trabajo son:
1- Estudiar y monitorizar los niveles O,, CO, y pH en el prototipo de ventana

2- Evaluar la eficiencia fotosintética del cultivo dentro del prototipo

2. Materiales y métodos
2.1 Cepa de microalga y medio de cultivo

En este trabajo vamos a utilizar la microalga eucariota Chlorella fusca cepa
BEA1005B, del Banco Espariol de Algas (BEA), que se encuentra depositada
en el cepario del departamento de Ecologia. Elegimos esta especie debido a
que el género Chlorella fue de los primero en descubrirse y en ser usado para
aplicaciones biotecnolédgicas (como se indica en la introduccion). Es, por tanto,
un modelo de microalga muy estudiado y se conoce bien sus caracteristicas,
entre ellas su alta resistencia a contaminacion y su apetencia por el
hidrodinamismo, muy conveniente pues el flujo de entrada y salida produce

turbulencia.

El medio de cultivo se deposité en un biorreactor de cristal de 10 | una vez
esterilizado, a los que afiadimos un indculo de Chlorella fusca que contenian
una concentracion de 5-10° cél mI™. Se mantuvieron en la camara de cultivo del
laboratorio del departamento de ecologia de la UMA, a una temperatura de 25
grados centigrados e iluminacién constante (150 pmoles de fotones m? s™).
Acoplamos un tubo de plastico dentro de la garrafa para dar un flujo de aire que
agitase el cultivo y no permitiera la sedimentacion de los microorganismos.
Para la iluminacion dentro de la camara utilizamos lamparas fluorescentes. El

medio de cultivo utilizado es el conocido como Browitzka-Krauss (Tabla 1).
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Tabla 1: Composicidén del medio de cultivo Browitzka-Krauss (1954). El FeSO,4
y el EDTA se preparan a parte en una disoluciéon 100X donde en un volumen
de 500 ml de agua destilada se anadian 2,99 g de FeSO4 x 7H,O y 25 g de

EDTA para otro volumen idéntico. A partir de ahi se tomaban las cantidades

descritas.
Tipo nutriente Compuesto mgq/I
KNO3 1250
Macronutrientes KH2PO4 1 250
MgSO4 x 7H20 1 000
CaCl; x 2H,0 110
H3BO3 114,2
ZnS0O4 X 7H,0 88,2
MnCl, x 4H,0 14,2
Micronutrientes MoOs 71
CuS0O4 x 5H0 15,7
Co(NO3), x 6H,0 4,9
FeSO4 x 7TH,0 10 ml solucion
EDTA 10 ml solucion

2.2 Prototipo de ventana y modelo de reaccion

Esta ventana se caracteriza por tener un compartimento interno vacio,
rellenable por la presencia de un tubo de plastico duro conectado con un orificio
en la parte derecha de la base. También existe otro tubo de las mismas
caracteristicas conectado en lado opuesto (superior izquierdo) que actuaria
como salida. Los cristales constan de un grosor aproximado de unos 4
milimetros para soportar la carga liquida, los gases generados por las
microalgas y la posible adicién de un flujo de aire adicional por un aireador. El

volumen que la ventana alberga es de aproximadamente 1,2 |, aunque
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obviamente en el futuro tendra que escalarse la capacidad para una produccién
significativa. La empresa que proporciona el prototipo es Libre Evolucion de
Energia (S.L.), que también estuvo a cargo de las reparaciones que

acontecieron durante la investigacion.

El sistema es uno “cerrado”, con un volumen de entre 2 a 2,3 | del cultivo a
ensayar que se deposita en un erlenmeyer de 2 |. Este esta cerrado con un
tapdn de silicona que consta de 2 orificios por los que introducimos dos varillas
de vidrio conectadas a dos tubos de plastico unidos a los propios tubos de la
ventana. En el interior pusimos un iman para que, apoyando el Erlenmeyer en
una placa magnética, mantuviese en agitacion al cultivo (evitando la
sedimentaciéon de los microorganismos). La entrada y salida del cultivo dentro
del compartimento ha de ser impulsada y para ello utiizamos una bomba
peristaltica de caudal fijo (Milipore, modelo Masterflex” Easy-Load") con un
flujo de 100 ml min™. En caso de que el flujo no fuera suficiente para mantener
a las microalgas disueltas, cabria la posibilidad de acoplar un aireador para que
mediante el aire introducido se produzca una agitacién. Para la iluminacion
usamos lamparas fluorescentes cuya irradiancia era de 360 pmol m? s en el
centro de la ventana, 370 umol fotones m? s en el lado derecho de la ventana
y 340 pmol fotones m? s en el lado izquierdo, obteniéndose una radiacion

media de 355 (+13) pymol fotones m? s™.
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Figura 4: Detalle del montaje realizado para los experimentos.
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Figura 5: Dimensiones del prototipo de ventana en mm.

15



2.3 Medidas de O, pHYy CO;

Durante el tiempo que el circuito activo realizamos varias tandas de mediciones
de O, y pH utilizando un oximetro y un pH-metro. Consistian en tomas de 3
muestras cada 30 minutos en periodos de 1,5 a 2,5 horas (se realizaron un
total de 3 a 6 series de medidas durante la duracién del experimento). Las
primeras muestras se tomaban antes de aplicar luz alguna en el prototipo al
inicio mafiana a lo que le sigue una sucesion de tomas cada 30 min con las
lamparas encendidas. El primer dia se tom6 una serie de mediciones para
comprobar, comparando con el cultivo madre de la camara, si aumentaba el
oxigeno disuelto en el medio. El segundo dia se realizaron dos ensayos
consecutivos, para observar que el patron de produccion de oxigeno y los

cambios de pH se mantenian.

Para la medida del CO,, hicimos uso de un valorador potenciométrico o tritiador
(Metrohm AG, modelo 877 Tritino plus). La medida se basa en el conocido
como sistema carbonico-carbonato: el CO, permanece como un gas disuelto
en muy pocas cantidades en el medio, mientras que gran parte reacciona con
el agua para formar acido carbodnico. Este ultimo es altamente inestable y se

disocia en iones bicarbonato (HCO3) y carbonato (CO3%):
CO,+H,0 < H,CO; < H"+HCO; « 2H'+CO;"

El titreador (Figura 6) adiciona paulatinamente cantidades de acido clorhidrico
en las muestras a estudiar, de manera que interactia con los analitos de
interés (en este caso los derivados del CO,) hasta encontrar el punto de
equivalencia. A partir de ahi se transforman los datos mediante programas y
hojas de calculos asociadas a las medidas del aparato y se halla un dato
equivalente a la concentracion de CO,. Las muestras se tomaron el tercer dia
de experimentacion, unas a las 9 de la mafana (inicial) y otras a las 11 (final),
para ver si las concentraciones de diéxido de carbono varian con respecto a la

actividad fotosintética de las microalgas.
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Figura 6: Valorador
potenciométrico o tritiador.
Las muestras se llevaron al
centro de experimentacion
Grice-Hutchinson donde se

encontraba el aparato.

2.4 Medidas de la fluorescencia in vivo de la clorofila a.

Las mediciones de la fluorescencia se llevaron a cabo inmediatamente después
de terminar el periodo de iluminacién de cada dia de experimentacion,
utilizando un dispositivo fluorimétrico Pocket-PAM (Gademann Instruments,
Wirzburg, Alemania). Con esto hallamos el valor de F/F’', o el rendimiento
cuantico efectivo. Este dato de por si pudiera calificarse como una indicativo de
la viabilidad de la poblacion de microalgas, ya que si el valor baja de un umbral
dado podriamos aventurar a afirmar que no evolucionan los microorganismos
de manera favorable. Para tener una muestra control, mediremos en el cultivo
madre utilizando un fluorimetro Junior-PAM (Walz GmbH, Effeltrich, Germany).
Con estos datos podemos hallar la tasa de transporte de electrones. Para esta

acometida nos basamos en la siguiente ecuacion:

ETR = F/F'y X Epar X A X fAQpSH (].lIIlOl e S_l) (1)

Donde ETR es la tasa de transporte electronica, F/F', es el rendimiento
cuantico efectivo, Epagr es la irradiancia fotosintéticamente activa, A es la

absorbancia y fAQps), es la fraccion de cuantos absorbidos por el fotosistema 1.
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Todo estos valores son conocidos ya que la absorbancia se obtuvo midiendo al
radiometro la luz que atravesaba la ventana al estar vacia y llena, siendo la
diferencia entre el primer dato y el segundo su valor. La fraccion de cuantos
absorbidos es caracteristica de cada division de algas, siendo la de las
Chlorophyta (a la que pertenece Chlorella) equivalente a 0,5. En cuanto a la
irradiacion fotosintéticamente activa, tendremos en cuenta aquella que

corresponde a la clorofila a (663 nm).

3. Resultados

3.1 Concentracion de oxigeno

Evolucion de [02] (Dia 1)
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Figura 7: Variacion de la concentracion de oxigeno en el medio durante la
reaccioén en el prototipo. La medida a tiempo cero corresponde con la llevada
a cabo en cultivo madre que se alojaba en la camara de incubacion,
funcionando asi como modelo de control. Las letras indican la existencia o no
de diferencias significativas entre las medias habiéndose realizado pruebas

ANOVA de una via con un nivel de significancia a=0,05.
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Evolucion de [02] (Dia 2 sin renovar medio)
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Evolucion de [02] (Dia 2 tras renovar medio)
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Figuras 8 y 9: Variacion de la concentracion de oxigeno en el medio
durante la reaccioén en el prototipo. El objetivo de reintroducir nuevo medio
era intentar replicar la subida de oxigeno que ocurria en el tiempo, para asi
determinar si habia cierto patrén de produccién. Las letras indican la existencia
o no de diferencias significativas entre las medias habiéndose realizado

pruebas ANOVA de una via con un nivel de significancia a=0,05.

19






Figura 10, 11 y 12: Detalle de las formaciones gaseosas de oxigeno
acumuladas en la ventana tras el curso de la biorreaccién. Al inicio del

experimento no se apreciaba formacién alguna dentro del prototipo.

3.2 Niveles de pH

Evolucién pH (sin renovar medio)

Evolucién pH (tras renovar medio)

6,2

6,1 ]: b
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Figuras 13 y 14: Variacion del pH del medio durante la reacciéon en el
prototipo. Las letras indican la existencia o no diferencias significativas entre
las medias, habiéndose realizado pruebas ANOVA de una via con un nivel de
significancia a=0,05 para alcanzar a saberlo. Por tanto, podemos afirmar el pH
llegaba a mantenerse constante durante el tiempo en el que se llevaba a cabo

la biorreaccion.
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3.3 Fluorescencia in vivo de la clorofila a

Rendimiento cuantico efectivo
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

Fluorescencia

0,3

0,2

0,1

Control 5 millones cél/ml 15 mill cél/ml (Dia 1) 15 mill cél/ml (Dia 2)

Figura 15: Medidas de la fluorescencia de la clorofila a asociada a
diferentes concentraciones celulares. No se encontraron diferencias
significativas entre las medias, utilizandose una prueba ANOVA de una via con
un nivel de significancia a=0,05. Entre el modelo control y el experimental
ocurren niveles de fluorescencia similares y el rendimiento cuantico efectivo
dentro del prototipo se mantiene relativamente similar a concentraciones con
hasta un orden de magnitud de diferencia, indicandonos que la poblacion
celular mantiene una actividad adecuada para una evolucion favorable de los

microorganismos.

Haciendo uso de la ecuacion 1 obtenemos las tasas de transporte electronicas:
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Tasa de transporte electrdnica
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Control 5 millones cél/ml 15 mill cél/ml (Dia 1) 15 mill cél/ml (Dia 2)

ETR (umol e s1)

Figura 16: tasas de transporte de electrones a diferentes concentraciones
celulares. No se encontraron diferencias significativas entre las medias,
utilizandose una prueba ANOVA de una via con un nivel de significancia
a=0,05.

3.4 Concentracion de diéxido de carbono

Con el analisis realizado por el triteador se obtuvieron los siguientes datos:

Tabla 2: Especies encontradas en las muestras por valoracion

potenciométrica.

Analito Inicial (Xx+0) Final (X £ 0)
CO3 (patm) 73137,80 + 549,99 63793,00 + 155,85
HCOg3; (umol/kg SW) 844,51 + 48,59 843,16 + 6,33
CO3°™ (umollkg SW) 0,16 + 0,02 0,20 + 0,00
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Como nos interesa principalmente el didéxido de carbono, acotamos su

variacion:

Variacion del CO, en el medio

75000 a

70000

65000

pCO, (patm)

60000

55000

50000

Inicial Final

Figura 17: Mediciones de la concentracion de CO, en el ambiente del
prototipo tras un periodo de reacciéon de 2 horas. Las letras indican que
existen diferencias significativas entre las medias, habiéndose realizado una
prueba ANOVA de una via con un nivel de significancia a=0,05. Se llevaron las
muestras al centro Grice Hutchitson para el posterior analisis con el valorador

potenciométrico después de la toma de las muestras finales.

4. Discusion

4.1 Evolucion del oxigeno
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Como se puede observar en figuras anteriores, la tasa de produccion de
oxigeno es positiva. En la figura 7 el primer punto corresponde con la
concentracion del cultivo madre previa introduccién en el fotobiorreactor. Ha de
hacerse notar que entre las ultimas mediciones del primer dia y las ultimas
segundo dia ocurre un aumento de la concentracién. Esto se debe
principalmente a la luz residual que alcanza al prototipo durante los tiempos en
los que se detiene el experimento. Aun sabiendo esto, es mucho mas notable
el incremento en los niveles de oxigeno cuando ocurre la fotobiorreaccién: en el
primer dia solo se trabajé 2 horas con el modelo de reaccidén y se observa una
tasa de aumento mucho mas fuerte que la que ocurre entre los descansos
entre dia y dia de experimentacion. Todo esto lleva a pensar que las algas
estan metabodlicamente activas (en cuanto a metabolismo primario fotosintético

se refiere) y, por ende, la poblacion evoluciona favorablemente.

Ademas, se observa que el patron de produccidn de oxigeno es bastante
estable como se ve en los datos del segundo dia: al renovar cierta cantidad de
medio retiramos a su vez una concentracion determinada de oxigeno. Se
observa asi que en un periodo de tiempo dado ocurrira una tasa similar de
produccion de oxigeno (como se puede apreciar al comparar las figuras 8 y 9).
La produccion de oxigeno es, por tanto, un hecho ya que se supera la
concentracion media de las grandes masas de agua, siendo esta ultima de un
valor promedio de 10 mg L™ (fluctuando segun las estaciones y cuan poblada
este esa masa de agua) (Watt 2000), siendo, una vez mas, un indicio de que
ocurre el fendmeno fotosintético en el interior del prototipo y, por tanto, la

poblacion se mantiene viable en el entorno confinado.

4.2 Evolucion del pH

Generalmente en los procesos fotosintéticos conllevan un aumento del pH del
medio por la naturaleza misma de la reaccion. Sin embargo, en este estudio se
observa una bajada del pH en todos los estadios de experimentacién: tras

mantener la fotorreaccién parada durante la noche se observa un descenso
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algo mas pronunciado que al volver a poner en marcha el experimento
aumenta hasta un rango de pH comprendido entre los valores 5,8 y 5,9. A su
vez, tras remover el medio un tiempo entra nuevo sustrato y ocurre un ligero
aumento de pH que retrocede al mismo rango de valor descrito anteriormente
cuando la fotorreaccién transcurre. Esto podria dar a pensar que la
concentracion de protones aumenta debido a una produccion de hidrogeno por
parte de las algas (como se comenta en la introduccion). Sin embargo, la
molécula de hidrogeno no es reactiva con el agua, unicamente se disuelve en
el agua a niveles muy bajos (con un coeficiente de solubilidad de valor pequefio
(Crozier and Yamamoto 1974)) y no se disocia en protones. Cabe resaltar que
el medio utilizado es la causa mas probable de que se de esa ligera acidez en
el medio, ya que la composicion quimica innata puede dar a pie a la liberacion
de protones durante la biorreaccion. Esto ademas tiene influencia en la

concentracion de diéxido de carbono, como se explicara mas adelante

4.3 Fluorescencia in vivo de la clorofila a

Comparados con trabajos realizados en fotobiorreactores, que pueden alcanzar
hasta valores de centenas en este parametro, pudiera parecer que en nuestro
caso ocurre tasa de transporte baja. No obstante hemos de recalcar que dichos
valores se suelen alcanzar en picos a lo largo del desarrollo del dia (entre las
horas del mediodia y la tarde) donde la cantidad y calidad de luz incidente es
superior a la que se suministra con lamparas en nuestro experimento, ademas
de también depender de la estacion del afio en la que se experimente cuando
se hace trabajo a gran escala (Jerez et al. 2016). También hemos de tener en
cuenta que trabajamos con un numero reducido de células en comparacion a lo
que se puede alcanzar en fotobiorreactores: normalmente se lograria llegar en
torno a las 30 millones células por mililitro, y con un suministro adicional de

CO; se podrian alcanzar valores de hasta 90 millones.

Habiendo aclaro esto, podriamos aventurarnos a decir que ocurre una tasa de

transporte electronica promedio caracteristica de un suministro luminico estable
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gue al compararla con estudios que trabajan en rangos de intensidad luminica
similares al nuestro (una ETR en torno a los 50 umol e s™) (Jerez et al. 2014)
(Jerez et al. 2016). Esto es otro indicio de que la maquinaria fotosintética esta
en funcionamiento y a niveles plausibles para el desarrollo de las microalgas.
Pese a esto necesitamos mas pruebas para poder afirmar que ese transporte

de electrones se dirige a cerrar el cliclo de la fotosintesis.

4.4 Variacion del diéxido de carbono en el medio

Remitiéndonos a la tabla 2, observamos que en las muestras analizadas el
analito principal es el CO.. Esto tiene sentido, ya que el pH es acido y segun el
equilibrio carboénico-carbonato se favorece la forma gaseosa. En cuanto al CO»,
al revisar la figura 17, queda en claro que ocurre un consumo de dioxido de
carbono en el entorno de nuestras microalgas. Como las demas mediciones
realizadas, esto es un indicio mas de que en el fotobiorreactor las microalgas
presentan la maquinaria fotosintética activa y ademas con el flujo de electrones
implicado en el ciclo de Calvin-Benson (generando ATP y NADPH para ponerlo

en circulacion), por lo que se cierra el ciclo fotosintético al consumirse el CO».

5. Conclusiones

Segun lo observado al analizar los resultados en conjunto, podemos concluir
que:
1. El oxigeno incrementa su concentracion, obteniéndose valores de 18 mg
I* al tiempo maximo ensayado (150 min)
2. El diéxido de carbono disminuye su concentracion al mantenerse activa
la fotosintesis dentro de la ventana.
3. El pH se mantiene constante en el tiempo de reaccién, a un valor de

aproximadamente 5,8 a 6.
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4. La tasa de transporte electronica tiene un valor comprendido entre 30 y
40 ymol e s™ en el prototipo. No se observan diferencias significativas

entre las concentraciones celulares ensayadas y el control.

Todo esto es indicio de que las microalgas evolucionan favorablemente y
ocurre la fotosintesis en el interior de la ventana. Por tanto, la hipétesis que
planteamos al inicio de este trabajo es aceptada y podemos decir que el

prototipo es un habitaculo adecuado para llevar a cabo cultivos de microalgas.

6. Perspectivas futuras

Como ya vimos en la introduccion, la inmovilizacion es una practica mas que
provechosa para el cultivo de microalgas y se han realizado estudios
frecuentes para conocer el efecto. Cabe resaltar que no es un procedimiento
dificil de llevar a cabo y arrojaria nuevos indicios sobre la viabilidad de las algas
y como se ven afectadas dentro del prototipo. A modo de propuesta el alginato

de calcio es un candidato adecuado para esta acometida.

El alginato es el material mas usado para llevar a cabo inmovilizaciéon de
microalgas, tanto de agua salada o dulce. Se emplean microesferas del
material que encapsulan a los microorganismos gque no limitan sustancialmente
la intensidad de luz necesaria para el desarrollo de microorganismos
fotosintéticos. A esto ha de sumarsele la cercana inocuidad de los
componentes y la independencia de la temperatura para la gelificacion, que
proporciona muchos beneficios a la técnica ya que la actividad fotosintética de
las microalgas inmovilizadas puede tener lugar durante largos tramos de
tiempo. Ademas, el mismo alginato permite el uso de las microalgas retenidas
para mejorar la fertilidad de suelos. Por ultimo, hay que recalcar que para llevar
a cabo la encapsulacion se necesitan componentes de bajo coste y el tiempo

requerido es bajo, lo que lo hace muy eficiente. (Bickerstaff 2003)

Por otro lado, se indica en la introduccion como las algas han sido utilizadas

como biorremediadores de masas de agua, con una eficiencia mas que
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aceptable en el proceso. La biomasa generada luego puede utilizarse con fines
industriales como produccion de suplementos alimenticios o como fuente de
comida para ganado, o con fines ambientales como recuperaciéon de suelos.
Habria que plantearse pues la posibilidad de utilizar como medio de cultivo
masas de agua residuales para afiadir una faceta adicional al prototipo como
agente ambiental beneficioso. Se podrian realizar investigacion con aguas
simuladas y originales y observar como evoluciona el proceso, pudiendo
incluso acoplar la inmovilizacion descrita anteriormente al experimento para

obtener informacion extra sobre un sistema mas complejo.

Las propias microalgas son un producto de interés de la biorreaccion. En la
introduccién se indica que contienen compuestos de gran interés con un
potencial uso en beneficio de la vida humana. Contienen pigmentos naturales y
presentan varias actividades biologicas beneficiosas, como antioxidantes,
anticancerigenas, antiinflamatorias, antiobesidad, antiangiogénicas vy
neuroprotectoras. (Pangestuti and Kim 2011). La composicidon en biopeptidos,
acidos grasos poliinsaturados, polisacaridos peculiares, vitaminas vy
antioxidantes las hacen atractivas como ingrediente principal para la obtencién
de aderezos o suplementos alimenticios con gran valor nutricional (Vaz et al.
2016). Teniendo en cuenta la tendencia social a buscar una alimentacién mas
saludable y a menor costo, las microalgas son un candidato estrella. Si a esto
sumamos que su produccion conlleva una ayuda para el medio ambiente a
distintos niveles (como comentamos en parrafos anteriores), el beneficio seria
maximo para la sociedad en su conjunto si es llevado a cabo usando el

prototipo.

Una dltima aplicacion que merece la pena enunciar es la aplicacion
aeroespacial que tiene este proyecto. La empresa Airbus esta interesada en el
desarrollo del prototipo por obvias razones: si tiene éxito el proyecto, estos
fotobiorreactores en miniatura serian capaces de consumir el diéxido de
carbono fruto de la respiraciéon de tripulantes para dar lugar a nuevo oxigeno.
En el proceso, se obtendra biomasa que, como se describe anteriormente,

tiene alto valor como alimento, fertilizante para otros vegetales, fuente de
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energia y es capaz de renovar la calidad de aguas usadas. Si ademas el
acoplamiento de placas solares transparentes fuese satisfactoria con respecto
a la produccién energética y el rendimiento de la poblacion de microalgas,
estariamos ante un artefacto capaz de suplir las necesidades humanas en el
ambito terrestre, pero también a nivel espacial. El potencial es relevante y no

se ha tardado tiempo por parte de Airbus en mostrar su interés.

Cabe mencionar, aunque ni mucho menos importante, que la ingenieria es otra
faceta clave para el rendimiento general del prototipo. A lo largo de los
experimentos, numerosas veces hemos tenido que suspenderlos o modificar
aspectos para que no ocurran accidentes. Los escapes han sido frecuentes ya
gue existe una presion aumentada del contenido debido a la fuerza ejercida por
la bomba peristaltica y a la produccion de gases como el oxigeno en el proceso
fotosintético, lo que requiere una manufacturacién optima y buenos materiales
a lo largo de los marcos, la camara de contencién y demas compartimentos
para evitar que esto ocurra. También han de utilizarse unos cristales
resistentes para que no cedan ante la presién y ocurra una rotura, sobre todo
en supuestos casos en los que se anexen flujo de aire adicionales a la bomba
para mantener una agitacion de cultivo (aspecto que nos llevd a posicionar

horizontalmente el prototipo en nuestros experimentos).

Al final todo esto converge en un complejo proyecto de investigacién que si
tiene éxito veria la creacion de una forma extremadamente eficiente (por su
potencial ubicuidad urbana y espacial) de retirar el CO, del medio que actua a
su vez como biorremediador y productor de una biomasa con interés en

muchos ambitos de la vida humana.
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