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1. INTRODUCCION

1.1. Sistemas de soporte de vida

EI término soporte de vida fundamentalmente hace referencia a todas las técnicas
disponibles que permiten mantener la vida en un ambiente o situacion en la cual
el cuerpo humano seria incapaz de mantener sus funciones vitales sin ayuda externa.
Por tanto, su objetivo se centra en desarrollar aquellas practicas necesarias que
hacen posible la vida del ser humano en una atmésfera hostil. El soporte de vida en el
Espacio parte de las técnicas de soporte de vida practicadas en barcos
(proporcionando alimento y agua fresca), estaciones en los polos terrestres
(proporcionando alimentos y energia) y submarinos (proporcionando alimentos, aire y
agua).

Actualmente, una de las aplicaciones por las cuales los sistemas de vida se estan

desarrollando es para un uso en el Espacio, manteniendo las condiciones necesarias




Capitulo 1 - Introduccién

para la supervivencia de la tripulacion en misiones espaciales. Las aportaciones
necesarias para mantener la vida de la tripulacidon son oxigeno, agua y alimento. Por
otro lado, también es necesario deshacerse convenientemente de los residuos que se

van generando a bordo, que principalmente son de didxido de carbono, orina y heces.

Las agencias espaciales estan planificando para un futuro no muy lejano misiones de
mas larga duracidn y envergadura, en concreto a la Luna y a Marte. A medida que se
incrementa el niumero de tripulantes y se prolonga la duracion de la mision también

aumentan los requerimientos del sistema de soporte de vida.

Un sistema completamente cerrado, como un trasbordador espacial, puede
tedricamente funcionar mientras las provisiones iniciales no se hayan agotado y los
residuos generados se vayan almacenando o eliminando. Se ha calculado (Gitelson,
1975) que un sistema de este tipo, para una mision de 3 personas y un mes de
duracién, requeriria que el peso neto de los productos almacenados fuese alrededor
de 630 kg; cantidad que no supone ningun problema para la tecnologia aerospacial
actual. Pero, a medida que la duraciéon de la misién se va alargando y se va
incrementando el numero de tripulantes, el peso de las provisiones necesarias
también aumenta. Asi, para el mantenimiento de la vida de 5 personas, para un
periodo de mas de 3 afios, el peso neto de los productos almacenados excederia las
37 toneladas, de las cuales casi 5 toneladas sdélo serian oxigeno. Otras fuentes,
(MacElroy, 1989) estiman la carga en 43 kg por persona y dia, que en los ejemplos
anteriores constituirian un peso de 3.8 y 235 toneladas respectivamente. Mientras
gue para una mision de larga duracidn las provisiones se deberian almacenar antes
de que despegue el trasbordador, una base planetaria habitada dependeria del

abastecimiento periddico de estos recursos.

En el caso de misiones de larga duracion utilizando transbordadores, su coste seria
muy elevado y su viabilidad estaria seriamente amenazada por el hecho de que las
provisiones deberian de estar acumuladas en el trasbordador desde el inicio de la
mision. En el segundo caso, el de la base planetaria, el hecho de tener que confiar en
el abastecimiento periddico de las provisiones no sélo incrementaria el coste de la
misidon sino que también disminuiria la seguridad de la base, amenazada hasta la

llegada de la siguiente partida de provisiones.

Estas restricciones juntamente con la necesitad de crear un entorno apropiado y
saludable para mantener la vida humana durante largos periodos de tiempo fuera de

la Tierra, fuerzan a buscar maneras de establecer “centros de vida auto-sostenidos”.
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Esto aseguraria una verdadera opcidon para que el hombre pudiese abandonar la
biosfera terrestre y crear posibilidades reales para la supervivencia de las personas

fuera de la Tierra de duracion ilimitada.

Los problemas que aparecen cuando se considera el confinamiento permanente del
hombre en el Espacio no son exclusivos de este sistema, si no que son comunes a
otros sistemas, como podria ser el caso de una base permanente en los polos norte o
sur o una base submarina bajo el océano. Incluso cuando se considera la misma
Tierra entera se pueden esperar problemas del mismo tipo. A medida que la poblacién
humana aumenta, la demanda de comida y fibra obliga a que la agricultura sea cada
vez mas especializada en unas pocas especies de plantas, dedicadas a mantener unas
pocas especies de animales, entre los cuales estaria la raza humana. Se podria
imaginar el planeta poblado hasta el maximo, donde sélo las especies mas
productivas de plantas podrian equilibrar la sobrecarga de personas. El resultado de
una poblacién humana en constante expansion es el cambio de las condiciones de
vida del planeta a las condiciones que habria en un asentamiento espacial. A menos
que la humanidad controle este hecho, se deberian abordar los mismos problemas en

la Tierra que los que aparecen en el Espacio (Krauss 1979).

Ademas del aumento de la poblacidn, la elevada destruccion de materia organica y la
combustién de grandes cantidades de combustibles fdsiles, con su conversiéon a
diéxido de carbono, juntamente con el indiscriminado uso de compuestos de
nitrégeno y fésforo como componentes de los fertilizantes para las plantas,
sobrecargan las capacidades naturales de reciclado del propio planeta. Asi pues,
parece evidente que a largo plazo, los avances que se consigan en el desarrollo de
sistemas de soporte de vida en el Espacio, podran tener una aplicacion también a

nivel terrestre.

En todos estos casos, el estudio de los ciclos de materia y la implementacion de
sistemas cerrados en un porcentaje elevado, deberan jugar un papel cada vez mas
importante en la actividad humana. La implementaciéon de estos ciclos en el Espacio
permitird la conversion de los residuos en materiales de primera necesidad. El
atractivo de esta idea lleva a la evaluacion de los potenciales sistemas regenerativos.
Entre estos tipos de sistemas, soélo aquellos que estén basados en entes bioldgicos
podran, no sélo satisfacer las necesidades de regeneracion del aire y recuperacién del
agua y de los materiales sdlidos, sino que también seran capaces de cerrar el ciclo

alimenticio, mediante la generacidon de materia comestible.

15
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Asi pues, una vision general de los requerimientos de los sistemas de soporte de vida

se presenta en la figura 1.1.

Gestion de la atmosfera |

!

Presion total, control de la
temperatura y ventilacién

Control de la composicién
(humedad...)

Eliminacion del CO, |

| Gestion del agua

Almacenamiento y
distribucién

Control de calidad y
monitorizacién

Tratamiento de las aguas
residuales

e—

Regeneracion de O,

Control de la conta-
minacién y monitorizacion

ooy

Recuperacién del agua %—

Gestion de residuos

-

REQUERIMIE

NTOS DE LOS

SISTEMAS DE SOPORTE DE VIDA

—ﬁ Recogida y pretratamiento ‘

-

Almacenamiento ‘

-

Procesado ultimo ‘

Proteccién contra rayos
c6smicos y particulas

Almacenamiento y
produccién del alimento

alimento

Almacenamiento del

’ Produccién del alimento %—

Control de calidad y
monitorizacion

<——| Proteccién y seguridad |——>

Control y monitorizacion
de incendios

Figura 1.1: Estructura de un ecosistema cerrado artificial (adaptado de Tamponnet y Savage,

1994)

1.1.1.
vida

Clasificacion de los sistemas de soporte de

Los sistemas de soporte de vida en el Espacio se pueden clasificar en dos categorias

principales:

e Los sistemas no regenerativos. Son aquellos que no incluyen ninguln tipo de

reciclado, como por ejemplo los sistemas que controlan la presién interior,

eliminado el gas hacia el Espacio exterior.
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e Los sistemas regenerativos. Son aquellos que utilizan ciertos elementos

susceptibles de ser reciclados como el oxigeno, el agua y el alimento.

Los sistemas potencialmente regenerativos, pero que no integran esta capacidad de
reciclado de sus recursos, se denominan abiertos. Por otra parte, aquellos que

reciclan totalmente sus recursos, se denominan cerrados.

El hecho de conseguir mayores niveles de reciclado disminuye considerablemente los

aportes externos, tal y como puede observarse en la tabla 1.1.

Nivel Tipo de sistema Masa relativa a

de soporte de vida embarcar (%26)

0 Ciclo abierto 100

1 Reciclado de agua 45

2 1 + absorcién de CO, 30

3 2 + reciclado de O, a partir de CO, 20

4 3 + produccion de alimentos 10
mediante reciclado de desechos

5 4 + eliminacion de fugas 5

Tabla 1.1: Reduccién de la masa a embarcar en una misién espacial en funcién del aumento de
materias regeneradas (Von Puttkamer, 1987)

Examinando la tabla 1.1, se observa que la reduccion del porcentaje de masa a
embarcar no varia acusadamente al conseguir producir alimentos a partir de los
desechos. Aunque en términos de masa pueda argumentarse que el impacto de
regeneracion de residuos no es muy significativo en porcentaje (Eckart, 1999), en
general estos son considerados indispensables en misiones espaciales de largo
recorrido, entre otras razones, por las de tipo psicolégico, dado que se juzga
necesario para la tripulacion observar «el fendmeno de la vida» para conservar un
cierto equilibrio mental. Ademas, tener la capacidad de regenerar los alimentos,

significa una mayor autonomia e independencia de los recursos terrestres.

17
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Por otra parte, los sistemas de soporte de vida pueden estar basados en métodos

fisicoquimicos o en métodos bioldgicos, aunque también existen sistemas hibridos

que combinan ambos métodos.

Dentro de los sistemas de soporte de vida regenerativos basados en procesos

biolégicos (también denominados bioregenerativos) es posible diferenciar dos

extremos opuestos: los que tienen por objetivo principal la regeneraciéon de la

atmosfera y los que tienen por objetivo basico regenerar la produccion de alimentos

(habitualmente plantas superiores), éstos Ultimos reciben el nombre de sistemas

ecoldgicos controlados de soporte de vida.

1.1.2.

Seleccidén de un sistema de soporte de vida

La seleccién de un sistema de soporte de vida viene marcada, basicamente, por dos

variables: la duracién de la mision espacial y la distancia a la Tierra (Tamponnet y

Savage, 1994), tal y como se puede apreciar en la figura 1.2.

Bases
planetarias

Misiones
espaciales

Regeneraciones
in situ

Almacenamiento
de reservas y
residuos

Ecosistemas |
cerrados

artificiales N

7

Duracién de las
misiones/distancia
alaTierra

Biotecnologia

Técnicas
fisico-quimicas

SISTEMAS REGENERATIVOS

Figura 1.2: Alternativas de sistemas de soporte de vida en el Espacio en funcién de la duracion
de la misién y de su alejamiento de la Tierra.
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Durante la Ultima década se han desarrollado ciertas conversiones para realizar
cdlculos y estimaciones sobre la autonomia de las misiones tripuladas, con el objeto
de establecer comparaciones entre diferentes sistemas de soporte de vida. Estas
conversiones permiten transformar cualquier necesidad de la tripulacién en «masa
equivalente». Para calcular esta masa equivalente, se puede utilizar la siguiente
expresion (Eckart, 1994):

Cantidad de energia requerida x Factor de conversién
Masa Masa del Volumen ocupado x Factor de conversién
equivalente  sistema Calor requerido x Factor de conversién

Mantenimiento requerido x Factor de conversion

Para ejemplificar estos calculos, si se toma como referencia las estimaciones
realizadas por Drysdale (1994), los factores de conversion para el calculo de la masa
equivalente en sistemas de soporte de vida bioldgicos basados en un cultivo de

plantas superiores, son los que se representan en la tabla 1.2.

Requerimiento Factor de conversion
Superficie de cultivo 69 kg/m?
Fuente de energia 1/211 kg/kWh (fotovoltaica)

1/369 kg/kWh (solar)
1/3900 kg/kWh (nuclear)
Sistema de refrigeracién 1/1590 kg/kWh

Mantenimiento 0.55 kg/hombre-hora

Tabla 1.2: Factores de conversién para conocer la masa equivalente en sistemas de soporte de
vida biolégicos (plantas superiores, Drysdale, 1994)

Durante 1999 Drysdale et al. desarrollaron inicialmente dicha métrica aplicada al
denominado «Soporte de Vida Avanzado» para ciertas misiones especificas: la
Estacion Espacial Internacional (laboratorio orbital de investigacidon) y para diversos
escenarios de una mision a Marte. En la actualidad, dicho “Sistema de Masa
Equivalente”, ha sido adoptado por los investigadores de las distintas agencias del

Espacio (Samsonov, et al., 2000; Osburg y Messerchsmid, 2000), como la base

19
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métrica para medir el progreso del «Soporte de Vida Avanzado». De este modo dos
sistemas o tecnologias que compitan por una determinada funcién, pueden tener
diferentes requerimientos de masa, volumen, potencia, refrigeracion y mantenimiento
(Drysdale et al., 2000). Entre estos factores, es interesante remarcar que el tiempo
requerido por la tripulacion para la operacion (mantenimiento) del sistema de soporte
de vida es uno de los aspectos mas importantes (con mayor impacto) en la

determinacion de la masa total (Drysdale, 2000).

1.1.3. Sistemas de soporte de vida fisicoquimicos

En este tipo de sistemas el Unico componente bioldgico es el hombre. Los procesos
fisicoquimicos pueden ser aplicados como solucién a una parte de las necesidades de
un sistema de soporte de vida, principalmente para:

e La regeneracion de la atmosfera

e La recuperacién del agua

e El reciclado de los desechos

En cambio estos procesos no bioldgicos no pueden producir alimento. Todos los
sistemas utilizados hasta el momento en misiones tripuladas han sido de tipo
fisicoquimico. A continuacion se comentan los principales procedimientos disponibles
en la actualidad para realizar el tratamiento de la atmdsfera, el agua y los desechos

mediante procesos fisicoquimicos (Eckart, 1994).

La regeneracion de la atmosfera se lleva a cabo mediante tres etapas diferenciadas
(Gustavino, 1994 y Eckart, 1994):

a) Concentracion del CO,. Los métodos habituales son el uso de tamices
moleculares (zeolitas sintéticas), la concentracion por polarizacion electrénica
(en el anodo se acumula el CO;), el denominado procedimiento de SWAD

(Solid Amine Water Desorption) o el uso de hidrdxido de litio.

b) Reduccion del CO,. Los métodos cominmente empleados son: procedimiento
Bosch (reacciéon catalizada a mas de 700 °C en presencia de hidrégeno,
produciéndose carbono y agua); procedimiento de Sabatier (el didxido de
carbono reacciona con hidrégeno gas en presencia de catalizador en torno a

500 ©°C, para producir metano y agua); electrdlisis del didxido de carbono
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(reduccion del dioxido de carbono y produccion de oxigeno); utilizacion de

superoxidos.

c) Generacion de O,. Electroélisis simple del agua; electrdlisis del agua utilizando

como electrolito un polimero conductor; electrdlisis en fase gas (se utiliza

directamente el aire humedo de la misma cabina).

En el reciclado de agua pueden distinguirse dos tipos bien diferenciados de procesos

fisicoquimicos (Tamponnet et al., 1999):

a)

b)

Métodos basados en procesos de destilacion, los cuales se utilizan
frecuentemente para el tratamiento de la orina. Los métodos mas usuales son:
la destilacion a presién, la evaporacion mediante aire, la evaporacién de agua
combinada con una oxidacion de las impurezas (el amonio se oxida a
nitrégeno gas y 6xido de dinitréogeno, y los compuestos carbonados a diéxido

de carbono e hidrégeno).

Métodos basados en procedimientos de filtracidn. Son utilizados para generar
agua potable y para la higiene, frecuentemente se utilizan para las aguas de
condensacion. Los principales métodos son: la Osmosis inversa y la

electrodialisis.

Los desechos sélidos son basicamente heces, desperdicios alimenticios, papel y otros

posibles residuos organicos sélidos provenientes de otros procesos fisicoquimicos. La

secuencia que se realiza para el tratamiento de estos residuos es:

e Recogida y separaciéon

e Fraccionamiento

o Estabilizacion de los productos y/o almacenamiento

¢ Reciclado (en funcién de la duracién de la misién)

Para su tratamiento se utilizan principalmente los siguientes procesos: oxidacion

himeda (a temperatura y presion elevadas, se consume oxigeno y se produce didxido

de carbono, agua, hidrogeno gas y restos inorganicos); combustion/incineracion

(oxidacién completa de los elementos C, H, O, N, Sy P).

1.1.4. Sistemas de soporte de vida bioldgicos

Los sistemas de soporte de vida bioldgicos permiten, como ya hacian los sistemas

fisicoquimicos, el tratamiento y reciclado de la atmosfera, el agua y los desechos
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solidos. No obstante, los de tipo bioldgico ademas también afiaden la capacidad de

generar materia comestible para la tripulacién.

Los principales organismos utilizados en los sistemas de soporte de vida biolégicos

son microorganismos (bacterias, levaduras y hongos), algas y plantas superiores.

Microorganismos

Los microorganismos son utilizados habitualmente para el tratamiento de los
desechos (desechos sdlidos y liquidos de la tripulacion, asi como partes no

comestibles de las plantas).

Las principales ventajas de los sistemas bioldgicos que utilizan microorganismos son
su facilidad de control, que no generan demasiados residuos y acostumbran a tener

dindmicas de crecimiento bastante rapidas.

Como contrapartidas, cabe sefialar que su biomasa no siempre ser comestible y que,
si se cultivan en condiciones aerobias, su cultivo dificulta la regeneracion de la

atmosfera, puesto que consumen O, y desprenden CO,.

No obstante, en los sistemas de soporte de vida bioldgicos existen procesos que sélo
estan al alcance del metabolismo de ciertos microorganismos, por lo que su
introduccién en estos sistemas es completamente necesaria. Es el caso de la
conversion del amonio a nitrato. El aporte basico de nitrogeno dentro de un sistema
de soporte de vida se da en forma de amonio procedente de la descomposicidn de la
urea. Pero para el crecimiento de plantas superiores se necesitan las dos formas de
nitrdgeno, amonio y nitrato, y los Unicos organismos capaces de llevar a cabo los
pasos de nitrificacidn para convertir el amonio en nitrato son los microorganismos

nitrificantes.

Algas

La investigacion de la utilizacion potencial de algas en sistemas de soporte de vida
fue iniciada en los afios cincuenta por grandes compafiias norteamericanas y
soviéticas dedicadas a la investigacion espacial y a la aeronautica (Gitelson et al.,
1976). Estos estudios estan orientados hacia dos aplicaciones: la regeneracion del
aire y la utilizaciéon con fines alimentarios. Se han realizado estudios para desarrollar

métodos de produccion de alimento a partir de cultivos de algas en condiciones de
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microgravedad (Karen y Kamarei, 1984). Posteriormente, Karen y Nakhost (1989)
obtuvieron concentrados proteicos a partir de algas, con un nivel de acidos nucleicos
muy bajo, que se incorporaron a una serie de productos alimenticios, concluyendo
que la incorporacién de algas a la dieta no representa un problema, pero la cantidad
maxima que puede consumirse depende principalmente del grado de purificacion de

los micronutrientes.

Las principales ventajas de estos organismos son que presentan un crecimiento
rapido, un metabolismo controlable y los intercambios de gases son compatibles con
las necesidades de la tripulacion (regeneracion de la atmdsfera). Por otro lado, no son
suficientes para cubrir las necesidades nutricionales de la tripulacién, y tienen un

elevado contenido en acidos nucleicos.

Plantas superiores

Estos organismos presentan una variedad muy importante de elementos nutritivos
para el ser humano: proteinas, lipidos, hidratos de carbono, etc. Por esta razon, las
plantas superiores se introducen como organismos en sistemas ecoldgicos de soporte

de vida con la principal funcion de aportar alimento a la tripulacion.

No obstante, ademés de esta funcidn, pueden ser utilizadas tanto para la gestion de
la atmodsfera como para la regeneracidon del agua. Por otra parte, también
proporcionan un ambiente similar al de la Tierra, y esto contribuye al bienestar
psicolégico de la tripulacidn, aspecto que se juzga de gran importancia en estancias

prolongadas en el Espacio.

Los principales parametros a tener en cuenta en el estudio y desarrollo de las plantas
superiores son la superficie de cultivo, el volumen requerido (altura requerida para el
crecimiento de las plantas), la luz (eficiencia, exposicidn, fotoperiodo), el control de la
atmosfera (temperatura, humedad, presion, composicidn del aire) y los modos de
cultivo (semillas, cultivo sobre tierra, cultivo hidropdnico, cultivo aeropénico). El
sistema que se considera como mas adecuado para el cultivo de plantas superiores en

el Espacio es el hidroponico (Eckart, 1994).

Para la seleccion del tipo de plantas a utilizar en un sistema ecoldgico controlado de
soporte de vida se utilizan los siguientes criterios:
e Produccion de biomasa

o Necesidades de las plantas y condiciones de crecimiento
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Capacidad de regeneracion de la atmdsfera

e Capacidad de regeneracion de los residuos

e Capacidad de reutilizacidén del agua

¢ Comportamiento en ambientes extraterrestres

o Interacciones con otros sistemas

A partir de estos criterios, las plantas que se acostumbran a utilizar se dividen en dos
grupos. El primero es el que incluye a las especies de plantas superiores que pueden
proporcionar un mayor aporte nutricional para el hombre (maiz, arroz, patatas,
boniatos, cacahuetes, lechuga, soja, remolacha). El segundo grupo estd formado por
especies que poseen un valor nutritivo bajo pero, en cambio, un valor psicoldgico

elevado (fresas, guisantes, cebollas, brécol) (Wheeler, 1992).

1.1.5. Evolucién de los sistemas ecoldgicos cerrados
de soporte de vida

La investigacion experimental de sistemas ecoldgicos de soporte de vida fue iniciada
hace ya unas décadas y se ha intensificado en los Ultimos afios, basicamente a causa
del interés de las principales agencias espaciales al plantearse como objetivo a medio
plazo misiones interplanetarias y viajes espaciales de larga duracidn,

fundamentalmente misiones a la Luna y a Marte.

A continuacion se hace una breve descripcién de la evolucién de los sistemas de

soporte de vida ecoldgicos cerrados:

e En los Estados Unidos de América, en 1961 se realizaron los primeros
experimentos con sistemas basados en cultivos de algas con la intenciéon de
regenerar el aire, sistema que se mantuvo funcionando durante mas de 50
dias. En este mismo afio, en la Unidn Soviética se realizaron experimentos con
sistemas del mismo tipo y se utilizaron primero ratas, mas tarde perros y

finalmente personas humanas (proyectos BIOS 1 y 2).

e En 1977 se desarrolld el proyecto CELSSUS (Japon, USA), que estudiaba un
ambiente controlado para el crecimiento de plantas superiores, regulando la

luz, las condiciones de humedad, concentracion de didéxido de carbono, etc.

e El proyecto BIOS 3 (Unidn Soviética, 1972-1984) también utilizd plantas

superiores en un sistema cerrado para regenerar el agua y para producir
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alimento (30-50% de las necesidades) en un experimento con personas

humanas que se prolongo seis meses.

e El proyecto Biosphere 2 (USA, 1984) consistia en un sistema de soporte de
vida con un volumen de 18.000 m?®; estaba cerrado en lo referente al flujo de
materia, pero abierto respecto al de energia. El agua y el aire se regeneraban
por completo mediante el sistema ecoldgico. Ocho personas permanecieron en
el sistema durante mas de dos afios. Cuando concluyé el experimento, el

sistema presentaba un significativo descenso en la concentracidon de oxigeno.

e El proyecto CEEF (Closed Ecology Experiment Facilities) se lleva desarrollando
desde 1994 por el IES (Institute for Environmental Science) en Rokkasyo
Village, Japén. Este proyecto estd constituido por tres médulos, que pueden
funcionar de forma independiente o en cooperacién con los otros. Unicamente
la energia y la informacién pueden ser intercambiadas con el exterior del

sistema (figura 1.3).

Sistema Sistema
circulacién circulacion
materia atmésfera

1 |

Médulo cerrado

i Médulo cerrado Médulo Médulo hidrobiosférico cerrado Detritus
cultjvo plantas animales biosférico bacterias

|
|

personas | plantas
|

Sistema
circulacion
agua

Figura 1.3: Esquema del CEEF (Closed Ecology Experiment Facilities)(Kibe et al., 1997)

Asi pues, el CEEF representa una importante herramienta para comprender los
flujos de materia en la Tierra, asi como para desarrollar sistemas de soporte de
vida en el Espacio. Los tres modulos que componen este sistema, asi como sus

funciones, se describen a continuacién:
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— CPEF (Closed Plantation Experiment Facility). Estd constituido por cuatro
camaras de cultivo de plantas superiores de tipo hidropdnico. El subsistema
de tratamiento de residuos clasifica las plantas recogidas en dos grupos:
partes comestibles y partes no comestibles. La fraccion comestible de las
plantas se utiliza como alimento en el siguiente moédulo, mientras que la

fraccion no comestible se trata mediante un proceso de oxidacion humeda.

— CAB & HEF (Closed Animal Breeding & Habitation Experiment Facility). Este
moédulo alberga los experimentos de alimentacién tanto animal como
humana. Se regula el flujo entre los diferentes subsistemas: tratamiento del

aire, del agua y de los residuos.

— CGHEF (Closed Geo & Hydrosphere Experiment Facility). Estd integrado por
dos acuarios, los cuales permiten reconstruir diferentes tipos de ecosistemas
marinos. La implementacion del sistema se haya en un estado muy
avanzado y actualmente se procede a realizar las pruebas de operacion con

personas (dos «econautas»).

La NASA desarrollé el proyecto LMLSTP (Lunar Mars Life Support Test Project)
durante los afios 1995-1997. Como resultado se realizaron experimentos con
un sistema de soporte de vida regenerativo con un grupo de cuatro personas
durante noventa dias. Durante este periodo de tiempo se regenerd al
atmdsfera respirable mediante sistemas fisicoquimicos y biolégicos (Vodovotz,
1998).

En la actualidad, la NASA estd construyendo una instalacion donde se
integraran distintos avances dentro del campo del soporte de vida, dada su
estructura modular. Se trata sin duda del mayor esfuerzo en este campo y se
denomina BIO-Plex (Bioregenerative Planetary Life Support System Test
Complex), estando situado en el Johnson Space Center (Houston, USA). No
obstante, en la actualidad esta instalacién permanece cerrada desde 2001 por

falta de presupuesto.

El sistema estd compuesto por una serie de mddulos interconectados y esta
dimensionado para experimentar con cuatro personas durante periodos
superiores a un afio. Utiliza una combinacién de plantas superiores,
microorganismos y procesos fisicoquimicos para reciclar el agua, producir

alimento y procesar los residuos.
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En cuanto a la Agencia Europea del Espacio (ESA), ésta estad desarrollando un
sistema denominado MELiISSA, desde 1989. Dado que el presente trabajo esta
enmarcado dentro de este proyecto, en el siguiente apartado se describe con

mas detalle.
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1.2. El proyecto MELISSA

MELiISSA (Micro Ecological Llfe Support System Alternative) ha sido concebido como
un sistema de soporte de vida basado en el crecimiento de microorganismos y plantas
superiores cuyo objetivo principal es el de profundizar, por una parte, en el estudio
del comportamiento de los ecosistemas artificiales y por otra, en el desarrollo de la
tecnologia necesaria para un sistema bioldgico de soporte de vida para misiones

tripuladas de larga duracién, como es el caso de una base lunar o una misiéon a Marte.

Ha sido impulsado desde su concepcion por la Agencia Europea del Espacio (ESA) y
un consorcio de distintos grupos, y representa en la actualidad la apuesta de la ESA
en cuanto a desarrollo de soportes de vida, elemento esencial dentro del programa de
exploracion del Espacio AURORA (www.esa.int/SPECIALS/Aurora).

El concepto MELISSA consiste en reciclar todos los residuos producidos por la
tripulacién (heces, urea, didxido de carbono, etc.) en biomasa comestible, a la vez
que se recupera el agua y se regenera la atmoésfera para permitir la respiracion
humana, utilizando la luz como fuente de energia para la fotosintesis (Mergeay et al.,
1988). Para conseguir este objetivo, se plantea en una primera fase el ensamblaje de
seis compartimentos, cuatro de origen microbiolégico colonizados por cepas
diferentes, uno de plantas superiores que tiene encomendada como funcién principal
satisfacer los requerimientos nutricionales de la tripulacion y otro que lo formaria la
tripulacién. Los seis compartimentos estan interconectados de forma que es posible el
reciclado de los residuos del compartimento principal (el de la tripulaciéon) y la
regeneracion de sus nutrientes. En la figura 1.4 se presenta de forma esquematizada
la estructura global del concepto MELISSA, donde se puede apreciar la interconexion

de los diferentes compartimentos y los flujos de materia entre éstos.

La ventaja de la base microbioldgica de este sistema no sélo reside en la amplia
diversidad metabdlica y, por tanto, en la posibilidad de seleccionar microorganismos
adecuados para la realizacion de las diferentes funciones; si no que también
contribuye a que sea mas facil el estudio y control de sus elementos, lo cual seria

mas dificil utilizando organismos mas complejos.

Una de las caracteristicas del concepto MELISSA reside en el hecho de que las
diferentes fases de transformacion de los residuos en alimento (primero hidroliticas,

después de transformacion y finalmente de sintesis) estan separadas de forma
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individual, por compartimentos. Asi, esta aproximacion a los sistemas de soporte de
vida permite un control directo sobre cada una de las etapas, con la idea de permitir
que se traduzca en una operacion coordinada y eficiente de todo el sistema en su

conjunto.

Biomasa no

comestible .
Biomasa

<=

. Compartimiento |
Compartimiento 1Vb Compartimiento 1V ) Bacterias
Plant ) Cianobacteria Biomasa termofilicas
antas superiores Spirulina platensis comestible anaerobias

Compartimiento 111
Bacterias nitrificantes
Nitrosmonas/Nitrobacter

Residuos

Biomasa no
comestible

Figura 1.4: El bucle MELISSA (Cornet y Albiol, 2000)

El proyecto MELISSA no so6lo permite el estudio de los sistemas de soporte de vida
sino que también promueve el desarrollo de la tecnologia necesaria para conseguir su
objetivo. Es el caso del sistema de control, que en todo sistema de soporte de vida es
muy importante y completamente necesario, y de sus sensores asociados, capaces de
obtener informacion instantanea de las variables de proceso. La informacién obtenida
de cada compartimento tiene que permitir la construccién de un modelo del sistema
completo, que ha de revelar, incluso antes de que el ciclo real esté cerrado, el
funcionamiento esperable y permitir la correccién de los problemas antes de que
éstos surjan. Asi, la modelizacién del sistema acelerara el proceso de su implantacion

al facilitar el estudio de diferentes escenarios simulados.
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Como se ha dicho, este proyecto estd dirigido y coordinado por la Agencia Europea
del Espacio (ESA) desde su centro ESTEC (European Space Research and Technology
Centre, Noordwijk, Holanda) y en su desarrollo intervienen diferentes entidades que

desempefian las siguientes funciones:

e EPAS (Ghent, Bélgica): desarrollan el compartimento I, incluyendo el sistema

de preparacion de la alimentacion del bucle.

¢ Universidad de Ghent (Bélgica): desarrollan tecnologias complementarias a

MELiISSA, en concreto para la fase degradativa.

e Universidad de Clermond Ferrand (Francia): desarrollan los modelos de
comportamiento (cinéticos, estequiométricos, etc.) de cada uno de los
compartimentos, asi como del ciclo global, a partir de los diferentes datos

experimentales obtenidos en el proyecto.

e VITO/SCK Mol (Bélgica): dedicados al estudio de los procesos de separacion y

de estabilidad genética de los microorganismos.

e SHERPA Engineering (Francia): desarrollan los sistemas de control basados en

los modelos construidos dentro del proyecto.

e Universitat Autonoma de Barcelona (Catalunya, Espafia): encargados de la
operacion de la planta piloto del proyecto, implementando los avances de
todos los grupos de investigacidn. También desarrollan la integracion de los
diferentes compartimentos entre ellos y de la demostracién a nivel terrestre de
la viabilidad del concepto MELiISSA.

e Universidad de Guelph (Canada): desarrollan el compartimento IVb, el

compartimento de plantas superiores.

El estudio de los compartimentos se compone de varias etapas. En una fase inicial, de
forma separada y a escala de laboratorio, se han obtenido datos de caracter basicos
(determinacidon de las condiciones éptimas de crecimiento, la optimizacion de los
medios de cultivo, la obtencién de los primeros datos cinéticos, etc.), los cuales han
servido para la elaboracién de modelos matematicos que describen el crecimiento de
las diferentes cepas. Estos modelos han permitido desarrollar las leyes de control
necesarias para mantener el funcionamiento de los diferentes reactores de forma
estable y controlada. Una vez conseguido el correcto funcionamiento del reactor a
escala laboratorio, se ha hecho el escalado a nivel de planta piloto y se ha

demostrado su correcto funcionamiento, primero a nivel individual y después
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integrando los diferentes compartimentos. El objetivo final de la planta piloto consiste
en la demostracion del bucle integrado, la cual dard paso a la etapa de adaptacion del

bucle al Espacio.

1.2.1. Descripcion de los compartimentos

Como ya se ha comentado, el bucle MELISSA consiste en la interconexion de varios
compartimentos, cada uno de los cuales tiene una funcién asignada: degradacién
anaerobia de los residuos (compartimento I), eliminacion de acidos grasos volatiles
(compartimento II), nitrificacién (compartimento III) y biosintesis (compartimentos
IVa y IVb).

Compartimento I: el compartimento digestor

El objetivo de este compartimento es la degradacion bioldgica de los residuos sélidos
y liquidos (hidrdlisis de polimeros como celulosa, hemicelulosa, proteinas, etc.) que
constituyen la salida del compartimento de la tripulacidén, asi como la fraccidon no
comestible de las plantas superiores del compartimento IVb y la biomasa producida

en el conjunto del sistema no destinada al consumo humano.

A causa de que el consumo de oxigeno dentro del bucle es un parametro que se

intenta minimizar, se ha seleccionado el proceso de digestién anaerobia.

En la figura 1.5 se muestra un esquema general de un proceso de digestion anaerobia
de materia organica. A diferencia de un metabolismo aerobio en el que los productos
finales -agua y dioxido de carbono- se alcanzan en una sola etapa, la digestion
anaerobia es una sucesién de etapas en el que los substratos son secuencialmente
degradados por distintos grupos de bacterias. No es posible alcanzar la completa
degradaciéon de la materia inicial utilizando una sola especie de microorganismo, por
lo que se deben utilizar diferentes cepas de bacterias en un cultivo mixto. Existen tres
grupos de bacterias responsables de la totalidad del proceso, que se compone de

cuatro etapas claramente diferenciadas:

e Bacterias fermentativas (o acidégenas): estas bacterias son las que llevan a
cabo las dos primeras etapas: la hidrdlisis y la acidogénesis. Los polimeros
organicos son hidrolizados a mondmeros solubles en agua, los cuales son de

nuevo degradados mediante procesos de oxidacion-reduccién. Los productos
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de la degradacidon son dioxido de carbono, hidrégeno gas y principalmente
acidos grasos volatiles como propidnico, butirico, isobutirico, valérico e
isovalérico. Hasta cierto punto también existe la formacion de formiato, lactato
y alcoholes como butanol, etanol y metanol, dependiendo de las condiciones

ambientales, asi como de los substratos, pH y la presion parcial de H,.

POLIMEROS
(no solubles en agua)

HIDROLISIS

‘ ‘ Bacterias

* polisacaridos
e lipidos

fermentativas
hidroliticas

* proteinas

MONOMEROS ACIDOGENESIS

(solubles en agua) Bacterias no
hidroliticas

e monosacaridos

e acidos grasos

e aminoacidos ACETOGENESIS

butirico, isobutirico
 Acido lactico
* Metanol, etanol,
aminas, NH,*
¢ H,S, CO,, H2

» Acidos grasos volatiles Bacterias
acético, propiénico acetogénicas

¢ Acido acético

. CO,
e H,

e CH,
. CO,

Figura 1.5: Esquema general del proceso de digestiéon anaerobia

e Bacterias acetogénicas: estos microorganismos rompen las cadenas de los
productos formados en las dos etapas anteriores (acidos grasos volatiles y
alcoholes), dando lugar a acetato, hidrégeno gas y didxido de carbono. Se ha
demostrado que las reacciones no estan termodinamicamente favorecidas a no
ser que el hidrégeno gas formado sea eficientemente eliminado por las
bacterias metanogénicas y las bacterias reductoras de sulfato y permanezca

asi, a concentraciones suficientemente bajas.
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e Bacterias metanogénicas: estas bacterias producen metano, dioxido de
carbono y agua a partir de acetato, hidrégeno y didxido de carbono. Este tipo
de bacterias se puede dividir en dos subgrupos principales: acetotroficas y

bacterias hidrogenotrdficas.

En los sistemas convencionales de digestion anaerobia se intenta maximizar la
produccion de metano. Contrariamente, en el bucle MELISSA es la produccion de
acidos grasos volatiles el proceso que se desea estimular y se debe evitar la
formacion de metano, puesto que es un subproducto no deseado. Asi, la etapa de
metanogénesis debe ser inhibida (figura 1.6). En estudios preliminares se ha
demostrado que la inhibicidn completa de la metanogénesis se produce cuando la
concentracién de amonio en el reactor es superior a 7 g/L (Demey y Van Meenen,
1998). La operacion de los reactores a pH ligeramente acidos (6.5) y en condiciones

de termofilia (50 °C) permiten reducir la produccién de metano y otros subproductos.

La seleccion de las cepas bacterianas que seran las encargadas de conseguir los
niveles de degradacion deseados es critica en este compartimento, dada la
complejidad de la transformacion que se debe realizar. Dentro del proyecto MELISSA
se han llevado a cabo numerosos experimentos en este sentido. En una primera
aproximacion se escogieron Clostridium thermocellum y Clostridium
thermosaccarolyticum y mas tarde se afiadi® a la seleccion preliminar
Coprotermobacter proeolyyticus. En diferentes experimentos realizados no se
consiguié una degradacién total del substrato, tanto con una sola cepa como con
cocultivos. Llegados a este punto, estos microorganismos fueron reemplazados por un
inéculo consistente en una seleccién de cepas autdctonas obtenidas a partir de heces
humanas. El analisis por PCR de estas cepas aisladas a partir del indculo ha permitido
determinar que las especies predominantes son Ruminococcus bromii y Petroga

mobilis (Hermans y Demey, 1999).

Una de las limitaciones de este compartimento que impiden obtener un elevado
porcentaje de degradacién cuando se alimentan residuos humanos es la presencia de
compuestos recalcitrantes como celulosa, xilanos y lignina. Para aumentar la eficacia
de degradacidon de estos compuestos se realiza un pretratamiento enzimatico.
Aplicando estos procesos, se consigue una degradacion de un 70% para las proteinas

y una eficacia de degradacion global del 50% (Hermans y Demey, 1999).

Los acidos grasos volatiles y el amonio producidos durante la fermentacion anaerobia

son alimentados al segundo compartimento.
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Figura 1.6: Digestion anaerobia desde el punto de vista del bucle MELISSA (AGV: acidos grasos
volatiles; MOS: materia organica soluble).
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Este compartimento ya ha sido disefiado a nivel de escala piloto y en un futuro

préximo se integrara a la resta de compartimentos de la planta piloto.

Compartimento I1: el compartimento fotoauto/heterdétrofo

El objetivo del sequndo compartimento es metabolizar los productos resultantes de la
degradacidn llevada a cabo en el primer compartimento. Los componentes principales
esperados en el flujo procedente del primer compartimento son: &cidos grasos
volatiles, algunos alcoholes, aminoacidos, aminas, muy poca cantidad de hidrogeno
gas, dioxido de carbono, sulfuro de hidrégeno, etc. como se detalla mas adelante en
la tabla 1.5. Para transformar estos productos en biomasa en condiciones anaerobias,
fue seleccionada una bacteria fototréfica (Rhodospirillum rubrum). Con la actividad de
esta bacteria se espera que la salida principal sea una corriente rica en amonio. El
consumo de acido sulfhidrico se propuso que fuese llevado a cabo por otra cepa (por

ejemplo, Thiocapsa roseopersicina).

Posteriormente, en el apartado 1.3 se profundizard en la descripcion de este

compartimento, puesto que el presente trabajo estd centrado en su desarrollo.

Compartimento Ill: el compartimento nitrificante

Una vez se han llevado a cabo las transformaciones descritas en el segundo
compartimento, los principales componentes que se esperan a su salida son: una
fuente de amonio y nutrientes minerales, en la fase liquida, y diéxido de carbono en
la fase gas. La fuente de nitrogeno se espera que sea mayoritariamente amonio, pero
no puede ser descartada la presencia de otras fuentes de nitrégeno. Si se tiene en
cuenta que la fuente de nitrdgeno mas conveniente para el crecimiento de las
microalgas que colonizan el compartimento IVa es el nitrato, se hace necesaria la

presencia en el bucle MELISSA de un compartimento que realice esta transformacion.

Los microorganismos escogidos para llevar a cabo esta transformacion son dos
bacterias quimiolitotroficas: Nitrosomonas europaea (ATCC 19718) y Nitrobacter
winogradskyi (ATCC 25391), debido a que son las mas estudiadas y, por tanto, de las

que mas informacién se dispone.
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Estas bacterias pueden utilizar el diéxido de carbono como fuente de carbono
mientras que obtienen la energia de la oxidacién del amonio a nitrito (Nitrosomonas

sp.) y de nitrito a nitrato (Nitrobacter sp.).

Uno de los retos en el desarrollo de este compartimento ha sido que se ha optado por
trabajar con cultivos axénicos. Esto esta motivado por el interés de que dentro del
sistema de soporte de vida no haya microorganismos desconocidos. Asi, se elimina el
riesgo de que éstos pudiesen ser patdgenos o bien de que pudiesen producir
problemas desconocidos. Ademas, teniendo en cuenta que el funcionamiento global
del sistema asi como de cada uno de los compartimentos debe ser modelizado y
posteriormente controlado, es preferible que los cultivos sean axénicos para que asi

todo el proceso sea lo mas definido posible.

En la eleccion del tipo de reactor se optd por un sistema en el cual las células
estuviesen inmovilizadas sobre un soporte, debido a que el crecimiento de estas
bacterias es lento (velocidad especifica méaxima de 0.057 h™* para N. europaea, Hunik
et al.,, 1994, y de 0.02 h™ para N. winogradskyi, Hanaki et al., 1990), su fase de
latencia es larga y no son ni comestibles ni utilizables a ningln otro nivel del bucle
MELISSA.

Los experimentos realizados para estudiar cémo inmovilizar las células se llevaron a
cabo probando diferentes soportes de inmovilizacidn y probando tres sistemas
diferentes de operacion: lecho fijo, lecho fluidizado y reactor de tanque agitado
(Forler, 1992). De acuerdo con los resultados obtenidos, se decidié disefiar un
biorreactor de lecho fijo, utilizando particulas de poliestireno (Biostyr) como soporte
para la inmovilizacién. En la fase de disefio se tuvieron en cuenta problemas como la
dificultad de esterilizacién (el soporte es sensible al calor), el volumen de biorreactor
ocupado, la posibilidad de colmatacidon del lecho, la monitorizaciéon de la masa celular
asi como la automatizacién y control del funcionamiento. El disefio final se realizdé en
las instalaciones de ESTEC, ddénde también se llevaron a cabo los primeros

experimentos de caracterizacién fisica del reactor (Forler, 1994).

Actualmente esta columna se encuentra en funcionamiento en la planta piloto situada
en la Universitat Autobnoma de Barcelona (en adelante, UAB), donde se ha procedido
a realizar la caracterizaciéon fisica del reactor, la implementacion de la
instrumentacion del reactor, asi como de todos sus lazos de control. Se han realizado
también diferentes experimentos en cultivo continuo, tanto a escala de laboratorio

como a escala piloto (Pérez, 1997 y 2001), en los que se ha demostrado que este
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sistema es capaz de convertir bioldgicamente el amonio en nitrato con un rendimiento

muy elevado y con una produccidn de nitrito practicamente despreciable.

Actualmente los trabajos en este compartimento estan orientados a su modelizacion y
sobre las leyes de control necesarias para que el biorreactor trabaje de forma robusta

y fiable.

Compartimento 1V: compartimento fotosintético

El cuarto compartimento tiene encomendada como funcidn principal la produccion de
alimento para la tripulacidn, asi como es también el responsable de la regeneracion

de la atmésfera y de la recuperacion del agua.

Inicialmente, el cuarto compartimento estaba Unicamente basado en el crecimiento
de la cianobacteria Arthrospira platensis, pero a medida que se fue profundizando en
el estudio del concepto MELISSA, diversos factores evidenciaron la necesidad de
incluir un moédulo de plantas superiores. Entre estos factores estd el hecho de que la
presencia de productos vegetales en la dieta humana no sélo es conveniente, sino
necesaria. También es cierto que la inclusién de plantas superiores permitird alcanzar
un grado de cierre mas elevado en el conjunto global del bucle, logrando asi un
sistema mas completo con un mayor grado de aproximacion a la solucién que
finalmente habra que adoptar, en la que seguro que figuraran modulos de plantas

superiores.

El compartimento IVa: el compartimento fotoautdtrofo

Este compartimento es el que mas se ha estudiado y por tanto del que mas datos se
dispone. Estd colonizado por la cianobacteria Arthrospira platensis, que es el
microorganismo autétrofo que mejor se ajusté a los requerimientos que exige este
compartimento, que son los siguientes:
e Buen rendimiento energético de la fotosintesis.
e Valor nutricional elevado.
e Tiempo de generacidén notablemente corto.
¢ Baja sensibilidad a los microorganismos patdégenos y en general un bajo riesgo
de contaminacién debido a que su pH dptimo de crecimiento es bastante
elevado (entre 8 y 10).

e Buena digestibilidad. No toxica.
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Se han realizaron estudios de la influencia de la intensidad de la luz en el crecimiento
de la cianobacteria. El crecimiento exponencial pasa a ser lineal cuando la intensidad
de luz empieza a ser un factor limitante del crecimiento, debido al aumento del
apantallamiento. También se ha apreciado que cuando se irradia el cultivo con exceso
de luz, aumenta el porcentaje de polisacarido extracelular producido (EPS). Esta
influencia de la intensidad de la luz subministrada al cultivo sobre la composicién de
la biomasa abre la puerta a la posibilidad de utilizar estos factores limitantes del
crecimiento para ajustar las proporciones de los distintos componentes de la biomasa

a las mejores relaciones para la dieta humana.

Teniendo en cuenta la importancia de la influencia de la luz en la composicién celular
de la Arthrospira platensis, se ha desarrollado un modelo matematico, basado en las
ecuaciones de transmision de la radiacion de Shuster (Shuster, 1905), que permite
predecir la distribucién de la luz en el interior del reactor, en funcion de la

concentracion de células y de la intensidad de luz incidente (Cornet et al., 1992).

Los trabajos realizados hasta el presente momento en la planta piloto del proyecto se
han llevado a cabo en fotobiorreactores de tipo «air-lift» de 7 y 77 litros de capacidad
cada uno. Este Ultimo es un «air-lift> con loop externo, disefiado y escalado a partir
de la experiencia previa con el de 7 litros de volumen. En los ensayos realizados se ha
estudiado la operacion en continuo a diferentes intensidades de iluminacion,
velocidades de dilucion y concentraciones de nutrientes entre otros parametros
(Vernerey, 2000). El fotobiorreactor funciona con un sistema de control desarrollado a

partir del modelo matematico.

El compartimento 1Vb: el compartimento de plantas superiores

Como ya se ha comentado anteriormente, la presencia de productos vegetales en la
dieta humana es necesaria. De hecho, una dieta basada Unicamente en Arthrospira
platensis y en Rhodospirillum rubrum seria insuficiente desde el punto de vista

nutricional, basicamente por dos motivos:

1. El contenido de acidos nucleicos presente en la composicion de los

microorganismos limita el consumo diario maximo humano permitido.

2. Una dieta equilibrada contempla la inclusion de dos fuentes de alimentos
diferentes como minimo. Una nutricion humana satisfactoria requiere la ingesta de

sustancias organicas en forma de fruta, vegetales y carne, siendo nutrientes
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principales los carbohidratos, los lipidos y las proteinas, asi como las vitaminas y

los minerales.

Para definir una dieta equilibrada para un astronauta es necesario tener en cuenta
dos factores: los requerimientos metabdlicos y la relacion requerida entre los
nutrientes principales. Por un lado, los requerimientos metabdlicos considerando la
actividad del ser humano en el Espacio equivaldrian a una energia media necesaria
(EER) de 3000 kcal/dia. Por otro lado, para tener una aproximaciéon de la relacion
requerida entre los nutrientes principales en la dieta humana, se puede hacer una
media de los valores diarios obtenidos por Soyuz en el Skylab. En la tabla 1.3 se

puede observar un ejemplo de dieta equilibrada para un astronauta.

Porcentaje masico Porcentaje (EER)
Proteinas 21.25 17.50
Lipidos 14.97 28.37
Carbohidratos 63.79 53.73
TOTAL 632 g/(persona-dia) 3000 kcal/(persona-dia)

Tabla 1.3: Ejemplo de dieta equilibrada para un astronauta. EER: energia media necesaria.

Tomando como base esta dieta, con una alimentacion basada Unicamente en
Arthrospira platensis con aportaciones de Rhodospirillum rubrum se podria satisfacer
la demanda diaria de proteinas, pero no ocurriria lo mismo con las necesidades de

carbohidratos y lipidos.

Ademas de suponer un complemento nutritivo esencial, la inclusidon de las plantas
superiores en un sistema de soporte de vida también aporta ventajas muy
importantes como la regeneracién de la atmodsfera o la recuperacion del agua
mediante el proceso de transpiracion. Por otra parte, ayudan a crear un entorno mas

similar al de la Tierra, lo cual se traduce en un confort psicoldgico para la tripulacion.

La seleccion de plantas que pueden ser utilizadas en un sistema ecoldgico cerrado de
soporte de vida tiene que tener en cuenta los siguientes criterios:

e Produccién de biomasa y aspectos nutricionales

¢ Requerimientos de las plantas y condiciones de crecimiento

e Capacidad de regeneracion de la atmésfera

39



Capitulo 1 - Introduccién

e Capacidad de regeneracion de los residuos
e Capacidad de regeneracion del agua
e Comportamiento en ambiente de microgravedad

e Interacciones con los otros sistemas

Asimismo, las plantas pueden ser clasificadas en dos grupos diferentes atendiendo a
si su valia estd motivada por razones nutricionales, o bien, porque tengan un valor
psicologico elevado. En la tabla 1.4 se hace una breve relacién de especies,

clasificadas en funcidn de este criterio (Poughon, 1997).

Elevado valor nutricional Elevado valor psicoldgico
Trigo Judia halada

Arroz Brécol

Patata Fresa

Boniato Cebolla

Judia de soja Guisante

Cacahuete Tomate

Lechuga

Remolacha

Espinaca

Tabla 1.4: Especies de plantas superiores, clasificadas en funcién de si el interés es por su valor
nutricional o bien por su valor psicolégico (Poughon, 1997).

En el marco del proyecto MELISSA se estan realizando estudios con el objetivo de
disefiar una dieta lo mas equilibrada posible, para un grupo de 6 astronautas, con un
menul ciclico de 10 dias. Se ha optado por plantear un cultivo de 25 especies
diferentes (brécol, remolacha, judia, zanahoria, hierbas, col, pepino, lechuga, cebolla,
cebolla tierna, pimiento, cacahuete, patata, arroz, boniato, soja, espinaca, tomate,

trigo, alfalfa, pimientos picantes, champifiones, guisantes y calabaza).

En una primera aproximacion, de todas las opciones posibles, se ha optado por la
presencia en el compartimento de plantas superiores del bucle MELISSA por ocho

especies diferentes, pertenecientes a los dos grupos de alimentos: el trigo, el arroz, la
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patata, la judia de soja y la lechuga, por su valor nutricional, y la cebolla y el tomate
por su valor psicoldgico.

Estos estudios han permitido determinar que el area de cultivo necesaria para poder
suministrar un menu ciclico para una tripulacion compuesta por 6 miembros es de
453 m?, asumiendo que la produccidn es continua. También se ha hecho una
estimacién de la cantidad total de masa requerida, que seria de 439 kg por ciclo de

menu o 7.3 ESM/(persona-dia) (Cloutier et al., 2000).

Compartimento V: la tripulaciéon

Los compartimentos I, II, III y IV del bucle MELISSA han estado concebidos y
disefiados para satisfacer las necesidades de este otro compartimento, es decir,

proporcionarle oxigeno, agua y nutrientes en la medida que requiera, a partir de los
residuos que origina.

Estas necesidades son las del metabolismo cotidiano de una persona (figura 1.7),

multiplicadas por el nUmero de personas que forman la tripulacion.
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Figura 1.7: Principales componentes del metabolismo cotidiano simplificado de una persona
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No obstante, en el estudio de este compartimento a nivel de laboratorio y de planta
piloto se ha escogido la rata como organismo modelo, simplificando de esta manera,
todos los aspectos tanto regulativos como de coste relativos a la participacién de
personas en los experimentos para completar el bucle MELISSA. Se considera pues,
que en una primera fase se podran abordar las preguntas asociadas a este trabajo
mediante la utilizacién de animales como modelo. La incorporaciéon de personas en la
experimentacion se prevé efectuar en etapas posteriores del desarrollo de MELISSA, y
requerira desarrollar todos aquellos aspectos asociados (control de dieta, seguimiento

del estado de salud, disefio de un habitaculo, etc.).

La eleccion de la rata como modelo esta justificada si se tiene en cuenta que se trata
de un animal mamifero que puede ser utilizado facilmente en experimentos del
laboratorio, que fisioldgicamente esta muy bien estudiado y que comparte

caracteristicas dietéticas comunes con el ser humano.

Inicialmente fueron realizados diversos estudios usando ratas de laboratorio con la
intencién de conocer la aceptacion de la incorporaciéon de Arthrospira platensis en la
dieta de estos animales. En los primeros experimentos, la dieta alimentada a las ratas
consistia en un 50% de Arthrospira platensis y se mantuvo en periodos de 15 dias.
Los resultados fueron muy positivos, puesto que no se observaron diferencias
significativas (ANOVA) en cuanto a la ganancia de peso, el consumo de comida y

salud de los animales entre los grupos experimentales y el de control.

En una segunda serie de experimentos, de 17 semanas de duracidn, se siguié un
grupo mas extenso de parametros. Durante este periodo, se compararon ratas con
una dieta normal con ratas alimentadas utilizando tanto una dieta deficiente como
una dieta deficiente con inclusidon de diferentes porcentajes de Arthrospira platensis
(5-40%). No se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos. La dieta
deficiente indujo a un grado de disfuncion que se observd en un aumento del peso del
higado, en el nivel de colesterol, de triglicéridos y de la GOT (glutamico oxalacético
transaminasa). La inclusién de Arthrospira platensis en la dieta parecié corregir los
niveles de colesterol, pero no fue tan claro en el caso de los triglicéridos y de GOT.
Cuando la fraccion de Arthrospira platensis en la dieta era del 40%, se detectd un
descenso significativo en el nivel de glucosa en sangre asi como una disminucidn en
la produccion de didéxido de carbono (aunque estadisticamente no fue significativa).
Estos resultados fueron interpretados como la consecuencia de un posible efecto

toxico que alteraba las funciones hepaticas. La conclusion fue que la Arthrospira
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platensis puede compensar algunos parametros en dietas deficientes pero que
también podria tener efectos téxicos a elevadas dosis durante periodos prolongados

de tiempo.

Estudios posteriores aumentaron el porcentaje de Arthrospira platensis en la dieta de
la rata sin observar problemas de toxicidad (Tranquille et al., 1994). Se debera
continuar estudiando los efectos de la ingesta de esta cianobacteria a altas dosis
durante periodos prolongados de tiempo para clarificar algunos detalles y disponer de

resultados contrastados.

El segundo aspecto que hay que considerar a nivel experimental en este
compartimento es la generacion de residuos. El planteamiento actual del proyecto
MELiISSA prevé la utilizaciéon de residuos humanos, aunque aun no han sido disefiados
ni el sistema de recogida ni los protocolos experimentales que se utilizaran. Para su
disefio se deberdn considerar aspectos tales como el control de la dieta de los

voluntarios que aporten el material residual (heces y orina).

Interaccion entre los compartimentos de MELiISSA

El estudio de la interconexion de los diferentes compartimentos que componen el
bucle MELISSA es un punto especialmente importante, puesto que para que el bucle
opere a un nivel elevado de cierre es fundamental el hecho de que los
compartimentos no interaccionen de forma negativa entre ellos. Es decir, que los
resultados de las transformaciones realizadas en un biorreactor no sean tdxicos o

nocivos para los organismos de los siguientes compartimentos.

Se han llevado a cabo varias experiencias en este campo con la finalidad de
comprobar si existe algiun efecto de toxicidad para algun organismo del bucle

MELiISSA debido a la conexidon de los diferentes compartimentos.

Los primeros experimentos consistieron en evaluar el funcionamiento de los
compartimentos II, III y IVa a nivel de laboratorio utilizando un medio sintético
compuesto por acido acético, acido propidnico y acido butirico como fuente de
carbono para el compartimento II. En esta serie de experimentos no se observd

efectos nocivos o téxicos en ninguno de los biorreactores (Creus, 2003).
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Otro de los experimentos llevados a cabo tratd sobre la conexion de los
compartimentos III y IVa, a nivel de escala piloto, durante un periodo largo de

tiempo. Durante este experimento no aparecié ninguna complicacion mayor.

Por Gltimo, se ha llevado a cabo satisfactoriamente la conexion de la fase liquida de
los compartimentos I, II, III y IVa durante mas de cinco tiempos de residencia
(Creus, 2003). En este tiempo no aparecié ninguna dificultad importante ni ningdn

efecto téxico o nocivo en ningldn compartimento.

En un sistema ecoldgico cerrado como es el caso del bucle MELISSA, también es
trascendente evaluar cudles son los efectos sobre un compartimento cuando el

proceso previo esta atravesando un periodo critico y su efluente no es el esperado.

En esta materia también se han llevado a cabo experimentos con la finalidad de
observar complicaciones de operacién cuando algun biorreactor abandona el estado

estacionario para entrar en estados transitorios.

Se ha estudiado con detalle el efecto que produce una conversion parcial de amonio a
nitrato en el compartimento III, observandose que la Arthrospira platensis tolera
correctamente concentraciones de hasta 50 ppm de nitrito y, aunque es capaz de
usar el nitrito como fuente de nitrégeno, no lo hace cuando tiene otras fuentes

disponibles como el amonio o el nitrato.

Otro experimento llevado a cabo en esta materia ha radicado en el estudio del
comportamiento del compartimento III cuando éste recibe un afluente rico en acidos
grasos volatiles (acido acético), debido por ejemplo a un aumento en la carga que
hay que tratar por el compartimento II o bien por alguna disfunciéon de este

compartimento.

Los resultados observados determinaron que los &cidos grasos volatiles no
representan una amenaza de toxicidad para el cocultivo de Nitrosomonas y

Nitrobacter.

1.2.2. El sistema de control del bucle MELISSA

Para obtener un funcionamiento éptimo de un sistema ecoldgico de soporte de vida,
es necesario disponer de un sistema de control capaz de mantener la estabilidad del

bucle, optimizar la productividad para conseguir el maximo cierre posible y lo mas
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importante, asegurar la supervivencia de la tripulacién. Estos, también son los

objetivos del sistema de control del bucle MELISSA.

Para la consecucion de estos objetivos, el sistema de control debe ser capaz de
optimizar en linea una serie de variables o parametros. También es necesario que el
sistema disponga de los datos relevantes, tanto actuales como histéricos. El
desarrollo de este sistema requiere la progresiva incorporacion del conocimiento del
comportamiento de cada uno de los compartimentos a modelos matematicos, que

deben ser evaluados por el sistema de control para decidir las acciones de control.

La estrategia de control implementada en el bucle MELISSA consiste en considerar
que el sistema global esta dividido en subsistemas interconectados. Cada subsistema
representa una entidad fisica diferente, es decir, cada uno de los compartimentos. La
estabilidad global del bucle MELiISSA depende pues, de la estabilidad individual de los

compartimentos.

El sistema de control del bucle MELISSA estd estructurado en cuatro niveles
jerarquicos, cada uno con una funcion especifica y con el siguiente esquema de

funcionamiento:

e Nivel 0, Local: Este nivel estd compuesto por el proceso y por su
correspondiente nivel de regulacion mas proximo. Los biorreactores estan
equipados con sensores los cuales proporcionan datos que son usados para
modificar, siguiendo una estrategia fija, los valores de las diferentes variables
de proceso. Dentro del bucle MELISSA este nivel de control se identifica con las
regulaciones de una sola variable, como es el caso de la temperatura, el pH, la

intensidad de luz incidente, etc.

e Nivel 1, Regulacion del proceso: Este nivel incluye la regulacion de los valores
de las variables de salida importantes del proceso, los cuales son obtenidos
mediante la instrumentacidon requerida y definen la correcta operacion de la
planta. En este nivel de control estarian englobadas las regulaciones
multivariables, las respuestas de las cuales son generalmente superiores a las
del nivel 0, como por ejemplo, el control de la concentracién de biomasa en un

biorreactor.
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e Nivel 2, Optimizacién: Este nivel de control es el responsable de fijar los
puntos de consigna (set-points) de las variables que componen el nivel 1 a
partir de los requerimientos de cantidad y calidad solicitados al sistema. El
objetivo de este nivel es establecer la operacidon de la planta de manera que
las especificaciones de cantidad y calidad se cumplan minimizando los costes

de produccién.

Dentro del bucle MELISSA y a nivel de planta piloto la optimizacion de calidad
se basa en controlar la posible contaminacién entre compartimentos o la
calidad del flujo de la interconexién. Sin embargo, cuando se piensa en la
aplicacion del sistema MELISSA en el Espacio, los costes basicos dependen
sobre todo del peso y del volumen del sistema. Asi pues, la optimizacién
requiere minimizar estos factores, reduciendo por ejemplo, los tanques pulmoén

intermedios o los diferentes tiempos de residencia.

e Nivel 3, Planificaciéon de la produccién: En general, se entiende que este nivel
de regulacién incluye la planificacién de la produccién de la planta en funcién
de los requerimientos, necesidades y reservas existentes. Esta actividad de
regulacién se sostiene utilizando las estrategias de mando Optimas
considerando los aspectos dinamicos del proceso. El buen funcionamiento de
este nivel de regulacién estd directamente relacionado con la consecucion de

los objetivos de los niveles inferiores de regulacion planteados.

Dentro del esquema de funcionamiento del bucle MELISSA, este nivel de
regulacién se identificaria con la planificacion de la productividad de los
diferentes compartimentos en funcion de los menus y nivel de actividad de la

tripulacion.

La configuracion actual del sistema de control consiste en una red Ethernet de 100
Mbps, con varias estaciones conectadas. En la figura 1.8 se presenta un esquema
general del sistema de control de la planta piloto. Se pueden distinguir tres tipos
diferentes de estaciones: el servidor con funcién de base de datos historicos, el
cliente de supervisidn/gestion y el controlador master. Este Ultimo utiliza Microsoft
Windows 2000 Server como sistema operativo y las leyes de control estan integradas
en una aplicacion iFix SCADA. El cliente de supervisién/gestion dispone de un sistema
operativo Microsoft Windows XP Professional y la aplicacion “iFix SCADA Development
Client” el cual comanda directamente dos PLCs Quantum a través de la aplicacidn

Schneider Concept 2.5. La maquina que funciona como base de datos historicos
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utiliza como sistema operativo Microsoft Windows 2000 Server y utiliza la aplicacion
Microsoft SQL Server 2000.

El sistema de control completo ya estd implementado para el compartimento IV
(fotoautdtrofo) y se estd empezando a desarrollar para el compartimento II

(fotoauto/heteroétrofo) y para el compartimento III (nitrificante).
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Figura 1.8: Esquema general del sistema de control implementado en la planta piloto.

1.2.3. La planta piloto

La planta piloto del proyecto es el centro de gravedad del proyecto puesto que su
funcion es esencial. En esta instalacion es donde se implementan todos los avances
realizados en el proyecto por los diferentes colaboradores. También, todos los datos
obtenidos son puestos a disposiciéon de todos los grupos implicados para que la
informacion sea procesada. De esta manera se consigue la respuesta necesaria que

permite el continuo progreso del proyecto (Lasseur y Fedele, 2000).
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La funcion esencial de la Planta Piloto consiste en primer lugar en disefar, construir,
instalar y operar cada uno de los compartimentos a escala piloto, para demostrar y
caracterizar su operacion. En segundo lugar, los distintos compartimentos deben ser
integrados entre si, con el fin de completar el bucle de biorreactores y demostrar la
viabilidad de MELISSA y su operacion de forma continuada y controlada. A partir de
estos datos se podran disefiar nuevas etapas. El escenario considerado para esta
etapa de integracion y demostracion por el consorcio MELISSA, y para el que se han
disefiado los equipos a nivel piloto, es la generacién de una cantidad de O,
equivalente a la respiracion de una persona y la generacion de material comestible

equivalente al 25% del consumo de una persona.

La Planta Piloto del proyecto MELISSA estaba situada en las instalaciones de ESTEC
(Noordwijk, Holanda) y en abril de 1995 fue trasladada al Departament d’Enginyeria
Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona, donde se encuentra actualmente.

El estado actual de desarrollo de los distintos compartimentos es el siguiente:

> El compartimento I ha sido disefiado y construido en Bélgica, ya a escala piloto

(100 L), y ha llegado a la Planta Piloto el pasado mes de marzo.

» El compartimento II, cuyo disefio forma parte de este trabajo, se encuentra en

fase de construccién y su capacidad a nivel piloto sera de 25 L.

» Los compartimentos III y IVa se encuentran operando en la Planta Piloto a

escala piloto (8 Ly 77 L, respectivamente) de forma satisfactoria.

> El compartimento IVb se esta construyendo en Canada y se implementara en

la Planta Piloto en el proximo mes de septiembre.
> El compartimento V se encuentra en fase de disefio.

Las prestaciones que ofrece el laboratorio en el que esta instalada la Planta Piloto del
bucle MELISSA son las que se detallan a continuacion:

e Sistema de presion positiva (recirculacion de aire estéril).

e Grupo electrogeno (que se pone en funcionamiento de forma automatica ante

un corte de fluido eléctrico).

e Servicio de alimentacion ininterrumpida de electricidad (SAI).

e Aire acondicionado.

e Circuito de refrigeracion.

e Linea de vapor a 6 kg/cm? de presién, para la esterilizacién in situ de los

reactores.
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Lineas de gas técnico (N,, O,, CO,, He y aire).

e Linea de agua destilada.

Una vision general de la Planta Piloto se presenta figura 1.9. Recientemente, la Planta

Piloto se ha trasladado a un laboratorio nuevo y mas amplio, y en la actualidad se
estan montando todos los reactores y equipos auxiliares.
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Figura 1.9: Visién general de la Planta Piloto del proyecto MELISSA. Departament d’Enginyeria
Quimica, Universitat Autonoma de Barcelona.
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Figura 1.10: Instalaciones de la nueva Planta Piloto del proyecto MELiISSA. Departament
d’Enginyeria Quimica, Universitat Autonoma de Barcelona.
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1.3. El compartimento 11

Como se ha sefialado anteriormente, el compartimento II ha sido concebido dentro
del bucle MELISSA con el objetivo de que degrade todos los acidos grasos volatiles
producidos en el compartimento I (tabla 1.5), mediante la utilizacién de bacterias

fotosintéticas que, a la vez, sean susceptibles de servir como alimento.

Para conseguir este objetivo se ha concebido utilizar dos bacterias diferentes, ambas
fotosintéticas. Una seria la encargada de consumir la fuente de carbono y la otra seria
la responsable de consumir el posible hidrégeno gas y el didxido de carbono. En una
primera seleccién se escogieron Rhodospirillum rubrum (en adelante, R. rubrum) y
Rhodobacter capsulata (en adelante, R. capsulata) como las bacterias mas apropiadas

para colonizar este compartimento.

Fuentes de carbono Fuentes de nitréogeno Otros

Acido acético Amonio Hidrégeno

Acido propidnico Urea Nutrientes minerales
Acido butirico Aminoécidos Vitaminas

Acido isobutirico Aminas Acido sulfhidrico

Acido valérico

Acido isovalérico

Acido caproico

Acido isocaproico

Diéxido de carbono

Tabla 1.5: Composicién esperada a la salida del Compartimento |

De forma preliminar se ha estudiado el crecimiento bajo diferentes substratos: acido
lactico, acido acético, acido butirico y etanol como fuentes de carbono, y amonio,
urea, betaina y glutamato como fuentes de nitrogeno (Albiol, 1994). En estos
experimentos se aprecié que ninguna de las dos cepas podia crecer utilizando etanol
como Unica fuente de carbono (aunque es conocido que el R. rubrum es capaz de
sintetizar etanol deshidrogenada), tal vez por la no disponibilidad de didéxido de

carbono. También sirvieron estos experimentos para poner de manifiesto que el

51



Capitulo 1 - Introduccién

amonio era la mejor fuente de nitrégeno, puesto que era la primera que consumian, y
que el glutamato era la menos utilizada. No obstante, este no deberia ser el caso una
vez los acidos grasos voldtiles se hayan agotado, pero no existen pruebas
experimentales. Este hecho hace que aun sea mas importante la necesidad de que el

consumo de los acidos organicos sea total en el compartimento fotoheterotrofico.

Las dos cepas utilizadas en estos experimentos pudieron crecer en condiciones
autotroficas (CO, + H,), aunque R. capsulata mostrd una velocidad de crecimiento
superior. También se comprobd un hecho, conocido de antemano, que para conseguir
que las cepas crezcan de forma autotréfica, se requiere la ausencia completa de
sustancias organicas en el medio de cultivo. Por este motivo, se propuso dividir el
compartimento II en dos subcompartimentos (figura 1.11), de manera que uno fuese
el encargado de la degradacién de las fuentes organicas de carbono y el otro del

consumo del hidrégeno gas formado en el primer compartimento.

El primer subcompartimento, el IIa, estaria colonizado por R. rubrum y operaria en
condiciones fotoheterotrdéficas. En él, los acidos grasos de la entrada representarian la
fuente de carbono y la fuente de electrones. En el segundo subcompartimento, el
subcompartimento fotoautotroéfico, creceria R. capsulata y el hidrégeno seria utilizado
como fuente de electrones para la fijacion del didxido de carbono, que seria la fuente
de carbono. En funcion de la eficacia obtenida en el consumo del carbono orgénico,
existen diferentes configuraciones posibles para el flujo de liquidos entre los dos

subcompartimentos.

Se han llevado a cabo experimentos preliminares en cultivo continuo con R. capsulata
(Gicqueau, 1993), pudiendo determinar la composicién elemental de la biomasa asi

como el efecto de la intensidad de luz incidente en su composicidn.

Otros experimentos en cultivo continuo, esta vez con R. rubrum (Viprey, 1994), bajo
limitacion de nitrdgeno permitieron determinar la composicidn elemental de la

biomasa en estas condiciones y el efecto de esta limitacién en su composicién.

Estos microorganismos fotoautoétrofos han sido considerados como fuente de proteina
unicelular (Kobayashi y Haque, 1971; Litchfield, 1983) y la calidad de la composicidn
de la biomasa ha sido descrita (Sawada y Rogers, 1977; Shipman et al., 1975; Vrati y
Verma, 1983, Vrati, 1984). Por ejemplo, el contenido en metionina es comparable con
el de referencia de la FAO (Food and Agricultural Organization) y es superior al de la

carne y de la soja. Se han utilizado en piscicultura, horticultura y en la industria
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avicola. Nunca se ha registrado ningiin comportamiento tdxico o patdgeno. Asi pues,
se considera que estos microorganismos son comestibles, aunque no existe ningun

estudio efectuado en humanos.

Compartimento |

Acidos grasos NH,*
volatiles Urea

Subcompartimento
fotoheterotrdéfico (IIa)

Subcompartimento
fotoautotrofico (IIb)

A

NH,* CO, Biomasa

Figura 1.11: Esquema de los dos subcompartimentos que componen el compartimento 11 (Albiol,
1994).

También se han utilizado estos microorganismos en otras aplicaciones comerciales,
como es el caso del sector de los pigmentos, dado que sus carotenoides son un

excelente colorante natural.

Se ha demostrado que R. capsulata puede consumir el sulfuro de hidrégeno, pero
esto lleva a la acumulacion extracelular de azufre elemental (Hansen et al., 1972;
Kompatseva, 1981). Como se espera un comportamiento similar para R. rubrum, sera
necesario utilizar una cepa para que realice la transformacién de oxidar el sulfuro a
sulfato. En una primera seleccidon se consideraron los géneros Thiobacillii y Thiocapsa.
Pero estas cepas son aerobias estrictas y so6lo se podrian utilizar en el tercer

compartimento.
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No obstante, se propuso el uso de un microorganismo del segundo género citado para
ser utilizada bajo condiciones anaerobias en el compartimento II. Asi, se realizaron
experimentos preliminares con diferentes cepas de Thiocapsa roseopersicina. Los
resultados obtenidos mostraron el crecimiento de estas bacterias utilizando el sulfuro
de hidrogeno como fuente de electrones, hasta una concentracion de 0.5% de la
concentracion a la que ya no hay crecimiento (la oxidacién se da inicialmente a sulfito
con acumulacion intracelular y la consiguiente oxidacidon hasta sulfato). Las fuentes
de carbono utilizadas fueron acetato, lactato y etanol, mientras que las fuentes de
nitrogeno fueron amonio y urea. Sin embargo, en los primeros experimentos para
comprobar el crecimiento en efluentes de un cultivo de Clostridia tuvieron un

resultado negativo.

En los ultimos afios, los trabajos en el compartimento II del bucle MELISSA se han
centrado en el subcompartimento fotoheterotréfico. Es necesario optimizar el
funcionamiento de este subcompartimento para que el consumo de los compuestos
organicos presentes en el afluente sea completo y asi evitar la inhibiciéon del

crecimiento fotoautotrofico en el segundo subcompartimento.

Mas adelante, cuando se avance en el estudio del compartimento I, se conocera de
forma definitiva la composicion del efluente de este compartimento y se evidenciara
la existencia o no de hidrogeno molecular y sulfuro de hidrégeno. Asi pues, el futuro
estudio del subcompartimento fotoautotrofico dependerd de los resultados que se

obtengan en el desarrollo del compartimento I.

El trabajo que se presenta se ha concentrado pues, en la caracterizacion del moédulo

fotoheterotrofico, utilizando R. rubrum.
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1.4. Rhodospirillum rubrum

Las bacterias fototréficas no anoxigénicas son un grupo de organismos fotosintéticos
ampliamente extendido y metabdlicamente muy diverso, el cual habita en ambientes
anaerobios expuestos a la luz. Desarrollan un papel importante en los ciclos de
materia anaerobios, tanto los fotoautotrofos, como productores primarios, como los
fotoheterotréficos como consumidores de compuestos organicos reducidos gracias al

aporte de luz.

El primer trabajo de aislamiento y de cultivo puro de una bacteria purpura no del
azufre fotosintética se atribuye a Edwin Esmarch, ayudante de Robert Kock alrededor
de 1887, al que denomind Spirillum rubrum (actualmente Rhodospirillum rubrum) por

su llamativo color rojo.

Pfenning y Triper (1971) han propuesto que los organismos fototroficos anoxigénicos
sean divididos en cuatro subgrupos, de acuerdo con sus caracteristicas fisioldgicas y
ecoldgicas. Esta clasificacion encaja perfectamente con las caracteristicas metabdlicas
de cultivos puros representativos de cada uno de los varios grupos. Los dos grupos
mas importantes, las bacterias purpuras y las bacterias verdes, estdn compuestos por
tres familias, con diferentes géneros dentro de cada una de ellas. Los miembros de
las familias Chromatiaceae, Ectothiorhodospiraceae y Chlorobiaceae utilizan
compuestos reducidos de azufre como donadores de electrones para la fijacion del
dioxido de carbono autotréficamente; todos los miembros de esta familia crecen bien
en medios completamente inorganicos que contienen relativamente altos niveles de
sulfuro. Por otro lado, las otras dos familias, Rhodospirillaceae y Choloflexaceae
(conocidos como bacterias purpuras y verdes no del azufre, respectivamente),
contienen especies que crecen mejor de forma fotoheterotrofica, aunque los mas
representativos son también capaces de crecer de forma fotoautotrofica con

hidrégeno y acido sulfhidrico como fuentes de electrones.

El Rhodospirillum rubrum es una bacteria Gram negativa que se multiplica por
divisién binaria (Imhoff y Triper, 1989) y no acumula azufre dentro de su citoplasma.
Se puede encontrar en entornos naturales donde haya sedimentos, en regiones
anaerobias y a las que llegue la luz en cantidad suficiente para su crecimiento.
Lugares donde se ha detectado frecuentemente su presencia son los lodos de lagos,

aguas estancadas y en general, entornos acuaticos donde haya suelos humedos.
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Las células de R. rubrum son espirales la mayoria de las veces, en ocasiones
solamente arqueadas. Segun el medio de cultivo utilizado y las condiciones de
crecimiento pueden presentar una gran variacion morfoldgica. El tamafo de las
células varia fuertemente dentro del mismo cultivo. La anchura de la célula estd
comprendida entre 0.8 y 1 um. Sin embargo, la anchura de la espiral varia entre 1.5

y 2.5 um y de 7 a 10 um su longitud.

Al revés de las bacterias verdes, la mayoria de las bacterias purpuras (del azufre y las
no del azufre) a menudo son flageladas y se desplazan rapidamente a gran velocidad
dentro del medio (Neidhardt et al., 1994). Las células jévenes son muy moviles
gracias a un flagelo polar (flagelo en el extremo de la célula). Los flagelos sélo se
desarrollan si la bacteria crece en un medio liquido o, en extremo, en un medio

semiliquido (agar-agar).

Las células cultivadas en anaerobiosis en medio liquido son de color rojo o rojo
oscuro. En cambio, cuando crecen de forma aerobia o sin iluminacidn, son de color
gris palido con un ligero tono rosado. Cuando crecen en placa en medio semiliquido,
las colonias que se forman son de color rojo oscuro y de forma lenticular de 1-2 mm

de didametro.

La cepa se cultiva facilmente en medio liquido y crece en un margen de pH entre 6 y
8.5, estando los valores déptimos comprendidos entre 6.8 y 7.2. Su temperatura

optima de crecimiento esta entre 30 y 35 °C.

El R. rubrum, como el resto de Rhodospirillaceae, presenta una gran diversidad
metabdlica, siendo capaz de crecer de cinco modos diferentes:
fotolitoautotréficamente, fotoheterotroficamente, heterotréficamente,
quimiolitotréficamente y quimioheterotroficamente. En la tabla 1.6 se describen estos

tipos de metabolismo.

El modo de cultivo preferente es en condiciones de fotoheterotrofia anoxigénica, con
diferentes compuestos como fuente de carbono y fuente de electrones (Imhoff,
1995). Los principales substratos asimilables en condiciones fotoheterotréficas son los
acidos grasos volatiles (acido acético, acido propidnico, etc.), la mayoria de los
intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, los aminoacidos (alanina,

asparagina, aspartato, glutamato), etanol y fructosa (Imhoff y Triper, 1991).

Las fuentes de nitrdgeno preferidas por el R. rubrum son las sales de amonio (cloruro

de amonio) y cualquier aminoacido, y como fuente de azufre el sulfato.
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Ademas del substrato organico, para el crecimiento de R. rubrum se requiere un

medio mineral suplementado con biotina y bicarbonato.

Presencia Presencia Fuente de Fuente de
Tipo de metabolismo

de luz de O carbono electrones
fotolitoautotrofico Si No CO, H,
o i Compuesto  Compuesto
fotoheterotrofico Si No . .
organico organico
Compuesto
L Compuesto L
heterotréfico No No ) organico
organico
(reducido)
quimiolitotrofico No Si CO; H,
Compuesto
i i Compuesto i
quimioheterotrofico No Si i organico
organico )
(reducido)

Tabla 1.6: Caracteristicas de los diferentes tipos de metabolismo que presentan las células de
R. rubrum.

1.4.1. Metabolismo del Carbono

Asimilacion del diéxido de carbono

La fotoasimilacion autotrofica del dioxido de carbono en las bacterias purpuras, como
en la mayoria de los organismos, se produce principalmente via el ciclo de la ribulosa
difosfato. El funcionamiento de este ciclo en las bacterias purpuras no del azufre se
ha dilucidado mediante la exposicién de las células durante un corto periodo de
tiempo a productos marcados con carbono-14, y el posterior estudio de su cinética de
aparicion asi como la presencia de la 1,5-difosfato carboxilasa con sus enzimas
asociadas. La formacidn de productos marcados con carbono-14 a partir de **CO,
tipicos del ciclo de la ribulosa difosfato se ha encontrado durante el crecimiento de

R. rubrum en presencia de acetato, malato o propionato.
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La presencia de compuestos organicos en el medio de cultivo afecta a la cantidad de
CO; asimilado via el ciclo de la ribulosa difosfato, y consecuentemente los niveles de
ribulosa difosfato carboxilasa pueden ser menores que bajo condiciones autotroficas.
No obstante, eso no necesariamente ocurre con todas las especies de bacterias
purpuras y también depende de la naturaleza del compuesto organico presente. Se
cree que la operacion del ciclo de la ribulosa difosfato en presencia de algunos
compuestos organicos puede ser importante por el consumo del exceso de poder
reductor. Pero no todos los compuestos organicos son capaces de satisfacer
completamente las necesidades de fuente de carbono de las bacterias purpuras. Parte
de los metabolitos necesarios pueden continuar siendo formados a partir del CO, a
través de la fotoasimilacion via el ciclo de la ribulosa difosfato y por otras rutas
metabdlicas, incluso en presencia de substratos organicos el medio de cultivo.
Algunos compuestos organicos pueden ser metabolizados por las bacterias puUrpuras

s6lo como consecuencia de la carboxilacion.

La existencia de varias carboxilasas en las bacterias purpuras satisface el
requerimiento de éstas de didxido de carbono para diferentes procesos metabdlicos.
El contenido en estas enzimas a menudo varia de unas especies a otras. Juntamente
con el 3-fosfoglicerato y azlcares fosfatados, diferentes especies de bacterias
purpuras, utilizan el didéxido de carbono del medio para producir, de forma rapida y en
cantidades considerables, acidos organicos, como malato, succinato, aspartato y
glutamato entre otros. Esto muestra que la carboxilacién de compuestos C; derivada
del 3-fosfoglicerato se da simultdneamente con la operacidon del ciclo de la ribulosa
difosfato. La fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC. 4.1.1.31) parece estar involucrada a
menudo en estas reacciones, pues esta enzima estd presente en muchas bacterias

purpuras.

La carboxilacion de acidos organicos y sus derivados acil-CoA pueden también ser de
gran importancia en las bacterias purpuras cuando utilizan algunos substratos
organicos, particularmente para enzimas cuya accidon estd relacionada con
ferrodoxinas. Algunas carboxilasas, denominadas sintasas, han sido descubiertas en
bacterias purpuras, bacterias verdes y en algunas bacterias quimiotréficas
estrictamente anaerobias. La piruvato sintasa, que cataliza la formacién de piruvato a
partir de acetil-CoA y didéxido de carbono es la mas difundida entre estas especies. En
algunas bacterias purpuras del azufre que tienen una capacidad limitada para oxidar

los compuestos organicos a través de una via como la asimilacién del acetato es
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particularmente importante. En algunas bacterias purpuras, y especialmente en
R. rubrum, el metabolismo del propionato estd relacionado con la participacion de
otra enzima carboxiladora, la propionil-CoA carboxilasa que depende de la biotina. Asi
pues, la presencia de diferentes carboxilasas en bacterias purpuras es importante
para la sintesis de varios metabolitos, particularmente de algunos acidos organicos y
aminoacidos. También es probable que no todas las carboxilasas estén involucradas

en la fotoasimilacion del didxido de carbono.

Se ha observado en el crecimiento de R. rubrum en acidos Cs-dicarboxilicos que la
fosfopiruvato carboxiquinasa afecta a la produccion de fosfoenolpiruvato a partir de
oxalacetato, el cual se utiliza para la sintesis de carbohidratos asi como otros

componentes celulares.

La ribulosa difosfato carboxilasa de las bacterias purpuras, de manera similar a la de
otros organismos, no sélo cataliza la fijacidon del diéxido de carbono sino que también

presenta funciones de oxigenasa:
Ribulosa-1,5-difosfato + O, — 3-fosfoglicerato + fosfoglicolato

Esto explica la produccion de glicolato en presencia de oxigeno en las bacterias

purpuras, al igual que en otros microorganismos autétrofos.

Metabolismo de compuestos organicos C,,

En general, las bacterias purpuras son capaces de utilizar durante la fotosintesis un
nimero considerable de compuestos que contienen mas de un atomo de carbono,
como alcoholes, azucares, acidos organicos y aminoacidos. Todas las bacterias
purpuras no del azufre tienen la caracteristica de poder utilizar compuestos organicos
de dos maneras diferentes: como donador de electrones o como fuente de carbono

sin la necesidad de oxidarlos hasta didxido de carbono.
Alcoholes

Se ha observado que la oxidacidon del isopropanol a acetona estd ligada a la
asimilacion del didéxido de carbono. Este hecho evidencia la caracteristica de que los
alcoholes pueden servir como fuente de electrones en la fotosintesis. Pero, en muchos
casos los alcoholes son sometidos a mas oxidaciones, formandose acidos organicos
que pueden participar en procesos de biosintesis o bien ser parcialmente oxidados a

diéxido de carbono.
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AzUcares

De entre muchos azlcares, las bacterias purpuras utilizan preferentemente glucosa
y/o fructosa; por ejemplo, R. rubrum sélo utiliza fructosa. Es bastante probable que la
ausencia del sistema de transporte correspondiente haga que muchas bacterias no
puedan utilizar muchos azucares externos. Esta suposicion estd de acuerdo con el
hecho de que las bacterias purpuras sean capaces de descomponer el glicano

enddgeno acumulado como producto de reserva.

Muchas especies de bacterias purpuras, de acuerdo con su actividad enzimatica,
catabolizan los azlcares a través de la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas (figura 1.12).
Esta actividad se ha confirmado en R. rubrum a través de la utilizacién de fructosa
marcada con carbono-14. El crecimiento de este microorganismo en fructosa, al igual
que otras bacterias purpuras, estd relacionado con la induccion de la
1-fosfofructoquinasa. Esto significa que el metabolismo de la fructosa empieza con la
formacion de fructosa-1-fosfato en vez de fructosa-6-fosfato, como se produce en

muchos otros organismos.

Acidos orgéanicos

La utilizacién de acidos organicos es una caracteristica comidn de muchas bacterias

pUrpuras y para muchas especies son el mejor substrato.

Los acidos organicos utilizados por las bacterias purpuras no del azufre son acidos
grasos saturados (hasta Cg), acidos di- y tri- carboxilicos y hidroxi- y cetoacidos (de
C; a Cg). Muchas especies utilizan acetato, piruvato, malato, succinato y fumarato;

también son utilizados lactato, propionato y butirato.

Algunas bacterias purpuras son capaces de asimilar aminoacidos no sdélo como fuente

de nitrégeno, sino que también como fuente de carbono.

Se han realizado muchos estudios sobre el metabolismo del acetato, especialmente
en R. rubrum. La utilizacion de acetato empieza con la formacién de acetil-CoA,
catalizada por la acetil-CoA sintasa. El acetil-CoA puede estar involucrado en
diferentes reacciones en funcidén de las especies bacterianas y del medio de cultivo.
En cultivos de bacterias purpuras donde la fuente de carbono es acetato se observa la
rapida formaciéon de aminoacidos, especialmente aspartato y glutamato. A parte de
los aminoacidos, también se forman compuestos del ciclo de los acidos tricarboxilicos,

como succinato, malato, fumarato y citrato.
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La presencia de todas las enzimas necesarias del ciclo de los acidos tricarboxilicos en
muchas especies de bacterias purpuras no del azufre confirma la existencia de este

ciclo (figura 1.12).

El ciclo del glioxilato también esta activo en algunas bacterias purpuras, pero no en R.
rubrum porque no contiene isocitrato liasa o malato sintasa. A la vez, se ha
comprobado que la alanina producida por el R. rubrum en presencia de acetato ha

sido sintetizada a partir del diéxido de carbono.

El analisis de glutamato y aspartato aislados de proteinas del R. rubrum después del
consumo de ['*C]-acetato en presencia de bicarbonato no marcado ha demostrado
que el didxido de carbono también se utiliza en la sintesis de estos aminoacidos. Asi
pues, esta claro que el fotometabolismo de acetato en R. rubrum implica no sélo

reacciones del ciclo de los acidos tricarboxilicos.

En todas las bacterias puUrpuras, cuando se utiliza ['*C]-acetato, se produce
citramalato como uno de los primeros productos marcados. Esto es a causa de la

accién de la piruvato transacetilasa que cataliza la siguiente reaccién:

acetil-CoA + piruvato — citramalato + CoASH

También hay otra ruta del metabolismo del acetato ampliamente distribuida en las
bacterias purpuras. Esta ruta consiste en la produccién de polihidroxibutirato a partir
de acetato. Este proceso empieza con la condensacion de dos moléculas de acetil-

CoA, formando acetoacetil-CoA.

En R. Rubrum la utilizacién del propionato estd relacionada con la carborxilaciéon del

propionil-CoA, segun les reacciones:

propionato — propionil-CoA

propionil-CoA + CO, — metilmalonil-CoA — succinil-CoA — succinato

Se ha observado que extractos de células de R. rubrum también catalizan las

siguientes reacciones:

propionil-CoA + glioxilato — eritro-p-metilmalil-CoA — mesaconil-CoA mesaconil-

CoA — mesaconato — L-citramalato
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Muchas bacterias purpuras utilizan para su crecimiento lactato, oxidandolo a piruvato
mediante la acciéon de la lactato deshidrogenasa. El piruvato es uno de los
compuestos utilizados para la mayoria de las bacterias purpuras. Varias bacterias

purpuras tienen la capacidad de fosforilarlo, de acuerdo con la siguiente reaccién:

piruvato + ATP + P, — fosfoenolpiruvato + AMP PP,

El fosfoenolpiruvato resultante puede ser utilizado para la sintesis de carbohidratos o
estar sometido a carboxilacion, con la formacion de oxalacetato mediante la accién de
diferentes enzimas. En algunas especies de bacterias purpuras, la carboxilacion del
piruvato es posible a través de la accion de la piruvato carboxilasa. També se puede

dar la produccién de alanina a partir de piruvato y citramalato.

En R. rubrum se ha observado que la actividad de la piruvato deshidrogenasa esta
relacionada con el NAD. También se ha identificado la capacidad de degradacién del
piruvato con la participacién de piruvato:ferrodoxin:oxidoreductasa. R. rubrum es
capaz de degradar el piruvato en la oscuridad bajo condiciones anaerobias con la

participacién de la piruvato formato liasa.

La asimilacion de los acidos dicarboxilicos, malato, fumarato y succinato es seguida,
generalmente, por la produccién de diéxido de carbono. A la vez, experimentos con
C0O, muestran la fijaciéon del diéxido de carbono en presencia de estos &cidos,
aunque la cantidad mayoritaria de carbono asimilado por las células proviene de los

mismos acidos dicarboxilicos.

La utilizacion del malato por las bacterias plrpuras parece estar relacionada en
muchos casos con su conversion en acido oxaloacético, funcionando como fuente de

fosfopiruvato y otros productos.
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Figura 1.12: Rutas metabdlicas principales (via Embden-Meyerhoff-Parnas y ciclo de los acidos
tricarboxilicos) implicadas en la asimilacion de los acidos grasos volatiles (acetato, propionato y
butirato) en Rhodobacter capsulatus. También estan representadas las reacciones anapleroéticas
susceptibles de estar en funcionamiento en esta bacteria: PC (piruvato carboxilasa), PEPc (PEP
carboxilasa), PEPck (PEP carboxiquinasa), EM (enzima madlica).

63



Capitulo 1 - Introduccién

/ CICLO DE LAS \
PENTOSAS FOSFATO
Glucosa \ |_—» 6-Fosfoglucono-é-lactona

Glucosa-6-fosfato / lT

6-Fosfogluconato

) I

Fructosa-6-fosfato \ Ribulosa-5-fosfato

lT Rib l5Tf fat J

\
Fructosa-1,6-difosfato
Gliceraldehido-3-fosfato —
H CICLO DE LA RIBULOSA

ZmUUUZrn\\

. . DIFOSFATO
1,3-difosfoglicerato

i

3-fosfoglicerato Ribulosa-1,5-difosfato
lT kbulosa bifosfato carboxilasa-oxigenasa (RubisCO)

2-fosfoglicerato

co2

lT 22 PEPck  NADH, H+
Fosfoenolpiruvate——— Acetil-CoA

Pir}Iamﬁ /CC’\A l

Oxalacetato

/U):DZ;U>'UITIOI;UI'H-<[TIZ

Citrato
NADH, H*
Malato CICLO DE LOS'ACIDOS
TRICARBOXILICOS
Isocitrato
co, ‘%’ NADPH, H+
Fumarato

o-Cetoglutarato
FADH, b\
co, 7‘

Succinato NADH, H+

\_}cinil—CoA

Figura 1.13: Rutas metabdlicas mas importantes del metabolismo del carbono (Via Embden-
Meyerhoff-Parnas o glucdlisis, ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs, ciclo de la
ribulosa difosfato o ciclo de Calvin-Benson y ciclo de las pentosas fosfato). También estd
representada la reaccidén anaplerética catalizada por la PEP carboxiquinasa (PEPck).
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También hay evidencias del metabolismo del succinato en las bacterias purpuras.
Para muchas especies de estos microorganismos es caracteristica la presencia de
succinato deshidrogenasa relacionada con el aparato fotosintético, aunque la
actividad de esta enzima es normalmente baja. Preparaciones que contienen
pigmentos (cromatdforos), con la participacion de la succinato-deshidrogenasa
adherida a la membrana, oxidan el succinato en presencia de luz produciendo NAD
reducido como resultado del flujo reverso de electrones. Este proceso asegura la
asimilacion del diéxido de carbono por las células via el ciclo de la ribulosa difosfato.
El fumarato producido por el R. rubrum como resultado de la oxidacion del succinato
puede ser convertido posteriormente e independientemente de la luz en malato y
algunos otros compuestos. En R. rubrum es posible otra via para la utilizacion del
succinato a causa de la disponibilidad de a-cetoglutarato sintasa, que cataliza la

carboxilacion del succinil-CoA.

Investigaciones del fotometabolismo del fumarato revelan que células y preparaciones
de extractos de células de R. rubrum son capaces de convertir fumarato en succinato
y malato. Se ha observado en presencia de luz la produccidén extensiva de succinato a

partir de fumarato.

Metabolismo anaerobio en la oscuridad

Se conoce que las bacterias purpuras tienen la capacidad bajo condiciones anaerobias
en la oscuridad de llevar a cabo una “autofermentacion” de substratos organicos
enddgenos con la produccion de acidos organicos, didxido de carbono e hidréogeno. En
la actualidad se conoce claramente que estos substratos son polihidroxibutirato y

glicano de reserva que pueden estar acumulados en la célula en grandes cantidades.

Vias anaplerdéticas

Las vias anaplerdticas son todas aquellas rutas metabdlicas cuya finalidad consiste en
la sintesis de aquellos intermediarios, basicamente pertenecientes al ciclo de los
acidos tricarboxilicos, que mediante las reacciones de biosintesis se han derivado

hacia la formacion de células.

Existe una gran variedad de vias diferentes que cumplen con este objetivo, de las

cuales se destacan las siguientes a titulo de ejemplo:
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e la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc)

e la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPck)
e la piruvato carboxilasa (PC)

e la enzima malica (EM)

e el ciclo del glioxilato

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc)

Esta enzima cataliza la carboxilacion irreversible del fosfoenolpiruvato (PEP) a
oxalacetato (figura 1.12). Buchanan et al. (1967) demostraron que esta enzima esta

presente en las células de R. rubrum.

La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPck)

Esta enzima cataliza la descarboxilacidén reversible de oxalacetato a fosfoenolpiruvato
(figura 1.12 y figura 1.13). Ha sido encontrada en cepas de R. sphaeroides y
R. capsulatus. Aparentemente parece ser que esta via so6lo funciona para producir
fosfoenolpiruvato. Willison (1988) ha demostrado que el acetato es un activador de

esta enzima.

La piruvato carboxilasa

Esta enzima cataliza la carboxilacion irreversible del piruvato a oxalacetato (figura
1.12). Esta via juega un papel central en la regeneracién de los intermediarios del

ciclo de los acidos tricarboxilicos a partir de piruvato (Willison, 1988).

La enzima malica

Esta enzima cataliza la formacién de malato a partir de piruvato (figura 1.12) y su

actividad ha sido detectada en R. rubrum (Iwakura, 1978).

El ciclo del glioxilato

Durante la oxidacion de acido acético o acidos grasos que se convierten en acetil-CoA
sin la formacién intermedia de piruvato, ocurre una modificacion especial del ciclo de
los acidos tricarboxilicos conocida como ciclo del glioxilato (figura 1.12). Bajo estas
circunstancias no puede generarse oxalacetato a partir de piruvato o
fosfoenolpiruvato ya que en los microorganismos que crecen en condiciones aerdbicas
no existe un mecanismo que sintetice piruvato a partir de acetato. El oxalacetato
requerido para la oxidacion del acetato se repone mediante la oxidacion de succinato
y malato, que se produce por una secuencia de dos reacciones. En la primera

reaccion el isocitrato, que es un intermediario normal del ciclo de los Aacidos
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tricarboxilicos, se rompe para dar succinato y glioxilato. En la segunda reaccién el
acetil-CoA se condensa con el glioxilato para formar malato, el precursor inmediato
del oxalacetato (figura 1.14). Asi, el ciclo del glioxilato actia como una secuencia
anaplerdtica que permite el funcionamiento normal del ciclo de los 4&cidos

tricarboxilicos.

En el ciclo del glioxilato intervienen dos enzimas, la isocitrato liasa y la malato
sintasa. Diferentes trabajos han demostrado que R. rubrum no puede producir la
isocitrato liasa cuando crece en acetato (Ivanovsky et al., 1997), por lo que este ciclo
estd inactivo en su interior. No obstante, R. rubrum es capaz de crecer en un medio
con acetato como Unica fuente de carbono a pesar de la falta de esta via. Este hecho
hace pensar que esta célula posea un mecanismo alternativo para reponer los

intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos.

Porter y Merrett (1970) propusieron una via para la formacion de glioxilato y de
propionato a partir de a-hidroxiglutarato. Ivanovski (1997a; 1997b; Filatova et al.,
2005; Meister et al., 2005) ha propuesto la oxidacidon del acetato a glioxilato a través
del ciclo del citramalato (figura 1.14). Las enzimas que participan en este ciclo son:
citramalato sintasa, que cataliza la condensacién del acetil-CoA y del piruvato para
formar el citramalato, y la 3-metilmalil-CoA liasa, que cataliza la rotura de 3-

metilmalil-CoA en glioxilato y propionil-CoA.

A B

Carbono celular Carbono CO, Acetil-CoA
celular Piruvato
Acetil-CoA . )7 \CMS

\ OAA

Citramalato/
/ Citramalil-CoA
Cltrato Malato «— <« Succinil-CoA
Malato «— <«— Succinato CO, P ¢
Propionil-CoA B-metilmalil-CoA
Isootrato S/
MCL o MS MMC
Glioxilato
Acetil-CoA Glioxilato Acetil-CoA

Figura 1.14: Rutas conocidas y propuestas para la asimilacion del acetato. (A) Ciclo del
glioxilato. Las reacciones en las que intervienen las enzimas clave ICL —isocitrato liasa- y MS —
malato sintasa- estan diferenciadas con trazo mas grueso. (B) Ciclo del citramalato propuesto por
Ivanovsky. Las reacciones catalizadas por enzimas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos estan
representadas con trazo mas fino. Las enzimas claves propuestas son la citramalato sintasa
(CMS), B-metilmalil-CoA liasa (MMC) y MS o MCL (malil-CoA liasa). No esta determinado si el
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producto de la reacciéon catalizada por la CMS es citramalato o bien citramalil-CoA. OAA:
oxalacetato.

1.4.2. Metabolismo del Nitrégeno

El nitrégeno es uno de los elementos esenciales en la composicidon de las células,
puesto que estd presente en la constitucion de los aminoacidos, nucledtidos,

vitaminas, etc.

R. rubrum, como el resto de cepas del género Rhodospirillaceae, es capaz de asimilar
el amonio como Unica fuente de nitrégeno, independientemente de la fuente de
carbono que utilice. Aunque el amonio es la fuente de nitrégeno preferida, otros
compuestos de nitréogeno, organicos e inorganicos, también pueden ser utilizados
(Gicqueau, 1993; Viprey, 1994).

Bajo condiciones especificas de crecimiento, especialmente en ausencia de amonio, el
nitrégeno molecular, el nitrito y el nitrato pueden ser utilizados como fuente de

nitrégeno inorganico (Madigan et al., 1984).

Los aminoacidos pueden ser utilizados como fuente de carbono y como fuente de
nitrégeno orgdnico. R. rubrum puede crecer utilizando la urea como fuente de

nitrégeno, sea cual sea la fuente de carbono.

Fijacion de nitrogeno molecular

La fijacion del nitrdgeno consiste en la reduccion del nitrégeno molecular a amonio,
mediante un complejo enzimatico Illamado nitrogenasa, a través del siguiente

esquema de reaccién:

N, + 10H* + 8e” + nMgATP — 2NH4* + H, + nMgADP + nP; (n > 16)

La fijacion del nitrdgeno molecular es muy costosa en términos de equivalentes de
energia bioldgica, pues se requiere una gran cantidad tanto de poder reductor como
de ATP. Durante esta reaccidon de catdlisis, se produce una obligada reduccién de
protones en la que se genera un mol de hidrégeno molecular por mol de nitrégeno
molecular reducido (Halbleib y Ludden, 2000).
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Figura 1.15: Metabolismo de fijacion del nitrégeno molecular mediante la nitrogenasa (Carrillo,
2003).

La nitrogenasa es un heterodimero formado por una subunidad grande y otra
pequefia. La subunidad grande estd compuesta a su vez por cuatro subunidades
polipeptidicas iguales dos a dos, mientras que la subunidad pequefa estd compuesta
a su vez por dos subunidades aparentemente idénticas. Ambas subunidades de la
nitrogenasa contienen atomos de hierro y azufre, conteniendo ademas molibdeno la
subunidad grande. La presencia de molibdeno y hierro en el medio es uno de los
factores que influye en la actividad del enzima. La nitrogenasa se destruye en
presencia de oxigeno (en particular la subunidad pequefia, dejando inactiva al

complejo enzimatico).

Una descripcidn detallada de los aspectos fisicoquimicos y genéticos de la fijacion del
nitrégeno molecular en los Rhodospirillaceae estd presente en el trabajo realizador
por Ludden y Roberts (1995).

Fijacion de nitrégeno amoniacal

El amonio es la forma utilizada de forma preferente por las células de R. rubrum
como fuente de nitrégeno, por lo que es muy habitual su incorporacion en los medios

de cultivo sintéticos como cloruro de amonio, NH4CI, o sulfato de amonio, (NH4),SO,.
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El amonio puede ser incorporado por la célula directamente, mediante la glutamato

deshidrogenasa (GDH 6 glutamina oxo-glutarato amino-transferasa):

oxoglutarato + NH3 + NADPH — glutamato + NADP + H,0

Glutamato deshidrogenasa (GDH)

o bien indirectamente a través de dos reacciones consecutivas (GS-GOGAT). La
primera es catalizada por la glutamina sintetasa (GS) y la segunda por la glutamato
sintetasa (GOGAT):

glutamato + NH; + ATP — glutamina + ADP + Pi

Glutamina sintetasa (GS)

glutamina + «-oxoglutarato + NADPH — 2 glutamato + NADP

Glutamina oxo-glutarato aminotransferasa (GOGAT)

Cuando el medio de cultivo es rico en iones amonio, la primera reaccion, catalizada

por la GDH, es la que se da preferentemente.

Asimilaciéon de nitrato

En general, aquellos microorganismos capaces de asimilar el idn nitrato realizan una
reduccion en dos etapas. En un primer paso reducen el nitrato a nitrito gracias a la
nitrato reductasa y en una segunda etapa el nitrito es convertido en amonio mediante
la nitrito reductasa. Cabe destacar que los microorganismos que son capaces de
crecer usando el nitrato como fuente de nitrogeno es porque poseen los dos tipos de

enzimas.

En R. rubrum el sistema enzimatico utilizado para la asimilacién del ién nitrato es

inhibido por el i6n amonio o por el glutamato.

En la figura 1.16 se representa un esquema general del metabolismo del nitrégeno
del R. rubrum en el que se pueden apreciar las reacciones involucradas cuando las

fuentes de nitréogeno son nitrégeno molecular, nitrato, amonio y glutamato.
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Figura 1.16: Metabolismo del nitrégeno del R. rubrum. (aa): aminoéacido; (ADH): alanina
deshidrogenasa; (AGAT): alanina glioxilato aminotransferasa; (AOAT): alanina oxoglutarato
aminotransferasa; (GDH): glutamato deshidrogenasa; (GOAT): glicina oxaloacético
aminotransferasa; (GOGAT): glutamato sintetasa; (GOT): glutamato oxaloacético transaminasa;
(GS): glutamina sintetasa; (NiR): nitrito reductasa; (NR): nitrato reductasa; (N2ase):
nitrogenasa. (Christiansen, 1991a).

1.4.3. Asimilacién de Fésforo y Azufre

El fosforo es un elemento esencial en la composicion de la célula, puesto que forma
parte de los acidos nucleicos, de las membranas fosfolipidicas y de moléculas

principales del metabolismo energético como el ATP y formas similares.

Las fuentes de fésforo pueden ser tanto organicas como el idn fosfato. En el primer
caso, la enzima fosfatasa alcalina es la encargada de hidrolizar el fésforo organico a
ion fosfato. Durante el proceso de asimilacion de este nutriente, el fésforo no es ni

oxidado ni reducido, a diferencia de lo que ocurre con el nitrégeno o con el azufre.

El azufre es un elemento basico en la composicion celular, formando parte de los
aminoacidos sulfurados. Brune (1995) ha constatado que todas las especies
Rhodospirillaceae pueden crecer en presencia de luz con sulfuro de hidrégeno (H,S) o

con azufre elemental como donador de electrones. En la figura 1.17 se pueden
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apreciar esquematizadas las vias metabdlicas que utiliza R. rubrum para oxidar el

sulfuro de hidrégeno a sulfato asi como las principales enzimas implicadas.

Figura 1.17: Reacciones de oxidacion del sulfuro de hidrégeno en R. rubrum. Las enzimas
involucradas se indican mediante los nimeros entre paréntesis: (1) sulfito reductasa; (2) APS
reductasa; (3) oxidoreductasa; (4) sulfuro quinona reductasa; (?) enzimas que aun no han sido
identificadas. (Brune, 1995).

El ién sulfato también puede ser una fuente de azufre utilizada por R. rubrum. El
sulfato es transportado activamente dentro de la célula donde es reducido. La
reduccion completa del sulfato en sulfuro necesita 8 electrones ademas de la catalisis

enzimatica de varias reacciones que consumen una elevada cantidad de energia.

El sulfuro es incorporado en la célula generalmente como cisteina, la cual es utilizada

para formar metionina y el resto de biomoléculas que contienen azufre.

La reduccién del sulfato es cara desde el punto de vista energético, por lo que la

fuente de azufre preferida es el sulfuro.

1.4.4. Metabolismo energético

Introduccion

La fotosintesis es un conjunto de reacciones bioldgicas a través de las cuales los
organismos fototrofos (bacterias fotosintéticas, cianobacterias, algas y plantas
superiores) son capaces de transformar la energia de la radiacidn electromagnética
en energia quimica (ATP y poder reductor), que puede ser después utilizada para
llevar a cabo las reacciones de biosintesis que la consumen, incluyendo la reduccion

del diéxido de carbono a compuestos organicos.
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La capacidad de llevar a cabo la fotosintesis depende de la presencia de pigmentos
especiales que tienen la capacidad de captar la luz, llamados clorofilas. La absorciéon
de los fotones por estos pigmentos inicia el proceso de la conversion fotosintética de

la energia.

El crecimiento de un organismo fotosintético se puede caracterizar por dos conjuntos
diferentes de reacciones: las reacciones que tienen lugar en la fase iluminada, en las
cuales la energia luminica se convierte en energia quimica, y las reacciones que
tienen lugar sin que intervenga la luz, en las que la energia quimica se utiliza en

reducir el diéxido de carbono en compuestos organicos.

Los Rhodospirillaceae utilizan la energia luminica para producir energia quimica en
forma de ATP. Los electrones para la reduccién del diéxido de carbono provienen del
NADPH, el cual ha sido producido a su vez a partir de sustancias reductoras presentes
en su ambiente, como pueden ser compuestos organicos, sulfuro de hidrégeno (H,S)
o hidrogeno molecular. Este proceso recibe el nombre de fotosintesis anoxigénica,
porque para producir NADPH no hace falta romper moléculas de agua y no se produce

oxigeno molecular como subproducto.

Todas las bacterias que llevan a cabo la fotosintesis anoxigénica poseen un solo
fotosistema (PS), similar al fotosistema I (PS1) de las plantas superiores (Thornber et
al., 1983).

Estructura y funcionamiento del aparato fotosintético

El aparato fotosintético de las bacterias purpuras esta alojado dentro de la célula en
sistemas intracitopldsmicos de la membrana. Estd compuesto de tres unidades
funcionales: los pigmentos antena, los centros de reaccion y el sistema de transporte

de electrones, el complejo citocromo BC;.

Las bacterias purpuras contienen la bacterioclorofila a, que tiene el maximo de
absorcion aproximadamente en 870 nm (figura 1.18). Se ha comprobado que
relativamente pocas bacterioclorofilas participan activamente en la conversion de
energia luminica en ATP. Estas moléculas especiales de bacterioclorofilas que realizan
la conversidén energética se conocen con el nombre de centros de reaccion, y reciben
la energia por transferencia de las otras bacterioclorofilas que captan la luz, llamadas

pigmentos antena.
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Figura 1.18: Espectro de absorcién de la luz de células de R. rubrum. Los picos a 870, 805 y 360
nm corresponden a las bacterioclorofilas. Los picos a 525 y 550 son provocados por los
carotenoides.

El aparato fotosintético de las bacterias puUrpuras consta de cuatro complejos
pigmento-proteina asociados a la membrana, mas una ATPasa compleja que permite
la sintesis del ATP a expensas de un gradiente de fotones. Tres de los cuatro
complejos especificos para la fotosintesis son el centro de reaccién, los captadores de
luz I (LH I -Light harvesting I-) y las antenas captadoras de luz II (LH II). El cuarto
complejo del aparato fotosintético, el complejo citocromo BC; es comun en el flujo

respiratorio de electrones fotosintético.

El centro de reaccion se ha podido cristalizar y se ha determinado su estructura
mediante resolucidon atdmica por difraccion de rayos X (Brock et al., 1991; Jamieson
et al., 2002). Contiene tres polipéptidos, llamados subunidades L, M y H, los cuales
estan firmemente introducidos en la membrana fotosintética y atraviesan varias veces
la membrana. Estas proteinas se fijan al centro de reaccion del complejo fotoquimico,
que consta de dos moléculas de bacterioclorofilas a, llamadas par especial; dos
moléculas adicionales de bacterioclorofilas a, que reciben el nombre de

bacterioclorofilas visoras y que su funcién no estad dilucidada aun claramente; dos
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moléculas de bacteriofeofitina (bacterioclorofilas a sin su atomo de Mg) y dos

moléculas de quinona.

Flujo fotosintético de electrones

El centro de reaccién estd rodeado de dos moléculas antena de bacterioclorofilas a
que captan la luz, las cuales funcionan como un embudo, dirigiendo la energia
luminica hacia el centro de reaccién. La energia luminica se transfiere de las antenas
al centro de reaccidon en paquetes que reciben el nombre excitones, que son estados
electronicos mdviles que migran a través de las antenas al centro de reaccién con
elevada eficacia. En experimentos con membranas fotosintéticas nativas (intactas) se
ha demostrado que esta elevada eficacia estd intimamente relacionada con la
disposicion espacial de todos los componentes del aparato fotosintético (Hu et al.,
1998; Fotiadis et al., 2003; Scheuring et al., 2004).

La fotosintesis se inicia cuando la energia del exciton pasa al par especial de
moléculas bacterioclorofilas a. La absorcion de la energia excita al par especial
convirtiéndolo en un reductor energético, suficientemente potente como para reducir

a una molécula aceptora de potencial muy bajo.

Antes de la excitacion, el centro de reaccidon tiene un E,’ de +0.5 V y después de la
excitacion tiene un potencial de -0.7 V, suficiente como para reducir la
bacteriofeofitina a (figura 1.19). A continuacidn, el electréon excitado dentro del par
especial reduce una molécula de bacteriofeofitina a en el centro de reaccion. Esta
transicion se lleva a cabo a una velocidad muy elevada, alrededor de 35-45 ps
(Fotiadis et al., 2003). Una vez reducida, la molécula de bacteriofeofitina a reduce a
una molécula de quinona, la cual forma parte del centro de reacciéon pero esta
realmente mas cerca de la superficie externa que de la membrana fotosintética. La
quinona se considera el aceptor primario de electrones. De la quinona, los electrones
son transportados en la membrana a través de una serie de proteinas que contienen
azufre y citocromos, volviendo finalmente al centro de reaccién. Las proteinas clave

del transporte de electrones incluyen el citocromo BC; y el citrocromo C.
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Figura 1.19: Flujo de electrones en la fotosintesis anoxigénica. R.C.: bacterioclorofila del centro
de reaccidn; Bg: bacteriofeofitina; Q: quinona; Cit.: citocromo.

Fotofosforilacion

La sintesis de ATP durante el flujo fotosintético de los electrones se produce como
resultado de la formacidon de un gradiente de electrones, generado por la expulsion de
protones durante el transporte de protones y la actividad de las ATPasas al acoplar la
disipacion del gradiente de protones con la formacién de ATP. La reaccién en serie
finaliza cuando el citocromo C devuelve el electréon al par especial de
bacterioclorofilas, el cual sirve para devolver a estas moléculas su estado basal
original (Eo’=+0.5V). Entonces, el centro de reaccién es capaz de absorber una nueva
cantidad de energia y repetir todo el proceso. Este método de produccidn de ATP se
conoce bajo el nombre de fotofosforilacién ciclica, a causa de que los electrones se
mueven repetidamente alrededor de un circulo cerrado. En la fotofosforilacion ciclica
no hay consumo ni generacién de electrones como ocurre en el proceso de la

respiracion.

En la figura 1.20 se muestran las relaciones espaciales de los componentes del

transporte de electrones en la membrana fotosintética. Los protones son bombeados
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al centro de la membrana del cromatéforo, estableciéndose asi el gradiente de
protones que se utiliza en la sintesis del ATP. El resultado neto de la reaccion luminica
es la traslocacion de tres protones a través de la membrana por cada electrdn
excitado fotoquimicamente. El gradiente de protones es utilizado en el flujo inverso
de electrones para generar NADPH. Por tanto, el papel Unico y fundamental de la luz
es la creacién de un reductor energético; el resto de reacciones que se producen a
continuacion no dependen de la luz y se producen porque son termodindmicamente

favorables en el sentido de transferencia de electrones.

3H*

ATP

3 H*

ADP + P,

Figura 1.20: Flujo de electrones y traslocacién de protones en la membrana fotosintética. El
gradiente de protones generado por la luz se utiliza en la sintesis de ATP, via la ATPasa asociada a
la membrana.

1.4.5. Biosintesis de macromoléculas

El nimero de macromoléculas, coenzimas y grupos prostéticos necesarios para la
sintesis celular estd alrededor de 75-100, y éstos se sintetizan a partir de los 12

precursores metabdlicos formados en las rutas biosintéticas (Ingraham et al., 1983).

A continuacién, se presentan las rutas metabdlicas que R. rubrum utiliza para la
sintesis de las macromoléculas mas relevantes: aminoacidos, carbohidratos, lipidos y

acidos nucleicos.
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Sintesis de proteinas

Los aminodcidos son las unidades constituyentes de las proteinas y probablemente
ésta es la funcidn mas importante de los 20 L-aminoacidos mas frecuentemente
encontrados en las células. No obstante, los aminoacidos también sirven como
precursores para la sintesis de otras macromoléculas y metabolitos secundarios

importantes.

El primer paso en la sintesis de los aminoacidos consiste en la asimilacién de
nitrogeno, mediante el cual el nitrdgeno, en forma de amoniaco, es fijado e
incorporado en moléculas orgénicas. Esto ocurre primeramente con la biosintesis del

aminoacido L-glutamato a partir de «-cetoglutarato:

a-cetoglutarato + NH; + NADPH + H* — L-glutamato + NADP* + H,0

Esta reaccion esta catalizada por la NADP glutamato deshidrogenasa (GDH).

Otra via para la biosintesis del L-glutamato es la ruta GS-GOGAT, que consta de dos
etapas. En la primera, la L-glutamina dona un grupo amino al «-cetoglutarato,

formando dos moléculas de L-glutamato:

«-cetoglutarato + L-glutamina + NADPH + H* —» 2 L-glutamato + NADP*

Esta reaccion esta catalizada por la enzima glutamato sintasa (GOGAT).

La segunda etapa es la regeneracién de la L-glutamina mediante la siguiente

reaccion:

L-glutamato + NH; + ATP — L-glutamina + ADP + ~P

Esta reaccion estad catalizada por la glutamina sintasa (GS). La suma de estas dos
reacciones es la sintesis neta de L-glutamato a partir de «-cetoglutarato, similar a la
reaccion catalizada por la GDH aunque con el matiz importante de que en ésta Ultima
se gasta energia, puesto que un ATP es hidrolizado por cada L-glutamato formado. La
ruta GS-GOGAT es un sistema de alta afinidad para la asimilacion del amoniaco y esta
principalmente activo para bajas concentraciones de amoniaco, mientras que la GS

esta reprimida a moderadas concentraciones de amoniaco.
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Las rutas biosintéticas de los 20 aminoacidos mas comunes han sido dilucidadas para
la mayoria de procariotas y un resumen general se esquematiza en la figura 1.21

(Stephanopoulos et al., 1998).

GIn

o

&)

Familia del «-cetoglutarato —> Glu
Glutamato (4)

ornitina —> Arg

y

ro
j Met
Familia del oxalacetato @> Asp @> homoserina %) Thr @> lle
Aspartato (6) M
Lys Asn
Phe
- _ @ @
Familia de Pep + eritrosa-4P —> corismato iprefenato
Ati 3
aromaticos (3) ® Trp @ Tyr
@ @ Val
Familia del piruvato ia-cetoisovalerato
piruvato (3) @ A @ Ly

il Qg D
Familia de la 3-fosfoglicerato ——> Ser
serina (3) @ oys

Histidina (1) ribosa-5P ——>| His

Figura 1.21: Esquema de la biosintesis de los aminoacidos en las bacterias. Los aminoacidos han
sido clasificados en 5 familias de acuerdo con el metabolito precursor especifico o aminoacido que
sirve como punto inicial para su sintesis. Los nimeros dentro del circulo indican el niamero de
reacciones de la via metabdlica. Ala: Alanina; Arg: Arginina; Asn: Asparagina; Asp: Aspartato;
Cys: Cisteina; GIn: Glutamina; Glu: Glutamato; Gly: Glicina; His: Histidina; lle: Isoleucina; Leu:
Leucina; Lys: Lisina; Met: Metionina; Phe: Fenilalanina; Pro: Prolina; Ser: Serina; Thr: Treonina;
Trp: Triptéfano; Tyr: Tirosina; Val: Valina.

(Stephanopoulos et al., 1998)

En la tabla 1.7 se recoge el coste metabdlico que le supone a una bacteria la sintesis

de los distintos aminoacidos.
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Metabolitos

Aminoacido ATP® NADH NADPH 1-C° NH; S°
Precursores?
L-Alanina 1 pyr 0 0 -1 0 -1 0
L-Arginina 1 a kg -7 1 -4 0 -4 0
L-Asparagina 1 oaa -3 0 -1 0 -2 0
L-Aspartato 1 oaa 0 0 -1 0 -1 0
L-Cisteina® 1 pga -4 1 -5 0 -1 -1
L-Fenilalanina 2 pep, 1 eryP -1 0 -2 0 -1 0
L-Glicina 1 pga 0 1 -1 1 -1 0
L-Glutamato 1 a kg 0 0 -1 0 -1 0
L-Glutamina 1 a kg -1 0 -1 0 -2 0
L-Histidina 1 penP -6 3 -1 -1 -3 0
L-I1soleucina 1 oaa, 1 pyr -2 0 -5 0 -1 0
L-Leucina 2 pyr, 1 acCoA 0 1 -2 0 -1 0
L-Lisina 1 pyr, 1 oaa -3 0 -4 0 -2 0
L-Metionina 1 oaa -7 0 -8 -1 -1 -1
L-Prolina 1 a kg -1 0 -3 0 -1 0
L-Serina 1 pga 0 1 -1 0 -1 0
L-Tirosina 2 pep, 1 eryP -1 1 -2 0 -1 0
L-Treonina 1 oaa -2 0 -3 0 -1 0
L-Triptéfano 1 pep, LeryP, -5 2 -3 0 22 0
1 penP
L-Valina 2 pyr 0 0 -2 0 -1 0

Tabla 1.7: Coste metabdlico de la biosintesis de los aminoacidos en las bacterias
(Stephanopoulos et al., 1998).

facCoa: acetil-CoA; eryP: eritrosa-4-fosfato; oaa: oxalacetato; penP: ribosa-5-fosfato; pep:
fosfoenolpiruvato; pga: 3-fosfoglicerato; pyr: piruvato; « kg: a-cetoglutarato.

PEn las reacciones en las que el ATP es hidrolizado a AMP, se ha considerado el gasto de dos ATPs.
°5,10-metilentetrahidrofolato es usado como molécula que cede un atomo de carbono, la cual se
convierte en tetrahidrofolato. Otras formas de tetrahidrofolato utilizadas en la biosintesis de L-
metionina y L- histidina son convertidas a esta base.

dLa fuente de azufre supuesta de el sulfato, el cual es reducido a sulfuro de hidrégeno, etapa
previa a su asimilacion.

°Es asumida una sulfhidrilacién directa de la L-serina.

En la tabla 1.8 se muestra la riqueza relativa de cada aminoacido en las proteinas de

Rb. capsulata.
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Aminoéacido Férmula Peso molecular Contenido %
(kgZkmol) (mol/mol proteina)

L-Alanina C3H;NO, 71 12.82
L-Arginina CeH14N4O2 156 6.21
L-Asparagina C4HgN;03 114 1.13
L-Aspartato C4H;NO4 115 8.42
L-Cisteina® CsH;NO,S 103 0.49
L-Fenilalanina CoH1:1NO> 147 3.87
L-Glicina CyHsNO, 57 7.89
L-Glutamato CsHoNO, 129 8.92
L-Glutamina CsH10N>03 128 1.03
L-Histidina CeHgN30, 137 1.98
L-Isoleucina CeH13NO> 113 4.94
L-Leucina CeH13NO, 113 8.43
L-Lisina CeH14N202 128 4.81
L-Metionina CsH11NOLS 131 2.6

L-Prolina CsHgNO, 97 5.98
L-Serina C3H;NO3 87 3.93
L-Tirosina CoH11NO3 163 2.32
L-Treonina C4HoNO3 101 5.57
L-Triptéfano C11H12N;0, 186 1.31
L-Valina CsH1:1NO, 99 7.36

Tabla 1.8: Contenido en aminoacidos de las proteinas de Rb. capsulata. (Kobayashi y Kurata,
1978)

Teniendo en cuenta la composicion en aminoacidos de las proteinas y las formulas de
éstos, se puede calcular la composiciéon elemental media de las proteinas para las

bacterias en general, que seria: CH;.56No.2900.3550.007-
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Sintesis de carbohidratos

El bloque constituyente de los carbohidratos mas relevante para su sintesis y
almacenamiento es la UDP-glucosa. Esta molécula se forma a partir de la glucosa-1-
fosfato por pirofosforilacion. Cuando la hexosa se ha incorporado al polimero UDP es
liberada, y el coste general de afiadir una hexosa monofosfato a una cadena de
carbohidratos es, por lo tanto, de un UDP (equivalente a un ATP). En la tabla 1.9 se

resumen los costes metabdlicos de la sintesis de los carbohidratos.

Sintesis de lipidos

Los lipidos son un grupo heterélogo de compuestos que incluye acilgliceroles,
fosfolipidos y esteroles. El componente principal de estos lipidos son los &cidos
grasos, los cuales estadn presentes en los acilgliceroles, en los fosfolipidos y en los
ésteres de esteroles. Los acidos grasos mayoritarios son el acido palmitico (C16:0), el

acido palmitoleico (C18:1), el acido linoleico (C18:2) y el acido linolénico (C18:3).

La biosintesis de los acidos grasos saturados se produce por adiciones sucesivas de
dos atomos de carbono a una forma activa de acetil-CoA. Los atomos de carbono son
donados por el malonil-CoA, que se forma por la carboxilaciéon del acetil-CoA. La
ecuacion estequiométrica global para la biosintesis de una cadena grasa de acil-CoA

es:

n-2

ATP+(n—2)NADPH+(n-2)H* — CH5 (CH,), ,CO - CoA +

=2 apps "=2 op, N2

g aceti-CoA+
n-2
+
2

C0A+gHZO+ NADP*

Otros bloques constitutivos de los componentes de los lipidos son el glicerol-3-fosfato,
el cual supone la columna vertebral de la sintesis de los fosfolipidos y triacilgliceroles,
el radical alcohol de los fosfolipidos y los esteroles. El glicerol-3-fosfato se deriva
directamente de la dihidroxiacetonafosfato de la glucodlisis. En la tabla 1.9 se recogen

los costes metabdlicos de la sintesis de los lipidos.
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Bloque Metabolitos

constituyente Precursores? ATP NADH - NADPH - 1-C - NH.
UDP-glucosa 1 gluP -1 0 0 0 0
Glicerol-3-fosfato 1glyP 0 -1 0 0 0
Palmitoil-CoA 8 acCoA -7 0 -14 0 0
Palmitoleoil-CoA 8 acCoA -7 0 -14 0 0
Estearoil-CoA 9 acCoA -8 0 -16 0 0
Oleoil-CoA 9 acCoA -8 1 -16 0 0
Linoleoil-CoA 9 acCoA -8 2 -16 0 0
Linolenoil-CoA 9 acCoA -8 3 -16 0 0

Tabla 1.9: Coste metabdlico para la biosintesis de los carbohidratos y lipidos (Stephanopoulos et
al., 1998). acCoa: acetil-CoA; gluP: glucosa-6-fosfato; glyP: gliceraldehido-3-fosfato.

Sintesis de acidos nucleicos

Los nucledtidos en la forma de ribonucledtidos y desoxirribonucledtidos son los
bloques constituyentes del ARN y del ADN respectivamente, aunque también
desempefian otras funciones dentro de la célula. También son los constituyentes de
cofactores, como es el caso del NADH, NADPH, FAD y CoA, y de moléculas como el
ATP.

Los nucledtidos estan compuestos de tres partes: una base nitrogenada heterociclica,
que puede ser una purina o una pirimidina; un azlcar (ribosa en el ARN vy
2-desoxirribosa en el ADN) y un grupo fosforilo. Las bases del DNA son adenina (A) y
guanina (G) -las purinas— y tiamina (T) y citosina (C) -las pirimidinas-. En el caso

del ARN, la tiamina es substituida por un grupo uracil (U).

Los desoxirribonucleétidos (dAMP, dGMP, dUMP y dCMP) estan formados a partir de
los ribonucleétidos (AMP, GMP, UMP y CMP) reemplazando el grupo 2’-OH por un
hidrogeno (donado por un NADPH), y dTMP se forma por metilacion de dUMP. Los
nucledtidos son sintetizados a partir de la ribosa-5-fosfato y 3-fosfoglicerato, en el
caso de la biosintesis de las purinas, y a partir oxalacetato, en el caso de las
pirimidinas. En la tabla 1.10 se recogen los costes metabdlicos de la biosintesis de los

nucleotidos.
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Metabolitos

Nucledétido ATP NADH NADPH 1-C NHj;
Precursores?
AMP 1 pga, 1 penP -9 3 -1 -1 -5
GMP 1 pga, 1 penP -11 3 0 -1 -5
UMP 1 oaa, 1 penP -5 0 -1 0 -2
CMP 1 oaa, 1 penP -7 0 -1 0 -3
dAMP 1 pga, 1 penP -9 3 -2 -1 -5
dGMP 1 pga, 1 penP -11 3 -1 -1 -5
dTMP, dUMP 1 oaa, 1 penP -5 0 -3 -1 -2
dCMP 1 oaa, 1 penP -7 0 -2 0 -3

Tabla 1.10: Coste metabdlico para la biosintesis de los nucleétidos (Stephanopoulos et al, 1998).
%oaa: oxalacetato; penP: ribosa-5-fosfato; pga: 3-fosfoglicerato.

1.4.6. Metabolismo de reserva

Introduccion

En funcién del modo de cultivo y/o de las condiciones fisicoquimicas, el crecimiento
no estd orientado a la formacion de nuevas células; una fraccion de la fuente de
carbono y de la energia se deriva hacia el mantenimiento y hacia el almacenamiento

de reservas celulares.

Las células de R. rubrum son capaces de acumular reservas intracelulares, que son
utilizadas tanto como fuente de energia como de carbono para hacer frente asi a
momentos en que las condiciones exteriores no son favorables. Los principales
polimeros que acumulan estas células son dos compuestos ricos en carbono:
glicobgeno y (-polihidroxibutirato (PHB) y uno rico en fésforo, el polifosfato (Dawes,
1986).

El hecho de que se acumule una u otra reserva de carbono depende de la relacion
entre la energia (ATP) y el poder reductor (NAD), asi como del tipo de substrato. Los
substratos que conducen a la formacion de piruvato son la fuente preferencial para la
sintesis de glicbgeno, mientras que los substratos que conducen a la sintesis de
acetil-CoA, como intermediario del piruvato, conducen preferentemente a la
formacion de PHB (Sojka, 1978).
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Glicégeno

El glicdgeno es un polisacarido ramificado formado de unidades de glucosa unidas por
dos enlaces «-1,4-glucosidicos en los tramos lineales y por enlaces «-1,6-
glucosidicos en las ramificaciones. Su peso molecular es elevado, del orden de 10’
daltons, e interfiere levemente en la presion osmdtica interna de la célula (Ballicora et
al., 2003).

Las principales fuentes de carbono que favorecen la sintesis de glicbgeno son el
piruvato, el malato, el succinato y el lactato (Stanier et al., 1959). Esta sintesis se
produce en mayor grado cuando el crecimiento esta limitado por alguna otra fuente

(nitrégeno, azufre o fésforo).

El glicdgeno acumulado puede ser degradado en caso de limitacién del crecimiento

por carbono.

Biosintesis de glicégeno

La biosintesis de glicogeno en las células de R. rubrum esta esquematizada en la
figura 1.22. La sintesis consta de tres etapas: una etapa inicial, seguida de la etapa
de crecimiento de la cadena y finalmente la etapa de ramificacion, que conduce a una
molécula final altamente ramificada. Esta etapa hace intervenir a la enzima ADP-
glucosa fosforilasa, proteina que regula la sintesis de glicogeno en la mayoria de
bacterias (Preiss, 1984). Esta regulacion ha sido ampliamente estudiada (Preiss,
1981; Preiss, 1984; Ballicora et al., 2003).

En las células de R. rubrum el principal activador de la ADP-glucosa fosforilasa es el

piruvato (Preiss, 1981) y ningin metabolito conocido la inhibe.

El crecimiento de la cadena inicial es catalizada por la glicdgeno sintetasa, la cual
transfiere un residuo glicosil de la ADP-glucosa al extremo no reducido de una cadena
de glucosas unidas por enlaces de tipo “«-1,4", con la formacion de un nuevo enlace
“a-1,4". Cuando la cadena de glucosas es suficientemente larga, se empiezan a
producir las ramificaciones, que son catalizadas por la “enzima ramificadora”, la cual

establece enlaces «-1,6-glucosidicos.
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Degradacioén de glicégeno

La degradacidon del glicdgeno implica la accién de la glicogeno fosforilasa, enzima
cuya actividad es independiente de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento

y que es estimulada por el AMP (Merrick, 1978).

Glicégeno
Enzima ¢
ramificadora

(a-1,4-D-glucosil), 1

ADP
(a-1,4-D-glucosil),

BIOSINTESIS [/ Sicdgeno i

ADP-Glucosa DEGRADACION
Glicégeno
. fosforilasa
PPi ADP-Glucosa
fosforilasa

&
\% Glucosa-1-fosfato

Piruvato ATP
¢T Fosfoglucomutasa
Glucosa-6-fosfato

v

¢ Glicélisis

Figura 1.22: Mecanismos de sintesis y degradacién del glicogeno asi como su regulaciéon en
células de R. rubrum.

Polihidroxialcanoatos (PHASs)

Introduccién

Los poli(3-hidroxialcanoatos) (PHAs) son macromoléculas estructuralmente simples
sintetizadas por un gran nimero de bacterias gram-positivas y gram-negativas, entre
las cuales, se encuentra el R. rubrum. Los PHAs son acumulados como granulos
discretos, en ocasiones hasta un 90% del peso seco de la célula, y desempefian un

papel de reserva de carbono y de equivalentes de reduccion. Cuando los nutrientes
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disponibles por la célula no estan balanceados, es ventajoso para la bacteria
almacenar intracelularmente el exceso de nutrientes, especialmente cuando esto no
afecta al resto de sus funciones. Al polimerizar intermediarios solubles en moléculas
insolubles, la célula no sufre alteraciones en su estado osmético y previene el escape
de estos valiosos componentes. Por tanto, los nutrientes almacenados estaran
disponibles a un coste de mantenimiento relativamente bajo (Madison y Huisman,
1999).

Los PHAs han atraido considerablemente el interés académico e industrial en las dos
ultimas décadas por sus propiedades termopldasticas y su biodegradabilidad. Como
monomeros constituyentes de los PHAs se han identificado sobre unos 150
hidroxialcanoatos diferentes al 3-hidroxibutirato (3HB), aunque el PHA sintetizado con
mas frecuencia por las bacterias es el poli(3-hidroxibutirato). Este polimero ha sido
producido a escala industrial bajo el nombre comercial de BIOPOL® por la empresa
ICI Inc (Handrick et al., 2004).

Desde el punto de vista estructural, los PHAs son moléculas lineales que de cabeza a
fin estan integradas por poliésteres compuestos de mondmeros de un acido graso 3-
hidroxi (figura 1.23). En todos los PHAs caracterizados hasta el momento, el dtomo
de carbono del hidroxil sustituido es de configuracion R, excepto en casos especiales
en que la molécula no es quiral. Ademas, en el tercer atomo de carbono (C-3) o
posicion 3, se ha posicionado un grupo alquil el cual puede variar desde un metil (C;)
hasta un tridecil (C;3) (Madison y Huisman, 1999).

Figura 1.23: Estructura quimica general de los PHAs. Generalmente estdn compuestos de
(R)-/-acidos grasos hidroxi, donde el grupo R puede variar desde metil (C;) hasta tridecil (Ci3).

Los PHAs mejor conocidos son P(3HB) (R=metil) y P(3HB-3HV) (R=metil o etil) (Madison y
Huisman, 1999).

Aunque el poli-3-hidroxibutirato es el PHA sintetizado con mas frecuencia por
R. rubrum, esta bacteria es capaz de almacenar otros polimeros diferentes. De hecho,
se han encontrado copolimeros con grupos alquilos que pueden variar desde un

residuo metil hasta un grupo butil.
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Biosintesis de poli-3-hidroxialcanoatos

La formaciéon de PHAs en las células de R. rubrum esta estimulada por el crecimiento

en presencia de alcanoatos, como acetato, propionato o butirato.

Tanto la biosintesis como la degradaciéon de PHAs dentro de la célula se desarrolla
siguiendo un mecanismo ciclico como el que se representa en la figura 1.24 para el
caso del poli-3-hidroxibutirato (PHB).

TCA

citrato

citrato

oxalacetato sintasa

NADH' © Lon

=
@
acetil-CoA

¢T acetil-CoA aciltransferasa

acetoacetil-CoA acetoacetil-CoA
tioquinasa acetoacetil-CoA

reductasa

NADH
e

3-hidroxibutirato
deshidrogenasa

acetoacetato

3-hidroxibutiril-CoA

3-hidroxibutirato PHB sintasa

NAD*
PHB despolimerasa CoA
Poli-B-hidroxibutirato
DESPOLIMERIZACION POLIMERIZACION

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
(0]
|
|
|
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Figura 1.24: Biosintesis y degradacién de PHB. En condiciones de exceso de energia, el NADH
inhibe la despolimerizacién de PHB vy el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA). La disminucion de
la concentracién de CoA-SH aumenta la inhibiciéon de la acetil-CoA-aciltransferasa que cataliza la
condensacion del acetil-CoA en acetoacetil-CoA y la sintesis de PHB. En deficiencia de energia, el
control actia en el otro sentido. Los signos (+) y (-) corresponden a una regulacién positiva o
negativa (Byron, 1987).
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La mayor parte de los estudios que han servido para dilucidar los mecanismos de
formacion y degradacién de PHAs se han realizado con Alcaligenes eutrophus, puesto
que esta bacteria tiene una gran facilidad para acumular este tipo de polimeros
(hasta un 90% de su peso seco) y esto supone un elevado potencial de explotacion a
nivel industrial. Estos mismos mecanismos se han explicado para el caso de
R. rubrum por comparacion con A. eutrophus. En la figura 1.25 se esquematizan las
rutas de sintesis de PHB y del copolimero P(HB-HV) en Alcaligenes eutrophus. En la
formacion del primero, se sintetiza PHB generalmente a partir de acetil-CoA a través
de una secuencia de tres reacciones catalizadas por la 3-cetotiolasa (acetil-CoA
acetiltransferasa; EC 2.3.1.9), la acetoacetil-CoA reductasa (hidroxibutiril-CoA

deshidrogenasa; EC 1.1.1.36) y la poli(3-hidroxibutirato) sintasa.

Propionic acid Glucose
ATP + CoASH
CoA synthetase TCA cyele
AMP +PPi
propionyl-CoA acetyl-CoA  (2x)

3-ketothiolase

CoASH CoASH
3-ketovaleryl-CoA acetoacetyl-CoA
NADPH+H NADPH+H
acetoacetyl-CoA
reductase
NADP NADP”
R-(-) 3-hydroxyvalervl-CoA R-(-) 3-hydroxybutyrl-CoA
CoASH

P(HB-HV) PHB

Figura 1.25: Rutas biosintéticas de PHB y P(HB-HV) en Alcaligenes eutrophus. (Ojumu y
Solomon, 2004).

En las células de R. rubrum también intervienen dos hidratasas enoil-CoA

estereoespecificas. Estas enzimas catalizan la conversion de L-(+)-3-hidroxibutiril-
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CoA via crotonil-CoA en D-(-)-3-hidroxibutiril-CoA, el cual es polimerizado para

proporcionar PHB (Anderson y Dawes, 1990).

Requlacién metabdlica de la sintesis de poli-3-hidroxialcanoatos

La produccidon de PHAs esta favorecida por la limitacion de algin nutriente diferente al

carbono —oxigeno, nitrégeno, fosfato, sulfato, etc.— (Hustede et al., 1993).

El almacenamiento de carbono en forma de PHAs estd asociado al consumo de
cofactores reducidos. Cuando el crecimiento no esta limitado, la sintesis celular esta
compitiendo con las vias de acumulacion de PHAs por el NADH vy el acetil-CoA. Este
ultimo puede oxidarse mediante el ciclo de los acidos tricarboxicos (y se utilizaria en
la biosintesis) o bien consumirse como substrato para la sintesis de PHAs. Pequefias
cantidades de PHAs son producidas y degradadas en continuo durante el crecimiento
celular de la mayoria de microorganismos. No obstante, en caso de estrés metabdlico
de la célula (limitacion de algun nutriente), la célula convierte el exceso de carbono
en PHAs.

El hecho de que el acetil-Coa sea dirigido al ciclo TCA o hacia la sintesis de PHAs
estriba en las condiciones ambientales, especialmente cuando la limitacién por
oxigeno hace que la relacin NADH/NAD* aumente. EI NADH inhibe las enzimas
citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa, logrando que el acetil-CoA no entre de
igual modo en el ciclo TCA y entonces es convertido en acetoacetil-CoA por la 3-
cetotiolasa, la primera enzima de la ruta biosintética del PHB, la cual es inhibida por
el cofactor CoA-SH. Por tanto, bajo estas condiciones, el flujo de carbono que pasa a
través del ciclo TCA disminuye considerablemente. Cuando la relacion NADH/NAD* se
invierte (por ejemplo, porque se aumenta el subministro de oxigeno) la concentracién
de CoA-SH aumenta y el acetil-CoA vuelve a entrar en el ciclo TCA, a la vez que la
enzima 3-cetotiolasa es convenientemente inhibida y se suspende la sintesis de PHB.
Senior y Dawes (1971) han propuesto que el PHB no sdlo sirve como reserva de
carbén y de energia, si no que también funciona como un depdsito de poder reductor
y puede, por tanto, ser considerado como un mecanismo de regulacién redox de la

célula.
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Deagradacién de los poli-3-hidroxialcanoatos

Las reacciones de degradacién del polimero de reserva se inician después del

agotamiento de las fuentes de carbono exdgenas.

Tal y como se puede observar en la figura 1.24, la primera etapa de la degradacion
de los PHAs estd catalizada por la PHB despolimerasa y conduce a la formacién de
D(-)-3-hidroxibutirato (Anderson y Dawes, 1990). Después, la accion de la D(-)-3-
hidroxibutirato  deshidrogenasa, el D(-)-3-hidroxibutirato se convierte en
acetoacetato, el cual es transformado en acetoacetil-CoA por la acetoacetil-CoA
sintasa. El acetoacetil-CoA es un intermediario comun en las vias de sintesis y
degradacion de PHB. La enzima D(-)-3-hidroxibutirato deshidrogenasa esta
considerada como la enzima clave de la degradaciéon del PHB a nivel celular. Esta

enzima es inhibida por el acetoacetato y por el NADH.

Composicién de los poli-3-hidroxialcanoatos sintetizados

Brandl y sus colaboradores (1989) han probado que R. rubrum es capaz de
almacenar PHAs formados por hidroxialcanoatos de entre 4 y 6 atomos de carbono a

partir de substratos consistentes en alcanoatos de entre 2 y 10 atomos de carbono.

Generalmente, la longitud de la cadena de carbonos del substrato determina el rango
de las unidades de mondmero incorporadas en el polimero. La mayoria de
3-hidroxialcanoatos que constituyen la cadena del polimero poseen la misma longitud
de cadena de carbonos que la que tenia el substrato. Es probable que la ruta de
sintesis de PHAs a partir de hidroxi-3-alcanoatos sea no degradativa. Asi, el acido
n-alcanoico es convertido en el correspondiente CoA-éster, oxidado a enoil-CoA e
hidratado para proporcionar el 3-hidroxiacil-CoA, el substrato de la PHA sintasa
(Anderson y Dawes, 1990).

La acumulacion de PHA que contienen moléculas de 3-hidroxiacido con n-2 atomos de
carbono a partir un alcano de n atomos de carbono puede ser facilmente explicada
por la oxidacidon-3 del acil-CoA. De forma similar, la acumulacién de un polimero que
contiene una proporcién de hidroxiacidos n+2 puede resultar de la condensacién de
una molécula de acetil-CoA con el acil-CoA derivado del substrato. En cambio, es mas
complejo explicar la presencia de trazas de hidroxiacidos con n+1 é n-1 atomos de
carbono, cuando el substrato tiene n atomos de carbono. Probablemente, las
reacciones generales del metabolismo de los acidos grasos pueden estar involucradas
(Anderson y Dawes, 1990).
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Cabe tener en cuenta que en ocasiones la composicién de los PHAs producidos por
R. rubrum ha sufrido variaciones considerables en relacidn al substrato del cual han
sido derivados. Gros et al. (1989) han constatado que R. rubrum es capaz de
almacenar PHAs conteniendo un 30% (molar) de 3-hidroxipentanoato a partir del
acido 4-pentenoico como substrato, cuando el monémero con mas representacion en
el PHA formado es el 3-hidroxivalerato (60% molar) y también se ha detectado la

presencia de 3-hidroxibutirato (10% molar).

Polifosfatos

Los polifosfatos han sido identificados dentro de un amplio nimero de bacterias,

normalmente en forma de granulos intracelulares.

Los polifosfatos son polimeros lineales de ortofosfatos que tienen una cadena de
longitud variable (de 3 a 1000 mondmeros). Su funcion principal dentro del
metabolismo de la célula es de reserva de fosfato, el cual sera utilizado en la sintesis
de acidos nucleicos y de fosfolipidos en caso de que el crecimiento esté limitado por
fosforo (Dawes, 1986).

A pesar de que el papel de estas reservas esta bien definido, los mecanismos de
acumulacion y de degradacion de polifosfatos en las bacterias purpuras no del azufre

se han estudiado muy poco.

Dawes (1986) ha constatado que en las bacterias la sintesis de polifosfatos esta
catalizada por una ATP-polifosfato fosfotransferasa (polifosfato kinasa) dependiente

del i6n Mg?*, a través de la siguiente reaccion:
ATP + (HPOs3), — ADP + (HPO3)n+1
De forma general, su sintesis tiene lugar durante la fase exponencial de crecimiento,

cuando los fosfatos estan en exceso, y consume el material acumulado en condiciones

de limitacion por fosfatos o de inactivacion celular.
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1.5. Transmision de la radiacion

1.5.1. Conceptos basicos de radiacion. Magnitudes y
unidades.

éQué es la luz? Aristoteles (384-322 A.C.) pensaba que la luz consistia en
“corpusculos” que emanaban del ojo para iluminar el mundo. Actualmente, estamos
mas de acuerdo con la teoria de la mecénica cuantica (por ejemplo, Hecht y Zajac,
1987) o quizas con la posibilidad de que la luz pueden ser vibraciones en la quinta

dimensidon de un hiperespacio de diez dimensiones (Kaku, 1994).

En cualquier caso, estd fisicamente comprobado que la luz es radiacion
electromagnética. Lo que nosotros vemos como luz visible es solamente una fraccion
muy pequefia del espectro electromagnético, el cual se extiende desde ondas de radio
de muy baja frecuencia, pasando por las microondas, el infrarrojo, el visible y el
ultravioleta hasta los rayos X y los rayos 7. Nuestros ojos sélo responden a la luz
visible y para detectar el resto del espectro se requieren muchos instrumentos

cientificos, desde receptores de radio hasta contadores de centelleo.

Una descripcidon rigurosa y exacta de la radiacion electromagnética y su
comportamiento requiere un minucioso conocimiento de electrodindmica cuantica y
de las ecuaciones del campo electromagnético de Maxwell. Existe una vasta
bibliografia que explica los aspectos fisicos de la luz desde el punto de vista de la
radiacién electromagnética (Kopal, 1991; Stark y Lubensky, 1997). En el trabajo aqui
presentado se persiguen objetivos mas concretos: fundamentalmente se trata de
medir la iluminaciéon efectuada en los fotobiorreactores empleados. Para ello se
introducen a continuacion una serie de aspectos basicos en este sentido, dada su

posterior utilizacion a lo largo de este trabajo.

Radiometria

La radiometria es la ciencia que mide la luz en cualquier porcidn del espectro
electromagnético. En la practica, normalmente el término esta referido a la medida

del infrarrojo, visible y ultravioleta utilizando instrumentos épticos.
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Existen dos campos basicos en el estudio de la radiometria: la teoria y la practica. La
practica incluye la instrumentacién cientifica y los materiales utilizados en la medida
de la luz (termopares de radiacion, bolémetros, fotodiodos, tintes y emulsiones
fotosensibles, fototubos de vacio, etc.). La teoria incluye los fundamentos fisicos que

describen la propagacion de la luz en el vacio y en medios participativos.

Energia radiante

La luz es energia radiante. La radiacion electromagnética (la cual puede ser
considerada como una onda y como una particula, en funcién de cémo se mida)
transporta energia a través del espacio. Cuando la luz es absorbida por un objeto
fisico, su energia es transformada en alguna otra forma. Por ejemplo, un horno
microondas calienta un vaso de agua cuando la radiacion microondas es absorbida
por las moléculas del agua. La energia radiante de las microondas se convierte en
calor. De forma similar, la luz visible causa una corriente eléctrica al impactar con un
fotdbmetro cuando su energia radiante es transferida a los electrones como energia
cinética.

La energia radiante, expresada como Q, se mide en joules.

Energia radiante espectral

Una fuente de banda ancha (como el Sol) emite radiacion electromagnética a lo largo
de todo el espectro electromagnético, desde ondas de radio hasta rayos . No
obstante, la mayoria de su energia radiante esta concentrada dentro de la fraccion
visible del espectro. Por el otro lado, un laser que emite en una sola longitud de onda,
es una fuente monocromatica y toda su energia radiante es emitida en una longitud

de onda especifica.

La energia radiante espectral se puede definir como la cantidad de energia radiante

por unidad de intervalo de longitud de onda A. Se define como:
Q\=dQ/dA

La energia radiante espectral se mide en joules por nanémetro.
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Flujo radiante (potencia radiante)

La energia por unidad de tiempo es potencia, la cual se mide en joules por segundo o
vatios. Un haz de rayos laser, por ejemplo, posee una cierta cantidad de vatios en

forma de potencia radiante. El flujo radiante se define como:
d=dQ/dt
Donde Q es la energia radiante.

En términos de un fotdmetro que mide la luz visible, la intensidad eléctrica
instantdnea producida es proporcional al flujo radiante. La cantidad total de corriente
medida durante un periodo de tiempo es directamente proporcional a la energia

radiante absorbida por el fotdbmetro durante ese periodo de tiempo.

Flujo radiante espectral

El flujo radiante espectral es el flujo radiante por unidad de intervalo de longitud de

onda. Se mide en vatios por nanémetro y se define como:

Pr=dd/dA

Densidad de flujo radiante o irradiancia

La densidad de flujo radiante es el flujo radiante por unidad de area en un punto de
una superficie, donde ésta puede ser real o imaginaria (un plano matematico, por

ejemplo), y también se denomina irradiancia. Se define como:

y=dd/dA
Donde ¢ es la densidad de flujo radiante incidente en un punto y dA es el diferencial
de area que engloba al punto.

Cabe subrayar que la superficie puede ser real o imaginaria, lo que hace que la
irradiancia incidente puede ser medida en cualquier punto del espacio tridimensional.
Esto incluye en la superficie de un cuerpo, en el interior de un cuerpo o en el interior

de un medio transparente como aire o agua.

La irradiancia se mide en vatios por metro cuadrado (W/m?).
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Densidad de flujo radiante espectral

La densidad de flujo radiante espectral es el flujo radiante por unidad de intervalo de
longitud de onda. También recibe el nombre de irradiancia espectral, se mide en

vatios por metro cuadrado y nandmetro y se define como:

dyr=dy/dA

Radiancia

El concepto de radiancia se visualiza en el esquema adjunto. Si se considera un rayo
de luz incidiendo en un punto de una superficie en una direccidon concreta, la radiancia

es la cantidad infinitesimal de flujo radiante contenido en ese rayo.

Un rayo se puede considerar como un cono elemental

(infinitamente estrecho) con su vértice en un punto de

una superficie real o imaginaria. Este cono tiene un ¢

diferencial de &ngulo sélido dw, medido en

estereorradianes. También se tiene que tener presente

el angulo en el que el rayo incide en la superficie. Si el 0
area de la interseccion entre el rayo y la superficie d

tiene una seccién dA, la seccion del rayo es dA cosé ¥

donde @ es el angulo entre el rayo y la superficie dA

normal. Considerando pues un cono diferencial dw que

contiene un rayo de luz que incide en una superficie, la definicidon de la radiancia es:
¢=d?*d/[dA(dw cos 0)]

Donde ¢ es el flujo radiante, dA es el diferencial de area alrededor del punto, dw es el
diferencial de dngulo sélido del cono elemental y 0 es el angulo entre el rayo incidente

y la superficie normal n en ese punto.

Otra forma de entender la radiancia consiste en tener presente que la densidad de
flujo radiante (o irradiancia) en un punto de una superficie debido a un Unico rayo
que incide con un angulo 0 respecto a la superficie normal es d®/(dA cos 0). La
radiancia en ese punto para el mismo &angulo es pues d?®/[dA(dw cos 0)] o la

irradiancia por unidad de angulo sdlido.
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Radiancia espectral

La radiancia espectral es la radiancia por unidad de intervalo de longitud de onda. Se
mide en vatios por metro cuadrado, por estereorradian y por nandmetro y se define
como: &=d*¢/[dA(dw cos 8)dAr].

Intensidad radiante

Dado un foco emisor de luz infinitamente pequefio el cual emite flujo radiante en
todas las direcciones, la cantidad de flujo radiante emitido en una direccion concreta
puede ser representada por un rayo de luz contenido en un cono elemental. Teniendo

en cuenta esto, se puede definir la intensidad radiante como:
¢=dd/ dw
Donde dw es el diferencial de angulo sélido del cono elemental en una direccién
concreta. A partir de la definicidn de angulo sélido (dw=dA/r?), se obtiene:
Yv=dd/dA= dd/(r? dw)= ¢/r?
Donde el diferencial de area dA esta en la superficie de una esfera con centro en el
foco emisor y de radio r. ¢ es la irradiancia en esta superficie. En general, el flujo

radiante interceptara dA con un angulo 6, lo cual nos lleva a la Ley del cuadrado

inverso para focos emisores puntuales:
Y= ¢ cos6 /d?

Donde ¢ es la intensidad de la fuente en una direccién concreta y d es la distancia

desde la fuente emisora hasta la superficie elemental dA.

Si por otra parte se considera una superficie real o imaginaria que sea un continuo de
fuentes puntuales de luz, donde cada fuente ocupa un diferencial de area dA. A un
angulo 0 respecto a la superficie normal n, la fuente tiene un area proyectada igual a
dA cos 6. Combinando las definiciones de radiancia e intensidad radiante, podemos

obtener una definicién alternativa de radiancia:
¢=dc¢/(dA cos6)

Donde d¢ es el diferencial de intensidad radiante de la fuente puntual en una

direccion concreta.

La intensidad radiante se mide en vatios por estereorradian (W/sr).
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Intensidad radiante espectral

La intensidad radiante espectral es la intensidad radiante por unidad de intervalo de
longitud de onda. Se mide en vatios por estereorradian y por nandmetro y se define

como: ¢=dc/di

Unidades cuanticas frente a unidades radiométricas

El hecho de que la luz presente un doble comportamiento simultdneo, como onda y
como corpusculo, hace que cuando se utilizan magnitudes relacionadas con la luz
(irradiancia, radiancia, intensidad radiante, etc.), éstas se puedan expresar utilizando
unidades radiométricas (en joules, vatios, etc.), si se desea enfatizar el caracter de
onda, o unidades cuanticas (moles de fotones), si se quiere dar una mayor
importancia al matiz corpuscular de la luz. Asi pues, la irradiancia se expresa en
W-m si se utilizan unidades radiométricas y en moles de fotones por metro cuadrado
y segundo si se expresa en unidades cuanticas. Como se ha definido que un Einstein

(E) equivale a un mol de fotones, la irradiancia se expresaria en E-m™2-s™.

Cuando se trabaja con la luz por ser ésta la desencadenante de un complejo proceso
bioquimico cuyo objetivo final es la obtencién de energia, es conveniente utilizar
unidades cuanticas, puesto que la interaccion onda-materia estd cuantificada. En
términos fotosintéticos, lo que caracteriza a un haz de luz no es su contenido
energético sino el numero total de fotones que lo componen. Por ejemplo, una
bacteria fotosintética obtiene una cantidad de energia muy parecida de dos haces de
luz compuestos, el primero por un mol de fotones de longitud de onda de 522 nm, y
el segundo por un mol de fotones de longitud de onda de 860 nm. En unidades
cudnticas (mol de fotones-m™2-s?) los dos haces son equivalentes, mientras que en

unidades radiométricas (W-m2) el haz de luz de 522 nm es mucho mas importante.

Esto ocurre porque en el proceso de la fotosintesis, el comportamiento corpuscular de
la luz es el predominante. La secuencia de reacciones quimicas se inicia cuando un
fotdn es captado por los pigmentos antena o los carotenoides y acaba excitando una
molécula de bacterioclorofila y, como resultado de todo el proceso ciclico, se acaba
desprendiendo un electrén. La reaccién global resultante es que un fotén excita un
electron, independientemente de la energia del fotdon. Cuanto mas energético sea el

foton, mas energia se perdera en forma de calor en el proceso.
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Es por esta razén que en el presente trabajo se ha decidido expresar todas las
magnitudes relacionadas con la luz en unidades cuanticas. Concretamente, para
expresar la cantidad de radiacidon suministrada a un fotobiorreactor se utilizara la
irradiancia incidente, la cual se expresara en uE-m2.s? (microeinsteins por metro

cuadrado y por segundo).

1.5.2. Modelos de transmisién de la radiacion

La energia radiante que llega al cultivo es absorbida rapidamente y en ningln caso
puede ser acumulada en su interior. La energia que no es absorbida o no es utilizada
en el proceso de la fotosintesis acaba siendo disipada como energia térmica (Prokop y
Ericsson, 1995) y, ademas, cuando se exponen las células fotosintéticas a un exceso
de luz, a menudo se traduce en un disminucion de su velocidad de crecimiento
(Neale, 1987). Por todo esto, la energia radiante debe ser aportada de forma
continua y a un nivel apropiado. Asi pues, para mejorar la eficiencia de los
fotobiorreactores hace falta disponer de modelos que expliquen la distribucién de la
luz dentro del cultivo, la cual es muy heterogénea, y nos permitan conocer la
disponibilidad local de luz en cada punto, puesto que este valor serd decisivo para

calcular la velocidad de crecimiento.

Algunos trabajos (Ogawa, et al., 1971; Prokop y Ericsson, 1995) han utilizado la
intensidad de la luz incidente o la superficie iluminada por unidad de volumen como
un parametro indicador de la eficiencia de la transferencia de luz. Aunque son una
primera aproximacidon, se ha observado que Unicamente son validos cuando la
concentracion de células es baja y cuando el camino 6ptico es corto. Ademas, no se

tiene informacidn sobre la distribucion local de la energia radiante.

En otros estudios (Lee et al., 1987; Molina Grima et al., 1997) se han desarrollado
modelos matematicos que determinan la intensidad media de luz del cultivo. No
obstante, se ha observado que la intensidad media de luz puede ser idéntica aun
cuando las condiciones de iluminacién son muy diferentes, situacién que hace

necesario determinar el perfil de irradiancia de forma mas precisa.

También se han desarrollado modelos matematicos mas complejos basados en la

energia radiante local disponible, proporcionando resultados satisfactorios al
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determinar la velocidad de crecimiento de algas (Acién Fernandez et al., 1998; Correr
y Mullikin, 1999).

Desde el punto de vista del sistema de iluminacion, se han desarrollado modelos para
su aplicacién en sistemas con irradiacion solar (Gutterman, et al., 1990; Sukenik et
al., 1991), para fotobiorreactores planos (Ratchford y Fallowfield, 1992), para
fotobiorreactores tubulares (Acién Fernandez, 1997), para fotobiorreactores
rectangulares y cilindricos iluminados con un sistema externo de luces artificiales
(Cornet et al., 1992, 1994, 1995) y para fotobiorreactores iluminados internamente
(Suth y Lee, 2002).

Si se atiende a la naturaleza del modelo, se pueden encontrar en la bibliografia desde
modelos rigurosos basados en las leyes de la fisica de la propagacion de la luz en
medios participativos (Cerezo y Serdn, 2003), pasando por modelos deterministas
con aproximaciones a las leyes de la fisica (Shuster, 1905; Cornet et al., 1992) hasta

modelos totalmente empiricos (Suth y Lee, 2002).
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2. OBJETIVOS

| objetivo principal del presente trabajo es profundizar en el conocimiento del
ECompartimento II (fotoheterdtrofo) del proyecto MELISSA con la finalidad de
poder disefiar el fotobiorreactor integrante del bucle MELISSA a escala piloto.
Asimismo, el conocimiento adquirido se pretende aplicar también a la optimizacién de

la operacion del compartimento.

Para poder realizar el disefio y determinar la estrategia 6ptima de operaciéon es

necesario determinar previamente algunos aspectos basicos:
e Influencia de la naturaleza de la luz en el crecimiento de R. rubrum
¢ Influencia de la cantidad de irradiancia incidente en el crecimiento de R. rubrum

e Influencia de la fuente de carbono en el crecimiento de R. rubrum.
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o Estrategia 6ptima para cultivar de forma estable R. rubrum en fotobiorreactores en
continuo y cudles son los rangos de las variables de operacion que permiten un

comportamiento estable.

e Modelo matematico que relacione las principales variables que gobiernan el proceso
(energia luminica, fuente de carbono, concentracion de células vy las
correspondientes cinéticas) de utilidad en el disefio y planificaciéon de la operaciéon

del compartimento.

e Necesidades del bucle MELISSA a nivel de planta piloto para poder disefiar
adecuadamente el compartimento IRRADIANCIA INCIDENTE.

La aplicacién de toda la informacién recogida en los anteriores apartados permitira,
consiguiendo asi el objetivo final de este trabajo, disefiar el compartimento II para la
planta piloto MELiISSA incluyendo el fotobiorreactor principal asi como los equipos
auxiliares necesarios (tanques de apoyo, conducciones, bombas y equipos de control

e instrumentacion).
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3.1. Cepa utilizada, condiciones y medios de
cultivo

La cepa utilizada en los experimentos de este trabajo fue obtenida de la American
Type Culture Collection y se trata de Rhodospirillum rubrum (ATCC 25903) S1H,

derivada de R. rubrum cepa S1.

La temperatura del cultivo se ha mantenido en todos los experimentos controlada
alrededor de 30 °C. En el caso de los fotobiorreactores, con una desviacion media
inferior a 0.2 °C y en el caso de los experimentos en botellas, con oscilaciones
maximas de 1 °C. Para controlar la temperatura se ha utilizado agua a 4 °C, que
circulaba por un serpentin en el caso del montaje de las botellas, y por las camisas en
el caso de los fotobiorreactores. Esta agua a 4 °C también se ha utilizado para

refrigerar los condensadores de los fotobiorreactores.
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El pH se ha mantenido constante en los experimentos en los fotobiorreactores en 6.9
+ 0.15, mediante la adicion de NaOH (1.5 M) o HCI (1.5 M) segun convenia. En el
caso de los experimentos en discontinuo en botellas, a pesar de la adicién del tampdn

MOPS, el pH varia desde 6.9 hasta 7.5-7.9, aproximadamente.

Los medios de cultivo utilizados en los experimentos han sido en todos los casos de

composicion determinada, la cual se detalla a continuacion.

En los experimentos con acido acético llevados a cabo en el fotobiorreactor de escala
laboratorio, la anaerobiosis se ha mantenido conectando el venteo del reactor a una
botella en la que se burbujeaba argdén. No obstante, como este montaje ocasionaba
problemas operacionales que llevaban a la contaminacién del reactor, en los
experimentos con acido propiénico y acido butirico no se ha introducido argén en el
reactor. En los experimentos realizados en el fotobiorreactor piloto, la cabecera del
reactor ha estado presurizada (100 mbar) con argdn, para asegurar la anaerobiosis a

la vez que evitar la contaminacion del cultivo.

En el caso de los fotobiorreactores, las muestras de cultivo han sido recogidas de la
corriente de salida, llenando un tubo estéril de 10 6 25 mL, inmerso en hielo. Esta
operacion se ha repetido hasta obtener el volumen de liquido o de células necesario
para el analisis requerido. El tiempo necesitado para la recogida de la muestra ha

variado en funcion de la velocidad de dilucion del experimento en cuestion.

Para obtener muestras de liquido, el tubo ha sido centrifugado (14000 rpm, 20
minutos, 4 °C) para una separacion inicial de las células. La muestra de liquido se
coge del sobrenadante y, si no se analiza en el mismo dia, se congela a -80 °C hasta

el analisis.

Para obtener muestras de células, después del centrifugado, se separa el
sobrenadante y se resuspenden las células en una solucién salina (0.4 M NaCl, 50 mM
MgSO0.). El proceso de centrifugado se repite en las mismas condiciones, se desprecia
el sobrenadante y la muestra de células se guarda. Se repite todo este proceso hasta
obtener unos 5-10 g/L de células. Esta muestra de células se liofiliza y se guarda en

viales estancos hasta el analisis.

Para liofilizar las muestras de biomasa, inmediatamente después de la centrifugacion,
se congela rapidamente sumergiendo la muestra en nitréogeno liquido durante 5
minutos. Una vez congelada la muestra de células, ésta es introducida en un

compartimento del liofilizador y se hace el vacio durante 24 horas aproximadamente.
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3.1.1. Medio revitalizador

La cepa se recibid liofilizada y ha sido revitalizada utilizando el medio de cultivo
detallado en la tabla 3.1 y los procedimientos recomendados por la ATCC. Este medio
es el RBAH (medio ATCC 550) y también se ha empleado para subcultivar de forma

rutinaria los cultivos de células destinados a la preparacion de indculos.

Medio de cultivo revitalizador (R8AH)

Acido malico 2.500

g

(NH4),S04 1.250 g
EDTA-Na-2 H,0 0.004 g
K,HPO, 0.900 g
MgS04:7 H,0 0.200 g
CaCly-2 H,0 0.088 g
Citrato de hierro 0.010 g
Extracto de levadura 1.000 g
Elementos traza® 1.00 mL
Biotina‘® 7.50 mL
Agua destilada Hasta 1 L de disolucion

W Solucién de elementos traza @3solucién de biotina

Citrato de hierro 0.3g Biotina 0.015g¢

MnSO, - H,0 0.002 g Agua destilada 1L

H3BOs; 0.001 g

CuSO,- 5H,0 0.001 g

(NH4)6MO7OZ7 . 4H20 0.002 g

ZnS04 0.001 g

EDTA-Na 0.05¢

CaCl, - 2 H,0 0.02 g

Agua destilada 100 mL

Tabla 3.1: Composicion del medio de cultivo revitalizador (R8AH). En la tabla se detallan las
cantidades de cada especie, referidas a un litro de disolucién, que hay que afadir para la
preparacion del medio de cultivo.
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3.1.2. Medios de cultivo de los experimentos realizados
en los fotobiorreactores

El medio de cultivo utilizado en los diferentes experimentos es un medio basado en la
mezcla de sales basales de Segers y Verstraete, descrita por Suhaimi y colaboradores
(Suhaimi, et al. 1987), e incorpora las modificaciones realizadas por Albiol (1994). En
funcién de la fuente de carbono empleada, la concentracion de tampdn fosfato y de
bicarbonato sdédico ha sido adaptada, tal y como se puede apreciar en la tabla 3.2.
Cuando la fuente de carbono es acido propidnico o acido butirico, es necesario el
aporte continuo de CO;, o bien la presencia en solucion de alguna especie que lo

produzca.

Medio de cultivo experimentos fotobiorreactores

Acido acético 2.502 -- - g

Acido propidnico - 2.058 - g

Acido butirico -- -- 1.836 g

NH4CI 0.761 0.761 0.761 g

Na,SO04 0.538 0.538 0.538 g

EDTA-Na-2 H,O 0.020 0.020 0.020 g

MnCl; -4 H,0 0.010 0.010 0.010 g

FeSO, -7 H,O 0.020 0.020 0.020 g

KH,PO4 0.200 0.200 0.200 g

K,HPO4 0.300 0.300 0.300 g

NaHCO; 0.250 1.500 5.500 g

MgS0,4+7 H,0 0.200 0.200 0.200 g

CaCl,-2 H,0 0.050 0.050 0.050 g

Elementos traza®¥ 1.00 1.00 1.00 mL
Biotina® 1.00 7.50 7.50 mL
Agua destilada Hasta 1 L de disolucién

Tabla 3.2: Composicion de los medios de cultivo utilizados en los experimentos en los
fotobiorreactores. El medio esta detallado para 1 g C/L. La composiciéon de la solucién de
elementos traza y de la solucién de biotina es la reflejada en la tabla 3.1.
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3.1.3. Medio de cultivo de los experimentos realizados

en las botellas Roux

El medio de cultivo utilizado en los experimentos en discontinuo en las botellas Roux

es similar al utilizado en los fotobiorreactores para los casos del acido acético y del

acido propiodnico, aunque difiere sensiblemente al incorporar el tampén MOPS (acido

3-morfolipropasulfénico) para que el pH del cultivo no sufra variaciones importantes

en el curso del experimento. La composicion quimica de este medio de cultivo se

detalla en la tabla 3.3, en sus dos variedades, con &cido acético y con acido

propidnico.

Medio de cultivo experimentos botellas

Acido acético 2.502 -- g
Acido propiénico -- 2.058 g
NH,4CI 0.761 0.761 g
Na,SO4 0.538 0.538 g
EDTA-Na-2 H,0 0.020 0.020 g
MnCl; -4 H,0 0.010 0.010 g
FeSQO, -7 H,O 0.020 0.020 g
KH,PO4 0.200 0.200 g
KaHPO4 0.300 0.300 g
NaHCO; 0.250 0.670 g
MgS0,-7 H,0 0.200 0.200 g
CaCly-2 H,0 0.050 0.050 g
MOPS 21.00 21.00 g
Elementos traza®™ 1.00 1.00 mL
Biotina‘® 1.00 7.50 mL
Agua destilada Hasta 1 L de disolucién

Tabla 3.3: Composicién de los medios de cultivo utilizados en los experimentos en las botellas
Roux. El medio esta detallado para 1 g C/L. La composicién de la solucién de elementos traza y de

la solucion de biotina es la reflejada en la tabla 3.1.
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3.2. Fotobiorreactores utilizados

3.2.1. Fotobiorreactor escala laboratorio

Descripcién general

El fotobiorreactor de escala laboratorio utilizado en los experimentos es un
fotobiorreactor Applikon, el cual es totalmente de vidrio a excepcidn de la tapa
superior, que es de acero inoxidable. La geometria de la cuba es cilindrica, con una
relacion altura/didametro de 1.5. Su capacidad total es de 3 L, de los que 2.4 L
corresponden al volumen Util. En la tabla 3.4 se resumen las principales
caracteristicas fisicas de la cuba y en la figura 3.1 se puede apreciar el fotobiorreactor

asi como el resto de equipos auxiliares.

Caracteristicas fisicas de la cuba

Didmetro 0.128 m
Altura 0.19m
Superficie 0.075 m?
Volumen util 2.4L
Relacién Superficie/Volumen 31.25 m¥/m?3

Tabla 3.4: Caracteristicas fisicas de la cuba del fotobiorreactor Applikon.

Figura 3.1: Fotobiorreactor Applikon, de 2.4 L de volumen til.
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Agitacion

Este fotobiorreactor estd provisto de agitacidn mecénica, siendo el impulsor una
turbina Rushton. La velocidad de agitacion ha sido constante en todos los
experimentos e igual a 300 rpm, siendo ésta un buen compromiso entre una correcta

homogeneizacidn sin llegar a producir la lisis de las células.

Refrigeracion

La cuba del fotobiorreactor estd rodeada de una doble camisa, también de vidrio, la
cual ofrece una seccién interna de paso de 1 cm de anchura y permite la circulacién

de agua termostatizada por su interior.

IHuminacion

e NuUmero y tipo de ldmparas

Se han utilizado dos configuraciones distintas de lamparas en este fotobiorreactor,
con un total de 15 y 30 ldamparas halégenas (Silvana professional, BAB 38°, 12 V,
20W, version mejorada, haz frio, con filtro de ultravioletas y codigo tipo 215) cada

una.
e Distribucion de las ldamparas

Las lamparas estan distribuidas alrededor de la cuba de vidrio del fotobiorreactor,
formando tres filas a diferente altura. En la configuracién de 15 lamparas totales,
hay 5 lamparas en cada una de las filas y en la configuracion de 30 lamparas
totales, 10 ldamparas por fila. Las ldmparas estan situadas a 15 mm de distancia
de la cuba del fotobiorreactor, tal y como se puede apreciar en el esquema de la

figura 3.2.
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Figura 3.2: Distribucién fisica de las lamparas halégenas en relaciéon a la cuba de vidrio del

foto

biorreactor.

Potencia de iluminacidn

El hecho de disponer de 30 ldamparas de 20 W hace que el fotobiorreactor
disponga de una potencia maxima de iluminacién de 600 W. Si se calcula la
relacién entre la potencia y el volumen, surge un valor de 250 W/L de volumen
util.

Irradiancia incidente maxima

La irradiancia incidente maxima que se puede obtener en este montaje
experimental, correspondiente a cuando se suministran 12 V a las lamparas, esta
entorno a 7.500 ..E:m™-s! para el montaje de 15 lamparas y de 13.000 (E-m™.s™

aproximadamente para el montaje de 30 ldamparas (figura 3.18).
Fraccién de volumen iluminado

La fraccién de volumen iluminado es de 1.0, puesto que la totalidad del volumen

util estd expuesto a la radiacion.

3.2.2. Fotobiorreactor escala piloto

Descripcion general

El fotobiorreactor de escala piloto utilizado en los experimentos es un fotobiorreactor

Bioengineering (Wald, Suiza), el cual dispone de dos partes. Una es de vidrio y
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permite la irradiacion del cultivo y la otra, el cabezal, es de acero inoxidable y permite
la localizacién de las sondas. La geometria del fotobiorreactor es cilindrica, con una
capacidad total de 8 L, de los cuales 3.8 L corresponden al volumen util. En la tabla
3.5 se resumen las principales caracteristicas fisicas de la cuba y en la figura 3.3 se

puede apreciar el fotobiorreactor asi como el resto de equipos auxiliares.

Caracteristicas fisicas de la cuba

Didmetro 0.096 m
Altura 0.52 m
Superficie 0.157 m?
Volumen dutil 3.76 L
Relacién Volumen/Superficie 41.67 m?*/m?

Tabla 3.5: Caracteristicas fisicas de la cuba del fotobiorreactor Bioengineering.

Figura 3.3: Fotobiorreactor Bioengineering, de 8 L de volumen util.
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Agitacion

Este fotobiorreactor dispone de un sistema de agitacién mecanica, con impulsores a
cinco niveles, todos ellos con la geometria del esquema de la figura 3.4. La velocidad
de agitacidon ha sido de 300 rpm en todos los experimentos, siendo ésta un buen

compromiso entre una correcta homogeneizacion sin llegar a producir la lisis de las

células.

e

Figura 3.4: Geometria de
piloto.

Refrigeracion

La cuba del fotobiorreactor estd rodeada de una doble camisa, también de vidrio, la

cual ofrece una seccién interna de paso de 1 cm de anchura y permite la circulacién

de agua termostatizada por su interior.

los impulsores del sistema de agitacion mecéanica del fotobiorreactor
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IHHuminacién

e NuUmero y tipo de ldmparas

El fotobiorreactor esta iluminado mediante un conjunto de 48 ldamparas halégenas
(Silvana professional, BAB 389, 12 V, 20W, version mejorada, haz frio, con filtro

de ultravioletas y cédigo tipo 215).
e Distribucion de las lamparas

Las lamparas estan distribuidas alrededor de la cuba de vidrio del fotobiorreactor,
formando seis columnas verticales, cada una de 8 ldmparas. Las lamparas estan

situadas a 20 mm de distancia de la cuba del fotobiorreactor.
e Potencia de iluminacion

El hecho de disponer de 48 lamparas de 20 W hace que el fotobiorreactor
disponga de una potencia total de iluminacion de 960 W. Si se calcula la relacidén
entre la potencia y el volumen, surge un valor de 255 W/L de volumen dutil y de

120 W/L si se tiene en cuenta el volumen total del fotobiorreactor.
¢ Irradiancia incidente maxima

La irradiancia incidente maxima que se puede obtener en este montaje
experimental, correspondiente a cuando se suministran 12 V a las ldmparas, esta
entorno a 4.500 ;.E-m™-s? (figura 3.18).

e Fraccion de volumen iluminado

La fraccién de volumen iluminado es del 47.0 %, puesto que el volumen del
interior del cabezal de acero inoxidable es un volumen oscuro en el que no hay

crecimiento, comportandose asi como un volumen muerto.
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3.3. Procedimientos analiticos

3.3.1. Determinacion de la concentracién de células

En los experimentos en discontinuo en las botellas Roux, debido al pequefio volumen
disponible de las muestras, la concentracién de células ha sido determinada mediante
la medida de la absorbancia a 700 nm (KONTRON INSTRUMENTS, UVIKON 941 Plus,
Mildn, Italia) y una correlacién entre el peso seco de las células y la absorbancia. Esta
correlacion se ha determinado para cada uno de los ensayos llevados a cabo en las
botellas, y en la figura 3.5 se muestra a modo de ejemplo la calibracion

correspondiente al experimento nimero 1.

0.4

Peso seco (g/L)
o
N
T

Lamparas halégenas
® | amparas incandescentes

1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Absorbancia (700 nm)

Figura 3.5: Correlacion entre el peso seco de células y la absorbancia a 700 nm para el ensayo
numero 1 llevado a cabo en las botellas Roux.

Para este experimento, la relacion entre la absorbancia y el peso seco seria:
- L. halégenas: Peso seco (g/L) = -2.13:10-3 + 0.59 - Abs (700 nm) (r2=0.9997)

— L. incand.: Peso seco (g/L) = -3.66:10-3 + 0.82 - Abs (700 nm) (r2=0.9990)
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En todos los experimentos llevados a cabo en los fotobiorreactores, la concentracion
de células ha sido seguida mediante el peso seco. Para determinar el peso seco, se
filtra la muestra con un filtro 0.22 ym de Millipore, se pone a secar hasta que tenga
un peso constante mediante un microondas (20 minutos, 150 W) y enfriada hasta
temperatura ambiente en un desecador de silica gel. El valor de peso seco se calcula

como la media aritmética de tres muestras.

3.3.2. Determinacion de la concentracion de &acidos
grasos volatiles

La concentracion de fuente de carbono ha sido analizada en todos los casos mediante
cromatografia de gases. Este método permite el andlisis de acidos grasos saturados e
insaturados de dos a cinco atomos de carbono, correspondientes al acido acético, al
acido propidnico, al acido isobutirico, al acido butirico, al acido isovalérico y al acido

valérico (ordenados por tiempo de retencidn creciente).

El rango de concentraciones que puede ser determinado es de 0.0625 g/L hasta
4.0000 g/L. El volumen de muestra es 50 ;L. Las muestras han sido analizadas por

triplicado y el valor utilizado es la media aritmética.

Instrumentacion

- Cromatdgrafo liquido Hewlett Packard 5890, equipado con una columna de
capilaridad e inyector automatico.
— Detector FID

- Software de integracién Millenium 3.20

Condiciones fisicas del analisis

- Columna: HP-InnoWax 30 m x 0.53 mm x 1.00 ;:m
— Gas portador: helio

- Caudal: 49.0 mL/min

- Volumen de inyeccién: 1 L

- Tiempo de analisis: 19 minutos

— Temperatura de inyeccion: 260 °C

— Temperatura del detector: 280 °C
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— Temperatura del horno: inicio 1 minuto 80 °C, rampa 5 °C/min hasta 150 °C,

rampa 20 °C/min. hasta 260 °C

Preparacion de la muestra

— Centrifugar (12000 g, 10 minutos, 8 °C)

- Filtrar con una membrana de 0.22 m

Calibracién

3.5e+6 i i

3.0e+6 >

2.5e+6 1

2.0e+6 1

1.5e+6 1

Respuesta

1.0e+6 ]

5.0e+5 ¢ 1

0.0

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Concentracién acido acético (g/L)

Figura 3.6: Patron de calibraciéon de la concentracion de éacido acético en el cromatégrafo de
gases.

6e+6

5e+6

4e+6 -

3e+6 1

Respuesta

2e+6 1

le+6 -

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Concentracion acido propionico (g/L)

Figura 3.7: Patrén de calibracion de la concentracién de acido propiénico en el cromatdgrafo de
gases.
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7e+6

6e+6 1

5e+6 -

4e+6 -

3e+6

Respuesta

2e+6 7

le+6

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Concentracién acido butirico (g/L)

Figura 3.8: Patron de calibracion de la concentracion de &cido butirico en el cromatégrafo de
gases.

3.3.3. Determinacién del contenido total de
carbohidratos

Reactivos

1. Acido sulfdrico concentrado (96-97%)
2. Fenol 5% (p/v)

3. Glucosa

Tratamiento de la muestra

— Centrifugar (14000 rpm, 20 minutos, 4 °C) 10 mL de la muestra de cultivo.
Despreciar el sobrenadante.

— Resuspender en agua destilada.

— Centrifugar en las mismas condiciones. Despreciar el sobrenadante.

— Resuspender en agua destilada.

Alternativamente, disolver una muestra de biomasa liofilizada en agua destilada.

Analisis

— Afadir a 1 mL de muestra:
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e 1 mL de fenol y mezclar lentamente

e 5 mL de acido sulfurico y mezclar lentamente
Esperar 10 minutos
Enfriar los tubos (15 minutos en agua a 25 °C)

Medir la absorbancia de las muestras a 488 nm. Tomar como blanco agua

destilada.

Resultados

Preparar un patrdn de calibracidn utilizando muestras de glucosa en el rango de
concentraciones 0-100 mg/L.

Calcular la concentracion de 1 mL de muestra interpolando la absorbancia
medida en el patrén de calibracién.

Recta ajustada: [glucosa] (mg/L) = -3.30 + 103.57 - Abs (488 nm) r?=0.997

120
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S 60 A
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©
5 40
C
o
O
20 -
0 T T T T T T T T

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2
Absorbancia (488 nm)

Figura 3.9: Recta patréon de calibracién de la concentracién de carbohidratos, expresados en mg
glucosa/L.
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3.3.4. Determinacion del contenido de lipidos

La determinacion del contenido de lipidos de las muestras de biomasa se han llevado
a cabo, después de un proceso de extraccion, mediante cromatografia de gases con
un FID y un espectrometro de masas como detectores. Los analisis han sido
realizados por el servicio de analisis Serveis Cientificotécnics de la Universitat de

Barcelona.

3.3.5. Determinacion del contenido de proteinas en la
biomasa

El contenido de proteinas de la biomasa se ha determinado utilizando el método

modificado de Lowry, el cual se describe a continuacion.

Reactivos

1. Reactivo A. Disolver 20 g de Na,COs en 1000 mL de agua destilada.

2. Reactivo B. Disolver 0.5 g de CuSO,4: 5 H,O0 y 1 g de Na-K tartrato en 1000 mL

de agua destilada.

3. Reactivo C. Mezclar 50 mL del reactivo A y 1 mL del reactivo B. (Este reactivo no

se puede conservar).
4. Reactivo D. Reactivo de Foling-Ciocalteus, diluido 1:2 (v/v) en agua destilada.
5. Solucién patrén de albumina en el rango 40-400 pg prot./mL

6. Solucion de biomasa liofilizada 500 pg/mL (0.0025 g biomasa/5 mL agua
destilada).

7. NaOH1M

Procedimiento

- Preparar la siguientes soluciones patrén de albumina:
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400 pg/mL 0.04 g en 100 mL de agua destilada
320 pg/mL 20 mL solucién de 400 pg/mL en 25 mL

200 pg/mL 10 mL solucién de 400 pug/mL en 20 mL

160 pg/mL 10 mL solucién de 400 pg/mL en 25 mL

100 pg/mL 5 mL solucion de 400 pg/mL en 20 mL

80 pg/mL 5 mL solucién de 400 pug/mL en 25 mL

40 pg/mL 2 mL solucién de 400 pg/mL en 20 mL

— Preparar las soluciones de biomasa.

-~ Tomar 0.5 mL de cada solucién patrén, 0.5 mL de cada solucién de biomasa y 0.5
mL de agua destilada, todo por triplicado. Preparar el blanco con 0.5 mL de cada

solucion patrén y 1 mL de agua destilada.
- Afadir 0.5 mL de NaOH 1 M a cada muestra
— Hervir a 100 °C durante 10 minutos cada muestra. Enfriar en un bafo de agua.
— Afadir 5 mL de reactivo C a cada muestra. Agitar y esperar 10 minutos.

- Afadir 0.5 mL de reactivo D a cada muestra. Mezclar y guardarlo a oscuras

durante 30 minutos.
— Medir la absorbancia a 750 nm e interpolar en la siguiente curva.

500

450 4 °
[ ]
400 4 .
-
E 350 MA
g .
L]

300 A
(]
=
T 250
o s ®
o 200 A
© 0o *
g 150
8

100 1 °

50 4 >

0 : : : : :
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Absorbancia (750 nm)

Figura 3.10: Patron de calibracion de la concentracion de proteinas. [Prot.]=-1.7169+551.9234 -
Abs (750 nm)+847.5002 - Abs (750 nm)?; r>=0.98.

120



Capitulo 3 — Materiales y métodos

3.3.6. Determinacion del contenido de DNA

Reactivos

1. Reactivo A. Disolver 15 g de difenilamina y 15 mL H,SO, concentrado en 1 L de
CH5COOH.

2. Reactivo B. 2 L de HCIO, 0.2 N
3. Reactivo C. 1L deHCIO;0.5N

4. Reactivo D. Mezclar 1 L de cloroformo y 500 mL de metanol.

Procedimiento

- Afadir 25 g de biomasa liofilizada en 10 mL de reactivo B. Mantenerlo 15

minutos a 4 °C. Centrifugar 5 minutos a 6000 rpm. Despreciar el sobrenadante.
—  Repetir el primer paso.

—  Afadir al pélet 10 mL de reactivo D. Esperar 5 minutos y centrifugar 5 minutos a

6000 rpm. Despreciar el sobrenadante.
—  Repetir el tercer paso.

- Afadir al pélet 5 mL de reactivo C. Mantenerlo a 70 °C durante 45 minutos.

Centrifugar 5 minutos a 6000 rpm.

— Tomar tres muestras del sobrenadante (0.5 mL, 1 mL y 1.5 mL) y preparar 5
soluciones patrén de sal de DNA-Na (0.1 g, 0.2 g, 0.3 g, 0.4 gy 0.5 g). Afiadir a
todas las muestras reactivo C hasta tener 2 mL totales. Afiadir 4 mL de reactivo
D y mantener a 30 °C durante 16-24 h.

- Medir la absorbancia a 600 nm e interpolar en la siguiente recta patron:

Contenido DNA (mg)=-0.0219 + 0.5138 - Abs (600 nm) r?=0.998
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0.18 4
0.16 4
0.14
0.12 4
0.10 A °

0.08

Contenido de DNA (mg)
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Absorbancia (600 nm)

Figura 3.11: Recta patréon de calibracion del contenido de DNA, en mg.

3.3.7. Determinacion del contenido de RNA

Reactivos

Reactivo A. HCIO4 0.2 N

2. Reactivo B. Disolver 2.5 g de orcinol en 5 mL de etanol (95%)

3. Reactivo C. Solucién estandar de RNA. Concentracién: 100 mg/mL (almacenado
a4 °QC).

4. Reactivo D. Disolver 0.3 g de CuCl, - 2 H,O en 200 mL de HCI concentrado
(preparado el mismo dia del analisis)
Reactivo E. Mezclar 2 mL de reactivo A con 100 mL de reactivo C.

6. Reactivo F. KOH 0.3 N

Reactivo G. Mezclar 1 L de cloroformo y 500 mL de metanol.

Procedimiento

- Afadir a 25 g de biomasa liofilizada 10 mL de reactivo A. Mantener 15 minutos a 4

OC. Centrifugar 5 minutos a 6000 rpm. Despreciar el sobrenadante.

— Repetir el primer paso.
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— Afadir al pélet 10 mL de reactivo G. Esperar 5 minutos y centrifugar 5 minutos a

6000 rpm. Despreciar el sobrenadante.
— Repetir el tercer paso.
— Afadir al pélet 2 mL de reactivo F. Mantener a 30 °C durante 18-24 horas.
— Enfriar y afiadir HCIO, concentrado hasta alcanzar pH=1.
— Centrifugar 6 minutos a 6000 rpm. Reservar el sobrenadante.

- Lavar el pélet con 1 mL de reactivo A. Centrifugar 6 minutos a 6000 rpm.

Reservar el sobrenadante.

— Mezclar los dos sobrenadantes y tomar tres muestras (0.1 mL, 0.2 mL y 0.3 mL).
Tomar seis muestras de solucion estandar de RNA (2 mg RNA estandar en 20 mL
de cloroformo) - 0.2 mL, 0.4 mL, 0.8 mL, 1 mL, 1.5 mL y 2 mL -. Afadir agua
destilada hasta alcanzar 2 mL de volumen total y afadir 2 mL de reactivo G.

- Mantener durante 35 minutos a 100 °C. Enfriar en un bafo termostatico a

temperatura ambiente.
-  Medir la absorbancia a 665 nm e interpolar en la siguiente recta patron:

Contenido RNA (mg)=-0.0087 + 0.1849 - Abs (665 nm) r*=0.9995

0.22
0.20 4
0.18 4
0.16 4
0.14 4
0.12 4
0.10 4

0.08 1

Contenido de RNA (mg)

0.06 4
0.04 4

0.02 1

0.00 T T T T T T T T T T T T
00 01 0.2 03 04 05 06 0.7 08 09 1.0 1.1 1.2 1.3

Absorbancia (665 nm)

Figura 3.12: Recta patron de calibracion del contenido de RNA, en mg.
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3.3.8. Determinacién del contenido de poli-g-
hidroxialcanoatos (PHASs)

Reactivos

1. Reactivo A. Metanol acidificado (100.00 mg &cido benzoico, 30 mL de H,SO,
(98%) y enrasado hasta 1 L con metanol 99.8%).

2. Reactivo B. Cloroformo.

3. Reactivo C. Copolimero de acido 3-hidroxibutirico y acido 3-hidroxivalérico

(70:30), subministrado por Fluka.

Procedimiento

- ARadir a 40 mg de biomasa liofilizada 4 mL del reactivo A y 4 mL del reactivo B.

—  Mantener durante 3.5 horas a 100 °C. Centrifugar 5 minutos a 6000 rpm.

- Afadir 1 mL de agua destilada y agitar durante 5 minutos.

- Extraer el cloroformo (la fase pesada, 3.5 mL). Despreciar la fase ligera.

—  Centrifugar a 3000 g durante 5 minutos.

- Filtrar utilizando una membrana de 0.45 um (utilizar filtros para solventes
organicos).

—  Realizar la determinacion por cromatografia de gases.

Instrumentacion

- Cromatodgrafo liquido Hewlett Packard 5890, equipado con una columna de
capilaridad e un inyector automatico.
— Detector FID

- Software de integracién Millenium 3.20

Condiciones fisicas del analisis

- Columna: HP-InnoWax 30 m x 0.53 mm x 1.00 xm
- Gas portador: helio
— Caudal: 54.0 mL/min

- Volumen de inyeccion: 1 p.L, dividido 1:2
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- Tiempo de analisis: 13 minutos

- Temperatura de inyeccion: 220 °C

— Temperatura del detector: 275 °C

— Temperatura del horno: inicio 2 minuto 70 °C, rampa 10 °C/min hasta 160 °C, 2
minutos 160 °C, rampa 20 °C/min. hasta 220 °C.

3.3.9. Determinacion del contenido de glicégeno

Reactivos

1. HCl0.6 M

Procedimiento

— Tomar 20 mg de biomasa liofilizada

- Afadir 10 mL de HCI 0.6 M

- Mantener en un bafio de agua hirviendo durante 1 hora. Enfriar.
- Filtrar utilizando una membrana de 0.45 .um.

— Medir la concentracion de glucosa con un analizador automatico de glucosa (YSI
2700 Select-Yellow Spring Inst.).

3.3.10. Determinacion de la composicién elemental de
la biomasa

La determinacion de la composiciéon de C, N, H y S se ha llevado a cabo mediante la
combustidon de la muestra en una capsula de Sn en una atmdsfera de O, en un horno
a 100 °C. El P ha sido determinado mediante ICP. Los analisis han sido realizados por

el Servei d’Analisi Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona.

A. Método de combustiéon

La combustiéon transforma los componentes organicos de la muestra en los
correspondientes dxidos, obteniendo una mezcla de CO,, N3, NyOy,, H,0, SO, y SOs. La

reaccion exotérmica, la cual convierte en Sn en SnO,(s), desprende calor que
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incrementa la temperatura de la capsula hasta 1800 °C. SnO, se haya al final como
un sélido en la cdmara de combustion. Los componentes inorganicos de la muestra

también se hayan en forma de 6xidos en la cdmara de combustion.

Los gases formados, asi como el exceso de O, fluyen con helio como gas portador
hacia un reactor con WOs3, el cual produce la transformacion de la mezcla de gases en
especies Unicas para cada elemento, obteniendo CO,, N,, H,O, SO, y el O, y el He en
exceso. Esta mezcla se conduce a un reactor que se encuentra 500 °C y que contiene

CuO, el cual reacciona con el O, en exceso para dar CuO(s).

Los gases restantes CO,, N, H,O y SO, son conducidos junto al helio a un
cromatdgrafo de gases (Porapak column, Waters Associates Inc.), donde son
separados y cuantificados utilizando un detector de conductividad térmica, el cual

produce una sefial proporcional a la cantidad del componente.
La preparacion de la muestra consiste en liofilizar la biomasa.

La cuantificacion se realiza mediante interpolacion en una curva de referencia

apropiada.

B. Analisis ICP

La muestra (0.1 g) es digerida con 2 mL de HNOs; y 2 mL de H,0, en un reactor
estanco a 90 °C durante una noche. La muestra digerida es diluida con 15 mL de
agua destilada de calidad ‘Milli-Q’. Las muestras son digeridas por triplicado y se

afiaden cuatro muestras blanco.

La determinacion ICP se realiza mediante un espectrofotdmetro de plasma de
induccion ‘Perkin Elmer’ Optima 3200 RL. La calibracion se lleva a cabo utilizando

muestras de referencia de P, digeridas con HNOs 5%.
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3.4. Calibraciones

3.4.1. Irradiancia incidente

Botellas

Durante la fotosintesis, las plantas y algunos microorganismos de color verde utilizan
la energia de la regidn del espectro electromagnético comprendida entre 400 y 700
nm. Al ser este rango de longitudes de onda el mas comun, los aparatos de medida
suelen utilizar solo este intervalo. La radiacion de este rango, cominmente conocida
como radiacién activa fotosintéticamente (PAR), se suele medir como una densidad
de flujo de fotones (PPFD), que tiene unidades de fotones por unidad de tiempo y

unidad de érea.

En los experimentos realizados en las botellas, la

irradiancia incidente se ha medido mediante un
sensor plano (Licor LI-190SA) conectado a un

amplificador LI-250, proporcionando las lecturas en

e
=

smol-m2-s en el rango 400-700 nm (figura 3.13).

Figura 3.13: Sensor de luz

Par. n rl nti foton miti n el
ara conocer la cantidad de fotones e da en e plano Licor LI-190SA.

rango 350-950 nm a partir de la lectura del sensor en

el rango 400-700 nm, hay que tener en cuenta la relacién de areas de estos dos
intervalos en la curva de distribucion del espectro de emisidn, para diferentes voltajes
(figura 4.1). Realizando este célculo, se ha encontrado que para calcular la irradiancia
incidente en el rango 350-950 nm se debe multiplicar el valor de la irradiancia
incidente en el rango 400-700 nm por los coeficientes 2.5 y 4.5 para las lamparas

haldgenas e incandescentes, respectivamente.

Para determinar la irradiancia incidente media en la superficie de las botellas, se ha
situado una lamina de cristal cuadriculada justo en la posicion donde estaria situada
la cara de la botella expuesta a la luz. Se ha medido la irradiancia incidente en cada
uno de los puntos de la cuadricula, los cuales tienen una separacién de 1 cm, en los

dos montajes experimentales.

Para fijar la irradiancia incidente en un valor deseado, se mide la irradiancia en cada

punto de la cuadricula y se calcula el valor medio del flujo de energia que llega a la
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lamina, que es el mismo que llegaria a la superficie de la botella. Se calcula el valor

medio de todas las lecturas y se compara con el valor deseado. Si no concuerda con

éste, hay que variar el voltaje aplicado a las lamparas, o bien la distancia entre las

ldmparas y la botella.

Los valores medidos en cada punto de la cuadricula se detallan a continuacion y se

encuentran representados en la figura 3.14 para las lamparas halégenas y en la

figura 3.15 para las ldmparas incandescentes.

Altura de la Anchura de la botella (cm)
botella(cm) | -5 | -4 | -3 | -2 | -1 0 1 2 3 4 5
10 22 | 23 | 24 | 23 |24 | 23|22 |21 | 20| 19 | 18
9 24 | 25 | 25 | 25 | 26 | 26 | 25 | 25 | 24 | 23 | 22
8 25 | 26 | 27 |27 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 25
7 26 | 29 |29 |29 |29 |30 |30 | 30| 30| 30| 29
6 29 | 31|31 (31|32 |32|32]|32|32]|32] 31
5 31 | 33| 33|33 |33 |33|32|33|34|34]|33
4 32 | 35|36 |37 |37 |36 |37| 36| 36| 36| 36
3 35 [ 37 |39 |40 | 40 | 40 | 41 | 41 | 41 | 41 | 41
2 37 | 41 | 43 | 44 | 45 | 46 | 45 | 45 | 44 | 44 | 43
1 40 | 44 | 48 | 49 | 50 | 51 | 51 | 51 | 49 | 48 | 47
(o] 49 | 50 | 52 | 54 | 56 | 57 | 57 | 56 | 54 | 53 | 50
-3 32 | 35|40 | 40 | 40 | 40 | 45 | 57 | 55 | 52 | 50
-4 30 | 35| 38|40 | 43 | 46 | 49 | 49 | 49 | 47 | 41
-5 39 |42 |46 | 49 | 48 | 52 | 55 | 59 | 56 | 54 | 49
-6 37 |40 | 43 | 46 | 49 | 52 | 54 | 55 | 52 | 46 | 45
-7 34 | 36 | 37 | 39 | 41 | 44 | 49 | 51 | 49 | 46 | 41
-8 30 | 32|34 | 35|37 |40 |44 | 43 | 40 | 36 | 32
-9 30 | 33|34 |35|36 |38 |40 | 38|36 | 33|30

Tabla 3.6: Valores de irradiancia incidente, expresados en mol-m~2.s™ emitidos en el rango 400-
700 nm, tomados en la calibracion de la irradiancia incidente en el montaje experimental de las

lamparas hal6genas. Valores representados en la figura 3.14.
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Yo (umol-m™2-s™)

Anchura
botellas (cm) _g 2 0

8
10 Altura botellas (cm)

-4 -6

Figura 3.14: Distribucién de la irradiancia incidente en la superficie de la botella. Montaje
experimental correspondiente a las lamparas hal6genas.

Yo (emol-m2.s™)

Anchura de la
botella (cm) -5 g 6

Altura de la botella (cm)

Figura 3.15: Distribucién de la irradiancia incidente en la superficie de la botella. Montaje
experimental correspondiente a las lamparas incandescentes.
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Altura de la

Anchura de la botella (cm)

botella(cm) | -5 | -4 | -3|-2|-12| 0| 1|2 |3|4]|5
10 27 |29 |31 |30 |32 [33(32|33]33 33|31
9 30 |33 |33 |34 |34 |36 (35|36 |36 |36 |35
8 32 |35 |36 |36 |37 |38 |38 |38 |39 |39 |37
7 32 |36 |37 |38 |39 |40 | 40 | 40 | 41 | 40 | 38
6 35 |38 |40 | 41 |43 |43 |43 |43 |44 | 42 | 40
5 37 |41 |43 |44 | 46 | 46 | 46 | 46 | 46 | 45 | 43
4 39 |43 |46 | 47 | 48 | 48 | 48 | 48 | 48 | 46 | 45
3 40 | 44 |47 |47 | 48 | 50 | 49 |51 | 51 | 50 | 47
> 40 | 45 |47 |48 |50 | 50 | 50 |49 | 49 | 48 | 45
1 40 |43 |46 |47 | 49 | 50 |49 |49 | 49 | 47 | 45
3 22 |23 |24 |26 | 26 |27 |27 |27 |26 |26 | 25
-4 28 |31 |35 |35 |38 |39 |40 |40 |39 |39 | 36
5 34 |36 |39 | 41 | 43 |43 |43 |43 |41 |40 | 39
-6 31 (33 |37 |38 (39 |40 |40 |40 |38 |37 | 35
-7 30 |31 |32 |34 |34 35|36 |36 |35 |33 |31
8 26 |27 |28 |29 |29 [ 32 |30 |32|32]|30]29
-9 26 |28 |30 |32 |32 |34 |34 |32 |31]30]29

Tabla 3.7: Valores de irradiancia incidente, expresados en /mol-m~2.s™ emitidos en el rango 400-
700 nm, tomados en la calibracion de la irradiancia incidente en el montaje experimental de las
lamparas hal6genas. Valores representados en la figura 3.15.
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Fotobiorreactores

Cuando se procede a determinar la irradiancia incidente en el interior de un reactor

con geometria cilindrica, no se puede medir la radiacion incidente teniendo en cuenta

s6lo una dimension. Es necesario medir la luz que
llega de todas las direcciones e integrarla. Asi
pues, en los fotobiorreactores se ha utilizado un

sensor de luz esférico (LI-193SA), conectado a un

amplificador LI-250, el cual mide la radiacién que

le llega en todas las direcciones del espacio

Figura 3.16: Sensor esférico
(figura 3.16). utilizado en la calibracion de la
irradiancia incidente en los

En el caso de los fotobiorreactores, en los cuales  fotobiorreactores.
se desea variar relativamente a menudo la irradiancia incidente subministrada,
interesa disponer de un calibrado que relacione el voltaje aplicado a las lamparas con
la irradiancia incidente media que llegaria al centro del reactor. Por tanto, se ha
medido la irradiancia incidente en el centro del fotobiorreactor, para diferentes
voltajes y para diferentes alturas, con la finalidad de calcular posteriormente un valor
e Posicid A medio respecto a la altura del reactor. Las alturas
----------- Posicio B seleccionadas para realizar las medidas de
------- Posicié C  irradiancia incidente deben de ser representativas de
--- Posici6 D |a distribucién de la radiacion en el sentido axial del

reactor. Por este motivo, se han escogido cuatro

g
04

j) Asi pues, la media de las lecturas del sensor en

posiciones (A, B, C y D) que situadas respecto a una
ldmpara determinada permiten cubrir todo el haz de

éé influencia de la lampara, y por tanto, el valor medio
serd representativo de la luz emitida (figura 3.17).

estas cuatro posiciones constituird una buena media

Figura 3.17: Posiciones del  da |3 jrradiancia incidente en el sentido axial del
sensor relativas a la disposicion

de las lamparas reactor.

Tanto en el caso del fotobiorreactor de escala laboratorio como en el caso del
fotobiorreactor piloto, se ha relacionado el voltaje aplicado a las lamparas con la

irradiancia incidente medida por el sensor cuando el fotobiorreactor esta vacio.
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13000 || —— Fotobiorreactor piloto
12000 411 = Fotobiorreactor laboratorio (15 ldmparas)
—— Fotobiorreactor laboratorio (30 ldmparas)

¥, (umol-m?.s™)
@)
o
o
o
1

Voltaje

Bioengineering 8L: y,=5.2025 - Voltage >%%%°
Applikon 2.4L: y,=2.1054 - Voltage ***”* (15 lamparas)

Applikon 2.4L: y,=5.0645 - Voltage ***** (30 lamparas)

Figura 3.18: Curvas de calibracion de la irradiancia incidente en los dos fotobiorreactores
utilizados. En el fotobiorreactor de escala piloto, se distingue entre la configuracion de 15
lamparas y la de 30 lamparas.

3.4.2. Concentracién de azul dextrano

Para convertir los valores de absorbancia en concentracidn de azul de dextrano se ha
llevado a cabo una recta de calibracion de 20 puntos. En la figura 3.19 se ha
representado la relacion entre la absorbancia a 618 nm y la concentracion de azul de

dextrano, expresada en g/L.
La recta de regresién resultante es:

C(g/L) = -0.0112 + 1.0417 - Absorbancia (618 nm)  (r> = 0.9996)
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1.2

1.0 4

0.8 1

0.6

0.4 4

0.2 1

Concentracion de azul dextrano (g/L)

0.0 \ \ T \ \
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Absorbancia (618 nm)

Figura 3.19: Recta de calibracion de la concentracion de azul dextrano (g/L) respecto a la
absorbancia a 618 nm.
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4. RESULTADOS Y
DISCUSION

4.1. Estudio de la influencia de la naturaleza de la
fuente de luz en el crecimiento de R. rubrum

4.1.1. Introducciéon

n el crecimiento de microorganismos fotosintéticos la naturaleza de la luz,
Econcretamente su espectro de absorcién, desarrolla un papel muy importante.
Se han llevado a cabo diferentes experimentos, en discontinuo y con iluminacion
monodimensional, con el objetivo de estudiar la influencia de la naturaleza de la
radiacion suministrada sobre la cepa de R. rubrum, utilizando dos tipos diferentes de
lamparas: halégenas e incandescentes. Las primeras han sido consideradas como

referencia porque son las utilizadas en todos los trabajos previos del proyecto
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MELISSA. Por otro lado, las lamparas incandescentes son el sujeto de este estudio,
dado que su espectro de emisién de luz presenta valores maximos a unas longitudes
de onda muy cercanas a la de los picos de absorcién de las clorofilas del centro de

reaccion de las bacterias fotosintéticas.

Con la finalidad de conocer las caracteristicas de la luz emitida por los dos tipos de
lamparas utilizados en estos experimentos, se midieron sus espectros de emision
(figura 4.1) en los laboratorios de ESTEC XAL (Noordwijk, Holanda).

120
110 4] — L halc?gena 12V
— L. halégena 10 V
100 4 L. halégena 9 V
3 —— L. halégena 6 V
2 90 9| —— L. incandescente
Eg s0
0 X
U o 70
se 70
-
L © 60 A
o
T8 g
I
28 401
a}
S 301
o
20 A
10 1
0 - — T T T T T

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Longitud de onda (nm)

Figura 4.1: Espectros normalizados de emision de los dos tipos de lamparas utilizadas,
incandescentes (15 W, 220 V) y halégenas (20 W, 12V).

Observando la figura 4.1, se puede apreciar que el maximo de emision de radiacion
en el caso de las lamparas haldégenas se encuentra situado sobre 720-740 nm,

mientras que en el caso de las incandescentes éste se alcanza a 960 nm.

Por otro lado, hay que tener presente que R. rubrum no tiene maximos de absorcién

de luz a 720-740 nm, sino que contiene carotenoides que absorben a longitudes de
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onda mas bajas (el maximo se encuentra sobre 520 nm) y clorofilas que absorben en
el rango 800-950 nm (picos a 800 y 880 nm) (Kohen et al., 1995; Madigan, 1988).

La luz recogida a 520 nm, a nivel de membrana, es finalmente transferida hasta el
centro de reaccion, el cual tiene el maximo de absorcion a 880 nm. Como
consecuencia de este flujo de energia, parte de la energia recogida a 520 nm se
pierde en forma de calor, en una cantidad que, como minimo, es del mismo orden
que la diferencia del contenido energético entre los fotones de la luz recogida a 520
nm y los de la luz absorbida a 880 nm (Goedheer, 1959). Asi pues, la energia de la
cual las células pueden disponer es sin duda inferior a la energia de los fotones
absorbidos y, por tanto, la luz absorbida a 880 nm es utilizada de forma mas eficiente
que la luz absorbida a longitudes de onda mas bajas. Existen experimentos previos
donde se han observado diferentes velocidades especificas de crecimiento en funcidn
de la luz monocromadtica subministrada al cultivo (Gobel, 1978b). Por ejemplo,
teniendo en cuenta el mismo nuimero de fotones, los de 860 nm hacen que las células
crezcan a una velocidad especifica mas elevada que los de 522 nm. No obstante, una

ldampara no emite luz monocromatica y, ademas, genera calor.

Por otro lado, si se tiene en cuenta que el sensor de luz utilizado realiza las lecturas
en el intervalo del espectro entre 400 y 700 nm y que las células de R. rubrum tiene
capacidad de captar fotones de longitud de onda mayor de 700 nm, se plantea la
necesidad de determinar si las células aprovechan eficientemente la luz captada por

encima de los 700 nm.

Ademas, desde el punto de vista practico y teniendo en cuenta que el espectro de
emision de los dos tipos de ldamparas es muy diferente, es importante evaluar qué
ldmpara es mas adecuada para el cultivo de R. rubrum y, en términos de energia,

cual es mas eficaz.
4.1.2. Equipo experimental

Los experimentos se han llevado a cabo en el sistema experimental que se muestra
en la figura 4.2 y en la figura 4.3. Este consiste en una cdmara oscura, con las
superficies internas recubiertas de color negro, donde se ha instalado, en cada uno de
los dos estantes de los que dispone, dos montajes analogos en los que la iluminacion

es monodimensional. Asi pues, en cada experimento es posible medir la velocidad
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especifica de crecimiento de las células para los dos tipos de lamparas, en las mismas

condiciones de operacidn y de forma simultanea.

En el montaje del estante inferior se han instalado 9 ldmparas incandescentes (Philips
Practitone, 220V, 15W) y estan situadas a una distancia de 130 mm de la superficie
de la botella Roux donde se desarrolla el cultivo. Por el contrario, en el estante
superior de la camara oscura, se han instalado 8 lamparas haldgenas (Silvana
professional BAB 38° 12V 20W, versién mejorada, con filtro de ultravioleta, cédigo

tipo 215) a una distancia de 280 mm de la superficie de la botella.
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Figura 4.2: Esquema del montaje experimental utilizado. A: Lamparas incandescentes: B:
Lamparas halégenas; C: Soporte para lamparas; D: Botellas Roux; E: Agitador magnético; F:
Bafio termostatico; G: Sensor de luz; H: Bafio de agua; I: Serpentin; J: Ventilador; K: Camara
oscura; L: Termémetro.
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El volumen de las botellas Roux es 1.4 L. Las dimensiones externas de la base inferior
son 120 x 55 mm y el grosor medio del vidrio es de 2 mm. La parte superior de la
botella estd redondeada. No obstante, a partir del area de la base y del volumen se
puede calcular que el area de la superficie expuesta a la radiacion es de 237 x 120
mm (0.0208 m?).

La temperatura de los dos montajes se mantiene constante a 30 + 1 °C mediante dos
serpentines sumergidos en un bafio de agua, por el interior del cual circula un liquido
refrigerante (20% etilenglicol - 80% agua) a 28 ©°C. El control de temperatura es

manual con un termémetro, puesto que la temperatura no sufre grandes oscilaciones.

Figura 4.3: Vista general del montaje experimental utilizado.
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Se ha ajustado el voltaje de los dos montajes de tal manera que la intensidad de luz
sea la deseada, medida sobre una lamina de vidrio graduada, justo en la misma
posicion a la que se encontraria la parte frontal de la botella. Los valores de
intensidad de luz medidos y su distribucién se detallan en el Capitulo de materiales y

métodos (pagina 127).

La radiacion fotosintética activa (PAR) se ha medido utilizando un sensor de luz (Licor
Li-190SA) conectado a un amplificador LI-189. El sensor proporciona valores de la
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) expresado en pE-m2-s*. Como esta
medida comprende Unicamente los fotones emitidos en el rango 400-700 nm y las
células de R. rubrum son capaces de absorber fotones en el rango 350-950 nm, se
han convertido los resultados proporcionados por el sensor al rango de absorcién de
las células. La lectura en el rango 350-950 nm es igual a la lectura en el rango 400-
700 nm multiplicada por un factor de proporcionalidad, el cual tiene en cuenta la
ampliacién del area bajo la curva del espectro de absorcion que supone aumentar el

rango de longitud de onda.

En la tabla 4.1 se resumen los experimentos realizados en este estudio, asi como sus

condiciones de iluminacion.

Condiciones PPFD=SE 350-950 nm *SE
Experimento
de iluminacion (UE-m™=2.s1) (UE-m™=2.s1)
8 ldmparas haldgenas, 6.5 V 37.99+0.7 94.98+0.8
1,2,3,4y5 9 ldmparas incandescentes,
37.99+0.5 170.96+0.7
220V
8 ldmparas haldgenas, 6.5 V 37.99+0.7 94.98+0.8
6 9 ldmparas incandescentes,
13.48+0.3 97.41+0.6
220V

Tabla 4.1: Intensidades medias de luz de los diferentes experimentos llevados a cabo. S.E.: Error
estandar, SE=SD-n(¥?, SD: desviacién estandar. PPFD: densidad de flujo de fotones
fotosintéticos.
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En la primera serie de experimentos, la cantidad de fotones emitidos en el rango 400-
700 nm es la misma. En cambio, el ultimo experimento se ha llevado a cabo
aportando la misma cantidad de fotones emitidos en el rango de absorcién de las
células, 350-950 nm.

En estos experimentos se han utilizado dos fuentes de carbono diferentes, para
comprobar que las diferencias observadas como consecuencia de la variacion del
espectro de emision de las lamparas no dependen de la fuente de carbono utilizada.
Los experimentos niumero 1, 2, 3 y 6 se han realizado con acido acético como fuente
de carbono y los nimero 4 y 5 con acido propiodnico, siendo estos acidos grasos la
principal fuente de carbono esperada en la salida del compartimento I del bucle
MELISSA.

4.1.3. Resultados y discusién

Fuente de carbono: Acido acético

Este experimento se ha realizado por triplicado, correspondiente a los ensayos 1, 2 y
3, con la finalidad de evaluar la precisién de los resultados. En el ensayo nimero 1 se
ha utilizado un indculo desarrollado en acido malico y bajo la iluminacidén de lamparas
haldgenas, mientras que en los ensayos 2 y 3 el inéculo utilizado ha sido una fraccion
de cultivo procedente del ensayo previo que habia estado bajo iluminacidén procedente

de las ldamparas haldgenas.

En todos los casos, los indculos utilizados en los dos montajes procedian del mismo
origen y el volumen utilizado ha sido exactamente el mismo, aproximadamente 400
mL, ya que utilizando volimenes de indculo relativamente elevados se reduce
considerablemente la etapa de latencia y casi al principio del crecimiento ya se

alcanza la fase lineal.

El seguimiento de los cultivos se puede apreciar en la figura 4.4, en la figura 4.5 y en
la figura 4.6, correspondientes a los ensayos 1, 2 y 3, respectivamente. En cada
figura se ha representado la evolucion de la concentracion de células (g peso seco /L)
y de la concentracidon de acido acético (g de C/L), para los dos tipos de ldmparas,

frente al tiempo.
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Conc. células (g peso seco/L)
y conc. acido acético (g C/L)

Tiempo (h)

O @ O e

Conc.
Conc.
Conc.
Conc.

células (g peso seco/L) - Lamparas haldgenas
acido acético (g C/L) - Lamparas haldgenas
células (g peso seco/L) - Lamparas incandescentes
acido acético (g C/L) - Lamparas incandescentes

Figura 4.4: Ensayo numero 1. Crecimiento de R. rubrum en discontinuo, con &cido acético como

fuente de carbono y bajo
incandescentes.

la iluminaciéon de dos tipos diferentes de lamparas, halégenas e

El crecimiento de las células se hizo midiendo la absorbancia del cultivo a 700 nm v,

mediante una calibracion previa (detallada en el Capitulo de materiales y métodos,

pagina 114) se ha interpolado el peso seco.

La concentracion de acido acético se ha determinado mediante cromatografia de

gases y el protocolo estd detallado en el Capitulo de materiales y métodos (pagina

115).
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5 ——— 1

Conc. células (g peso seco/L)
y conc. acido acético (g C/L)

OAAAAXAAAAXAAAAXAAAXAAA Axr\xlxr\xxlxxo
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Tiempo (h)

Conc. células (g peso seco/L) - Lamparas haldgenas
Conc. acido acético (g C/L) - Lamparas haldgenas

Conc. células (g peso seco/L) - Lamparas incandescentes
Conc. acido acético (g C/L) - Ldmparas incandescentes

O @ O e

Figura 4.5: Ensayo nimero 2. Fuente de carbono: acido acético.
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Conc. células (g peso seco/L)
y conc. acido acético (g C/L)

Tiempo (h)

Conc. células (g peso seco/L) - Lamparas haldgenas
Conc. acido acético (g C/L) - Lamparas haldgenas

Conc. células (g peso seco/L) - Lamparas incandescentes
Conc. acido acético (g C/L) - Lamparas incandescentes

O @ O e

Figura 4.6: Ensayo nimero 3. Fuente de carbono: acido acético.

Los resultados de estos tres ensayos se resumen el la tabla 4.2.

Evaluacién de la velocidad volumeétrica de crecimiento

Con la finalidad de poder comparar las velocidades de crecimiento en los diferentes
experimentos es necesario utilizar un parametro que sea constante y representativo
del crecimiento. En un cultivo en discontinuo donde el aporte de luz representa un
factor limitante, a medida que la densidad de células va aumentando, la luz
disponible en el interior del cultivo va disminuyendo y, en consecuencia, la velocidad
especifica de crecimiento también disminuye. Asi pues, éste no es un parametro que

se mantenga constante a lo largo de un cultivo en discontinuo.
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Contrariamente, el producto de la velocidad especifica de crecimiento por la
concentracidon de células si que se mantiene constante durante la fase en que la luz
aportada limita el crecimiento y éste es lineal respecto al tiempo. Este producto se
puede considerar como la velocidad volumétrica de crecimiento de las células,

expresada en g-L''-h™,

Incremento Conc. inicial Rendimiento

Tipo de Tiempo pH
Ensayo amparas de P.S. ac. acético global ™ final
(g/L) (g C/L) (g P.S.7/g ©)

Halégenas 2.88 1.76 1.63 263 7.78

' Incandescentes 3.56 1.57 2.27 216 7.89
Halégenas 2.31 0.91 2.54 120 7.46

’ Incandescentes 2.97 0.82 3.63 90 7.61
Halégenas 2.36 0.85 2.78 104 7.72

’ Incandescentes 2.51 0.94 2.67 124 7.75

Tabla 4.2: Resultados de los rendimientos globales. Fuente de carbono: &cido acético. P.S.: Peso
seco.

Para evaluar la velocidad volumétrica de crecimiento, se han representado los puntos
experimentales obtenidos utilizando iluminaciéon haldgena (figura 4.7) e iluminacion
incandescente (figura 4.8). Esta velocidad se calcula en la fase de crecimiento lineal,
cuando éste esta limitado por la luz y cuando las posibles fases de adaptacion y

aceleracion se han acabado.

Observando estas graficas se puede apreciar que, en general, la velocidad
volumétrica de crecimiento obtenida en los tres ensayos utilizando el mismo tipo de
lampara es muy parecida y presentan una dispersion experimental baja. No obstante,
en el caso de las ldamparas incandescentes, el ensayo 2.B. muestra una dispersion
experimental por encima de los otros y la velocidad de crecimiento que se acaba

determinando difiere sustancialmente de las otras dos.
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® Ensayo 1.A. - Conc. células (g peso seco/L)=0.0269 t (h) - 4.3676
4 Ensayo 2.A. - Conc. células (g peso seco/L)=0.0260 t (h) - 0.9338
= Ensayo 3.A. - Conc. células (g peso seco/L)=0.0281 t (h) - 0.4330

Figura 4.7: Experimentos con iluminacidon halégena. Fuente de carbono: &cido acético. Los
simbolos rellenos corresponden a la fase lineal, mientras que los vacios han sido despreciados en
el célculo, por alejarse del comportamiento lineal.

Aln asi, se puede considerar que los cinco ensayos, exceptuando el 2.B., son
coherentes con las condiciones de iluminacién utilizadas y representativos del

comportamiento del cultivo en estas condiciones.

En la figura 4.7 y en la figura 4.8 se puede apreciar que en el ensayo 1 la fase de
latencia es considerablemente mas larga que en los experimentos 2 y 3. Esto puede
explicarse en base a que el inéculo utilizado en este ensayo ha crecido utilizando
acido malico como fuente de carbono, mientras que en los otros dos casos el indculo
ha crecido con &cido acético. Asi, se ha reducido en gran medida el periodo de
adaptacion de las células a las nuevas condiciones en el inicio del experimento
(todavia tiene que adaptarse, puesto que las condiciones de iluminacion requieren un

cambio en la concentracidon de pigmentos).
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® Ensayo 1.B. - Conc. células (g peso seco/L)=0.0405 t (h) - 4.5667
A Ensayo 2.B. - Conc. células (g peso seco/L)=0.0663 t (h) - 2.6277
= Ensayo 3.B. - Conc. células (g peso seco/L)=0.0465 t (h) - 0.3878

Figura 4.8: Experimentos con iluminacién incandescente. Fuente de carbono: acido acético. Los
simbolos rellenos corresponden a la fase lineal, mientras que los vacios han sido despreciados en
el célculo, por alejarse del comportamiento lineal.

En la tabla 4.3 se muestran los valores de la velocidad volumétrica de crecimiento
obtenidas con los dos tipos de lamparas asi como la medida de dispersién

experimental.
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Tipo de Lamparas Lamparas

iluminacion halégenas incandescentes

Velocidad volumétrica media de
0.027 0.051
crecimiento (g-L*-h™?)

Error estadndar 6-10* 8-1073

Tabla 4.3: Velocidad volumétrica media de crecimiento en funcién del tipo de iluminacién. Fuente
de carbono: &cido acético.

Fuente de carbono: Acido propiénico

Para conocer la influencia de la fuente de carbono y de electrones en el crecimiento
de las células de R. rubrum cuando se utilizan diferentes tipos de fuentes de luz se
han realizado dos ensayos mas (ensayos 4 y 5), en los cuales se ha sustituido el
acido acético por el acido propidnico. Igual que en los otros tres experimentos
previos, se ha intentado que las condiciones ambientales de estos dos experimentos

fuesen las mismas, con el objetivo de ver si los resultados son reproducibles.

En estos experimentos la intensidad de la luz se ha mantenido constante e igual que

en los ensayos con acido acético, como se puede apreciar en la tabla 4.1.

En ambos casos el volumen de indculo utilizado ha sido de 400 mL, para minimizar la
etapa de latencia y que en el inicio del crecimiento la luz ya fuese la etapa limitante
de éste. Los dos indculos habian crecido previamente en acido acético como Unica

fuente de carbono y bajo la iluminacién de ldmparas haldgenas.
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3.5 —————

Conc. células (g peso seco/L)
y conc. acido propionico (g C/L)
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o Conc. acido propionico (g C/L) - Lamparas haldgenas
® Conc. células (g peso seco/L) - LaAmparas incandescentes
©  Conc. acido propiodnico (g C/L) - LAmparas incandescentes

Figura 4.9: Ensayo nimero 4. Fuente de carbono: &cido propiénico.

En la figura 4.9 y en la figura 4.10 se puede observar la evolucion de los dos
experimentos frente al tiempo. Se ha medido la variacién de la concentraciéon de

células y de la concentracion de acido propionico para los dos ensayos paralelos.
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Figura 4.10: Ensayo nimero 5. Fuente de carbono: acido propiénico.

Los resultados de estos dos ensayos se encuentran resumidos en la tabla 4.4.

Incremento Conc. inicial

Rendimiento

Tipo de Tiempo pH
Ensayo de P.S. ac. acético global
lamparas (h) final
(g/7L) (g C/L) (g P.S.7/g ©)

4 Halégenas 1.12 0.87 1.29 130 7.62
Incandescentes 2.04 0.92 2.22 140 7.80
Halégenas 1.42 0.51 2.78 90 7.68
Incandescentes 2.19 0.50 4.38 150 7.73

Tabla 4.4: Resultados de los rendimientos globales. Fuente de carbono:

Peso seco.

acido propiénico. P.S.:
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Evaluacioén de la velocidad volumeétrica de crecimiento

Igual que con los experimentos realizados con acido acético como fuente de carbono,
en este caso también se ha determinado la velocidad volumétrica de crecimiento
mediante la representaciéon de los resultados obtenidos experimentalmente en la

figura 4.11 y en la figura 4.12.
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A Ensayo 5.A. - Conc. células (g peso seco/L)=0.012 t (h) + 0.740

Figura 4.11: Experimentos con iluminaciéon halégena. Fuente de carbono: &cido propiénico. Los
simbolos rellenos corresponden a la fase lineal, mientras que los vacios han sido despreciados en
el célculo, por alejarse del comportamiento lineal.
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Figura 4.12: Experimentos con iluminacién incandescente. Fuente de carbono: &cido propidnico.
Los simbolos rellenos corresponden a la fase lineal, mientras que los vacios han sido despreciados
en el célculo, por alejarse del comportamiento lineal.

En estas dos graficas se puede apreciar que los experimentos realizados para
determinar la velocidad volumétrica de crecimiento presentan una dispersion
experimental baja para los dos tipos de iluminacion. En las dos figuras so6lo se han
tenido en consideracion los puntos pertenecientes a la fase lineal, despreciando los

puntos de la fase de latencia o de la de desaceleracion.

En la tabla 4.5 se resumen los valores de la velocidad volumétrica de crecimiento
obtenidos en los experimentos con &cido propiénico y una estimacion del error

experimental.

Los resultados experimentales obtenidos, utilizando tanto acido acético como acido
propidnico, indican que las células son capaces de crecer a velocidades volumétricas

mas elevadas cuando la luz que reciben es la de una lampara incandescente, para
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una misma intensidad de luz medida con el sensor de luz, siendo el rango de medida
entre 400 y 700 nm.

Tipo de Lamparas Lamparas

iluminacion halégenas incandescentes

Velocidad volumétrica media
0.012 0.017
de crecimiento (g-L'*-h™)

Error estdndar 1-10* 3-10*

Tabla 4.5: Velocidad volumétrica media de crecimiento en funcion del tipo de iluminacién. Fuente
de carbono: acido propiénico.

Este hecho se puede explicar teniendo en cuenta que las lamparas incandescentes
emiten radiaciéon también entre 800 y 950 nm, rango en que las ldmparas halégenas
practicamente no emiten radiacidon y que coincide exactamente con las longitudes de

onda a las que absorben luz las bacterioclorofilas.

Por tanto, se puede concluir que las células, en el caso de las lamparas
incandescentes, aprovechan una fraccion de radiacion que en las otras ldamparas no

estd presente.

Por otro lado, la cantidad total de fotones emitidos por las [damparas incandescentes
en el rango 350-950 nm es mas elevada que la de las ldmparas haldégenas, también
medida en el mismo rango. Si se considera el rango del espectro en el que las células
de R. rubrum pueden utilizar la luz disponible, 350-950 nm, parece una consecuencia
légica, por tanto, que utilizando iluminacion incandescente las células alcancen

velocidades volumétricas de crecimiento superiores.

Con estos resultados obtenidos queda la duda razonable de si las células crecen mas
rapidamente cuando estan iluminadas con ldmparas incandescentes porque la
cantidad total de fotones emitida, en el rango en el que ellas la pueden aprovechar,
es mas elevada, o bien porque las células presentan una eficacia energética mas alta

bajo este tipo de iluminacion.

Para discernir claramente cual es la causa de este aumento en la velocidad de

crecimiento, se ha realizado otro experimento (nimero 6), donde se ha ajustado la

152



Capitulo 4 — Resultados y discusion

intensidad eléctrica que alimenta a las lamparas para que la cantidad total de fotones

emitidos entre 350 y 950 nm sea la misma en los dos montajes experimentales, con

ldmparas halégenas y con lamparas incandescentes.

Asi pues, la intensidad de radiacion de las ldamparas incandescentes en el rango 350-

950 nm se ha ajustado a 97.41+0.6 (pE-m™-s'), mientras que la intensidad de las

ldmparas halégenas se ha mantenido constante a 94.98+0.8 (uE-m™2-s?). Se ha

escogido como Unica fuente de carbono para realizar este experimento el acido

acético, ya que la velocidad de crecimiento es mas elevada y R. rubrum crece de

forma satisfactoria en este medio.
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Figura 4.13: Ensayo numero 6. Crecimiento de R. rubrum en discontinuo, con &acido acético como
fuente de carbono y bajo la iluminacion de dos tipos diferentes de lamparas, halégenas e
incandescentes, con la misma cantidad total de fotones emitida en el rango 350-950 nm.

153



Capitulo 4 — Resultados y discusion

En la figura 4.13 se pueden observar los resultados experimentales obtenidos en el
experimento numero 6. Las velocidades volumétricas de crecimiento obtenidas son

muy parecidas, independientemente del tipo de ldmpara utilizado.

Incremento Conc. inicial Rendimiento

Tipo de Tiempo pH
Ensayo de P.S. ac. acético global
lamparas (h) final
(g7L) (g C/L) (g P.S.7g C)
Haldgenas 2.73 1.05 0.41 105 7.55
Incandescentes 2.73 1.12 0.39 105 7.61

Tabla 4.6: Resultados de los rendimientos globales. Fuente de carbono: acido acético.

Si se realiza una regresion lineal de los datos experimentales pertenecientes a la fase
lineal de crecimiento (figura 4.14), se obtienen las velocidades volumétricas de

crecimiento, que se muestran en la tabla 4.7.
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Figura 4.14: Evaluacién de la velocidad volumétrica de crecimiento media para los dos tipos de
lamparas. Fuente de carbono: &cido acético. Los simbolos rellenos corresponden a la fase lineal,
mientras que los vacios han sido despreciados en el célculo, por alejarse del comportamiento
lineal.
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Tipo de Lamparas Lamparas

iluminacion halégenas incandescentes

Intensidad de luz media, 350-950
94.98+0.8 97.41+0.6
nm (pE-m72-st)

Velocidad volumétrica media de
0.023 0.022
crecimiento (g-L'-h™?)

Tabla 4.7: Velocidad volumétrica de crecimiento media obtenida en el experimento 6 en funcion
del tipo de iluminaciéon. Fuente de carbono: &cido acético.

4.1.4. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos, se puede determinar que las células de
R. rubrum captan fotones de longitud de onda superior a 700 nm y los aprovechan
eficientemente. Este hecho exige trabajar con un rango del espectro ampliado a 350-
950 nm.

También se ha comprobado que cuando la cantidad total de fotones enviados es la
misma dentro del rango 350-950 nm, las células crecen a la misma velocidad
volumétrica de crecimiento, independientemente del tipo de lampara utilizada. Las
lamparas halégenas envian mayor cantidad de fotones de menor longitud de onda
(mayor energia por fotdn). Sin embargo, a igualdad de fotones el crecimiento es
equiparable en velocidad y rendimiento. Dicho comportamiento parece reflejar el
hecho de que la energia proveniente de fotones con distinta longitud de onda y
capturada por distintos tipos de pigmentos es finalmente redirigida a los centros de
reaccion, a partir de donde se sigue un proceso comun de utilizacion de la energia. El
efecto final es equivalente a que todos los fotones hubieran sido recogidos
directamente por el centro de reaccidon a longitudes de onda alrededor de los 880 nm,
habiéndose disipado la diferencia de energia en el proceso de transferencia. Asi pues,
y sin tener en consideracion otros aspectos, los dos tipos de lamparas son igual de

adecuados para el crecimiento de R. rubrum.

No obstante, desde el punto de vista energético, las [amparas halégenas envian mas

fotones energéticos que las lamparas incandescentes. Asi pues, para una misma
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cantidad total de fotones enviados, las ldmparas haldégenas envian mas energia que
las ldmparas incandescentes. Como el crecimiento de las células conseguido sera
semejante independientemente del tipo de lamparas, pues la cantidad total de
fotones enviados es la misma, las ldmparas halégenas son menos eficientes que las

lamparas incandescentes desde el punto de vista estrictamente energético.

Sin embargo, las lamparas incandescentes consumen mas energia eléctrica para
enviar la misma energia luminica, hecho que se traduce en que las lamparas

incandescentes generan mucho mas calor.

Teniendo en cuenta las ventajas e inconvenientes de los dos tipos de ldmparas, se ha
decidido seguir utilizando ldamparas haldgenas en este trabajo. Ademas, de este tipo
de ldmparas es del que se dispone mas datos experimentales en el grupo de

investigacion.
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4.2. Estudio de la influencia de la intensidad de
la radiacion en el crecimiento de R. rubrum

4.2.1. Introduccion

En el cultivo de microorganismos fotosintéticos, la radiacidon disponible por las células
desarrolla el papel de un substrato mas, aunque con la particularidad que supone su
transporte desde el exterior del fotobiorreactor hasta las membranas fotosintéticas de

las células.

La radiacion, desde que sale de la lampara y en cada una de las direcciones en las
que es emitida, se va atenuando a medida que se va abriendo paso a través de un
medio participativo, es decir, aquél en el que la luz es absorbida, dispersada,
reflejada o bien cualquier combinacién de estos efectos. Consecuentemente, la
distribucion espacial de la luz es altamente heterogénea dentro del cultivo (Aiba,
1982; Cornet et al., 1992; Acién Fernandez et al., 1997).

Generalmente, los fotobiorreactores estan gobernados por la disponibilidad de energia
radiante que las células tienen. La limitacion del crecimiento por la luz se puede
explicar sencillamente en base, por un lado, a los elevados coeficientes de extincidn
de las suspensiones de microorganismos y, por otro lado, por la dificultad de aportar
toda la luz necesaria para el crecimiento en la mayoria de las configuraciones
geométricas de los fotobiorreactores utilizados para el cultivo de microorganismos
fotosintéticos a concentraciones moderadas de células (Camacho et al.,, 1982;
Martinez et al., 1997).

La necesidad de conocer y poder predecir la velocidad a la que creceran las células de
R. rubrum para establecer una estrategia de operacion del compartimento II en el
seno del bucle MELiISSA, han motivado la serie de experimentos que se presentan en
este apartado, en los que se plantea obtener informacidon sobre la influencia de la

intensidad de la radiacidon en el crecimiento de R. rubrum.

A diferencia de los experimentos realizados en la cdmara oscura con botellas Roux, en
este caso se ha optado por llevar a cabo los experimentos en un fotobiorreactor a
escala piloto (Applikon, 2.4 L), el cual permite trabajar en continuo. Asi pues, es
posible seleccionar diferentes velocidades de crecimiento en las que obtener estados

estacionarios y caracterizarlos, cosa que no es posible en un sistema en discontinuo.
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Para variar la cantidad media de luz que tienen las células disponible, principalmente,
se pueden cambiar dos parametros: la intensidad de la iluminacién incidente -
irradiancia incidente (o) - o bien la velocidad de dilucién del cultivo. El efecto del
primero es evidente, al disminuir la cantidad de radiacién emitida por la lampara,
disminuye el perfil de luz en su conjunto dentro del cultivo. En cambio, al aumentar la
velocidad de dilucién, la concentracién de células disminuye y, en consecuencia, la
atenuacidon de la luz también se reduce y el perfil de luz en el interior del cultivo
aumenta respecto al que habia. Es decir, al aumentar la velocidad de dilucién, las

bacterias reciben mas luz individualmente.
4.2.2. Resultados y discusion

Para estudiar la relacion entre la intensidad de luz incidente y la velocidad especifica
de crecimiento se ha utilizado el fotobiorreactor Applikon (caracteristicas detalladas
en el capitulo de materiales y métodos, pagina 108) y se han implementado las dos
estrategias anteriormente expuestas: se ha variado la velocidad de dilucién, asi como
la irradiancia incidente. Concretamente se ha experimentado con tres velocidades de
dilucién diferentes: 0.04 h, 0.08 h* y 0.12 h'', Para cada velocidad de dilucién, se
ha empezado el cultivo al maximo de la intensidad de luz incidente posible en este
biorreactor y, a medida que el cultivo llega a un estado estacionario, se disminuye la

irradiancia incidente.

La concentracion de carbono del medio de cultivo de entrada al reactor se ha ido
variando acorde con el resto de condiciones, con el objetivo de asegurar que en todo

momento el crecimiento esta limitado por el aporte de luz y no de carbono.

Como fuente de carbono para llevar a cabo estos cultivos se ha elegido el acido
acético por varias razones. La mas importante, que es ésta la fuente de carbono
mayoritaria esperada en la salida del compartimento I del bucle MELISSA. Ademas, es
una fuente de carbono con la que R. rubrum crece de forma satisfactoria y de la que

mas resultados y experiencia se posee.

Para alcanzar la primera velocidad de dilucién escogida, 0.04 h, se ha optado por
aumentar de forma progresiva la velocidad de dilucion desde el final del cultivo en
discontinuo, para que las células se vayan adaptando a las nuevas condiciones. Asi se
ha llevado a cabo el experimento en continuo que se representa en la figura 4.15, el

cual empieza en el final de un cultivo en discontinuo. La irradiancia incidente es de
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4858 ;.E:-m™2.s! y la concentracién de fuente de carbono -acido acético- en el medio
de entrada de 1 g C/L. La primera velocidad de dilucién ensayada (parte I) es 0.02 h'
y cuando se alcanza el estado estacionario (1.61 g/L de peso seco) se aumenta a
0.04 h™, sin que la concentracién de células varie significativamente. Este hecho se
atribuye a la alta afinidad que tienen las células de R. rubrum por el acido acético,
haciendo que la variacién de la concentracidn de células sea despreciable al aumentar
la velocidad de dilucion. Por tanto, se puede concluir que el crecimiento se encuentra

limitado por el aporte de carbono.
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Figura 4.15: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando acido acético como fuente de carbono.
%o=4858 ,/E-m2.sty 1 g C/L. Parte I: D=0.02 h; Parte Il (MC ndm. 1): 0.04 h. Linea roja:
promedio de valores de la concentracién de células.
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Condiciones de cultivo Parte 1 Parte 11
Fuente de carbono A. Acético A. Acético
Conc. de carbono entrada (g C/L) 1.0 1.0
Velocidad de dilucién, D (h'!) 0.02 0.04
Tiempo de residencia, 7 (h) 50 25
NUmero de tiempos de residencia 3.9 4.7
Irradiancia incidente, ¥ (E-m%s™) 4858 4858
Peso seco (g C/L) 1.61+0.02 1.61+0.01

Tabla 4.8: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.15)
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Figura 4.16: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando &cido acético como fuente de carbono.
D=0.04 h' y 1 g C/L. Parte | (MC ndm. 2): ¢=4858 ,[E-m2.s*; Parte Il (MC nim. 3): ¢=2229
,E-m2.s1; Parte 111 (MC ndm. 4): #=1290 /E-m2.s; Parte IV: ¢=1730 .E-m2.s?; Parte V:
#0=4858 ,[E-m>2.s. Linea roja: promedio de valores de la concentracién de células.
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En la figura 4.16 se representa los resultados obtenidos en un ensayo en que las
condiciones del primer experimento en continuo son iguales a las del experimento
anterior (figura 4.15, parte II), con el objetivo de comprobar la concordancia entre
dos experimentos diferentes (parte I). El resultado indica que dentro la precisién de
las medidas, toda la fuente de carbono es consumida y la concentracion de células se

sitla sobre 1.60 g/L de peso seco.

Condiciones de cultivo Parte 1 Parte 11
Fuente de carbono A. Acético A. Acético
Conc. de carbono entrada (g C/L) 1.0 1.0
Velocidad de dilucién, D (h') 0.04 0.04
Tiempo de residencia, 7 (h) 25 25
NUmero de tiempos de residencia 7.8 4.7
Irradiancia incidente, ¥ (E-m2-s) 4858 2229
Peso seco (g/L) 1.59+0.01 1.45+0.01
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D. 0.038+0.001

Tabla 4.9: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.16). L.D.: Limite de deteccion.

Cuando habian transcurrido 195 horas de cultivo continuo, se variaron las condiciones
de cultivo bajando la irradiancia incidente, pasando de 4858 a 2229 iE-m2st. En
consecuencia, el peso seco disminuyd hasta estabilizarse en 1.45 g/L y empezé a
aparecer una cierta concentracion de acido acético sin consumir en el cultivo, 0.038 g
C/L. Posteriormente, la irradiancia incidente fue disminuida aun mas, hasta 1290
JE:m™2-s, provocando diferentes efectos en el cultivo. Por un lado, la concentracién
de fuente de carbono sin consumir empezé a aumentar de forma lineal con el tiempo.
Por otro lado, y de forma simultanea, las células de R. rubrum empezaron a formar
agregados macroscopicos de células y a adherirse a la superficie interna de cristal del
reactor, disminuyendo de forma drastica la concentracion de células en suspension y
apantallando la luz que llegaba al cultivo. Una posible explicacién de este
comportamiento podria ser que una irradiancia incidente de 1290 ;E-m-2-s! sea
suficientemente baja para mantener a las células creciendo a esa velocidad de
dilucion. Para comprobar esta hipotesis y determinar qué cantidad de radiacidn seria

la minima suficiente para mantener el cultivo en condiciones estacionarias a esa
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velocidad de dilucion, se aumentd la irradiancia incidente a 1730 uE-m2s™. Sin
embargo, las células continuaron agregandose y adhiriéndose al cristal del reactor.
Claramente es un sistema inestable, puesto que cuantas mas células se adhieran al
cristal apantallando la luz, menor seré la luz que estara disponible para las células en
suspension. Al no producir ningin efecto al aumentar ligeramente la intensidad de
luz, se restablecieron las condiciones de iluminacion iniciales (4858 E-m™2:s™), las
cuales habian demostrado ser suficientes para mantener el crecimiento de las células.
No obstante, no se observé ningln cambio en cuanto a la concentracién de células.
Asi, se observo que una vez las células se empiezan a adherir al cristal del reactor, el
proceso ya no se puede revertir cuando se restablecen las condiciones iniciales del

experimento.

En la figura 4.17 se puede apreciar la apariencia del fotobiorreactor cuando las células
de R. rubrum se adhieren a la pared de cristal. Curiosamente, tota la pared interna
del reactor queda cubierta por una capa gruesa de agregados macroscopicos de

células, excepto en la superficie de delante de las l[dmparas.

Figura 4.17: Células de R. rubrum adheridas en la pared de cristal del reactor.
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En la figura 4.18 y en la figura 4.19 se muestran observaciones microscopicas de
células de R. rubrum. En ellas se puede observar que las células presentan
inclusiones intracelulares que brillan en el microscopio optico. Ademas, las células
estéan inmoviles y tienden a formar agregados. Inicialmente, cuando estos agregados
empiezan a formarse, se componen de pocas células (agregados microscopicos) y
estan en suspensién. Pero, cuando el cultivo lleva en estas condiciones varios dias,
los agregados de células estan ya compuestos por un nimero muy elevado de células
(ya son agregados macroscépicos) y se adhieren a las paredes internas del reactor.

Practicamente todas las células del cultivo se encuentran en este estado.

Figura 4.18: Células de R. rubrum con granulos intracelulares. 1000 x. Cuando las células
presentan este estado morfolégico, posteriormente acaban adhiriéndose a la superficie interna del
reactor.
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Figura 4.19: Células de R. rubrum con granulos intracelulares formando un agregado de células
microscopico. 1000 x.

En la figura 4.20 se muestran los resultados obtenidos en el primer experimento en
continuo llevado a cabo a una velocidad de dilucién de 0.08 h™, utilizando una
irradiancia incidente de 8279 ;.E-m™:s’. Inicialmente se establecié una velocidad de
dilucién de 0.04 h' (parte I) y cuando el peso seco era cercano al del estado
estacionario (1.59 g/L), se aumentd la velocidad de dilucién a 0.08 h™'. Al hacer este
cambio, empezo a aparecer parte de la fuente de carbono sin consumir, cantidad muy
pequefia pero dentro del limite de deteccidén del analisis. Conjuntamente, las células
de R. rubrum empezaron a formar agregados y a adherirse a la pared del reactor,
disminuyendo la luz disponible para el cultivo. A medida que el experimento avanzaba
en el tiempo, las células se fueron depositando en las paredes hasta que el cultivo

acabé lavandose.
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Figura 4.20: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando &cido acético como fuente de carbono.
#0=8279 uE-m?.sty 1 g C/L. Parte I: D=0.04 h'*; Parte 11: D=0.08 h™*.

Como primera hipoétesis, parece que las células de R. rubrum son muy sensibles a la
concentracion de carbono del cultivo. Cuando ésta empieza a aumentar, como
resultado de que consumen menos carbono en términos absolutos, las células

cambian su morfologia y dejan de crecer.

Asi pues, para tener el cultivo creciendo a 0.08 h' de forma satisfactoria, la
concentracion de la fuente de carbono en el medio de entrada se redujo a la mitad.
En la figura 4.21 se muestran los resultados del experimento llevado a cabo a 0.08

h*y 0.5 g C/L, siendo el acido acético la fuente de carbono.

El primer estado estacionario obtenido a 0.08 h fue llevado a cabo utilizando una
irradiancia incidente de 8279 .E-m™2-s! (parte I). Cuando el peso seco estaba estable
entorno a 0.83 g/L y no quedaba fuente de carbono residual sin consumir, se
disminuyo la cantidad de radiacién. La nueva irradiancia incidente se fijé6 en 6486
ME-m2:st (parte II), sin que la concentracién de células ni el carbono sin consumir

acusasen cambios apreciables. Después de mas de 70 horas en estas condiciones, se
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realizd otra disminucidn en la radiacion aportada, situando la irradiancia incidente en
4858 E'm™2.s' (parte III). Este cambio provocé una ligera disminucion en la

concentracion de células (0.79 g/L) aunque toda la fuente de carbono continué siendo

consumida.
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Figura 4.21: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando &cido acético como fuente de carbono.
D=0.08 h'* y 0.5 g C/L. Parte I (MC num. 5): #=8279 jE-mZ2s?; Parte Il (MC nam. 6):
%0=6486 LE-m2.s7'; Parte 11l (MC ndm. 7): #,=4858 nE-m™2.s™. Linea roja: promedio de valores
de la concentracion de células.

Después de un analisis microscépico de una muestra obtenida al final de la parte III
del cultivo, se constatd que las células se encontraban activas, sin granulos en su
interior, moviles, y sin formar agregados. Esto podria confirmar la hipdtesis que
cuando no hay acido acético acumulado en exceso, el cultivo se mantiene de forma

satisfactoria a esta velocidad de dilucién y a esta intensidad de luz.
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Condiciones de cultivo Parte 1 Parte 11 Parte 111
Fuente de carbono A. Acético  A. Acético  A. Acético
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.5 0.5 0.5
Velocidad de dilucién, D (h') 0.08 0.08 0.08
Tiempo de residencia, 7 (h) 12.5 12.5 12.5
NUmero de tiempos de residencia 6.4 5.6 3.9
Irradiancia incidente, ¥ (E-m2.s) 8279 6486 4858
Peso seco (g/L) 0.83+0.01 0.83+£0.02 0.79+0.01
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D. <L.D. <L.D.

Tabla 4.10: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.21). L.D.: Limite de
deteccion.

Con el objetivo de evaluar el comportamiento del cultivo a esta velocidad de dilucidn
y a niveles mas bajos de iluminacion, se llevé a cabo otro experimento en continuo
con el resto de condiciones constantes, los resultados del cual se muestran en la

figura 4.22 y en la tabla 4.11.

Para comprobar la reproducibilidad de los experimentos, el primer estado estacionario
ensayado fue en condiciones idénticas al del Ultimo estado estacionario del
experimento anterior — con una irradiancia incidente de 4858 yE-m2.s! — (parte III
en la figura 4.21 y parte I en la figura 4.22). Los resultados obtenidos fueron

plenamente coincidentes.

A continuacién, la irradiancia incidente fue disminuida a 3441 ;tE:-m™.s* (parte II). En
estas condiciones la concentracidon de células sufria ciertas oscilaciones, por lo que fue
necesario prolongar la duracién del estado estacionario para disponer de mas valores
de peso seco. Dentro del margen de error del resultado, el peso seco obtenido no

varié significantemente del obtenido en el estado estacionario precedente (0.80 g/L).
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Figura 4.22: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando &cido acético como fuente de carbono.
D=0.08 h'* y 0.5 g C/L. Parte I: #,=4858 .E-m2.s7}; Parte Il (MC num. 8): ¢=3441 j(E-m2.s7};
Parte 111 (MC ndm. 9): ¢=2266 nE-m2.s™; Parte IV (MC nim. 10): #,=1290 E-m?2.s. Linea
roja: promedio de valores de la concentracion de células.

Condiciones de cultivo Parte 1 Parte 11 Parte 111
Fuente de carbono A. Acético  A. Acético  A. Acético
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.5 0.5 0.5
Velocidad de dilucién, D (h') 0.08 0.08 0.08
Tiempo de residencia, 7 (h) 12.5 12.5 12.5
Numero de tiempos de residencia 6.0 17.2 11.5
Irradiancia incidente, ¥ (E-m2:s™) 4858 3441 2266
Peso seco (g/L) 0.79+0.01 0.80+0.01 0.76+0.01
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D. <L.D. <L.D.

Tabla 4.11: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.22). L.D.: Limite de
deteccion.

168



Capitulo 4 — Resultados y discusion

Posteriormente, la radiacion se volvid a reducir, hasta un valor de irradiancia
incidente de 2266 E-m™:s™. El peso seco disminuyd sensiblemente, situdndose en
torno a 0.76 g/L aunque continud sin aparecer acido acético sin consumir en el
cultivo. Una vez mas se volvidé a reducir la cantidad de radiacion aplicada al cultivo,
situando la irradiancia incidente en 1290 uE-m%s! (parte IV). Aunque parecia
inicialmente que el peso seco se estabilizaria entorno al valor de 0.66 g/L, empezd a
aparecer acido acético residual en el cultivo y las células de R. rubrum formaron
agregados que posteriormente se adheririan en la pared del fotobiorreactor. El
experimento tuvo que ser detenido porque todas las células en suspension del cultivo

se lavaron.

Para conocer el comportamiento de las células de R. rubrum creciendo a velocidades
especificas superiores y también para seguir estudiando el hecho de que cuando
aparece acido acético residual en el cultivo, el crecimiento de las células se dificulta,
se planificé llevar a cabo un experimento a una velocidad de dilucién de 0.12 h™'. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura 4.23 y en la tabla 4.12.
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Figura 4.23: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando acido acético como fuente de carbono.
D=0.12 h. Parte I (MC ndm. 11): ¢=8279 uE-m2.s? 0.5 g C/L; Parte Il (MC ndm. 12):
%0=8279 E-m™2.s, 0.4 g C/L; Parte I1: ¢=7351 E-m?.s?, 0.4 g C/L; Parte IV (MC nim. 13):
%0o—6486 /1,E-m’2-s’1, 0.4 g C/L; Parte V (MC num. 14): ¢,=4858 /1,E-m’2-s’1, 0.4 g C/L; Parte VI
(MC ndm. 15): ¢=3441 pE-m?2s? 0.4 g C/L. Linea roja: promedio de valores de la
concentracion de células.
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Condiciones de

Parte | Parte 11 Parte 1V Parte V
cultivo
Fuente de carbono A. Acético A. Acético A. Acético  A. Acético
Conc. de carbono
0.5 0.4 0.4 0.4
entrada (g C/L)
Velocidad de dilucion,
0.12 0.12 0.12 0.12
D (h?)
Tiempo de residencia,
8.3 8.3 8.3 8.3
7 (h)
Numero de tiempos
16.9 31.7 37.4 20.2
de residencia
Irradiancia incidente,
8279 8279 6486 4858
Yo (LE:m?s)
Peso seco (g/L) 0.75+0.01 0.69+0.02 0.73+0.02 0.76+0.01
Conc. de carbono
4.1073 <L.D. <L.D. <L.D.

cultivo (g C/L)

Tabla 4.12: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.23). L.D.: Limite de
deteccion.

El experimento se inicid a la maxima irradiancia incidente posible, 8279 E:m™2.s? y
utilizando una concentracion de fuente de carbono de 0.50 g C/L en el medio de
entrada al fotobiorreactor (parte I). El peso seco se estabilizd en 0.75 g C/L y
aparecio en el cultivo una concentracidén muy baja de fuente de carbono sin consumir.
Mediante analisis microscépico del cultivo se comprobd que las células empezaban a
variar su morfologia habitual, alargandose como para dividirse en dos, pero sin llegar

a escindirse al final.

Para evitar la acumulacion de acido acético en el cultivo, que hubiese significado el
final del mismo, y al no poder incrementar la cantidad de radiacién aportada, se optd
por disminuir la concentracion de carbono del medio de entrada en un 20%. Con la
nueva concentracién de carbono, 0.40 g C/L, se obtuvo un estado estacionario con

0.69 g/L de peso seco y sin que se apreciase carbono residual en el cultivo (parte II).
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En estas condiciones, las células recuperaron la velocidad especifica de crecimiento y

el experimento en continuo se prosiguié de forma satisfactoria.

A continuacion se volvid a disminuir la irradiancia incidente, en un doble escalén para
suavizar el cambio, primero y brevemente se situé en 7351 pE-m2-s? (parte III) y
después en 6486 L E-m2.st (parte IV). En estas condiciones Ultimas, las células de
R. rubrum empezaron a acumular en su interior granulos, aunque no de forma
considerable. El peso seco se conservd alrededor de 0.73 g/L, aunque con
importantes oscilaciones en la medida (posiblemente debido a la presencia de
pequefios agregados de células que hacian que las medidas de peso seco fuesen poco
reproducibles). Por esta razén, se prolongé durante tanto tiempo este estado

estacionario.

Una vez mas, se volvio a disminuir la luz aportada, situando la irradiancia incidente
en esta nueva fase (parte V) en 4858 E-m2s™. A pesar de que el peso seco sufria
variaciones, parecié estabilizarse alrededor de 0.76 g/L, aunque la presencia de
agregados de células en el cultivo era considerable. Posiblemente en estas
condiciones el cultivo estaba al limite de mantenerse creciendo a una velocidad
especifica de 0.12 h'. Cuando se volvié a reducir la irradiancia incidente, a 3441

JE-m2.s (parte VI), el cultivo se lavé.
4.2.3. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en estos experimentos, se pueden

extraer las conclusiones que se detallan a continuacion.

En todos los experimentos llevados a cabo en continuo en los que se va disminuyendo
progresivamente la aportacion de luz al cultivo, se observa que al reducir la
irradiancia incidente, la concentracion de células en el estado estacionario también
disminuye, de tal manera que al haber menos células, la cantidad de energia que toca
por célula sigue siendo la misma que habia antes del cambio en la intensidad de la
luz. Esta energia es la minima necesaria que necesita la célula para poderse

mantener en crecimiento a la velocidad de dilucion del experimento.

También se ha observado que en las tres velocidades de dilucién en las que se han
llevado a cabo experimentos en continuo con R. rubrum utilizando como fuente de
carbono acido acético, se ha puesto de manifiesto que, en diferentes ocasiones,

cuando el acido acético empieza a aparecer sin ser consumido en el cultivo, las
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células cambian su morfologia de forma gradual y lenta pero dificilmente irreversible.
Este cambio empieza por la inclusidn de granulos en el interior de las células,
habiendo casos en que las células quedan deformadas por el tamafio de los cristales
intracelulares. Después, las células siguen creciendo a lo largo como si fuesen a
dividirse en dos, pero sin llegar a escindirse. Esto hace que las células lleguen a tener
una longitud de hasta 4 y 5 veces la longitud de una célula normal. Cuando las
células presentan esta longitud, ya no son capaces de desplazarse en el liquido del
cultivo y se agregan entre ellas, llegando a formar agregados macroscopicos que se
adhieren a las paredes de cristal del fotobiorreactor, hasta que cubren toda la
superficie util de iluminacién. Cuando las células empiezan este cambio de
morfologia, si no se para el cultivo en continuo, éste se acaba lavando. La Unica
manera observada de revertir este proceso consiste en, cuando las células empiezan
a presentar inclusiones intracelulares, volver al cultivo en discontinuo de forma que
las células que aun no se han visto afectadas, consuman el exceso de acido acético
del cultivo. Cuando se ha agotado el exceso de fuente de carbono en el cultivo, todas

las células vuelven muy lentamente a su morfologia habitual.

Teniendo en cuenta todos estas observaciones, se concluye que las células de
R. rubrum son muy sensibles a la concentracion de acido acético que hay en el cultivo
hasta el punto que cuando la concentracidon es superior a 0.1 g/L de carbono, las

células ya desencadenan una serie de cambios morfoldgicos y metabdlicos.

Estos hechos parecen indicar que existe una combinacién de irradiancia incidente y
concentracion de acido acético que permite la correcta operacion del biorreactor. La
reduccion de la irradiancia incidente disminuye el consumo de acido acético de una
forma satisfactoria y desencadena un mecanismo de acumulacidén de carbono. La falta
de movilidad de la célula puede ser consecuencia del limitado aporte de energia, el
cual probablemente conduce a una baja disponibilidad de ATP. Por tanto, en este
punto, los factores combinados de baja disponibilidad de energia y elevados niveles
de acido acético pueden ser propuestos como los factores desencadenantes del
mecanismo de acumulacién de carbono intracelular y de que las células cambien su

morfologia y se acaben adhiriendo al reactor.

Los analisis de la composicién celular que se han realizado a muestras de células
tomadas en los diferentes estados estacionarios, han verificado que los granulos
intracelulares observados en el microscopio son formados generalmente por

(-polihidroxibutirato (PHB), aunque en ocasiones también se ha acumulado
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glicogeno. Es probable que la acumulacion de granulos de PHB intracelulares venga
dada por la relacidon entre la cantidad de radiacion disponible y la concentracién de
acido acético libre en el cultivo. Cuando esta relacion es baja, no existe suficiente
energia disponible para consumir completamente la fuente de carbono y el carbono

libre se acumula en el interior de la célula en forma de PHB.

Los diferentes estados estacionarios llevados a cabo (excepto la parte II de la figura
4.15) podrian haberse obtenido bajo limitacién de carbono en vez de limitaciéon por
luz, puesto que en la mayoria de casos, cuando la fuente de carbono se acumula, y
por tanto deja de ser limitante, aparecen los fendmenos de adhesién, formacion de
agregados, etc. Cuando el crecimiento esta limitado por la luz, las células cambian su
morfologia y no crecen de forma satisfactoria. Por lo tanto, estos experimentos
permiten aproximar la cantidad de luz necesaria para obtener un crecimiento

satisfactorio a una determinada velocidad de dilucién.

En los siguientes experimentos, se estudiard si este comportamiento que se ha
observado cuando la fuente de carbono es acido acético, también se produce con

otras fuentes de carbono.
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4.3. Estudio de la influencia de la fuente de
carbono en el crecimiento de R. rubrum

4.3.1. Introduccioén

Los organismos fotoheterotréficos, y particularmente el género Rhodospirillaceae,
utilizan la fuente de carbono también como fuente de electrones durante el proceso
fotosintético. Esto les permite sintetizar bloques constituyentes que después seran
utilizados para el crecimiento celular. Consecuentemente, existe una relacion directa

entre la cantidad de energia suministrada y la fuente de carbono consumida.

Dentro del bucle MELISSA, el cometido de R. rubrum consiste en consumir los acidos
grasos volatiles presentes en la salida del primer compartimento. La composicidon de
esta corriente depende de las condiciones a las que opera el biorreactor del
Compartimento I, siendo los principales acidos grasos volatiles los que se detallan en
la tabla 1.5. No obstante, se espera que las fuentes de carbono con presencia
mayoritaria sean en primer lugar el acido acético, y a continuacion, el acido

propidnico y el acido butirico.

Atendiendo a los resultados obtenidos utilizando é&cido acético como fuente de
carbono, en los que en funcion de la concentracion de carbono residual en el cultivo y
la irradiancia incidente, las células cambian su metabolismo y modifican su morfologia
y, de cara a determinar las condiciones en las que el Compartimento II operara de
forma estable, es importante comprobar cudl serd el comportamiento de las células

de R. rubrum cuando la fuente de carbono sea acido propidnico o acido butirico.

Asi pues, se han realizado experimentos en continuo con estas dos fuentes de

carbono, variando la irradiancia incidente y la velocidad de dilucién.

4.3.2. Resultados y discusion

Acido propionico como fuente de carbono

En experimentos previos en continuo asi como en discontinuo (Cornet y Albiol, 2000)
se ha observado que la energia radiante requerida por R. rubrum para crecer
utilizando el acido propidnico como fuente de carbono es superior a la necesaria

cuando la fuente de carbono es acido acético para la misma velocidad especifica. A la
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vez, el acido butirico requiere que el aporte de radiacion sea superior comparado con
el acido propidnico. Esto se traduce en que, para la misma irradiancia incidente, la
maxima velocidad de dilucion a la que el cultivo se mantendra en condiciones
estacionarias, sera inferior cuando la fuente de carbono sea &cido propidnico. Y este

efecto sera aun mas acusado cuando la fuente de carbono sea acido butirico.

Para iniciar los experimentos en continuo utilizando el acido propidnico como fuente
de carbono, se decidid6 que fuese la aportacién de carbono el factor limitante del
crecimiento, puesto que se ha observado que es la forma de obtener un crecimiento
satisfactorio. Asi pues, para obtener una relacién irradiancia incidente-concentracion
de carbono lo mas alta posible, se fija una irradiancia incidente cercana al maximo
posible para este fotobiorreactor, 7430 ;.E:m™:s?, y una concentracién de carbono lo
mas baja posible, 0.2 g C/L.

En la figura 4.24 se muestra los resultados obtenidos en este primer experimento, en
el que la primera velocidad de dilucién ensayada es 0.01 h™’. En el estado estacionario
obtenido, el peso seco se estabilizé en 0.373 £ 0.007 g/L mientras que el carbono
residual en el cultivo estaba por debajo del limite de deteccion del analisis (1 mg
C/L). Después de obtener el primer estado estacionario se aumento la velocidad de

dilucion, pero debido a problemas operacionales, se tuvo que detener el experimento.

En el siguiente ensayo se continudé con el experimento anterior en las mismas
condiciones. Cuando la velocidad de dilucién era de 0.015 h, el peso seco en el
estado estacionario fue de 0.21 + 0.1 g/L y cuando se aumentd la velocidad de
dilucién a 0.019 h™, después de transcurrir dos tiempos de residencia, el cultivo se
lavo. La fuente de carbono sin consumir presente en el medio de cultivo fue

inapreciable.
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1.2

Parte I . Parte II
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Figura 4.24: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando acido propiénico como fuente de carbono.
%=7430 s£-m2sty 0.2 gC/L. Parte | (MC nim. 16): D=0.01 h™*; Parte 11: D=0.015 h™. Linea
roja: promedio de valores de la concentracion de células.

Condiciones de cultivo Parte 1
Fuente de carbono A. propi6nico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.2
Velocidad de dilucién, D (h™) 0.01
Tiempo de residencia, 7 (h) 100
NUmero de tiempos de residencia 3.6
Irradiancia incidente, ¥ (E-m2s™) 7430
Peso seco (g/L) 0.373+0.007
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D.

Tabla 4.13: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.24). L.D.: Limite de
deteccion.
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1.2

Parte I . PartelI
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Figura 4.25: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando acido propiénico como fuente de carbono.
%=7430 /E-m2.sty 0.2 gC/L. Parte I: D=0.015 h'; Parte I11: D=0.019 h™. Linea roja: promedio
de valores de la concentracién de células.

Condiciones de cultivo Parte 1
Fuente de carbono A. propi6nico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.2
Velocidad de dilucién, D (h'!) 0.015
Tiempo de residencia, 7 (h) 66.7
Namero de tiempos de residencia 5.6
Irradiancia incidente, ¥ (E-m%s™) 7430
Peso seco (g/L) 0.21+0.01
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D.

Tabla 4.14: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.25). L.D.: Limite de
deteccion.

El hecho de que a una velocidad de dilucién de 0.019 h la irradiancia incidente del
experimento (7430 ;.E:m™.s) no sea suficiente para mantener una concentracién de
células igual o sensiblemente inferior a 0.21 g/L indica que se ha llegado a la

velocidad de dilucion maxima para este fotobiorreactor, puesto que no es posible
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aumentar de forma significativa la radiacion aportada ni tampoco se puede bajar la
concentraciéon de carbono del medio de entrada, ya que el peso seco del estado

estacionario seria tan bajo que la operacion seria sumamente inestable.

Llegados a este punto y después de estudiar el montaje experimental, se decidié
aumentar la potencia radiante del fotobiorreactor utilizado. Concretamente se duplico
el nimero de lamparas halégenas del sistema de iluminacién, pasando de 15 a 30 s.
Este cambio se tradujo en que la irradiancia incidente méxima del nuevo sistema

experimental se convirtié en 12880 E-m™s™, un 55.5% superior a la anterior.

Utilizando ya el montaje experimental con la capacidad de iluminaciéon aumentada, se
planearon nuevos experimentos con los que seguir obteniendo mas datos sobre el
crecimiento de R. rubrum sobre &cido propidnico. No obstante, como la finalidad es ir
reduciendo progresivamente la relacion entre la irradiancia incidente y Ila
concentracién de carbono, y, para que los cambios sean menos bruscos, en lugar de
aumentar la velocidad de dilucion se opta por reducir la irradiancia incidente en el
cultivo. Asi pues, la velocidad de dilucién escogida para esta nueva estrategia es
0.006 h, un valor relativamente bajo pero que ofrece suficiente margen para ir
bajando el aporte de radiacién sin que el cultivo se lave a valores de irradiancia
incidente moderados.
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Figura 4.26: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando acido propiénico como fuente de carbono.
%=12880 ,E-m?.s?t, 0.2 g C/L, D=0.006 h™. Linea roja: promedio de valores de la
concentracion de células.
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Los dos primeros ensayos (figura 4.26 y figura 4.27) se llevan a cabo utilizando la
maxima irradiancia incidente, 12880 ;.E-m™:s™*, una concentracién de carbono en el
medio de entrada de 0.2 g C/L y una velocidad de dilucién de 0.006 ht. El

experimento se realizé por duplicado para comprobar la reproducibilidad del mismo.

Condiciones de cultivo

Fuente de carbono A. propi6nico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.2
Velocidad de dilucién, D (h'?) 0.006
Tiempo de residencia, 7 (h) 166.7
Numero de tiempos de residencia 2.2
Irradiancia incidente, ¥ (E-m™2:s™) 12880
Peso seco (g/L) 0.37£0.01
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D.

Tabla 4.15: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.26). L.D.: Limite de
deteccion.
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Figura 4.27: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando &cido propiénico como fuente de carbono.
%=12880 ,E-m?2s?, 0.2 g C/L, D=0.006 h™. Linea roja: promedio de valores de la
concentracion de células.
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Condiciones de cultivo

Fuente de carbono A. propiénico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.2
Velocidad de dilucién, D (h'!) 0.006
Tiempo de residencia, 7 (h) 166.7
Namero de tiempos de residencia 1.5
Irradiancia incidente, ¥, (E-m™2.s™) 12880
Peso seco (g/L) 0.35+0.01
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D.

Tabla 4.16: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.27). L.D.: Limite de
deteccion.

Con los resultados obtenidos en estos dos Ultimos ensayos (figura 4.26 y figura 4.27)
se corroboran los estados estacionarios obtenidos en los experimentos previos (figura
4.24 y figura 4.25) y confirman que no existe inhibicion del crecimiento por exceso de
radiacién. Ademas, los resultados del estado estacionario son bastante parecidos en

los dos experimentos: 0.37 g/Ly 0.35 g/L.

A partir de este punto, se decide ir disminuyendo progresivamente el valor de la
irradiancia incidente a la vez que la velocidad de dilucién se mantiene constante, con
la finalidad de evaluar el comportamiento de las células cuando la relacién entre el
aporte de radiacion y la concentracion de carbono va disminuyendo. Los
experimentos realizados con acido acético hacen pensar que se llegara a un punto en
que la concentracion de carbono se empezara a acumular en el cultivo. Esta
acumulacion de carbono permitird observar si se producen cambios metabdlicos y

morfolégicos de las células como se observaba con el acido acético.

Es muy probable que se observe mejor la zona de transicion entre la limitacion por
carbono a limitacidn por luz con concentraciones celulares mas elevadas. Cuando la
fuente de carbono se empieza a acumular, la concentracion de células de repente
decrece y las medidas experimentales son muy pocos precisas. A concentraciones de
células muy bajas, cualquier perturbacion en los caudales de liquido logra que el
cultivo se lave. Asi pues, con el objetivo de aumentar la concentracion de células y

aprovechando la mayor energia disponible, se decide aumentar la concentracion de
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carbono en el medio de entrada de 0.2 g C/L a 0.5 g C/L para los siguientes

experimentos.
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Figura 4.28: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando &cido propiénico como fuente de carbono.
D=0.006 h™* y 0.5 g C/L. Parte | (MC nim. 17): %,=12880 ,£E-m2.s*; Parte Il (MC ndm. 18):
%=10356 ,.E-m™.s. Linea roja: promedio de valores de la concentracién de células.

En la figura 4.28 se puede observar que para irradiancias incidentes de 12880
ME-mZ.st y 10356 E-m?-s' es posible consumir toda la fuente de carbono y
mantener una concentracion de células estable. El hecho de que al reducir el aporte
de radiacion la concentracion de células disminuya confirma que la velocidad
especifica de crecimiento estd gobernada por la energia subministrada y no por la

concentracion de fuente de carbono.

Con la intencion de comprobar las consecuencias de la acumulacion de acido
propidnico en el cultivo, se decide continuar disminuyendo la irradiancia incidente

hasta que sea la cantidad de radiacién la que limite el crecimiento.
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Condiciones de cultivo Parte 1 Parte 11
Fuente de carbono A. propiénico A. propiénico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.5 0.5
Velocidad de dilucién, D (h'!) 0.006 0.006
Tiempo de residencia, 7 (h) 166.7 166.7
Namero de tiempos de residencia 3.9 2.2
Irradiancia incidente, ¥, (E-m™2s™) 12880 10356
Peso seco (g/L) 0.67+0.01 0.624+0.006
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D. <L.D.

Tabla 4.17: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.28). L.D.: Limite de
deteccion.
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Figura 4.29: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando &cido propiénico como fuente de carbono.
D=0.006 h' y 0.5 g C/L. Parte I (MC nim. 19): ¢#=7938 ,E-m?2.s?; Parte Il (MC nim. 20):
%0=5844 ,[E-m™2.s. Linea roja: promedio de valores de peso seco o de concentracién de carbono.
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El siguiente ensayo se empieza a una irradiancia incidente menor, 7938 E-m2.s’t,
Como se muestra en la figura 4.29, a este valor de aporte de luz el acido propidnico
se empieza a acumular de forma apreciable. No obstante, en ninguno de los dos
estados estacionarios se aprecia ningln signo de inestabilidad, como los observados

cuando la fuente de carbono era acido acético.

Condiciones de cultivo Parte 1 Parte 11
Fuente de carbono A. propidnico A. propiénico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.5 0.5
Velocidad de dilucién, D (h'!) 0.006 0.006
Tiempo de residencia, 7 (h) 166.7 166.7
NUmero de tiempos de residencia 3.1 2.1
Irradiancia incidente, ¥ (E-m%s™) 7938 5844
Peso seco (g/L) 0.516+0.008 0.328+0.006
Conc. de carbono cultivo (g C/L) 0.106+0.002 0.100+0.007

Tabla 4.18: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.29). L.D.: Limite de
deteccion.

Por esta razdn, y debido a la importancia de identificar cualquier rango de condiciones
en que el cultivo sea inestable, se decide realizar otro ensayo pero a valores de
irradiancia incidente alin menores. Asi pues, se inicia el cultivo cuyos resultados se
presentan en la figura 4.30. En este caso, es especialmente destacable que la
concentracion de peso seco obtenida después de mas de 5 estados estacionarios es
considerablemente superior a la obtenida en el experimento precedente y, ademas,

no existe fuente de carbono sin consumir.

En este punto, parece que el sistema exhibe una bifurcaciéon, es decir, el estado
estacionario que se obtiene depende del camino seguido para conseguirlo y existe
mas de un estado estacionario posible para las mismas condiciones de cultivo. Esta
hipdtesis es coherente con resultados previos obtenidos en este mismo trabajo asi
como en otros trabajos (Cornet et al., 2003) utilizando acido acético como fuente de

carbono.
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Por el contrario, la acumulacién de la fuente de carbono podria tratarse de un
artefacto de este experimento en concreto. Esta posibilidad sera contrastada en los

siguientes experimentos.
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Figura 4.30: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando acido propiénico como fuente de carbono.
D=0.006 h* y 0.5 g C/L. Parte | (MC nim. 21): ¢=4085 ,E-m?.s; Parte Il (MC nim. 22):
%0=2673 /[E-m2.s, Linea roja: promedio de valores de peso seco o de concentracion de carbono.

Al tratarse de una irradiancia incidente suficiente para mantener el cultivo estable a

esta velocidad de dilucidn, se decide volver a reducir el aporte de luz al cultivo.

Tal y como se observa en la figura 4.31, el hecho de que a una irradiancia incidente
mas baja se mantenga el cultivo en estado estacionario, estable, y con valores de
peso seco coherentes con el experimento de la figura 4.30, confirma que en el ensayo
de la figura 4.29 no se trata de ningun artefacto y que el estado transitorio es critico

para determinar el estado estacionario final al cual el cultivo llega.
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Condiciones de cultivo Parte 1 Parte 11
Fuente de carbono A. propiénico A. propiénico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.5 0.5
Velocidad de dilucién, D (h'!) 0.006 0.006
Tiempo de residencia, 7 (h) 166.7 166.7
Namero de tiempos de residencia 5.3 4.6
Irradiancia incidente, ¥ (E-m%s™) 4085 2676
Peso seco (g/L) 0.775+0.009 0.757+0.005
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D. <L.D.

Tabla 4.19: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.30). L.D.: Limite de
deteccion.
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Figura 4.31: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando &cido propiénico como fuente de carbono.
D=0.006 h* y 0.5 g C/L. Parte I: ¢=1575 /E-m2.s™; Parte Il: ¢=832 ,E-m?2s™. Linea roja:
promedio de valores de peso seco o de concentracién de carbono.
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Condiciones de cultivo Parte 1 Parte 11
Fuente de carbono A. propiénico A. propiénico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.5 0.5
Velocidad de dilucién, D (h') 0.006 0.006
Tiempo de residencia, 7 (h) 166.7 166.7
Namero de tiempos de residencia 4.2 6.3
Irradiancia incidente, ¥ (E-m™2:s™) 1575 832
Peso seco (g/L) 0.698+0.009 0.702+0.005
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D. <L.D.

Tabla 4.20: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.31). L.D.: Limite de
deteccion.

Es importante resaltar que en este caso, el experimento es la continuacion del estado
estacionario anterior (parte II, figura 4.30), es decir, no ha sido necesario volver a
inocular el fotobiorreactor y pasar por el preceptivo cultivo en discontinuo. De estos
resultados se desprende que incluso a un valor de irradiancia incidente tan bajo como
es 832 E-m™2s?, el cultivo se mantiene estable y, a priori, las células consumen la

fuente de carbono por completo.

En el mismo experimento, después del segundo estado estacionario, se continua
reduciendo de forma escalonada el aporte de luz. En el siguiente cambio (figura 4.32)
se sitla la irradiancia incidente primero en 499 uE:m?2.s! y después en 354
ME-m™2-s', En las primeras condiciones el peso seco es capaz de estabilizarse después
de un periodo de oscilaciones, pero cuando se reduce la irradiancia incidente a 354
ME-m™2-st el cultivo acaba lavadndose. Asi pues, la irradiancia incidente minima
necesaria para mantener un crecimiento de R. rubrum creciendo de forma

satisfactoria a 0.006 h™! se sitla entre 354 i 499 /E-m2.s?,

Revisando los resultados de los experimentos realizados en continuo llevados a cabo,
se destaca el hecho de que cuando el peso seco desciende después de un cambio de
condiciones, la concentracion de carbono residual en el medio no aumenta, o al
menos, no se detecta. Para analizar este hecho de forma sistematica, se decide
estudiar la consistencia de los balances de carbono, el cual se detalla en el apartado
4.3.3 (pagina 197).
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Figura 4.32: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando &cido propiénico como fuente de carbono.
D=0.006 h™* y 0.5 g C/L. Parte | (MC nim. 23): #,=499 ,E-m2.s?; Parte Il: ¢,=354 ,E-m2.s™.
Linea roja: promedio de valores de peso seco o de concentracién de carbono.

Condiciones de cultivo

Parte 1

Fuente de carbono

A. propiénico

Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.5
Velocidad de dilucién, D (h') 0.006
Tiempo de residencia, 7 (h) 166.7
Numero de tiempos de residencia 4.2
Irradiancia incidente, ¥ (1E-m2-s) 499
Peso seco (g/L) 0.80+0.01
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D.

Tabla 4.21: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.32). L.D.:

deteccion.

Limite de
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Como este Ultimo experimento en continuo ha durado mas de 4800 h (mas de 28
tiempos de residencia), a diferentes valores de irradiancia incidente, se puede
asegurar que los valores de peso seco obtenidos y el comportamiento del cultivo no

son fruto de ninglin estado transitorio.

Los resultados de peso seco obtenidos en todos los experimentos en continuo a 0.006
h* de velocidad de dilucién se comparan en la figura 4.33 al representarlos frente la
irradiancia incidente que habia durante el experimento. Los estados estacionarios que

proceden del mismo ensayo en discontinuo inicial estan unidos por la misma linea.

El comportamiento de los dos experimentos en continuo es claramente diferente. Uno
de ellos exhibe una disminucion considerable del peso seco del estado estacionario a
la vez que la fuente de carbono no es consumida por completo. El otro experimento
muestra un nivel de peso seco mas estable, con oscilaciones y no se detecta la

acumulacion de la fuente de carbono.
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Figura 4.33: Peso seco obtenido en diferentes estados estacionarios, a una velocidad de dilucién
de 0.006 h, en funcién de la irradiancia incidente del experimento. Cada linea une todos los
estados estacionarios obtenidos en continuo derivados del mismo experimento inicial en
discontinuo.
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Estos resultados sugieren distintas hipdtesis, aunque la mas probable esté ligada a la
relacién entre la energia disponible y la fuente de carbono disponible. Si se reduce el
aporte de luz y consecuentemente la fuente de carbono se acumula en exceso, las
células empiezan a acumular reservas poliméricas de carbono en su interior. En este
caso el peso seco aumenta, aunque no a causa del crecimiento real de las células y su
divisién, sino como consecuencia del aumento de masa de las células por la
acumulacion de polimeros de reserva. Este comportamiento, que ya fue descrito en
los experimentos llevados a cabo con acido acético como fuente de carbono, también
ha sido apreciado en los experimentos en los que se ha utilizado acido propidnico,
aunque no representa una amenaza para el funcionamiento del fotobiorreactor como
ocurria con el acido acético, basicamente debido a que el cultivo no se acaba lavando,
ya que no se observa que las células se adhieran a la superficie interna del reactor.
Probablemente, el efecto de inhibicion que produce el acido acético sobre el
crecimiento de R. rubrum, sea la razén por la que la acumulacién de esta fuente de
carbono sea mas negativa para la estabilidad del cultivo que la acumulacion de acido

propiodnico.

El cambio en la morfologia de las células, en los experimentos en los que se ha
utilizado acido propidnico como fuente de carbono, se empezé a evidenciar levemente
en el estado estacionario de irradiancia incidente 4085 ;.E-m™-s! (figura 4.30, parte
I). Aunque las células no presentaban granulos intracelulares, empezaron a alargarse
sin dividirse, llegando a presentar longitudes equivalentes a mas de diez células
normales (figura 4.34). En el siguiente decremento del aporte de luz, correspondiente
a una irradiancia incidente de 2673 .E:m™.s! (figura 4.30, parte II), ya se podian
apreciar agregados celulares de tamafio microscopico, tal y como se pede apreciar en
la figura 4.35.

En todos los estados estacionarios posteriores a los de la figura 4.30, la presencia de
agregados celulares de tamafio microscépico ha sido constante, aunque sin llegar a
adherirse a las paredes del fotobiorreactor. Quizas la diferencia respecto a los
experimentos con acido acético radica en que los primeros, cuando las células
cambiaban de morfologia, lo hacian practicamente todas, mientras que en el caso del
acido propionico, los agregados microscopicos de células coexisten con las células
libres que crecen y se dividen de forma normal. Esto explica que las consecuencias

del cambio de morfologia para el funcionamiento global del cultivo cuando la fuente
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de carbono es acido propidnico no sean tan fatales como cuando se utilizaba el acido

acético.

Retomando la discusion de los resultados mostrados en la figura 4.33, la diferencia
basica entre los dos comportamientos observados radica en el hecho de si las células
estaban acumulando polimeros de reserva de carbono en su interior. Los valores de
peso seco obtenidos en los estados estacionarios con mayor irradiancia incidente (los
cuatro primeros puntos de la grafica) muestran que a medida que disminuye el aporte
de luz, y consecuentemente la energia disponible, la concentracién de células (y
consecuentemente el valor de peso seco) también se reduce para adaptarse y
conseguir que la energia disponible por célula sea la minima necesaria para poder

seguir creciendo a esa velocidad especifica.

No obstante, una vez que la relacién entre el carbono disponible y la energia
disponible supera un cierto valor limite, las células detectan que disponen de una
fuente de carbono en exceso respecto a la cantidad de luz que les llega y empiezan a
acumular granulos intracelulares de polimeros de reserva. Esto explica que el peso
seco obtenido en el estado estacionario sea superior al que en principio se deberia
esperar para esa irradiancia incidente, ya que al haber variado la masa especifica de

las células, la relacion entre el nUmero de células y el valor de peso seco ha variado.

También se podria intentar explicar el comportamiento observado en la figura 4.33 en
base a la eficiencia de la captacién de fotones en funcion de la cantidad de luz a la
que estan expuestas las células. Podria darse el caso de que los sistemas
fotosintéticos de las células de R. rubrum se saturasen a elevados valores de
irradiancia incidente y, por lo tanto, que operasen ineficientemente. Para poder hacer
frente a esta situacion, las células podrian modificar los sistemas de recogida de
fotones en las membranas internas, por ejemplo, disminuyendo la cantidad de
pigmentos que recogen la energia de la luz o variando la duraciéon del proceso de
sintesis de pigmentos. Este hecho también se observa cuando se empieza un
experimento en continuo, en que las células crecen mejor a valores iniciales bajos de
irradiancia incidente. La causa es en que al final del experimento en discontinuo,
cuando se pasa a modo continuo, las células estan adaptadas a encontrarse en
elevada concentracién y, por lo tanto, a valores bajos de disponibilidad de luz. No
obstante, esta hipdtesis no acaba de explicar con éxito la causa de que haya un rango
de valores de irradiancia incidente que haga que la relacion entre la irradiancia

incidente y el peso seco pase por un minimo.
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Figura 4.34: Fotografias mediante microscopia 6ptica (1000 x) de las células en el estado
estacionario de la figura 4.30 Parte |. Se aprecia la existencia de células de longitud mucho mayor
a las células normales.
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Figura 4.35: Fotografias mediante microscopia 6ptica (1000 x) de las células en el estado
estacionario de la figura 4.30 Parte I1.

Por ultimo, otra posibilidad es que el comportamiento de las células en un estado
estacionario dependa de la historia previa del cultivo. Si las condiciones previas del
cultivo tuviesen un efecto sobre variables internas de las células con elevados
tiempos caracteristicos o mostrasen histéresis, podria actuar como un sistema de

memoria afectando consecuentemente al comportamiento del cultivo. En estos casos,
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obtener exactamente el mismo estado estacionario requiere repetir idénticamente un

ndmero de pasos previos.

No obstante, la explicacién basada en la relaciéon entre la energia disponible y el

carbono disponible parece la mas acertada a la vista de los resultados obtenidos.

Acido butirico como fuente de carbono

Para iniciar una nueva serie de experimentos en modo continuo utilizando el acido
butirico como la Unica fuente de carbono se decidi6 empezar con unas condiciones
que hiciesen posible la comparacién directa de los resultados con los ya obtenidos
utilizando acido propidnico. Asi pues, se decidid iniciar los experimentos a la misma
concentracion de carbono en el medio de entrada (0.2 g C/L) y la misma irradiancia
incidente (7430 .E-m™2.s!) que los experimentos realizados con &cido propidnico
(figura 4.24 y figura 4.25). Respecto a la velocidad de dilucién, se opt6é por un valor
bajo (0.006 h) para ir progresivamente incrementandolo, como en los experimentos

previos.

1.2
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0.6 1

y conc. de C (g C/L)

0.4 1 I = N
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Figura 4.36: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando acido butirico como fuente de carbono.
D=0.006 h*, #=7430 E-m2s*y 0.2 gC/L (MC nim. 24). Linea roja: promedio de valores de
peso seco o de concentracion de carbono.
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Condiciones de cultivo

Fuente de carbono A. butirico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.2
Velocidad de dilucién, D (h™) 0.006
Tiempo de residencia, 7 (h) 166.7
NUmero de tiempos de residencia 2.9
Irradiancia incidente, ¥ (E-m2s™) 7430
Peso seco (g/L) 0.36+0.01
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D.

Tabla 4.22: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.36). L.D.: Limite de
deteccion.

Una vez comprobado que a esta irradiancia incidente la velocidad de dilucién de
0.006 h' permite llegar a un estado estacionario estable, se decide incrementar la

velocidad de dilucion en el siguiente experimento hasta 0.01 h* (figura 4.37).

1.2

[ Parte I Parte II

Conc. de células (g de peso seco/L)
y conc. de C (g C/L)
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Figura 4.37: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando acido butirico como fuente de carbono.
%=7430 s£E-m2sty 0.2 gC/L. Parte | (MC nim. 25): D=0.01 h™*; Parte 11: D=0.015 h™™. Linea
roja: promedio de valores de peso seco o de concentracién de carbono.
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Condiciones de cultivo Parte 1
Fuente de carbono A. butirico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.2
Velocidad de dilucién, D (h') 0.01
Tiempo de residencia, 7 (h) 90.9
NUmero de tiempos de residencia 3.7
Irradiancia incidente, ¥ (<E-m2.s7!) 7430
Peso seco (g/L) 0.284+0.003
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D.

Tabla 4.23: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.37). L.D.: Limite de
deteccion.

Una vez alcanzado un estado estacionario en las nuevas condiciones (figura 4.37), la
velocidad de dilucién se vuelve a aumentar ligeramente, hasta un valor de 0.015 ht.
No obstante, con esta nueva velocidad de dilucion el cultivo se lava. La explicacion
mas posible es que la irradiancia incidente del experimento sea insuficiente para
mantener la nueva velocidad de dilucion. Por este motivo, se decidié realizar los

siguientes experimentos a valores mas elevados de aporte de luz.

El siguiente experimento se lleva a cabo utilizando la maxima irradiancia incidente
posible para este fotobiorreactor, 12880 nE-m?s™t. El resto de condiciones se

mantienen constantes respecto al experimento anterior.

Una vez alcanzado el estado estacionario (figura 4.38, parte I), se observa que el
peso seco es sensiblemente superior al del experimento precedente, siendo el Unico
cambio en las condiciones el aumento de la irradiancia incidente. Una interpretacion
posible de este resultado consiste en que el estado estacionario de la figura 4.37 sea
el resultado de una colimitacién entre la fuente de carbono y el aporte de luz, y es

por esto que al incrementar la irradiancia incidente el peso seco aumente también.

Después de este estado estacionario, se aumenta la velocidad de dilucién hasta 0.015
h'?, consiguiendo después de mas de 170 horas un nuevo estado estacionario, aunque
el peso seco acusa una disminucion considerable (figura 4.38, parte II). En el

siguiente aumento de velocidad de dilucion el cultivo se lava, indicando que se ha
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llegado a la velocidad de dilucion maxima para este fotobiorreactor utilizando acido

butirico.
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Figura 4.38: Cultivo continuo de R. rubrum utilizando acido butirico como fuente de carbono.
#,=12880 E-m2.s'y 0.2 g C/L. Parte | (MC nim. 26): D=0.01 h*; Parte Il (MC nam. 27):

D=0.015 h?; Parte I1l1: D=0.025 h™*. Linea roja: promedio de valores de peso seco.
Condiciones de cultivo Parte 1 Parte 11
Fuente de carbono A. butirico A. butirico
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.2 0.2
Velocidad de dilucién, D (h') 0.01 0.015
Tiempo de residencia, 7 (h) 100 66.7
Namero de tiempos de residencia 2.8 2.5
Irradiancia incidente, ¥o (LE-m™2:s™) 12880 12880
Peso seco (g/L) 0.319+0.003 0.138+0.006
Conc. de carbono cultivo (g C/L) <L.D. <L.D.

Tabla 4.24: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.38). L.D.: Limite de
deteccion.
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En ninguno de estos experimentos en los que se ha utilizado acido butirico como
fuente de carbono se ha apreciado la inclusién de polimeros intracelulares como
ocurria cuando era el acido propidnico la fuente de carbono, aun cuando la relacidon

aporte de carbono-aporte de luz es lo mas elevada posible.

Otra apreciacion que cabe destacar es el hecho de que tanto en los experimentos en
continuo utilizando &cido propidnico como en los que se ha utilizado acido butirico, se
observa que la mayoria de las medidas experimentales de la concentracion de
carbono en el cultivo durante el estado estacionario han estado por debajo del limite
de deteccion del cromatdgrafo de gases. Aunque en un gran numero de casos la
concentracion de carbono residual en el cultivo debiera ser muy pequefia, en otros
muchos casos la concentracién de fuente de carbono deberia ser, como minimo
apreciable. Es el caso evidente de cuando después de un estado estacionario, fruto de
un cambio en las condiciones, el cultivo se lava y se observa como extrafiamente la

concentracion de carbono no aumenta.

Para profundizar en esta falta aparente de fuente de carbono, en el préximo apartado
se estudia detalladamente los balances de carbono en los experimentos realizados

con las tres fuentes de carbono utilizadas.

4.3.3. Balance de carbono

Los balances de carbono indican la consistencia de los resultados obtenidos asi como
permiten determinar si se conocen todas las formas de carbono que aparecen en el
experimento, puesto que el carbono total que entra en el sistema tiene que ser igual

a la suma de las salidas del mismo.

Para plantear los balances de carbono, es necesario conocer la composicidon elemental
de las células, la cual depende del contenido macromolecular de las bacterias y, por
tanto, de las condiciones de crecimiento y de la velocidad especifica de crecimiento.
En la tabla 4.37 (pagina 243) se detallan los resultados experimentales de los analisis
de la composicion elemental de las células de R. rubrum que se han llevado a cabo
sobre un amplio nimero de muestras obtenidas en los diferentes estados
estacionarios de los experimentos ya mostrados. A continuacion se adelantan los
resultados de los andlisis de composiciéon elemental, en funcién de la fuente de

carbono del experimento (tabla 4.25 y tabla 4.26).
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Una vez se conoce la composicion elemental de la biomasa, se pueden determinar las
ecuaciones estequiométricas de crecimiento teniendo en cuenta los elementos que
componen las células y sus respectivas fuentes dentro del cultivo, que en estos
experimentos son amoniaco, acido fosférico y acido sulfurico para el nitrégeno, el

fosforo y el azufre respectivamente.

Composicion elemental de las células (porcentaje masico)

C H (0] N S P
Acido acético 46.02 6.87 29.86 10.28 0.36 1.62
Acido propidnico 40.78 6.45 36.44 9.45 0.33 1.56
Acido butirico 38.71 592 3990 8.46 0.22 1.80

Tabla 4.25: Composicion elemental media de las células; las cifras son porcentajes en masa. La
suma supone el 95% de la composicién total de la célula y la diferencia corresponde a las cenizas
(sales inorganicas).

De la tabla 4.25, transformando los porcentajes masicos en porcentajes molares se

deduce la composicion elemental de las células, la cual se resume en la tabla 4.26.

Fuente de carbono Composicioén celular
Acido acético CH1.79N0.1900.49S0.003Po.01
Acido propiénico CH1.90N0.2000.6750.003P0.02
Acido butirico CH1.83N0.1900.77S0.002P0.02

Tabla 4.26: Composicion elemental de las células en funcién de la fuente de carbono utilizada.

Para determinar los coeficientes estequiométricos de las ecuaciones que describen el
crecimiento de las células, se plantean los balances de los elementos C, H, N, Sy Py
el del grado de reductancia. Generalmente, se sustituye el balance de hidrégeno o
bien el de oxigeno por el del grado de reductancia, puesto que no es posible medir
experimentalmente la velocidad de aparicién o consumo del agua (Stephanopoulos et
al., 1998). Como ademas, el oxigeno no ha sido medido en la composicién de las

células y se ha calculado por diferencia, ha sido éste el balance sustituido por el del
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grado de reductancia. En la tabla 4.27 se muestra el grado de reductancia de todos

los compuestos que intervienen en el crecimiento (Duboc et al., 1995).

Asi pues, la ecuacidn estequiométrica general para el crecimiento de R. rubrum en las

condiciones de los experimentos mostrados es la siguiente:

[4.1] CHO + b NHs; + ¢ HsPO4 + d H,SO4 —» e CHNOSP + f CO, + g H,O

Compuesto Grado de reductancia ()
Acido acético (CH,0) 4.00
Acido propiénico (CH,043) 4.67
Acido butirico (CH,.5500.5) 5.25
Amoniaco 0
Acido fosférico 0
Acido sulfarico 0
Células (acético) 4.33
Células (propidnico) 4.05
Células (butirico) 3.83
Diéxido de carbono 0
Agua 0

Tabla 4.27: Grado de reductancia de los compuestos que intervienen en las ecuaciones
estequiométricas que describen el crecimiento celular (Duboc et al., 1995).

Teniendo en cuenta en la ecuacion [4.1] la composicién de la fuente de carbono y de
las células, se resuelven los balances de C, H, N, S, P y grado de reductancia,

obteniendo los siguientes resultados en funcion de la fuente de carbono:

Acido acético:
[4.2] CH,0 + 0.1768 NH3 + 0.0126 H5PO4 + 0.0027 H,SO, —
— 0.9237 CH1A79N0A1900,4950_003P0,01 + 0.0763 COz + 0.4590 Hzo

[4.3] C,H40, + 0.3536 NH; + 0.0251 H5PO4 + 0.0054 H,SO, —
— 1.8475 CH1.79N0.1900.49S0.003P0.01 + 0.1525 CO, + 0.9179 H,0
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Acido propiénico:
[4.4] CH.0y5 + 0.2286 NH; + 0.0170 H3PO4 + 0.0035 H,S0O4 + 0.1513 CO, —>

[4.5] C3HgO, + 0.6859 NH; + 0.0510 H3PO4 + 0.0105 H,SO4 + 0.4540 CO; —
— 3.4540 CH1.90N0.2000.67S0.003P0.02 + 0.8389 H,0

Acido butirico:

[4.6] CH,O0s5 + 0.2445 NH; + 0.0235 H3PO4 + 0.0028 H,SO4 + 0.3058 CO, —

[4.7] C4HgO, + 0.9780 NH3; + 0.0939 H3PO4 + 0.0113 H,SO,4 + 1.2234 CO, —
— 5.2234 CH1.83N0.1900.7750.002P0.02 + 0.8290 H,0

Una vez calculadas las estequiometrias que expresan la conversion de la fuente de
carbono en células, se pueden tener en cuenta todas las entradas de carbono al
sistema y plantear el balance de carbono, tal y como expresa la ecuacion [4.8].
[4.8] QG QXx.—QC ,VC(IT(t:
Donde:

Q.: caudal de entrada (L/h)

Co: Concentracion de carbono en la entrada al reactor (g C/L)

X: Concentracién de células (peso seco) en el reactor (g peso seco/L)

Xc: Fraccion masica de C en las células (g C/g peso seco)

t: tiempo (h)

Como el analisis se restringe a estados estacionarios, es decir, que no hay evolucién
alguna del sistema respecto al tiempo, el término de acumulacién es nulo. Ademas,
como el caudal de entrada es igual al caudal de salida, se pueden dividir todos los
términos por el caudal. Realizando estas simplificaciones sobre la ecuacidén [4.8] se

obtiene:

[4.9] C, Xx. C-0

También se debe tener presente el C que puede asimilarse procedente del CO, de la

fase gas, o bien el carbono que puede salir del sistema porque se esté produciendo
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CO,. Que ocurra una u otra situacion depende de la fuente de carbono que utilizan las

células para crecer, como se puede apreciar en las ecuaciones estequiométricas [4.3],
[4.5]y [4.7].

En la tabla 4.28 se resumen los calculos y el grado de cierre del balance de carbono

para todos los experimentos realizados en continuo.

Fuente Co,nc. de Conc. C Conc. C Cc?nc. C CCo, (g Ec. Cierre
de C Figura células entrada salida células oL [4.9] Dbalance
(gPs/L) (gC/L) (gC/L) (gC/L) (gC/L) (%)
Acét. 4.16-1 1.59 1.0 =0 0.7702 0.0636 -0.17 83%
Acét. 4.16-II 1.45 1.0 =0 0.7024 0.0580 -0.24 76%
Acét. 4.20-I 0.83 0.5 =0 0.4021 0.0332 -0.06 87%
Acét. 4.20-II 0.83 0.5 =0 0.4021 0.0332 -0.06 87%
Acét. 4.20-III 0.79 0.5 =0 0.3827 0.0316 -0.09 83%
Acét. 4.21-1 0.79 0.5 =0 0.3827 0.0316 -0.09 83%
Acét. 4.21-1I 0.80 0.5 =0 0.3875 0.0320 -0.08 84%
Acét. 4.21-II1  0.76 0.5 =0 0.3682 0.0304 -0.10 80%
Prop. 4.24-1 0.373 0.2 =0 0.1601 -0.0210 -0.06 72%
Prop. 4.25-1 0.21 0.2 =0 0.0901 -0.0118 -0.12 43%
Prop. 4.26-1 0.37 0.2 =0 0.1588 -0.0209 -0.06 72%
Prop. 4.27-1 0.35 0.2 =0 0.1502 -0.0197 -0.07 68%
Prop. 4.28-1 0.67 0.5 =0 0.2876 -0.0378 -0.25 53%
Prop. 4.28-I1 0.624 0.5 =0 0.2678 -0.0352 -0.27 50%
Prop. 4.29-1 0.516 0.5 0.106 0.2215 -0.0291 -0.20 62%
Prop. 4.29-I1 0.328 0.5 0.100 0.1408 -0.0185 -0.28 46%
Prop. 4.30-I 0.775 0.5 =0 0.3326 -0.0437 -0.21 61%
Prop. 4.30-II 0.757 0.5 =0 0.3249 -0.0427 -0.22 60%
Prop. 4.31-1 0.698 0.5 =0 0.2996 -0.0394 -0.24 56%
Prop. 4.31-II 0.702 0.5 =0 0.3013 -0.0396 -0.24 56%
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Conc. de Conc. C Conc. C Conc. C Cierre
Fuente . . CCO, Ec. [4.9]
Figura células entrada salida células balance
deC (gC/L) (9C/v)
(gPS/L) (gC/L) (gC/L) (gC/L) (%)
But. 4.38-I 0.36 0.2 =0 0.1467 -0.0362 -0.09 62%
But. 4.39-I 0.284 0.2 =0 0.1157 -0.0285 -0.11 51%
But. 4.40-I 0.319 0.2 =0 0.1300 -0.0321 -0.10 56%
But. 4.40-II 0.138 0.2 =0 0.0562 -0.0139 -0.16 26%

Tabla 4.28: Calculo del balance de carbono en los estados estacionarios obtenidos. Cuando la
fuente de carbono es acido acético, se produce CO,. Cuando la fuente de carbono es &cido
propiénico o butirico, las células incorporan carbono procedente del CO, de la fase gas.

A la vista de los resultados obtenidos y mostrados en la tabla 4.28, se desprende que
en la mayoria de los casos el grado de cumplimiento del balance de carbono es
considerablemente inferior a los valores minimos aceptables, que podrian estar
situados entorno al 95-98%. Es evidente que hay una fraccion de carbono que esta
saliendo del sistema sin ser detectada, a pesar de no haber detectado ningun
compuesto en la corriente de salida del fotobiorreactor en los diferentes analisis que

se han realizado en el cromatdgrafo de gases y en el HPLC.

En la bibliografia se ha descrito (Storro y McFadden, 1981) la excrecidn de glicolato
por parte de R. rubrum, pero no se considera posible que haya ocurrido en estos
experimentos puesto que es necesaria la presencia de oxigeno ademas de ser el CO,

un inhibidor de este proceso.

Otra posibilidad que cabe contemplar es el hecho de que una fraccion de la fuente de
carbono presente en el cultivo, acidos grasos volatiles en todos los casos, se volatilice
y abandone el cultivo a través de la fase gas. Esta cuestion se estudia mas

ampliamente en la siguiente seccidn.

Volatilizacién de la fuente de carbono

Con el fin de estudiar la posibilidad de que parte de la fuente de carbono se volatilice
del medio de cultivo y se escape a través de la fase gas, se ha planificado y llevado a
cabo un experimento en continuo, sin la presencia de células, en la que se ha seguido

la concentracion del acido propidnico en el interior del reactor.
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Las condiciones del experimento (en cuanto a composicion del medio de cultivo, nivel
de iluminacién, velocidad de dilucién, agitacién, etc.) han sido similares a las de los
experimentos cuyos resultados se expresan en la tabla 4.28 y se resumen en la tabla
4.29.

En la figura 4.39 se representa un esquema del montaje experimental, formado por el
fotobiorreactor, un tanque con el medio fresco y otro tanque donde se acumula el
medio procedente del fotobiorreactor. De forma similar a los experimentos llevados
cabo, el caudal de entrada es el que establece la velocidad de dilucién y el caudal de
salida, superior al de entrada, es el responsable de mantener el nivel de liquido
constante dentro del reactor. En este experimento en concreto, inicialmente el reactor
estaba lleno de medio de cultivo exento de fuente de carbono, y a tiempo igual a
cero, se pone en marcha el continuo entrando la fuente de carbono con el medio de
entrada. No existe un caudal de gas que burbujee en el cultivo, como en los
experimentos con células. No obstante, como el caudal de salida es superior al de
entrada, para mantener constante el nivel, la corriente de salida estd compuesta por
intervalos de tiempo en que se extrae liquido del reactor y intervalos en que sdlo se
extrae gas. Este gas que sale por el tubo del liquido de salida es aire que entra en el
fotobiorreactor a través del filtro de aire. Es por esta razén que un aumento en la
velocidad de dilucién implica un aumento en la velocidad de renovacién del gas del

espacio de cabecera del reactor.

Condiciones del experimento sin células

Parte I Parte II
Fuente de carbono Acido propidnico  Acido propidnico
Concentracion de C 0.2gC/L 0.2gC/L
Irradiancia incidente, ¥ 7938 E-m2.st 7938 E-m?.s
Velocidad de dilucién 0.05 h! 0.15h?
Agitacién 300 rpm 300 rpm

Tabla 4.29: Condiciones del experimento en continuo llevado a cabo sin células para evaluar la
volatilizacién de la fuente de carbono.
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Figura 4.39: Esquema del montaje experimental en el que se ha llevado a cabo el experimento
sin células para estudiar la volatilizacion de la fuente de carbono.

El medio de cultivo utilizado era el mismo que el ya utilizado en los experimentos con
células, con una concentracion de carbono de 0.2 g C/L siendo la fuente de carbono
acido propidnico. La Unica diferencia estriba en el incremento de la concentracién de
NaOH y NaHCOs, 0.25 mol/L y 0.30 mol/L, respectivamente. Estas sales se afiadieron
para incrementar la fuerza idnica del cultivo para que ésta fuese similar a la de los
cultivos con células, en los que la concentracion de sales aumenta respecto a la del
medio de entrada por efecto de la adicion de 3dlcali del control de pH. En los
experimentos con células en que la fuente de carbono era acido propionico o acido
butirico, en la solucidon basica del sistema de control de pH, conjuntamente con la
NaOH se afiadia NaHCOs al cultivo. El NaHCOs; se afadia puesto que el CO; es

necesario para el crecimiento de las células con estas fuentes de carbono.

En la figura 4.40 se muestran de color azul las determinaciones de la concentracién
de carbono frente al tiempo. La curva de color negro, que viene dada por la expresion
[4.10], representa el perfil tedérico que deberia seguir la concentraciéon de carbono si

no hubiese ninguna fuga de carbono por la fase gas.
[4.10] C=C,[1-exp (-tD)]

Donde:
D: Velocidad de dilucién del cultivo (h™)

Cuando habian transcurrido 530 h (2.65 tiempos de residencia) se aumentd la
velocidad de dilucién, pasando de 0.05 h™* a 0.15 h'!, para comprobar la influencia de

este parametro en la volatilizacidén de la fuente de carbono.
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Figura 4.40: Experimento en continuo llevado a cabo sin células para evaluar para estudiar la
volatilizaciéon de la fuente de carbono. La curva continua corresponde al perfil teérico (ecuacion
[4.10]).

Observando la grafica se aprecian claramente dos hechos; en primer lugar, la
volatilizacién del acido propidnico es considerable y, en segundo término, es notable
la contribucién de la velocidad de diluciéon en la velocidad de pérdida de este

compuesto.

Para tener en cuenta este fendmeno en los experimentos llevados a cabo con células
y comprobar si el balance de carbono se puede cerrar completamente teniendo en
cuenta la contribucion de la volatilizacion, es necesario modelizar la transferencia de

materia de la fase liquida a la fase gas.

Si en el interior del fotobiorreactor existe transferencia del acido graso volatil de la
fase liquida a la fase gaseosa (como se deduce de la figura 4.40), puesto que la
concentracion de acido propionico en el liquido esta en equilibrio con la fase gas del
espacio de cabecera, algo similar debe ocurrir en el tanque donde se almacena el
medio de entrada al reactor. En el interior de este tanque, también habra un
equilibrio entre el acido propidnico del liquido con el gas del interior. Ademas, a

medida que el tanque se va vaciando de liquido, aire del exterior entra a través del

205



Capitulo 4 — Resultados y discusion

filtro de aire para compensar la presion, por lo que disminuye la presion parcial de

propidnico del gas del interior y vuelve a favorecer la transferencia de materia.

Las siguientes ecuaciones expresan la evolucién de la concentracién de carbono en la
fase liquida y en la fase gas, tanto en el tanque de medio de entrada como en el
fotobiorreactor. Se ha considerado que en el tanque de medio de entrada, el gas del
interior esta saturado del acido graso volatil, mientras que en el fotobiorreactor el
aire que va circulando a través del espacio de cabecera se va llevando el acido

propidnico volatilizado.

Balances de carbono en el tanque del medio de entrada

dv,
[4.11] )

d(C; V) dC dv, Q v P, Xz 36
4.12 B L)y =B il E [ XY Py Xp 90
[ ] dt L odt +G dt QUG ( RT

dC Q v P, Xx;36

4.13 V —B_ _ <! "v7%99
L ] L odt RT
Donde:

V.: volumen de liquido en el interior del tanque del medio de entrada (L)

Q.: caudal de liquido que entra en el fotobiorreactor (L/h)

Cg: concentracion de C en el medio del interior del tanque (g C/L)

v: coeficiente de actividad del acido propidnico en la solucién: 10.33

Py: presion de vapor del acido propidnico en las condiciones del liquido del
interior del tanque, a 1 atm de presion y 30 °C: 0.0074 atm

xg: fraccion molar de acido propidnico en el liquido del interior del tanque:
9.996-10°°

R: constante de los gases ideales: 0.082 atm - L - K* - mol™?

T: temperatura del liquido del interi®or del tanque: 30 °C

36: factor de conversion entre g de C y mol de acido propidnico

El coeficiente de actividad del acido propidnico en el medio de cultivo se ha calculado
como el coeficiente del acido propidnico puro (a 30 °C y 1 atm) modificado por la
contribucién de la fuerza idnica del medio de cultivo, segun prevé la ley de Debye-

Hickel.
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La expresion [4.14] es la ley de Debye-Huickel, que depende de la raiz cuadrada de la
fuerza idnica de la solucidn, calculada mediante la expresion [4.15], y del cuadrado

de las cargas de los cationes y los aniones.
[4.14] ~log y = 0.509-22- 221

1 2
[4.15] I=§ZCiZi

Utilizando las ecuaciones [4.14] y [4.15] se obtiene que la contribucién de la fuerza
idnica aumenta el coeficiente de actividad 5.8 veces. Este efecto, por el cual la
volatilidad del acido propidnico aumenta cuando se incrementa la fuerza iénica de la

solucién, estéd documentado ampliamente en la bibliografia (Banat et al., 2002).

Balances de carbono en el fotobiorreactor

dc YR, X P.) V,-36
4.16 V,—R =Q C,-Q C, -k pop _ TR | 76
[4.16] R TG AG [ P, P,) RT
dP, yP, X P
4.17 2R - _Q.P +kV. | VTerop TR
[4.17] cgr Qe G[ P, P,
Donde:

Vgr: volumen de liquido en el interior del reactor: 2.4 L

Cr: concentracion de C en el interior del reactor (g C/L)

k: coeficiente global de transferencia de materia (h'!)

Pr: presidn parcial de propidnico en el gas del interior del reactor (atm)
Pr: presion total: 1 atm

Vg: volumen de la fase gas: 0.8 L

El modelo dindmico definido mediante las ecuaciones [4.11]-[4.17] se ha ajustado
mediante minimos cuadrados a los datos experimentales de la figura 4.40.
Concretamente, el parametro que se ha ajustado ha sido el coeficiente de
transferencia de materia, siendo los valores éptimos 0.03 h™* y 0.40 h™ para la parte I

y II, respectivamente.

En la figura 4.41 se aprecia que el modelo planteado, con los valores del coeficiente

de transferencia de materia obtenidos, describe de forma satisfactoria el perfil de
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concentracion de fuente de carbono respecto al tiempo, hecho que confirma que la

volatilizacién del acido propidnico no es despreciable.

0.25

0.20

0.05

Conc. de C (g C/L) y presion
parcial de acido propidénico (atm)

0.00 ; ; . . — ; ; ;
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
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Figura 4.41: Ajuste del modelo que tiene en cuenta la volatilizacion de la fuente de carbono a los
puntos experimentales (curva de color azul). La curva de color negro corresponde al perfil teérico
de concentracion sin tener en cuenta la volatilizacion de la fuente de carbono (ecuacién [4.10]).
La curva de color rojo representa la evolucién de la presiéon parcial de acido propiénico en la
corriente de gas que sale del fotobiorreactor.

Asi pues, para saber si la volatilizacion del acido graso volatil es la razén por la que
no se cumplen los balances de fuente de carbono en los experimentos con células, al
modelo ya descrito se le afiade la ecuacion que describe el crecimiento celular, la
expresion [4.18].

dx
[4.18] Gt = (B-D)X

Donde:

u: velocidad especifica de crecimiento (h')
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K., S
4.19 = _m
[4.19] RS

Y ademads en la ecuacidn [4.16] se afiade el término que expresa el consumo de

substrato por parte de los microorganismos, constituyendo la ecuacién [4.20]:

dCR —
dt

[4.20] V, Py Xprop Pi] V636 pnG XV,

Y
CG-QC-k -
Q Cy L Cr [ P P.) RT Ks +Cq Ys

Para comprobar si la pérdida de fuente de carbono posible por volatilizacion es
suficiente para explicar el cumplimiento de los balances de carbono, se ha hecho una
simulacion del comportamiento cinético del crecimiento celular asi como de la
evolucidn de la concentracion de carbono tanto en la fase liquida como en la fase gas
del cultivo. La simulacién corresponde a la resolucién simultdnea del sistema de
ecuaciones formado por las expresiones [4.11], [4.12], [4.13], [4.20], [4.17] ¥y
[4.18]. Los calculos se han realizado utilizando la funcion de resoluciéon de ecuaciones
diferenciales ode45 (método de Runge-Kutta-Fehlberg, de 4°-5° orden y de paso
variable) del lenguaje de programacion MATLAB (versiéon 7.0.4.365 -R14- Service
Pack 2, The MathWorks Inc. 2005).

En la ecuacidn [4.19], para los parametros de la velocidad especifica maxima de
crecimiento y la constante de afinidad se han utilizado los siguientes valores:
1m=0.15 h' y Ks=0.5 g C/L. Aunque no se dispone de valores experimentales para
estos parametros cuando la fuente de carbono es acido propidnico, los valores
utilizados son del orden de magnitud de los reales y se pueden utilizar para este

propdsito como una primera aproximacion.

La velocidad de diluciéon se ha fijado en 0.05 h' y la concentracién del &cido
propidnico en el medio de entrada se ha establecido en 0.2 g C/L, condiciones muy
similares a las del experimento representado en la figura 4.26. En cuanto al valor
utilizado como rendimiento células-substrato (Yys), se ha escogido el valor tedrico
que se deduce de la ecuacidn estequiométrica de crecimiento, expresion [4.4], 2.64 g

de peso seco/g C.

En la figura 4.42 se representan los perfiles obtenidos en la resolucién del sistema de
ecuaciones diferenciales, en la cual se aprecia que cuando se alcanza el estado
estacionario, la concentracién de carbono en el medio de cultivo (fase liquida) -curva
de color azul- es muy bajo, concretamente 0.017 g C/L. En cuanto a la presidn parcial
de acido propidnico del gas que abandona el interior del reactor —-curva de color

verde- se observa que en el estado estacionario el valor también es muy bajo, 0.002
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atm. En realidad estos datos son coherentes entre si, puesto que la presion parcial
del acido graso volatil no puede ser muy elevada en la fase gas, si esta en equilibrio

con una concentracion muy baja de esta especie en la fase liquida.

En la figura 4.43 se ha reducido la escala del eje de ordenadas con la finalidad de
poder apreciar mejor la evolucidon de los perfiles de fuente de carbono en la fase

liquida y en la fase gas.
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Figura 4.42: Evolucion respecto al tiempo de la concentraciéon de células (en rojo), la
concentracion de acido propiénico en el medio de cultivo (en azul) y de la presién parcial de acido
propiénico en la fase gas del cultivo (en verde).
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Figura 4.43: Evolucion respecto al tiempo de la concentraciéon de acido propiénico en el medio de
cultivo (en azul) y de la presién parcial de acido propiénico en la fase gas del cultivo (en verde).

Asi pues, analizando los resultados obtenidos en esta simulacidon, se deduce que la
cantidad de carbono que se escapa a través de la fase gas debido a la volatilizacion
del acido propidnico es del orden del 3% del carbono que entra en el sistema en

forma de fuente de carbono.

En funcion de los valores que se utilicen para los parametros de la ecuacion [4.19], la
pérdida de fuente de carbono estaria situada entre el 2% y el 5%. Por tanto, aunque
la volatilizacion de la fuente de carbono es una de las causas por la que no se podia
cerrar el balance de carbono, a tenor de estos resultados, se observa que no es la

Unica causa.

Crecimiento en condiciones microaerofilicas

Otra de las posibilidades a analizar en los experimentos llevados a cabo esta
relacionada con la posibilidad de que hubiese entrado en el cultivo cantidades
pequefias de oxigeno. Esto habria hecho que algunas células lo hubiesen consumido,
puesto que el oxigeno molecular compite con el proceso de la fotosintesis a nivel de la

cadena respiratoria que comparte alguna parte con la cadena de transferencia de
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electrones de la fotosintesis, y las células hubiesen cambiado su metabolismo de
anaerobico a aerdbico. En estas condiciones, las células de R. rubrum oxidan la fuente

de carbono de forma completa, produciendo una gran cantidad de CO,.

Existen estudios en la bibliografia (Grammel et al., 2003) que han estudiado la
adaptacién fisiolégica de las células de R. rubrum a condiciones microaerofilicas
(niveles de pO, inferiores al 0.5%), encontrando que en esta situacion la bacteria

produce niveles maximos de membrana fotosintética.

Para conocer si es posible que se haya podido dar este tipo de metabolismo en los
experimentos llevados a cabo, y explicar asi el cumplimiento del balance de carbono,
por un lado es necesario calcular la cantidad de fuente de carbono que habria sido
oxidada de forma aerdbica y, por otro lado, determinar si la cantidad de oxigeno
molecular requerido para la oxidacion es una cantidad capaz de haber llegado hasta el

interior del fotobiorreactor.

Asi pues, se considera que la fuente de carbono que no se ha dedicado a la formacién
de células, ha sido oxidada a CO, y agua por parte de células que han seguido un
metabolismo aerobio. Una vez determinada esta cantidad de fuente de carbono, se
calcula cual es la cantidad estequiométrica de oxigeno molecular que ha sido
consumido, de acuerdo con las ecuaciones estequiométricas [4.21]-[4.23].
Finalmente, teniendo en cuenta el caudal de aire que circulaba a través del espacio de
cabecera del fotobiorreactor (diferencia entre el caudal de entrada y el caudal
maximo de salida de liquido), se compara la cantidad de oxigeno requerida con la
cantidad de oxigeno entrante, teniendo en cuenta que la segunda tiene que ser
mayor que la primera puesto que la transferencia de oxigeno de la fase gas a la fase

liquida no es infinita.

[4.21] Acido acético: CH,0 + 0, — CO, + H,0
[4.22] Acido propidnico:  CH,0,5 + % 0, » CO; + H,0
[4.23] Acido butirico: CH:005 + %, 02 > CO; + H,0

A continuacidén se calcula qué coeficiente global de transferencia de oxigeno (K.a)
seria necesario para que pudiese transferirse de la fase gas a la fase liquida la
cantidad de oxigeno requerido para la oxidacion. Si el valor del Kia calculado es
razonable para el sistema experimental utilizado, podria ser posible la hipétesis del

crecimiento de las células en condiciones de microaerofilia.
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o BT &3 S 53 85 8T =~ 8. £Is

o 55 25 g5 25 B3 E5 1T EE BE .
2% fe lpoce fpoje iz i P g

(@) (@)

Acét. 0.0833 0  0.0064 0.0642 0.0128 0.0012 0.0012 0.0181 7% 3.7
Acét. 0.0833 0 0.0064 0.0585 0.0184 0.0018 0.0018 0.0181 10% 5.3
Acét. 0.0417 0 0.0032 0.0335 0.0050 0.0010 0.0010 0.0363 3% 2.9
Acét. 0.0417 0 0.0032 0.0335 0.0050 0.0010 0.0010 0.0363 3% 2.9
Acét. 0.0417 0 0.0032 0.0319 0.0066 0.0013 0.0013 0.0363 3% 3.8
Acét. 0.0417 0  0.0032 0.0319 0.0066 0.0019 0.0019 0.0544 3% 5.7
Acét. 0.0417 0 0.0032 0.0323 0.0062 0.0018 0.0018 0.0544 3% 5.4
Acét. 0.0417 0  0.0032 0.0307 0.0078 0.0022 0.0022 0.0544 4% 6.7
Prop. 0.0167 0  0.0025 0.0133 0.0058 0.0001 0.0002 0.0045 4% 0.5
Prop. 0.0167 0 0.0025 0.0075 0.0117 0.0004 0.0005 0.0068 7% 1.5
Prop. 0.0167 0  0.0025 0.0132 0.0060 0.0001 0.0001 0.0027 4% 0.3
Prop. 0.0167 0 0.0025 0.0125 0.0067 0.0001 0.0001 0.0027 4% 0.3
Prop. 0.0417 0 0.0063 0.0240 0.0240 0.0003 0.0004 0.0027 15% 1.2
Prop. 0.0417 0 0.0063 0.0223 0.0257 0.0004 0.0004 0.0027 16% 1.3
Prop. 0.0417 0.0088 0.0063 0.0185 0.0295 0.0004 0.0005 0.0027 18% 1.5
Prop. 0.0417 0.0083 0.0063 0.0117 0.0362 0.0005 0.0006 0.0027 22% 1.8
Prop. 0.0417 0 0.0063 0.0277 0.0203 0.0003 0.0003 0.0027 12% 1.0
Prop. 0.0417 0  0.0063 0.0271 0.0209 0.0003 0.0004 0.0027 13% 1.1
Prop. 0.0417 0 0.0063 0.0250 0.0230 0.0003 0.0004 0.0027 14% 1.2
Prop. 0.0417 0 0.0063 0.0251 0.0229 0.0003 0.0004 0.0027 14% 1.2
But. 0.0167 0  0.0051 0.0122 0.0095 0.0001 0.0002 0.0027 6% 0.5
But. 0.0167 0 0.0051 0.0096 0.0121 0.0003 0.0004 0.0050 8% 1.2
But. 0.0167 0 0.0051 0.0108 0.0109 0.0003 0.0003 0.0045 7% 1.0
But. 0.0167 0 0.0051 0.0047 0.0171 0.0006 0.0008 0.0068 11% 2.3

Tabla 4.30: Caélculo de la cantidad de oxigeno requerido para oxidar estequiométricamente la
fuente de carbono no dedicada a la formacién de células y la cantidad de oxigeno que puede
penetrar en el fotobiorreactor.
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En la tabla 4.30 se resumen los calculos realizados asi como los resultados obtenidos.
Analizando los resultados expuestos, se aprecia que, en todos los casos, la cantidad
de oxigeno molecular que entra dentro del reactor para compensar la diferencia entre
los caudales en entrada y salida de liquido, es muy superior a la cantidad de oxigeno
necesaria. De hecho, en términos medios, el oxigeno necesario es un 9% del oxigeno
que entra. Desde el punto de vista de la transferencia de materia, el coeficiente de
transferencia de oxigeno de la fase gas a la fase liquida necesario es de 2.3 h™ (valor
promedio). Este coeficiente no es suficientemente alto como para que el sistema
experimental utilizado no lo pudiera alcanzar. Todo esto hace pensar que hay una
fraccion de la fuente de carbono, que no aparecia en los balances de carbono

iniciales, que ha sido catabolizada aerébicamente y transformada en CO,.

Ademas, muchos de los casos en que no cuadra el balance de carbono se dan cuando
disminuye el aporte de luz. Parece que R. rubrum pueda complementar una luz

insuficiente con el consumo de oxigeno.

4.3.4. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos en estos experimentos, se pueden destacar

varias conclusiones.

La primera conclusidn que se extrae de los experimentos realizados con acido
propidnico como fuente de carbono es el hecho de que se requiere una aportacion de
radiacién superior que cuando la fuente de carbono es acido acético, a igualdad de
velocidad de dilucién y de concentracién de células en el cultivo. Semejantemente

ocurre con el acido butirico respecto al acido propidnico.

Otra observacién importante que se ha hecho consiste en que en todos los
experimentos llevados a cabo en continuo, utilizando acido propidnico y acido
butirico, a medida que se va disminuyendo progresivamente la aportacion de luz al
cultivo, se observa que al principio la concentracion de células en el estado
estacionario también disminuye, como también se habia apreciado en los
experimentos con acido acético. No obstante, en los cultivos en continuo en que la
fuente de carbono ha sido el acido propidnico, existe un punto de inflexién de esta
tendencia, a partir del cual el peso seco aumenta considerablemente. Una de las

explicaciones mas plausible para este hecho se basa en la acumulacion de polimeros
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intracelulares de reserva, como asi lo confirman los resultados de los analisis de
composicion macromolecular de las células (ver Apartado 4.5, pagina 236), cuando la

relacién entre la luz disponible y el carbono disponible es demasiado baja.

Otra observacion que se realiza a tenor de los resultados obtenidos consiste en el
hecho que cuando la fuente de carbono es acido propidnico y se presentan las
condiciones ambientales que desencadenan el proceso de acumulacion de polimeros
intracelulares de reserva, las células no cambian su morfologia de forma tan
sistematica como lo hacen cuando la fuente de carbono es acido acético. La
consecuencia directa de este hecho es que el funcionamiento del compartimento no

se ve tan seriamente comprometido.

Por otro lado, en los experimentos en los que se ha utilizado el acido butirico como
fuente de carbono, no se ha observado en ningln caso la acumulacién de granulos
intracelulares por parte de las células, posiblemente porque en los cultivos llevados a

cabo la relacién entre la luz disponible y el carbono disponible era muy baja.

Una caracteristica comun de todos los experimentos llevados a cabo,
independientemente de la fuente de carbono utilizada, es que el cumplimiento del
balance de carbono no se completa de forma total, siendo la desviacién mayor

cuando las fuentes de carbono son acido propidnico y acido butirico.

Entre las posibles causas de esta pérdida de carbono estudiadas se ha descartado
como causa principal la volatilizacion de la fuente de carbono durante el cultivo en
continuo. Aunque se ha demostrado que la volatilizacién del acido graso volatil puede
llegar a ser considerable en el caso de llegar a concentraciones importantes en el
reactor, en el caso de los cultivos en continuo sus niveles son demasiado bajos y su
pérdida por este motivo es practicamente despreciable (entorno al 3%). Otra
posibilidad, considerada factible en los experimentos llevados a cabo, reside en que
una pequefa entrada de oxigeno molecular en el cultivo sea la responsable de que
una fraccion de células se encuentre en condiciones de microaerofilia y parte de la
fuente de carbono sea catabolizada para producir energia y sea transformada en CO,
y agua. Dicho fendmeno complementaria la obtencién de energia a través de la luz y

daria lugar a una drastica disminucién del rendimiento biomasa-substrato.
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4.4. Adecuacion de un fotobiorreactor piloto
para el cultivo de R. rubrum en condiciones
fotoheterotroficas

4.4.1. Introduccién

Después de haber realizado numerosos experimentos en un fotobiorreactor a escala
laboratorio (2.4 L de volumen Uutil) en el que se ha ensayado con diferentes fuentes
de carbono, diferentes velocidades de dilucidn y diferentes aportes de luz, se plantea
la necesidad de realizar cultivos en un fotobiorreactor diferente, para la obtencién de
mayores cantidades de biomasa. Para ello se necesitaran fotobiorreactores de tamafio
superior, cuya eficiencia debe determinarse en la practica utilizando reactores de
volimenes mayores. Esta necesidad viene motivada por la distribucion heterogénea
de la luz dentro del cultivo, haciendo que la disponibilidad de energia por parte de las
células varie en cada punto del cultivo. Esta distribucion es funcion de variables que
dependen del cultivo (concentracion de células, espectro de absorcion de las células,
velocidad de dilucion, etc.), asi como de las caracteristicas geométricas del
fotobiorreactor (fraccidn de volumen iluminado, radio del volumen iluminado,
intensidad de iluminacidén maxima posible, etc.). Por todas estas razones se hace
imprescindible disponer de resultados experimentales en diferentes fotobiorreactores
si se desea construir un modelo que prediga el crecimiento de R. rubrum en funcién

de la concentracion de carbono y de la luz que tenga a su disposicion.

También es conveniente que en el cambio de fotobiorreactor se utilicen distintos
volimenes, con la finalidad de ir estudiando los efectos del cambio de escala, a fin de

reunir informacion para el disefio posterior del reactor de la Planta Piloto MELISSA.
4.4.2. Descripcion general del fotobiorreactor

El fotobiorreactor escogido para llevar a cabo los cultivos a escala piloto es un reactor
ya existente en el laboratorio de la planta piloto, de tipo «air-lift> y de 7 L de
volumen Util, que se habia utilizado con anterioridad para realizar experimentos con
la microalga Arthrospira platensis. Las principales caracteristicas del cultivo de esta

microalga son que las condiciones de crecimiento son aerobicas, la adicién de la
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fuente de carbono se hace mediante la introducciéon de CO, gas, el pH déptimo de

cultivo es 9.5 y la temperatura éptima 36 °C.

En la figura 4.44 se esquematizan los componentes principales del fotobiorreactor
piloto utilizado para el cultivo de Arthrospira. Estd compuesto por una parte central
cilindrica, de cristal, que permite su iluminacién, y una seccion de acero inoxidable,

que permite la localizacion de las sondas de medida.

JANAWAWAWANWAWANWAWA!
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AL

Figura 4.44: Esquema del fotobiorreactor antes de su adaptacion para el cultivo de
microorganismos fotoheterétrofos. 1: Cilindro de cristal; 2: Soporte de iluminaciéon con lamparas
halégenas; 3: Sonda de concentracion de células; 4: Sonda de pH; 5: Sonda de pO,; 6: Sondas
de nivel; 7: Sonda de temperatura; 8: Canula de entrada de liquido; 9: Canula de salida de
liquido; 10: Entrada y dispersién del gas de entrada; 11: Salida de gas; 12: Filtro ceramico de
gas; 13: Condensador del gas de salida.

La seccion cilindrica de cristal estd compuesta por dos tubos concéntricos, ambos de

cristal. El cilindro interior, denominado riser es por donde se introduce el gas, a
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diferencia de la seccidn anular externa, llamada downcomer, que no tiene entrada de
gas. La parte superior de acero inoxidable permite la separacion de la fase gas de la
fase liquida. La entrada de gas en la seccion de flujo ascendente (riser) causa una
diferencia de densidad en el medio con relaciéon a la seccién de flujo descendente
(downcomer), provocando una corriente ascensional dentro del riser mientras el
medio desciende a través de la seccion de flujo descendente (downcomer). Ademas,
el gas proporciona una sobrepresion en la cabecera del reactor, evitando la posible

entrada de aire del exterior por las juntas.

El reactor dispone de iluminacién periférica a nivel de la seccién de cristal mediante
48 lamparas haldgenas (SYLVANIA Halogen -Professional de luxe-, 12 V, 20 W, @ 50
mm). Seis fuentes de alimentacion de 15 V y 18 A se encargan de proporcionar la
energia eléctrica necesaria al conjunto de lamparas. Las lamparas estan distribuidas
en 6 columnas equidistantes entre si, de 8 lamparas cada una de ellas. La intensidad

de radiacion se regula mediante la variacion del voltaje suministrado a las lamparas.

El lazo de control de temperatura consta de una sonda de temperatura (Pt-100), un
dedo frio por el que circula liquido refrigerante y un bafio termostatico que mantiene
el liquido refrigerante a -15 °C. Cuando el controlador (autonomo) detecta que la
temperatura del bafo aumenta respecto el valor de consigna (por efecto de las
ldmparas), abre la electrovalvula que permite la circulacién del liquido refrigerante

por el interior del dedo frio.

4.4.3. Modificaciones necesarias en el fotobiorreactor

Las principales modificaciones necesarias para adaptar el fotobiorreactor al cultivo de
R. rubrum consisten basicamente en el disefio e implementacién de un circuito de
gas, que permita la recirculacién de los gases, asi como el redisefio de los lazos de

control para que la operacién del fotobiorreactor sea robusta.

Operacion en condiciones anaerobias

La modificacion mas importante consiste en hacer posible que este fotobiorreactor

pueda mantener una atmosfera anaerobia durante largos espacios de tiempo.
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El circuito de entrada y salida de liquido ha sido implementado mediante la utilizacion
de tubos flexibles de viton, que presentan una baja permeabilidad del oxigeno

atmosférico.

El circuito de gases del fotobiorreactor tiene que ser cerrado para recircular el gas en
su interior. Esta necesidad viene dada por dos motivos importantes. La primera razon
estd relacionada con el concepto del proyecto MELISSA, que debe ser un sistema
cerrado que minimice el intercambio de materia con el exterior. Y el segundo motivo
es puramente operacional, puesto que al ser la atmosfera anaerobia, el trabajar con
un circuito abierto de gases requeriria el aporte continuo de argén. Este gas noble ha
sido el escogido para crear las condiciones anaerobias, puesto que el nitrégeno puede
ser utilizado como fuente de nitrégeno por las células de R. rubrum bajo ciertas
circunstancias y, ademas, el argdn es mas econémico que otros gases como el Helio o
el Nedn. Por tanto, la filosofia de funcionamiento del circuito de gases es que sea
cerrado, con recirculacion completa del gas y con la introducciéon de gas externo

(argoén y/o CO,) para mantener la sobrepresiéon en la cabecera del reactor.

En la figura 4.45 se esquematiza el circuito de gas. El gas que sale del reactor por la
parte superior se mezcla con CO, y/o argén y, mediante un compresor, se vuelve a
alimentar al fotobiorreactor. El didxido de carbono permite, en la puesta en marcha
del fotobiorreactor, que las células de R. rubrum empiecen a crecer antes, reduciendo
la etapa de latencia, y es consumido durante el cultivo en continuo si la fuente de

carbono es un acido graso volatil con grado de reductancia mayor que la biomasa.

Para poder regular el caudal de gas que se introduce en el reactor, como el
compresor proporciona un caudal constante, se ha optado por recircular el gas
alrededor del compresor, de forma que el caudal excedente que llega al compresor se

desvia a la entrada de éste.

La adicion de argodn es discontinua y se produce cuando el controlador de presidn
detecta que la presidn ha bajado sensiblemente por debajo del punto de consigna
(100 mbar). Esta sobrepresion en la cabecera del fotobiorreactor garantiza que no
pueda entrar aire del exterior y contamine el cultivo. Asimismo, si el controlador
detecta que la presién aumenta por encima de 120 mbar, abre la valvula de

seguridad, purgando parte del gas del circuito al exterior.

Una vez montado el circuito y verificado su funcionamiento, se confirma que el

consumo de argon es pequefio, aunque no se mide directamente el caudal que entra.
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Mediante la conexion de una valvula de tres vias se deja abierta la opcion de derivar

el gas de dentro del circuito a uno o varios analizadores de gases.

Los depositos de entrada y salida de medio, asi como las botellas de acido y base del
control de pH, estan conectadas al circuito de gases. De este modo se garantiza que

en todos los puntos del reactor existe una atmdsfera anaerobia y no entra oxigeno.
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Figura 4.45: Esquema del circuito cerrado de gases implementado para mantener la atmdsfera
anaerobia.
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En la configuracion inicial, el medidor de presion estaba conectado a la linea de gases
después del filtro cerdmico (como se representa en la figura 4.45), para no poder en
peligro la esterilidad del reactor. No obstante, se detectaron problemas operacionales
consistentes en la pérdida de sensibilidad del sensor de presion por la colmatacion del
filtro ceramico y se optd por conectar el sensor de presidn directamente a la cabecera

del fotobiorreactor mediante dos filtros de aire (0.22 1tm) colocados en paralelo.
Sistema de control de pH

Para la regulacién del pH se opta por la utilizacién de un controlador externo al PLC
(CRISON, pHrocon 18). Este se encarga de gestionar el funcionamiento de dos
bombas peristdlticas de acido y de base en funcién del valor de pH y de comunicar el

valor de este parametro al PLC, a través de una salida analdgica de 4-20 mA.

Mediante la activacion de las dos bombas peristalticas, el controlador tiene la
capacidad de afadir HCI (1.5 M) o NaOH (1.5 M) para mantener controlado el pH del
cultivo. Estas adiciones se hacen en la seccion de flujo ascendente del reactor,
permitiendo asi que el tiempo requerido para su homogeneizacién sea muy pequeno.
El controlador es del tipo todo o nada con una banda muerta. EL punto de consignha es
6.9 y el ancho de la banda muerta de 0.15 unidades de pH para cada lado del punto

de consigna.
Regulacion de la intensidad de luz

Mediante el lazo de regulacion de la intensidad de luz aportada al cultivo, el sistema
de control es capaz de suministrar la cantidad de energia radiante deseada. Este lazo
de control lo componen el conjunto de ldamparas, seis fuentes de alimentaciéon (15 V-

18 A), el PLC y, a un nivel superior, la estacién de control MCS.

El ordenador de control, en una de sus aplicaciones, contiene la relacion entre la
salida del controlador (en tanto por ciento) y el valor de la irradiancia incidente
suministrada al cultivo. En funcion de la cantidad de radiacion que interesa aportar, el
controlador regula la salida analdégica que, a su vez, regula las fuentes de
alimentacion. Asi pues la irradiancia incidente suministrada se regula manipulando el

voltaje de la corriente suministrada a las lamparas.
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Experimentos preliminares con el nuevo fotobiorreactor

Una vez comprobada la capacidad de mantener una atmosfera anaerobia en el
fotobiorreactor y de mantener correctamente controladas las condiciones ambientales
(pH y temperatura), se decide llevar a cabo experimentos en continuo para verificar

el correcto funcionamiento de todos los equipos.

Los primeros obstaculos que aparecieron estuvieron relacionados con el
mantenimiento de la esterilidad del fotobiorreactor, aspecto que ha resultado ser muy
critico trabajando con R. rubrum. Después de revisar todos los pasos del proceso de
esterilizacidon del reactor, que era mediante vapor fluyente, se aseguré que el vapor
entrase en contacto con todas las partes destinadas a estar dentro de la zona estéril,
dedicando especial atencién a los filtros cerdmicos y a los estrechamientos y las
ranuras interiores de las conducciones, que son zonas a las que el vapor tiene dificil

acceso.

En los primeros experimentos que se llevaron a cabo, el cultivo en discontinuo fue
satisfactorio. No obstante, cuando se ponia en marcha el continuo, al cabo de un
cierto tiempo aparecian agregados de células y el cultivo se acababa lavando. En la
figura 4.46 se representa uno de estos experimentos, en la que se observa una
primera parte correspondiente al crecimiento en discontinuo y la evolucién del cultivo
cuando se pone en marcha el modo continuo. Al cabo de aproximadamente 140 horas
de haber puesto en marcha el continuo, empiezan a observarse agregados

macroscdpicos de células en suspension.

Concretamente, este experimento se llevé a cabo utilizando &cido acético como Unica
fuente de carbono, una concentracidon de carbono en el medio de cultivo de 0.5 g C/L,
una velocidad de dilucién de 0.035 h™, una irradiancia incidente de 1834 (E-m2sty

un caudal de gas de 1 L/min.

Experimentos similares se llevan a cabo variando la concentracién de carbono del
medio de entrada, la intensidad de la radiacion aportada, el caudal de aire que circula
a través del cultivo, la velocidad de dilucidn, la presencia de antiespumante en el
cultivo (necesaria para evitar la formacién de espumas que dificultaban la normal
operacion), la presidn parcial de CO; en el gas del circuito de gases y la concentracion
de oligoelementos. No obstante, en ninguno de los experimentos se obtiene un

comportamiento en modo continuo diferente del mostrado en la figura 4.46.
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Figura 4.46: Experimento llevado a cabo en el fotobiorreactor piloto utilizando &acido acético
como fuente de carbono. Parte |: experimento en discontinuo; Parte 11: D=0.035 h™*, 0.5gC/Ly
#0=1834 ,E-m2.s™

Comparando el fotobiorreactor piloto, en el que ha resultado practicamente imposible
obtener un cultivo continuo con crecimiento satisfactorio de las células, con el
fotobiorreactor de escala laboratorio, el cual ha demostrado esta capacidad
sobradamente, la diferencia mas relevante es el tipo de agitacion del cultivo. Mientras
en el primer fotobiorreactor la homogeneizacion del cultivo se consigue mediante la

entrada de gas, en el segundo fotobiorreactor la agitacion es mecanica.

Para comprobar si el tipo de agitacién puede tener algun tipo de efecto en el
crecimiento de las células y en la formacion de agregados celulares, se decide llevar
acabo un experimento en continuo en el fotobiorreactor a escala de laboratorio en el
que se empiece agitando mecanicamente, y cuando el cultivo en continuo esté en
condiciones estacionarias, se continle agitando el cultivo mediante el burbujeo de
argdn. El resultado de este experimento se representa en la figura 4.47, en la que se
aprecia un estado estacionario, a una velocidad de dilucién de 0.02 h!, obtenido
agitando el cultivo mecanicamente y, después de hacer el cambio a agitacion
mediante gas, empiezan a aparecer los primeros agregados de células
aproximadamente a las 45 horas del cambio. El cultivo acaba lavandose tal y como se

aprecia en la representacion.
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Este experimento indica que la agitacion del cultivo mediante gas lleva a las células a
formar agregados celulares macroscépicos, hecho que no ocurre cuando la agitacion
es mecanica. Este efecto podria producirse por el arrastre del gas de algun
componente basico para las células, sin el cual, su crecimiento no se produce de
forma satisfactoria. Seria necesario realizar mas experimentos para determinar cuales

son las causas que desencadenan este comportamiento del metabolismo celular.

Cabe destacar que en ocasiones, los agregados celulares empiezan a observarse
adheridos a la superficie interna del fotobiorreactor, los cuales sirven para que nuevos
agregados se adhieran a éstos formando una capa mas gruesa de células. No
obstante, en otras ocasiones, los agregados celulares formados estan en suspension y
después de un cierto tiempo, empiezan a adherirse al cristal del fotobiorreactor.
Probablemente, la causa de la diferencia de estos dos comportamientos resida en la
relacién entre el carbono residual y la aportacion de luz, aunque para afirmar

categoricamente esta hipotesis se deberian realizar mas experimentos.
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Figura 4.47: Experimento en continuo llevado a cabo en el fotobiorreactor de escala laboratorio.
En la Parte | la agitacién es mecanica y en la Parte Il la agitaciéon es mediante el burbujeo de gas.
D=0.02 h'.
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En la figura 4.48 se puede observar el aspecto que ofrece la parte cilindrica del
reactor cuando las células de R. rubrum se adhieren a la pared interna de cristal.
Cuando se para el experimento para limpiar el fotobiorreactor, se observa que justo
en la posicion de delante de las lamparas, las células adheridas mueren,

probablemente por exceso de radiacion.

L L
X

Figura 4.48: Fotografias del fotobiorreactor piloto con las células de R. rubrum adheridas a la
superficie interna. La primera fotografia esta tomada en el cultivo continuo y la segunda cuando
se para el cultivo para limpiar el fotobiorreactor.

Aunque ante estos resultados parece que la agitacion del cultivo mediante gas es una
hecho determinante para que el crecimiento de las células de R. rubrum se vea
alterado, la ausencia en el reactor piloto de una doble camisa de agua refrigerante
puede hacer que se creen gradientes de temperatura en la superficie de cristal, los

cuales podrian favorecer la adhesiéon de las células a la superficie.

Ante los resultados experimentales obtenidos y la sospecha de que los gradientes de
temperatura contribuyan a que las células se adhieran con mayor facilidad, se opta
por hacer un doble cambio en el reactor piloto, modificando el sistema de agitacion y
el sistema de intercambio de calor. Por un lado se decide implementar en el
fotobiorreactor piloto un sistema de agitacion mecanica, que tan buenos resultados

ha proporcionado en el reactor de escala laboratorio. Por otro lado, se decide sustituir
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la cuba de cristal del reactor por otra que incorpore una doble camisa. El agua que
circule por el interior de la camisa cumplird con un doble objetivo: por un lado
mantendra la temperatura del cultivo controlada y, por el otro, eliminard posibles

gradientes de temperatura en el cristal interno del fotobiorreactor.

Sistema de agitacidon y control de temperatura

Para implementar la agitacion mecénica, se disefia un sistema expresamente para
este fotobiorreactor, formado por un motorreductor eléctrico de 90 W (400 rpm), un
juego de rodamientos, acoplamientos, un cierre mecanico, una fuente de
alimentacion y un eje de 603 mm de longitud. En el eje se fijaron 5 hélices con un
disefio especial para proporcionar al cultivo una agitaciéon con una componente radial
(20%) y otra componente axial (80%). En la figura 4.49 se representa el esquema

constructivo de las hélices.

Todos los componentes susceptibles de entrar en contacto con el cultivo se
construyeron en acero inoxidable AISI-316 mientras que para el resto se utilizd
AISI-304.

Para instalar el nuevo sistema de agitacion, se hicieron modificaciones en la tapa
superior del fotobiorreactor para fijarlo y se elimind el cilindro de cristal que dividia
las secciones de flujo ascendente y descendente. La eliminacion de esta pieza
comportd que el volumen util del nuevo fotobiorreactor fuese de 8 L (un litro mas que

con la configuracion original).

Con el nuevo sistema de agitacidn, la recirculacion de gas a través del cultivo no es
necesaria, por lo que el circuito de gas queda reducido a la conexién del espacio de
cabecera del reactor a la linea de argoén, ajustando la consigna a 100 mbar para

eliminar riesgos de contaminacion.

Con la finalidad de evitar posibles cortocircuitos del medio de cultivo de entrada, es
decir, que parte del medio que acaba de entrar salga inmediatamente por la salida, se
cambia la entrada del alimento al fotobiorreactor, que estaba situada en la parte
superior y se emplaza en la parte inferior de la columna iluminada. Asi pues, el medio
de cultivo fresco entra por la parte inferior del fotobiorreactor mientras que la salida

se sitUa en la parte superior, responsable de mantener el nivel constante en 8 L.
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Figura 4.49: Detalle de las hélices fijadas en el eje de agitacién. Su disefio permite proporcionar
una componente radial (20%) y una componente axial (80%).

No obstante, para asegurarse de que el grado de homogeneizacion es bueno y que el
fotobiorreactor se comporta como un reactor ideal de mezcla completa, se cree
necesario realizar un experimento para evaluar la distribucidn del tiempo de

residencia (DTR).

Evaluacién de la distribucién del tiempo de residencia

Se escoge como trazador el colorante azul dextrano por varias razones. Por un lado,
su concentracion puede ser seguida facilmente utilizando un espectrofotometro. Por
otro lado, a valores de pH alrededor de 7, su color medido a 618 nm no varia

significantemente en funcién del valor de pH.

En el capitulo de materiales y métodos (apartado 3.4.1, pagina 127) se muestra la

calibracién entre la concentracién de azul dextrano y la absorbancia a 618 nm.

Para realizar el experimento, se inyectan en la parte superior del fotobiorreactor
246.5 mL de una solucién concentrada de trazador (16.08 g/L) en un breve espacio
de tiempo. Durante el experimento, el liquido de salida se va recogiendo en un
tanque con la finalidad de integrarlo respecto al tiempo, y asi determinar el caudal

medio tratado con la maxima precision. El caudal medio resultante es de 0.171 L/h.
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Para encontrar los coeficientes que proporcionan el ajuste éptimo del perfil tedrico a
los datos experimentales, se ha utilizado el método de minimos cuadrados con el
algoritmo de Marquardt-Levenberg. Suponiendo que el comportamiento hidraulico del
fotobiorreactor es como el de un tanque ideal perfectamente mezclado, la ecuacién

que explica el comportamiento, ya con los coeficientes dptimos, es la siguiente:

[4.24] C=0.438 exp (-0.022 - t)
Donde: C: concentracién de trazador que sale del fotobiorreactor en funcién del
tiempo, t.

Los datos experimentales de concentracién frente al tiempo se representan en la
figura 4.50, asi como el ajuste dptimo obtenido y que viene dado por la expresion
[4.24]. El ajuste de los datos experimentales al perfil teérico de un tanque de mezcla
completa es satisfactorio y la diferencia respecto al ajuste es inferior al error

experimental.

0.5
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0.3 {

0.2 ¢

0.1

Concentracién de trazador (g/L)

0.0
0 10 20 30 40 50 60
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Figura 4.50: Datos experimentales y ajuste tedrico en el experimento de la determinacion de la
distribucion del tiempo de residencia.

El tiempo de residencia experimental durante el ensayo ha sido de 46.66 h, mientras
que de la curva tedrica del ajuste se deduce un tiempo de residencia de 46.21 h, lo
gue supone un error inferior al 1%. Asi pues, a la vista de los resultados obtenidos en
la distribucion del tiempo de residencia, se puede concluir que el nuevo sistema de
agitacién mecanica incorporado al fotobiorreactor le confiere a éste un grado de

agitacién de mezcla perfecta.
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La otra modificacion importante que se introdujo en el fotobiorreactor esta

relacionada con el lazo de control de la temperatura del cultivo.

Al sustituir la parte cilindrica de cristal original por otra, de idénticas dimensiones,
pero con una doble camisa externa, se anula el dedo frio que habia estado situado en
la parte inferior del reactor. La configuracion final de este lazo de control queda en
que el controlador (de tipo PI) recibe senal de la temperatura del cultivo (mediante
una sonda Pt-100) y, en funcién de la diferencia de temperatura entre el cultivo y la
consigna, calcula la nueva consigna de temperatura del bafio refrigerante. Este tipo
de control resulté ser muy efectivo para oscilaciones de temperatura lentas, como era

el caso.

En la figura 4.51 se puede observar un esquema del fotobiorreactor con su
configuracion final en cuanto al sistema de agitacion y al lazo de control de

temperatura.

44 EEEEEER
REEEEE]
~[EB88B8

Figura 4.51: Esquema del fotobiorreactor piloto con agitacion mecéanica y control de la
temperatura del cultivo mediante el paso de agua refrigerante a través de una doble camisa de
cristal.
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4.4.4. EXperimentos a escala piloto

Una vez efectuadas las modificaciones previas para que el fotobiorreactor piloto sea
adecuado para realizar en él cultivos de R. rubrum en continuo, en condiciones
estériles y anaerobias y durante largos periodos de tiempo, se disefian los

experimentos a realizar.

Debido a las caracteristicas geométricas de este fotobiorreactor, el volumen iluminado
es el 61.5% del volumen total y, consecuentemente, la aportacién de radiacion es
menor que en el equipo anterior. Este hecho es una caracteristica del aumento de
escala, puesto que a medida que el volumen del fotobiorreactor aumenta, mas dificil
es mantener elevado el porcentaje de volumen iluminado. Hay que tener en cuenta
que el volumen no iluminado se comporta de igual modo que el volumen muerto en
un reactor quimico (en él no se produce reaccidon quimica y diluye el aumento de

concentracion que se produce en el volumen util).

Teniendo en cuenta estas circunstancias, el primer experimento se efectia a la
maxima irradiancia incidente posible, que en este equipo es de 4474 uE-m?2.s?,
También se utiliza acido acético como Unica fuente de carbono, con una concentracion
en el medio de entrada de 0.4 g C/L, y una velocidad de dilucién de 0.04 h''. En la
figura 4.52 se presentan los resultados experimentales y se puede observar como el
crecimiento es satisfactorio y el peso seco se estabiliza alrededor de 0.63 g/L. No
obstante, cuando se aumenta la velocidad de diluciéon en un 25% (D=0.05 h™), la
concentracion de acido acético residual en el cultivo empieza a aumentar a la par que
el peso seco a disminuir, hasta que el cultivo se lava como en los experimentos

previos.

Una de las hipdtesis mas plausibles que explicarian el lavado del cultivo es la
insuficiente radiacion para mantener las células creciendo a una velocidad especifica
de 0.05 h'l. De ser esto asi, la Unica posibilidad de conseguir estados estacionarios a
tasas de diluciones superiores consiste en reducir la concentracién de carbono del
medio de entrada, asi el peso seco del estado estacionario sera inferior sin que
aumente la fuente de carbono sin consumir y las bacterias dispondran de mas energia

por célula.

Asi pues, para llevar a cabo el siguiente experimento, se decide utilizar una
concentracion de acido acético en el medio de entrada de 0.2 g C/L y empezar por

una velocidad de dilucibn moderadamente baja, para irla aumentando
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progresivamente (incrementos de un 20%). Los resultados de este experimento se

representan en la figura 4.53.

1.2 I
|
Parte I | Parte II

|

- 1.0 |

) I

S |
Q

n |

oF 0.8 L |

) |

LS !

] o— —o— 3

Sy 0.6 |

8 |

|

O O i |

o > 0.4 |

© |

g |

£ |

o] 0.2 |

|

|

|

0.0 & ‘_(T)———O‘———O‘\c‘ i T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Tiempo (h)

Figura 4.52: Primer cultivo continuo de R. rubrum en el fotobiorreactor piloto utilizando &acido
acético como fuente de carbono. ¢,=4474 ,E-m?.s*y 0.4 g C/L. Parte | (MC nam. 28): D=0.04
h*; Parte 11 (MC nGm. 29): D=0.05 h™.

Condiciones de cultivo Parte 1
Fuente de carbono A. acético
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.4
Velocidad de dilucién, D (h') 0.04
Tiempo de residencia, 7 (h) 25
Numero de tiempos de residencia 5.0
Irradiancia incidente, ¥ (1E-m2-s) 4474
Peso seco (g/L) 0.639+0.004
Conc. de carbono cultivo (g C/L) 0.015+0.002

Tabla 4.31: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.52).
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Figura 4.53: Cultivo continuo de R. rubrum en el fotobiorreactor piloto utilizando &cido acético
como fuente de carbono. ¢=4474 ,E-m2s' y 0.2 g C/L. Parte I: D=0.024 h™; Parte II:
D=0.027 h™*; Parte I111: D=0.035 h™*; Parte IV (MC nim. 30): D=0.040 h™*; Parte V (MC nim. 31):

D=0.049 h™.

Condiciones de cultivo Parte 1V
Fuente de carbono A. acético
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.2
Velocidad de dilucién, D (h') 0.04
Tiempo de residencia, 7 (h) 25
NUmero de tiempos de residencia 3.8
Irradiancia incidente, ¥ (E-m2:s™) 4474
Peso seco (g/L) 0.314+0.004
Conc. de carbono cultivo (g C/L) 0.002+0.001

Tabla 4.32: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.53).
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Observando los resultados experimentales representados en la figura 4.53, se
observa que la concentracion de células se ha mantenido practicamente estable
durante mas de 250 horas, mientras la velocidad de diluciéon se ha ido aumentando
paulatinamente. La velocidad de dilucién se ha ido aumentando en incrementos
aproximados del 20%, siendo éste el aumento discreto mas pequefio que se puede

hacer con la bomba de entrada.

Cuando la velocidad de dilucién se aumenta a 0.049 h'!, las células empiezan a
agregarse y, posteriormente, a adherirse a la pared del fotobiorreactor tal y como ya

se ha apreciado en experimentos anteriores con otro fotobiorreactor.

La conclusion inicial a la vista de estos resultados consiste que las condiciones de la
Parte V del experimento son tales que la relacién entre la luz disponible y la
concentracion de carbono disponible es tan baja que hace que se active el
metabolismo de acumulacion de polimeros de reserva. Para mantener el cultivo
creciendo en condiciones satisfactorias y estables a la ultima velocidad de dilucidon

probada seria necesario un aporte de radiacion superior.

Este hecho, también lleva a la conclusién que en este fotobiorreactor, alcanzar un
estado estacionario estable a una velocidad de dilucién superior a 0.04 h™*, y asegurar
al mismo tiempo que la concentracién de carbono es el factor limitante del
crecimiento (que no se acumule), sera muy dificil de conseguir. Tal vez se podria
conseguir a concentraciones celulares inferiores (disminuyendo aun mas la
concentracion de carbono del medio de entrada), pero esto presenta numerosos
inconvenientes, como el aumento de la inestabilidad del cultivo, necesidad de recoger
mayores volimenes de muestra, necesidad de tiempos superiores para llenar los

tubos de muestreo, etc.

En los anteriores experimentos, el valor de irradiancia incidente utilizado ha sido el
maximo posible (4474 E-m™-s') para asegurar que la luz no es el factor limitante
del crecimiento. Después de los resultados obtenidos, se puede admitir que para
velocidades de dilucién hasta 0.04 h?, los mismos estados estacionarios
probablemente podrian haber sido obtenidos utilizando valores de irradiancia
incidente menores y todavia asegurar que son condiciones en las que limita el aporte
de luz al cultivo. Con la finalidad de verificar esta hipétesis, se planifica realizar un
cultivo en continuo a un valor moderado de intensidad de radiacién e ir aumentando

progresivamente la velocidad de dilucién (figura 4.54).
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Figura 4.54: Cultivo continuo de R. rubrum en el fotobiorreactor piloto utilizando &cido acético
como fuente de carbono. 0.2 g C/L. Parte I: D=0.024 h' y ¢=1256 .E-m?s™; Parte Il:
D=0.027 hy ¢=1256 «£E-m2.s?; Parte 11l (MC nim. 32): D=0.035 h'y #,=1256 /E-m2.s?;
Parte IV (MC nim. 33): D=0.04 h' y ¢,=1256 ,£E-m?2.s?; Parte V (MC ndm. 34): D=0.04 h y
#,=3788 [E-m2.st,

Condiciones de cultivo Parte 111 Parte IV Parte V
Fuente de carbono A. acético A. acético A. acético
Conc. de carbono entrada (g C/L) 0.2 0.2 0.2
Velocidad de dilucién, D (h™) 0.035 0.04 0.04
Tiempo de residencia, 7 (h) 28.6 25 25
Numero de tiempos de residencia 3.4 4.7 4.8
Irradiancia incidente, ¥ (E-m2s™) 1256 1256 3788
Peso seco (g/L) 0.327+0.005 0.321+0.005 0.325+0.003
Conc. de carbono cultivo (g C/L) 0.002+0.0006 0.002+0.0007 0.001£0.0005

Tabla 4.33: Condiciones de cultivo y resultados obtenidos (figura 4.54).

Atendiendo a los resultados de la figura 4.54 y de la tabla 4.33, se puede afirmar que

los resultados mostrados anteriormente, producidos a valores de irradiancia incidente
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elevados, se han obtenido en condiciones de limitacion de carbono, puesto que a
valores inferiores de irradiancia incidente el carbono aun sigue siendo el factor
limitante del crecimiento. Es significativo el hecho de que al aumentar la irradiancia
incidente de la Parte IV a la Parte V del experimento, el peso seco no aumenta
significativamente. Esto muestra claramente que el aporte de luz no esta controlando

el crecimiento a esta velocidad de dilucion.

4.45. Conclusiones

Una vez llevadas a cabo todas las modificaciones en el fotobiorreactor piloto que se
han creido oportunas, para conseguir que sea Util en su utilizacion en cultivos en
condiciones fotoheterotréficas, y verificado su correcto comportamiento mediante
experimentos en continuo superiores a 400 h, se puede concluir que la adaptacion del

equipo ha sido satisfactoria.

Se ha constatado que la agitacion mediante gas no es apropiada para el cultivo de

R. rubrum y que la agitacion mecanica constituye una buena alternativa.

Teniendo en cuenta la radiacion maxima que se puede aportar al cultivo en este
equipo, no se podran llevar a cabo experimentos en continuo a velocidades de
dilucion superiores a las ensayadas y descritas en este apartado. Incluso variando la
fuente de carbono, no se conseguird aumentar la productividad especifica, ya que a
mayor longitud de la cadena carbonatada del &acido graso, mayores son los

requerimientos de energia a igual velocidad de dilucién.

Se ha estudiado los efectos del aumento de escala. Por ejemplo, en este caso se ha
comprobado como al aumentar el volumen del fotobiorreactor, puede ser mas dificil
aportar energia en forma de luz de forma eficiente si existen restricciones que hagan
disminuir el porcentaje del volumen total de reactor que puede ser iluminado. En el
momento de disefiar un nuevo fotobiorreactor, las caracteristicas geométricas asi

como el volumen susceptible de ser iluminado son factores clave para el equipo.

Se han obtenido datos experimentales en el fotobiorreactor piloto, los cuales seran de
especial interés para la construccion de un modelo que describa el crecimiento de
R. rubrum en funcién de la concentracién de carbono de la entrada, la irradiancia
incidente suministrada al cultivo y del conocimiento de las caracteristicas geométricas

del fotobiorreactor.
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4. 5. Estudio del metabolismo celular en
relacion a su efecto sobre la estabilidad del
cultivo

4.5.1. Introduccion

En los experimentos llevados a cabo en continuo en los diferentes fotobiorreactores,
se observa en ciertos casos como un cambio en las condiciones de operacién produce
cambios morfoldgicos en las células, a menudo irreversibles, con consecuencias
drasticas para la estabilidad del cultivo, especialmente cuando la fuente de carbono

es acido acético.

El hecho de que en un momento dado se desencadenen estos cambios morfoldgicos
que acaban comprometiendo seriamente la estabilidad del cultivo y, en consecuencia,
la operacion del compartimento, hace que esta respuesta celular a un cambio de los
factores ambientales deba ser estudiada con detenimiento, dada la importancia que
para este reactor y para todo el bucle MELISSA tiene el hecho de mantener una

operacion estable y continua, durante largos periodos.

En el presente subcapitulo se realiza un estudio preliminar del metabolismo celular,
analizando la influencia de las condiciones de cultivo en la composicidon de las células,

con el objetivo de determinar algunas claves en su comportamiento.

4.5.2. Analisis macromolecular y elemental de las
células

En algunos de los estados estacionarios conseguidos en los experimentos en continuo
se han recogido muestras de células, las cuales han sido reconcentradas, liofilizadas y

guardadas a - 80 °C hasta el analisis de su composicion.

Los analisis han consistido en la determinacién de las macromoléculas mas relevantes
que componen las células, asi como su composicion elemental. Las macromoléculas
analizadas han sido proteinas, acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos y polimeros de
reserva que se acumulan con mas facilidad, como glicbgeno, 3-3-hidroxibutirato
(PHB) y 3-B-hidroxivalerato (PHV). Los protocolos seguidos en los analisis estan

detallados en el apartado 3.3, pagina 114.
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Las condiciones de cultivo estudiadas y tomadas como las mas determinantes en la

composicion de las células son: la fuente de carbono, la concentracién de carbono en

el medio de entrada y en el cultivo, la velocidad de dilucién, la irradiancia incidente y

la concentracion de células en el estado estacionario.

En la tabla 4.34 se resumen las condiciones de cultivo de los casos experimentales

analizados, correspondientes a distintos experimentos descritos anteriormente.

Nu(rjr;ero Fuente de [80 [C] %z_s, X M [Clo/ Vo

T uestra carbono . (g C/L) (hY) (g/L) (g C-m?s-E.LY)
1 Acético 1.0 0 0.040 4858 1.61 + 0.01 205.85
2 Acético 1.0 0 0.040 4858 1.59 + 0.01 205.85
3 Acético 1.0 0.038 0.040 2229 1.45+0.01 448.63
4 Acético 1.0 Acum. 0.040 1290 1.4-0.6 775.19
5 Acético 0.5 0 0.080 8279 0.83 £ 0.01 60.39
6 Acético 0.5 0 0.080 6486 0.83 £ 0.02 77.09
7 Acético 0.5 0 0.080 4858 0.79 £ 0.01 102.92
8 Acético 0.5 0 0.080 3441 0.80 £ 0.01 145.31
9 Acético 0.5 0 0.080 2266 0.76 £ 0.01 220.65
10 Acético 0.5 0.100 0.080 1290 0.75-0.5 387.60
11 Acético 0.5 0.004 0.120 8279 0.75+0.01 60.39
12 Acético 0.4 0 0.120 8279 0.69 £ 0.02 48.32
13 Acético 0.4 0 0.120 6486 0.73 £0.02 61.67
14 Acético 0.4 0 0.120 4858 0.76 £ 0.01 82.34
15 Acético 0.4 Acum. 0.120 3441 0.75-0.4 116.25
16 Propionico 0.2 0 0.010 7430 0.37 £0.01 26.92
17 Propidénico 0.5 0 0.006 12880 0.67 £ 0.01 38.82
18 Propidnico 0.5 0 0.006 10356 0.62 £ 0.01 48.28
19 Propionico 0.5 0.106 0.006 7938 0.52 £ 0.01 62.99
20 Propidnico 0.5 0.100 0.006 5844 0.33+£0.01 85.56
21 Propionico 0.5 0 0.006 4085 0.78 £ 0.01 122.40
22 Propidénico 0.5 0 0.006 2676 0.76 £ 0.01 186.85
23 Propionico 0.5 0 0.006 499 0.80 £ 0.01 1002.00
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Namero [Clo Yo
Fuente de [C] D X 4 [Clo/ Vo
de (g9 (E:m2.sh)
carbono (g C/L) (hY) (g/L) (g C-m?s-E*-LY)
muestra C/L)
24 Butirico 0.2 0 0.006 7430 0.36 £ 0.01 26.92
25 Butirico 0.2 0 0.010 7430 0.28 £ 0.01 26.92
26 Butirico 0.2 0.000 0.010 12880 0.32+£0.01 15.53
27 Butirico 0.2 0.000 0.015 12880 0.14 £ 0.01 15.53
28 Acético 0.4 0.015 0.040 4474 0.64 + 0.01 89.41
29 Acético 0.4 acum 0.050 4474 0.6-0.4 89.41
30 Acético 0.2 0.002 0.040 4474 0.31 £0.01 44.70
31 Acético 0.2 acum 0.049 4474 0.3-0.1 44.70
32 Acético 0.2 0.002 0.035 1256 0.33 +£0.01 159.24
33 Acético 0.2 0.002 0.040 1256 0.32 +£0.01 159.24
34 Acético 0.2 0.001 0.040 3788 0.33+0.01 52.80

Tabla 4.34: Resumen de las condiciones de cultivo de las diferentes experimentos analizados.
[C]o : concentracion de carbono; [C]: concentracion de carbono en el cultivo; D: velocidad de
diluciéon; ¥ : irradiancia incidente; X: concentraciéon de células en el cultivo; Acum.: Situacién en
la que el substrato se acumula y no hay una concentracién constante. ® Cuando existe un Unico
valor de concentracion de células, éste corresponde a un estado estacionario. Por el contrario,
cuando aparece un rango de concentraciones, se hace referencia a una situaciéon no estable.

En la tabla 4.35 y en la tabla 4.36 se detallan los resultados experimentales obtenidos
en los analisis de los macrocomponentes celulares, asi como el error estandar

asociado a la determinacion.

En la tabla 4.37 se recogen los resultados obtenidos en el analisis elemental de las
muestras de células. Los elementos analizados son C, H, N, S y P (sélo muestras 15-
34). El oxigeno deberd ser calculado por diferencia teniendo en cuenta que las
cenizas estan entorno al 5% del peso de la célula (Albiol, 1994). El contenido de H, N,

S y P esta referido al contenido de C en peso.

238



Capitulo 4 — Resultados y discusioén

Ndmero Cont. de proteinas Cont. de lipidos Cont. de RNA Cont. de DNA
muestra (%) + EE (%) + EE (%) = EE (%) = EE
1 64.23 £ 3.24 6.55 £ 0.11 5.37 £ 0.69 2.26 £ 0.49
2 60.35 £ 1.60 6.05 + 0.31 2.95 + 0.32 4.45 + 1.36
3 60.74 £ 1.09 7.48 £ 0.09 3.96 £ 1.15 3.19 £ 0.14
4 58.24 £ 1.18 6.87 £ 0.17 4.84 £ 0.83 3.06 £ 0.67
5 66.59 £ 9.84 5.39 £ 0.76 7.34 £ 0.71 4.04 £ 0.46
6 63.67 £ 7.14 5.71 £ 0.92 9.45 + 0.61 3.07 £ 0.04
7 63.65 + 3.63 4,95 +£ 2.92 10.56 + 1.41 3.73 £ 0.80
8 63.18 £ 2.74 5.47 + 3.02 5.57 £ 0.63 5.31 £ 0.36
9 55.32 £ 2.95 5.63 £ 1.53 2.09 £ 0.47 3.99 £ 0.63
10 59.19 £ 5.29 6.64 £ 0.41 1.86 £ 0.25 1.72 £ 0.12
11 64.17 £ 1.72 5.23 £ 2.96 2.06 £ 0.08 2.29 £ 0.30
12 64.22 £ 3.67 4.97 £ 1.05 4.10 = 0.08 3.15 £ 0.19
13 58.54 + 7.66 4.65 + 1.07 5.75 £ 0.43 2.33 £ 0.36
14 63.89 £ 6.09 5.77 £ 0.72 2.97 £ 0.17 1.17 £ 0.04
15 51.72 £ 2.52 5.58 £ 0.86 6.25 + 0.29 2.26 = 0.49
16 62.80 £ 1.65 2.90 £ 0.14 0.35 £ 0.14
17 65.88 £ 1.69 3.98 £ 0.11 6.35 £ 0.18 0.70 £ 0.19
18 65.06 £ 1.17 2.15 £ 0.16 6.65 + 1.37 0.93 + 0.38
19 64.44 £ 0.09 1.17 £ 0.81 3.26 £ 0.84 0.33 £ 0.14
20 63.86 £ 1.56 0.46 £ 1.53 5.10 £ 0.12 2.08 + 0.85
21 60.28 £ 1.40 1.17 £ 0.59 7.91 £ 0.05 1.31 £ 0.58
22 60.44 £ 1.44 497 £0.11 6.78 £ 0.06 2.33 £ 1.04
23 61.05 + 2.53 3.72 £ 0.91 5.45 + 0.36 2.11 £ 0.46
24 64.58 £ 0.42 4.19 £ 0.23 1.69 £ 0.75
25 66.83 £ 1.50 1.80 = 0.68 5.46 £ 0.11 0.79 £ 0.32
26 64.22 £ 1.90 4.72 £ 0.15 2.39 £ 0.97
27 64.36 £ 2.57 0.65 = 0.80 6.08 = 0.08 0.93 £ 0.38
28 60.04 £+ 1.65 7.19 £ 0.42 4.62 £ 0.26 1.95 + 0.04
29 63.28 £ 1.16 7.92 £ 0.44 4.88 £ 0.19 1.14 £ 0.69
30 62.94 + 1.28 6.59 = 0.26 5.29 £ 0.20 2.27 £ 0.52
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Numero . .
d Cont. de proteinas Cont. de lipidos Cont. de RNA Cont. de DNA
e
(%) £ EE (%) £ EE (%) £ EE (%) £ EE
muestra
31 58.85 + 1.27 8.91 + 0.31 4,11 £ 0.23 1.90 £ 0.67
32 64.78 £ 1.92 6.42 £ 0.18 6.71 £ 0.66 3.55 £ 0.40
33 60.48 £ 2.74 6.28 £ 0.20 5.36 = 0.34 2.96 £ 0.29
34 67.52 £ 4.12 1.12 £ 0.83 3.40 £ 2.40 0.96 +£ 0.39

Tabla 4.35: Contenido de proteinas, lipidos y acidos nucleicos en las células para cada uno de los
experimentos analizados, expresado en porcentaje masico. EE: error estandar.

Nimero Contenido de PHB Contenido de PHV Cont. de carbohid. Cont. de glicégeno
estra (%) + EE (%) + EE (%) + EE (%) + EE
1 8.61 £ 0.41 -- 8.20 £ 0.93 2.03 +£ 0.02
2 1.98 + 0.35 -- 8.05 + 1.01 2.84 £ 0.10
3 9.87 £ 0.34 -- 7.62 £ 0.37 2.54 +£ 0.17
4 19.09 £ 0.85 -- 12.99 £ 2.45 2.28 £ 0.17
5 5.46 £ 0.11 -- 8.81 + 0.94 1.86 £ 0.14
6 6.62 £ 0.18 -- 7.87 £ 0.99 2.24 £ 0.34
7 6.47 £ 0.68 -- 8.42 £ 1.81 2.59 £ 0.15
8 6.53 £ 0.39 -- 8.16 + 2.85 2.89 £ 0.19
9 3.91 £ 0.64 -- 8.99 + 1.97 2.48 £ 0.49
10 7.36 £ 0.45 - 8.97 £ 0.51 2.90 £ 0.16
11 7.55 £ 0.56 - 9.67 £ 1.41 2.60 £ 0.11
12 3.41 £ 0.29 -- 8.42 £ 1.12 1.64 £ 0.22
13 3.19 £ 0.53 -- 7.52 £1.50 2.51 £ 0.24
14 3.93 £ 0.39 -- 8.80 + 1.36 2.18 £ 0.39
15 4.94 £ 0.33 - 7.29 £ 1.35 2.61 £ 0.36
16 2.52 £ 0.20 4,83 £ 0.21 8.92 £ 1.06 5.50 £ 0.41
17 0.26 £+ 0.06 1.30 £ 0.21 16.54 + 1.11 2.56 £ 0.12
18 0.33 £ 0.08 2.22 £ 0.98 13.03 + 1.17 6.75 £ 0.17
19 1.90 + 0.03 4,11 £ 0.07 11.80 £ 2.41 4,56 £ 0.10
20 2.35 +£ 0.08 4.56 £ 0.14 10.44 £ 0.73 4.25 + 0.07
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Ndmero Contenido de PHB Contenido de PHV Cont. de carbohid. Cont. de glicégeno

estra (%) + EE (%) + EE (%) + EE (%) + EE
21 2.83 £ 0.01 3.88 £ 0.22 10.54 £ 0.99 5.06 + 0.08
22 2.82 £ 0.08 4.44 + 0.32 8.16 £ 0.41 3.19 £ 0.10
23 7.87 £ 0.89 21.32 £ 0.94 9.68 + 1.43 3.37 £ 0.11
24 2.38 £ 0.04 0.91 £ 0.09 14.73 £ 1.72 3.69 £ 0.08
25 2.12 £ 0.15 0.96 + 0.08 12.23 £ 1.56 4,50 £ 0.09
26 2.40 £ 0.44 0 11.87 £ 0.58 5.19 £ 0.25
27 2.20 £ 0.41 0.82 £ 0.21 9.16 £ 0.17 5.25 £ 0.06
28 2.58 £ 0.84 0.82 £ 0.12 9.50 £ 1.19 1.42 £ 0.25
29 2.79 £ 0.92 0.73 £ 0.11 12.29 + 1.25 1.91 £ 0.23
30 1.93 £ 0.75 0.52 + 0.69 11.26 £ 1.32 2.07 £ 0.19
31 14.17 £ 1.02 0.88 £ 0.17 12.72 £ 0.34 1.86 £ 0.16
32 1.63 £ 0.34 0.73 £ 0.21 10.16 £ 0.24 1.92 £ 0.10
33 1.92 £ 0.42 0.96 £+ 0.09 10.62 £ 0.32 2.30 £ 0.10
34 2.52 £ 0.10 0.47 £ 0.10 13.43 £ 0.55 2.06 £ 0.17

Tabla 4.36: Contenido de PHB, PHV, carbohidratos y glicégeno en las células para cada uno de
los experimentos analizados, expresado en porcentaje masico. EE: error estandar.

Numero de
C+ EE H + EE N + EE S + EE P + EE
muestra
1 1.000 + 0.0217 1.6011 + 0.0333 0.1887 * 0.0033 0.0445 + 0.0237 --
2 1.000 + 0.0100 1.3806 + 0.0195 0.1896 + 0.0044 0.0467 + 0.0241 --
3 1.000 + 0.0358 1.4716 + 0.0078 0.2285 + 0.0065 0.0450 + 0.0029 --
4 1.000 + 0.0281 1.5260 + 0.0211 0.1852 £ 0.0050 0.0205 + 0.0007 --
5 1.000 + 0.0419 1.6845 + 0.0249 0.1865 + 0.0011 0.0275 + 0.0007 --
6 1.000 + 0.0031 1.4948 + 0.0050 0.1996 + 0.0003 0.0320 + 0.0006 --
7 1.000 + 0.0031 1.5044 + 0.0096 0.1698 + 0.0010 0.0324 + 0.0008 --
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Numero de
C+ EE H + EE N + EE S+ EE P + EE
muestra
8 1.000 £ 0.0134 1.4107 + 0.0227 0.1894 £ 0.0010 0.0304 + 0.0009 --
9 1.000 £ 0.0173 1.4946 + 0.0101 0.1622 £+ 0.0019 0.0332 + 0.0010 --
10 1.000 + 0.0095 1.5566 + 0.0164 0.1605 £+ 0.0012 0.0274 + 0.0035 --
11 1.000 + 0.0164 1.4553 + 0.0227 0.1651 + 0.0007 0.0324 + 0.0006 --
12 1.000 + 0.0196 1.5508 + 0.0097 0.1734 £+ 0.0004 0.0286 + 0.0005 --
13 1.000 + 0.0126 1.5640 + 0.0082 0.1617 £ 0.0007 0.0295 + 0.0005 --
14 1.000 + 0.0169 1.6575 + 0.0159 0.1645 £ 0.0005 0.0285 + 0.0018 --
15 1.000 + 0.0219 1.6304 + 0.0130 0.1626 + 0.0005 0.0237 + 0.0007 --
16 1.000 + 0.0087 1.4471 + 0.0113 0.2048 + 0.0010 0.0267 + 0.0002 0.0115 + 0.0001
17 1.000 + 0.0293 1.1057 + 0.0411 0.1702 + 0.0007 0.0223 + 0.0001 0.0133 + 0.0001
18 1.000 + 0.0368 1.4743 + 0.0218 0.1893 £ 0.0006 0.0145 + 0.0001 0.0105 + 0.0001
19 1.000 = 0.0363 1.5181 £+ 0.0227 0.1979 £ 0.0006 0.0217 + 0.0001 0.0147 + 0.0002
20 1.000 + 0.0373 1.5708 £+ 0.0254 0.1904 + 0.0018 0.0862 + 0.0006 0.0087 + 0.0001
21 1.000 + 0.1403 1.5132 + 0.0017 0.2001 + 0.0004 0.0302 + 0.0001 0.0109 + 0.0001
22 1.000 + 0.0447 1.5836 + 0.0149 0.2077 £ 0.0010 0.0274 + 0.0005 0.0102 + 0.0003
23 1.000 + 0.0373 1.5059 + 0.0124 0.1956 + 0.0027 0.0264 + 0.0008 0.0102 + 0.0002
24 1.000 + 0.0414 1.4348 + 0.0282 0.2115 + 0.0010 0.0265 + 0.0002 0.0108 + 0.0001
25 1.000 + 0.0408 1.4993 + 0.0337 0.2117 £ 0.0005 0.0228 + 0.0003 0.0189 + 0.0005
26 1.000 + 0.0090 1.3034 + 0.0284 0.1980 + 0.0033 0.0162 + 0.0005 0.0095 + 0.0002
27 1.000 = 0.0329 1.5843 + 0.0150 0.1978 £ 0.0024 0.0162 + 0.0005 0.0112 + 0.0002
28 1.000 + 0.0285 1.5651 + 0.0181 0.1818 + 0.0050 0.0283 + 0.0008 0.0110 + 0.0003
29 1.000 + 0.0224 1.4726 + 0.0224 0.1811 + 0.0014 0.0241 + 0.0002 0.0135 + 0.0001
30 1.000 + 0.0470 1.4268 + 0.0314 0.2057 £+ 0.0017 0.0294 + 0.0004 0.0116 + 0.0002
31 1.000 + 0.0325 1.4938 + 0.0050 0.1922 £ 0.0009 0.0258 + 0.0001 0.0150 + 0.0002
32 1.000 + 0.0956 1.5534 + 0.0212 0.2109 + 0.0013 0.0266 + 0.0004 0.0144 + 0.0004
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Namero de
C + EE H + EE N £+ EE S + EE P + EE
muestra
33 1.000 + 0.0352 1.5019 + 0.0126 0.1975 + 0.0038 0.0290 + 0.0006 0.0138 = 0.0002
34 1.000 + 0.0087 1.5403 + 0.0174 0.1907 + 0.0005 0.0267 + 0.0002 0.0115 + 0.0003

Tabla 4.37: Andlisis elemental de las muestras de biomasa. Los resultados son en masa y estan
divididos por el contenido de carbono. EE: error estandar.

Una caracteristica general de los resultados de los analisis de macromoléculas
practicados es el elevado error experimental que se obtiene. Este error resultante es
la suma de varios errores. Por un lado, durante el analisis se produce cierto error que
es inherente a cualquier determinacion experimental. En este caso, como los
protocolos de analisis son largos e incluyen numerosas etapas, los diferentes
rendimientos de las etapas hacen que vaya aumentando el error empirico etapa a
etapa. Para minimizar este error, se realiza la determinacién para varias alicuotas de
una misma muestra de células. Asi, el resultado promedio de todas ellas serd mas
cercano a la realidad. Finalmente cabe también sefalar que en la mayoria de los
protocolos de analisis, después de un amplio tratamiento de la muestra, se acaba
haciendo una determinacién de la absorbancia comparandola con un blanco, metddica

que no estd exenta de posibles interferencias por otro componente.

4.5.3. Andlisis de consistencia de los datos
experimentales: reconciliacion del analisis
macromolecular con el analisis elemental.

Teniendo en cuenta que los datos experimentales tienen un importante error
experimental asociado, se plantea confirmar la consistencia de los resultados, por

ejemplo, comprobando el grado de cumplimiento del balance de carbono.

Para analizar la consistencia de los resultados experimentales se pueden utilizar
varias técnicas, aunque la mas sencilla es la denominada modelo de caja negra,
donde todas las reacciones celulares son sumadas en una Unica reaccidn que
representa el crecimiento global de las células. Este método basicamente consiste en

una validacion de los balances de materia.
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Los balances de materia pueden ser convenientemente descritos por una matriz
estequiométrica E, en la que la primera columna contiene la composiciéon elemental
de las proteinas, la segunda columna la de los lipidos, y asi sucesivamente para todas
las macromoléculas analizadas. Las filas de la matriz representaran los balances de

materia de cada uno de los elementos que componen las células.

Esta matriz, multiplicada por un vector columna r, compuesto por el contenido
macromolecular de la célula, da como resultado otro vector columna T, con la
composicion elemental de las células. El vector r es la incognita del sistema y el

vector T contiene los datos obtenidos experimentalmente.

No obstante, calculando asi el contenido macromolecular de las células, no quedan
grados de libertad y la solucién del sistema es Unica, no habiendo redundancias que

permitan comprobar la consistencia de los datos experimentales.

Los datos experimentales son redundantes cuando, por ejemplo, se dispone de mas
de un sensor para medir la misma variable o cuando se deben cumplir ciertas
restricciones, como es el caso de los balances de materia. En el caso de poder
disponer de mas ecuaciones -linealmente independientes- que grados de libertad, el
sistema se encuentra sobredeterminado. Es este caso, las medidas redundantes

pueden ser utilizadas para (Stephanopoulos et al., 1998):
a) calcular las concentraciones de metabolitos no medidos experimentalmente,

b) aumentar la precision de los resultados obtenidos mediante la aplicacion de

técnicas de minimizacion de errores,
c) identificar errores sistematicos o inconsistencias del modelo planteado.

Para disponer de mas ecuaciones linealmente independientes que grados de libertad,
y al haber determinado experimentalmente las concentraciones de macromoléculas, a
la matriz E se le pueden afadir mas filas, tantas como columnas existen, formando
las filas nuevas una matriz identidad. Del mismo modo, en el vector columna T
formado por la composicién elemental de las células, se afiaden mas elementos con el

contenido de macromoléculas medido experimentalmente.

Asi, al llevar a cabo la multiplicacion y encontrar mas ecuaciones que incégnitas, se
puede calcular qué vector solucidn es el que cumple con las ecuaciones minimizando
el error. Ademas, como se conoce el error estandar de los datos experimentales, éste

puede ser tenido en cuenta, a modo de pesos, para encontrar una mejor solucién.
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Para minimizar el error experimental se ha utilizado una aproximacion similar a la de
Lange y Heijnen (2001). Concretamente, para el cdlculo se ha utilizado una rutina de
MATLAB (Iscov) la cual es la implementacion del algoritmo de minimos cuadrados con
covarianza conocida. Proporcionando a la rutina la matriz estequiométrica E, el vector
con los datos experimentales T y un vector con el error estandar de los datos, a partir
del cual se puede calcular una matriz de covarianzas, la rutina calcula el vector r que
minimiza el error, el error estandar estimado de r y el valor de la media del cuadrado
del error. Con el vector de errores estimados y el valor de la media del cuadrado del
error, si se asume que la matriz de covarianzas es conocida exactamente y no sélo de
forma relativa, se puede calcular el error estandar de la solucién, el cual es inferior al
error estandar de los datos experimentales de partida. El hecho de utilizar la matriz
de covarianzas permite conceder mayor peso a los datos experimentales que

presentan mayor confianza.

Para la confeccion de la matriz E, compuesta por los datos estequiométricos, se ha
calculado la composicién elemental de las macromoléculas para el caso del R. rubrum

0, en su defecto, para microorganismos lo mas cercanos posible.

En el caso de la composicion elemental de las proteinas, ésta se ha calculado
utilizando el contenido medio de aminoacidos en las proteinas de Rb. capsulatus
(tabla 1.8). En cuanto a los lipidos, la composiciéon elemental se ha calculado teniendo
en cuenta la composicion elemental de los lipidos encontrados en los analisis de
lipidos efectuados (acido palmitico, acido palmitoleico y acido vaccénico) y su riqueza
relativa. La composicién elemental de los acidos nucleicos ha sido calculada a partir
del contenido medio de citosina y guanina (63.8-65.8%) y de adenina y tiamina
(35.2%) en R. rubrum. En la tabla 4.38 se detallan las composiciones elementales de

las macromoléculas utilizadas en los calculos.

Proteinas CH1.502N0.20000.351S0.007
Lipidos CH1.90600.117
RNA CH3.350N0.40300.632Po0.103
DNA CH1.362N0.39500.620Po.103
PHB CH1.50500.503
PHV CH1.56000.447

Carbohidratos CH1 66700.833

Glicdgeno CH,0
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Tabla 4.38: Composicion elemental de las macromoléculas utilizadas en los célculos.

A continuacién, se muestra el sistema de ecuaciones planteado utilizando, a nivel de
ejemplo, los datos pertenecientes a una muestra de células. Primeramente, en la
tabla 4.39 se resumen los resultados experimentales obtenidos para esta muestra en
concreto. Con la composicion elemental de la tabla 4.38 se elabora la matriz

estequiométrica E, y con los resultados experimentales, tabla 4.39 en este caso, se

crean el vector T y el vector con el error de T.

Proteinas

62.80 % + 1.65 %

Lipidos

2.00% + 0.30 %

RNA

2.90 % + 0.14 %

DNA

0.35% +£0.14 %

PHB

2.52 % £ 0.20 %

PHV

4.83 % £ 0.21 %

Carbohidratos

8.92 % £+ 1.06 %

Glicégeno

5.50 % £ 0.41 %

C

1.0000 £ 0.0087

1.4471 +£0.0113

0.2048 + 0.0010

0.0267 + 0.0002

o |0 (2|

0.0115 + 0.0001

Tabla 4.39: Resultados experimentales obtenidos en los andlisis de la muestra de células num.
16. Las composiciones de macromoléculas estan expresadas en porcentaje de la célula en peso.
La composiciéon elemental esta referida al contenido de carbono, en peso. Estos datos han sido

extraidos de la tabla 4.35, de la tabla 4.36 y de la tabla 4.37.

Utilizando notacion matricial, el sistema se expresaria de la siguiente forma:

(E):r=T

Donde: E: matriz estequiométrica, de 13 x 8

r: vector con las composiciones optimizadas, de 8 x 1

T: vector de resultados experimentales, de 13 x 1
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Prot Lip RNA DNA PHB PHV Carb Glic

C 1 1 1 1 1 1 1 1

H 1.5920 1.9064 1.3499 1.3617 1.5050 1.5600 1.6670 2.0000

N 0.2902 0 0.4025 0.3952 0 0 0 0 Prot

S 0.0068 0 0 0 0 0 0 0 Lip

P 0 0 0.1030 0.1030 0 0 0 0 RNA 6280
Prot 1 0 0 0 0 0 0 0 . DNA - | 2.00
Lip 0 1 0 0 0 0 0 0 PHB 2.90
RNA 0 0 1 0 0 0 0 0 PHV 0.35
DNA 0 0 0 1 0 0 0 0 Carb 2.52
PHB 0 0 0 0 1 0 0 0 Glic 4.83
PHV 0 0 0 0 0 1 0 0 8.92
Carb 0 0 0 0 0 0 1 0 5.50
Glic 0 0 0 0 0 0 0 1

Figura 4.55: Esquema del sistema de ecuaciones sobredeterminado, en formato matricial,
utilizado para minimizar el error experimental.

Resolviendo el sistema de ecuaciones, de acuerdo con la forma explicada, se obtiene

el siguiente resultado para el ejemplo de la figura 4.55 (vector r):

Proteinas 63.74 % + 0.34 %
Lipidos 1.80 % + 0.29 %
RNA 558 % +0.11 %
DNA 3.18% £0.11 %
PHB 2.51 % +0.20 %
PHV 481 % +0.21 %
Carbohidratos 7.78 % £ 0.68 %
Glicdgeno 5.05% +0.38 %

Tabla 4.40: Resultados obtenidos después del calculo de minimizacién del error.

Comparando el error experimental del andlisis (tabla 4.39) con el error después de
este tratamiento (tabla 4.40), se observa que el error ha pasado de un 4.12% (suma
de los errores del contenido de macromoléculas) a un 2.32%. Asi pues, para esta
muestra en concreto el error se ha reducido en un 44%. Cabe destacar que las
composiciones de RNA y DNA son las que mas variacion han sufrido, hecho que se

relaciona con el mayor error experimental de estas determinaciones.
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En la tabla 4.41 y en la tabla 4.42 se resumen los resultados obtenidos en la
reconciliaciéon de los resultados de los analisis macromoleculares con los resultados de

los analisis elementales para las 34 muestras analizadas.

Nimero Cont. de proteinas Cont. de lipidos Cont. de RNA Cont. de DNA

estra (%) + EE (%) + EE (%) + EE (%) + EE
1 59.89 £ 1.30 6.58 £ 0.11 4.55 £ 0.66 1.87 £ 0.48
2 61.65 + 1.20 6.29 £ 0.30 2.95 + 0.32 4.59 + 1.04
3 59.23 £ 0.82 7.45 £ 0.09 3.72 £ 0.88 3.18 £ 0.14
4 59.03 £ 1.01 6.83 £ 0.17 3.35+ 0.74 2.10 £ 0.62
5 56.72 £ 1.17 8.81 £ 0.68 3.77 £ 0.69 2.59 £ 0.46
6 54.49 + 0.82 7.47 £ 0.68 7.41 £ 0.59 3.06 £ 0.04
7 54.91 + 1.85 10.00 £+ 1.57 2.18 £1.22 1.08 £ 0.77
8 54.37 £ 0.98 7.49 £ 2.06 3.65 £ 0.60 4.70 £ 0.35
9 52.76 £ 1.14 10.21 £ 1.22 1.23 £ 0.46 2.49 £ 0.6
10 53.37 £ 0.53 9.01 £ 0.38 1.46 £ 0.25 1.63 £ 0.12
11 53.14 = 0.47 13.12 £ 1.47 1.98 £ 0.08 1.21 £ 0.29
12 50.98 + 0.32 12.95 + 0.78 4.00 + 0.08 2.63 £ 0.19
13 51.25 £ 0.79 11.57 £ 0.87 3.22 £ 0.42 0.61 £ 0.36
14 51.41 £ 0.30 9.93 + 0.65 2.84 £ 0.17 1.16 £ 0.04
15 48.26 £ 0.75 11.53 £ 0.74 5.54 £ 0.29 0.31 £ 0.47
16 63.74 £ 0.34 1.80 £ 0.29 5.58 £ 0.11 3.18 £ 0.11
17 65.75 £ 0.26 3.93 £ 0.11 7.03 £ 0.14 1.74 £ 0.14
18 65.44 £ 0.22 2.11 £ 0.16 5.72 £ 0.37 1.75 £ 0.36
19 64.43 + 0.08 1.14 £ 0.77 7.00 £ 0.18 0.50 £ 0.13
20 60.44 £ 0.56 4.06 = 1.07 5.12 £ 0.12 3.18 £ 0.14
21 59.98 + 0.18 1.88 £ 0.50 7.89 = 0.05 0.38 £ 0.11
22 60.81 £ 0.48 5.04 £ 0.11 6.78 £ 0.06 1.93 + 0.30
23 54.77 £ 0.83 0.98 = 0.82 6.25 = 0.29 3.40 £ 0.30
24 64.49 £ 0.27 1.87 £ 0.30 4.50 £ 0.22 5.56 £ 0.23
25 62.89 £ 0.41 1.98 £ 0.65 5.61 £0.11 2.05 £ 0.27
26 63.38 £ 0.77 2.10 £ 0.29 4.76 £ 0.15 4.13 £ 0.27
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Ndmero Cont. de proteinas Cont. de lipidos Cont. de RNA Cont. de DNA

estra (%) + EE (%) + EE (%) + EE (%) + EE
27 60.86 £ 0.71 4.68 = 0.64 6.20 £ 0.08 3.78 £ 0.17
28 61.56 £ 1.02 7.53 £ 0.41 6.70 £ 0.18 2.00 £ 0.04
29 59.28 = 0.44 7.71 £ 0.43 5.29 £ 0.18 7.23 £ 0.20
30 60.50 + 0.55 6.55 + 0.26 5.63 = 0.19 4.66 + 0.25
31 61.64 £ 0.34 7.43 £ 0.29 4.47 £ 0.22 6.09 £+ 0.26
32 60.07 £ 0.61 6.52 £ 0.18 7.27 £ 0.43 3.81 £ 0.36
33 59.07 £ 0.76 6.30 =+ 0.20 7.87 £ 0.24 4.80 = 0.23
34 61.44 £ 0.46 6.91 + 0.60 3.20 £ 0.49 1.18 £ 0.39

Tabla 4.41: Contenido de proteinas, lipidos y &cidos nucleicos en las células, expresado en
porcentaje masico, después del proceso de minimizacion del error experimental. EE: error

estandar.

Numero Contenido de PHB Contenido de PHV Cont. de carbohid. Cont. de glicégeno

de
muestra (%) £ EE (%) = EE (%) £ EE (%) £ EE

1 9.01 + 0.40 -- 10.37 + 0.83 2.03 £ 0.02
2 2.43 £ 0.34 -- 11.35 £ 0.82 2.86 £ 0.10
3 9.48 + 0.33 -- 7.10 £ 0.35 2.40 £ 0.17
4 18.35 £ 0.82 -- 5.97 £ 1.42 2.24 £ 0.17
5 5.52 £ 0.11 -- 13.46 £ 0.83 1.98 £ 0.14
6 6.95 + 0.18 -- 14.60 £ 0.72 2.26 = 0.33
7 8.69 £ 0.66 -- 18.60 + 1.50 2.58 £ 0.15
8 6.68 = 0.39 -- 13.53 £ 2.17 2.89 £ 0.19
9 4.79 £ 0.63 -- 17.01 £ 1.44 2.94 + 0.48
10 10.07 £ 0.42 -- 12.55 + 0.46 3.27 £ 0.16
11 7.97 £ 0.55 - 11.97 £ 1.30 2.61 £ 0.11
12 3.92 + 0.29 -- 16.62 + 0.87 2.00 £ 0.22
13 4.72 £ 0.51 - 20.30 £ 1.04 2.86 £ 0.24
14 4.93 £ 0.38 -- 22.02 £ 0.94 3.44 + 0.38
15 5.66 £ 0.33 -- 20.44 £ 0.96 3.71 £ 0.35
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Numero Contenido de PHB Contenido de PHV Cont. de carbohid. Cont. de glicbgeno

de
muestra (%) = EE (%) + EE (%) £ EE (%) £ EE

16 2.51 £ 0.20 4.81 £ 0.21 7.78 £ 0.68 5.05 + 0.38
17 0.25 £+ 0.06 1.16 £ 0.21 12.27 £ 0.96 2.50 £ 0.12
18 0.32 £ 0.08 1.03 £ 0.87 11.19 £ 0.94 6.70 £ 0.17
19 1.90 + 0.03 4.11 £ 0.07 11.78 £ 1.32 4.56 £ 0.10
20 2.36 £ 0.08 4.59 £ 0.14 11.17 £ 0.69 4.26 = 0.07
21 2.83 £ 0.01 3.96 £ 0.22 12.27 £ 0.59 5.07 £ 0.07
22 2.85 + 0.08 4.94 + 0.31 9.05 + 0.38 3.25 +£ 0.10
23 5.81 £ 0.84 18.95 +£ 0.88 3.80 £ 1.15 3.33+£0.11
24 2.38 £ 0.04 0.90 £+ 0.09 11.15 + 1.18 3.68 £ 0.07
25 2.13 £ 0.15 0.97 £ 0.08 13.19 £ 1.22 4.5 £ 0.09
26 2.82 £ 0.42 0 12.46 £ 0.53 5.24 £ 0.24
27 3.06 £ 0.40 1.05 £ 0.20 9.33 £ 0.17 5.27 £ 0.06
28 3.72 £ 0.78 0.84 + 0.12 11.97 £ 0.99 1.54 £ 0.25
29 2.23 £ 0.83 0.72 £ 0.11 10.99 + 0.98 1.85 + 0.23
30 1.72 £ 0.72 0.33 £ 0.67 10.49 £ 1.12 2.05 £ 0.19
31 1.66 £ 0.61 0.52 £ 0.17 11.17 £ 0.32 1.45 £ 0.16
32 1.91 £ 0.33 0.84 + 0.21 10.31 £ 0.24 1.95 £ 0.10
33 2.01 £ 0.41 0.96 + 0.09 10.67 +£ 0.31 2.31 £ 0.10
34 2.60 £ 0.10 0.56 £ 0.10 15.98 £ 0.50 2.29 £ 0.16

Tabla 4.42: Contenido de PHB, PHV, carbohidratos y glicbgeno en las células, expresado en
porcentaje masico, después del proceso de minimizacién del error experimental. EE: error
estandar.

Asi pues, después del tratamiento de los resultados para minimizar el error, el

promedio de reduccién del error en las 34 muestras analizadas es del 43%.

4.5.4. Analisis de los resultados

Una de las primeras consecuencias de este tratamiento ha sido la minimizacion
considerable del error experimental. Ademas, si se considera que el contenido en

pigmentos de las células puede estar alrededor del 2% en peso, como en alguna
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muestra puntual se ha observado, y que la fraccion de cenizas (contenido inorganico
de las células) ronda el 5% en peso (Albiol, 1994), la suma de las macromoléculas
analizadas alcanza el 100% del peso de la célula dentro del margen de error

experimental.

En la figura 4.56 se ha representado el contenido celular en proteinas, lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos en funcion de la velocidad de dilucién a la que se
obtuvieron las muestras estudiadas, es decir, en funcion de la velocidad especifica de
crecimiento. A pesar del error experimental, se puede observar como las diferentes
fracciones de macromoléculas varian de forma significativa en funcion de las
condiciones de cultivo. En concreto, el porcentaje de proteinas en la célula disminuye
claramente a medida que aumenta la velocidad de dilucién. Algin punto
anormalmente bajo no debe ser tenido en cuenta, puesto que es fruto, como se vera
mas adelante, de una elevada acumulacion de polimeros de reserva. Al estar
expresados los contenidos como porcentajes masicos, el aumento excepcional de una

macromolécula produce valores anormalmente bajos en el resto.

Respecto a los porcentajes de carbohidratos y lipidos, la tendencia es opuesta al caso
de las proteinas. A medida que la velocidad especifica de crecimiento aumenta, la

cantidad de carbohidratos y de lipidos aumenta notoriamente.

En el caso de los acidos nucleicos, y en especial con el RNA, la tendencia no se
observa de forma tan rotunda. Ciertamente, tomando valores medios para cada
velocidad de dilucidon, la sensacidn es que el contenido disminuye a velocidades de

crecimiento elevadas.
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Figura 4.56: Contenido de las células de proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos en
funcién de la velocidad especifica de crecimiento.

Los resultados obtenidos son coherentes con otros trabajos publicados para E. coli y
Paracoccus denitrificans (Hanegraaf y Muller, 2001) en relacién a las tendencias
observadas respecto a la velocidad de dilucién. La Unica variacidon se produce con el
contenido de RNA, mientras que en la bibliografia aumenta respecto a la velocidad de
crecimiento, en los resultados obtenidos en este trabajo disminuye ligeramente o se

mantiene constante.

A diferencia de las proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos, el porcentaje
de polihidroxialcanoatos (PHB y PHV) no tiene una relacion directa con la velocidad de
dilucion. Por otro lado, analizando los resultados obtenidos se ha apreciado como las
muestras que han resultado tener un elevado porcentaje de polihidroxialcanoatos
(PHA) han sido obtenidas en unas condiciones en las que la fuente de carbono estaba
en exceso en el cultivo. Normalmente, este exceso de carbono era consecuencia de la
limitacion del crecimiento por el aporte de luz. Asi pues, se ha analizado la variacion

del porcentaje de polihidroxialcanoatos en funcién de un factor empirico calculado
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como la concentracién de carbono en el medio de entrada al reactor dividido por la
irradiancia incidente, [Clo/v¥0. Consecuentemente, cuanto mayor sea esta relacién,
mayor acumulacion de carbono habra a priori en el cultivo, y mayor sera el

porcentaje de polihidroxialcanoatos acumulados como polimeros de reserva.

En la figura 4.57 se ha representado el porcentaje de polihidroxialcanoatos, como
suma de los porcentajes de PHB y PHV obtenidos experimentalmente, en funcidén de
la relacién [C]o/v¥o. Para concentraciones de carbono elevadas o valores de irradiancia
incidente bajos, es decir para valores altos de la relacién [Clo/vo (correspondientes a
estados estacionarios en que existe carbono residual sin consumir en el cultivo), se
observa como el porcentaje de polihidroxialcanoatos crece de forma exponencial
respecto a la relacidon [Clo/v¥0. Cuanto mayor es el exceso de carbono en relacion a la
energia de la que se dispone, mayor es la acumulacién de carbono intracelular en

forma de polimero de reserva.

Contrariamente, para valores bajos de la relacion [Clo/vo, €l porcentaje de
polihidroxialcanoatos varia independientemente de este cociente. Este hecho puede
ser debido a la existencia de otros factores, no tenidos en cuenta, que también

intervienen en la acumulacién de polimeros de reserva.

Durante el crecimiento de las células se puede producir un excedente o un déficit de
equivalentes de reduccion, en funcion del grado de reductancia de la fuente de
carbono, de las células activas y de los polimeros de almacenamiento. Cuando existe
un excedente de equivalentes de reduccion, en vez de excretarlo al medio (como es
el caso del etanol en la fermentacién alcohdlica), las células de R. rubrum tienden a
acumularlo en su interior en forma de un compuesto de carbono, normalmente
glicégeno o polihidroxialcanoatos. De este modo, cuando se agota la fuente de
carbono, y disponen de energia en exceso, pueden seguir la via metabdlica al revés y
aprovechar el compuesto de reserva. Analizando los resultados mostrados en la tabla
4.42 se puede observar como el porcentaje de glicbgeno en las células esta entre el
2% vy el 5% en peso. Por tanto, durante el crecimiento, es habitual que se produzca
una cierta concentracion de polimeros de reserva en el interior de la célula, en forma
de PHA y/o de glicégeno, en funcién de los balances de grado de reductancia y de la
energia disponible. Estas pequefias acumulaciones de glicdgeno y PHA, entorno al 5%
en peso, no alteran el crecimiento de las células ni producen cambios en su

morfologia.
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Figura 4.57: Porcentaje de polihidroxialcanoatos (PHB y PHV) en funcién de un factor empirico
calculado como la concentracién de carbono del medio de entrada al reactor dividida por la
irradiancia incidente.

Por otro lado, en todos los experimentos en que las células han sufrido un cambio de
morfologia y el crecimiento habitual se ha mostrado fuertemente alterado, se ha
comprobado que la concentraciéon de PHA es entorno al 10% en peso o un porcentaje

superior.

Afortunadamente, en los casos en que es necesario predecir la acumulaciéon de PHA
para evitar consecuencias irreversibles para la buena marcha del cultivo, la

correlaciéon del porcentaje de PHA con la relacidon [Clo/v es satisfactoria.

Analizando el tipo de polihidroxialcanoato acumulado en funcién de la fuente de
carbono (resultados de la tabla 4.42 y figura 4.58) se puede observar como el PHB es
el PHA acumulado de forma mayoritaria cuando la fuente de carbono contiene un
numero par de atomos de carbono (caso del acido acético y del acido butirico). Y

también sucede al revés, cuando la cadena carbonatada del acido graso contiene un
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numero impar de atomos de carbono (caso del acido propidnico), el PHA acumulado

de forma principal es PHV.

25
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Figura 4.58: Porcentaje de PHB y PHV en funcién de la fuente de carbono.

De hecho, la predominancia de uno u otro PHA en funcién de si el nUmero de atomos
de carbono del acido graso que constituye la fuente de carbono es par o impar es un
hecho ampliamente documentado en la bibliografia (Satoh et al., 1992; Lemos et al.
1998 y Lemos et al. 2003).

Tal y como se aprecia en la figura 1.24, el mondmero del PHB, 3-hidroxibutirato, se
forma a partir del 3-hidroxibutiril-CoA, el cual proviene de la molécula de acetoacetil-
CoA, a su vez formada por la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA, que
proceden del acetato. En cambio, cuando existe propionato en el medio, de acuerdo
con la figura 1.25, se forma propionil-CoA, que condensa con acetil-CoA para formar
después de varias etapas el 3-hidroxivaleril-CoA, molécula que se acaba
transformando en el mondmero del PHV (3-hidroxivalerato). Esta es la explicacién de
porqué la fuente de carbono es tan determinante en la composicion del PHA formado

en el interior de la célula.
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En realidad, mientras el PHB estd formado exclusivamente por unidades de
3-hidroxibutirato, el PHV estd formado por una mezcla de mondmeros: 3-
hidroxivalerato (70%) y 3-hidroxibutirato (30%). Comunmente el copolimero se
denomina PHV, aunque en algunos textos se puede encontrar simbolizado como
P(HB-HV).

4.5.5. Conclusiones

Los anadlisis de la composicion de las células han verificado que los granulos
intracelulares observados en el microscopio estan generalmente formados por
polihidroxialcanoatos (PHA), concretamente f5-polihidroxibutirato y (5-polihidroxivale-
rato, aunque en la mayoria de las muestras también han sido encontradas pequefias

cantidades de glicégeno.

Se ha observado que la acumulacién de polimeros como reservas de carbono
aumenta a medida que disminuye la disponibilidad de energia en relacion a la

cantidad de carbono disponible.

Ademas, también se ha constatado que la relacion entre la cantidad de PHB y la de
PHV formada depende directamente de la fuente de carbono. Concretamente, de si la
fuente de carbono dispone de un numero par o impar de atomos de carbono. Este

efecto ha sido descrito para otros tipos de bacterias en la bibliografia.

Con los datos disponibles, se puede concluir que una disminucidn en la disponibilidad
de energia limita la generacion de células activas mientras la fuente de carbono se
acumula en forma de polimeros de reserva intracelulares. Los polimeros de reserva
acumulados son preferentemente PHA, los cuales también actian como reserva de

poder reductor.

Asi pues, cuando la generacion de células esta limitada, ya sea por falta de energia,
por falta de fuente de nitrogeno o por alguna otra razén, las células disminuyen la
formacion de células activas y ralentizan su divisidn, y si les es posible, acumulan
polimeros intracelulares como reserva de carbono. Cuando estos efectos se agudizan,
las células cesan su proceso de division e incrementan su peso seco como
consecuencia de la acumulacién de polimeros de reserva, tal y como se ha observado

en la figura 4.33.

Estos cambios metabdlicos se presentan como reversibles. Sin embargo, ello requiere

una modificacion en las condiciones de cultivo. Por un lado, serd necesario un
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aumento de la disponibilidad de energia y, por otro lado, debido a la naturaleza
reducida de la fuente de carbono acumulada, también se necesitard un aceptor de
electrones. Bajo condiciones anaerobias, el diéxido de carbono o el bicarbonato
pueden ser utilizados junto a la energia luminica para revertir las condiciones. No
obstante, bajo condiciones de microaerofilia, pequefas cantidades de oxigeno pueden
solucionar las dos necesidades.
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4.6. Modelizacion del crecimiento de R. rubrum
utilizando acido acético como fuente de
carbono

4.6.1. Objetivos del modelo

El desarrollo de un modelo matematico que describa de forma cuantitativa la relacion
entre el crecimiento celular de R. rubrum, la disponibilidad de energia radiante y
fuente de carbono, se plantea con dos objetivos principales. En primer lugar, como
herramienta que permita realizar una mejor interpretacion conceptual de los
resultados experimentales obtenidos. En segundo lugar, como un instrumento que
ayude en el logro del objetivo final de este trabajo, que es el disefo del reactor piloto

que debera después construirse para formar parte de la Planta Piloto MELiISSA.

Los modelos de transmision de la radiacion que se describen en la bibliografia,
basados en el calculo de la disponibilidad local de energia radiante son de naturaleza
determinista, es decir, utilizando las leyes de la fisica deducen las ecuaciones que
rigen la propagacion de la luz. Por ello tienen una complejidad notable que requiere

gran capacidad de calculo para su utilizacién.

Como alternativa, se plantea desarrollar un modelo de naturaleza empirica, para ser
utilizado en fotobiorreactores iluminados externamente, que evalla la disponibilidad
local de energia radiante y permite combinarla con las ecuaciones cinéticas de
crecimiento de las bacterias para determinar la evolucién de la concentracion de

células del cultivo respecto al tiempo.

Un modelo de estas caracteristicas no podra ser utilizado de forma amplia, pero por
otra parte, tiene la ventaja de ser mas sencillo y describir adecuadamente la familia
de biorreactores con la que se ha trabajado, y en especial, también el tipo de reactor

a disefiar dentro de este trabajo.
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4.6.2. Ecuacion de propagacion de la radiacion.
Aproximaciones y parametros utilizados.

El objetivo principal del modelo matematico que se desarrolla a continuacién es
determinar la distribucién de la irradiancia local dentro del fotobiorreactor y relacionar
este valor con la concentracion de carbono para determinar la velocidad especifica
local de crecimiento. Ademas se intenta la consecucién de este propdsito con la

mayor simplicidad matematica.

En este mismo sentido, para eliminar la complejidad que supone un analisis
tridimensional de la propagacién de la luz, se supone que la irradiancia en el interior
del cultivo no varia en sentido vertical en el fotobiorreactor. Si las fuentes de luz
estan distribuidas de forma uniforme en sentido vertical y suficientemente alejadas de
la superficie del fotobiorreactor, se pueden descartar los efectos de la parte superior y
de la parte inferior del fotobiorreactor. Asi, se puede considerar que la densidad del

flujo de fotones en la direccion z es constante.

El modelo de distribucién de la irradiancia también estd basado en las siguientes

suposiciones:

1. La fuente de luz tiene geometria esférica, es de radio ro, y emite radiacion en

sentido radial y de forma homogénea.

2. La atenuacién de la radiacion depende Unicamente de la concentracion de células

y del camino dptico recorrido.

3. Las células se encuentran homogéneamente suspendidas en el cultivo y todos los
factores que dependen de la concentracién de células son constantes en todo el

cultivo.

En la figura 4.59 se representa la seccién horizontal de un fotobiorreactor cilindrico
con una lampara situada en el centro. De acuerdo con las aproximaciones descritas
anteriormente, el balance de energia radiante en la carcasa cilindrica de grueso Ar se

puede expresar como recoge la ecuacion [4.25].
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(@) (b)

Figura 4.59: Representacion esquematica de una seccién horizontal de un fotobiorreactor con
una Unica lampara. (a) balance elemental de energia radiante suponiendo que la lampara esta
situada en el centro del fotobiorreactor. (b) Traslacion paralela para cualquier otra situacion de la
lampara de O (0,0) a Ot (ry, &)

[4.25] 27rH-Y (X,r,e)‘r -27(r+Ar)H-y (X,r,e)‘mr = (27r-Ar-H)(a- ¢ (X,r,0))

Donde:
— H: altura efectiva del fotobiorreactor
- a: coeficiente de atenuacién de la luz dentro del cultivo
- r: distancia radial al centro del reactor
— 0: angulo entre la direccidon del rayo de luz y el eje de abscisas (OX)

v (X,r, 0): irradiancia a una concentracion celular X dentro de la seccién

horizontal del fotobiorreactor.
Dividiendo los dos lados de la igualdad [4.25] por el factor (2 7 H Ar) y tomando el
limite cuando Ar—0, se obtiene la ecuacién [4.26]:
[4.26] LAy (xr0)] = - a-¢(Xr0)
r dr

La irradiancia local se puede obtener integrando respecto al radio, desde el radio de
la lampara (ro), donde la irradiancia es ¥, hasta una posicion arbitraria, r. Como a
depende normalmente de la concentracién de células y del camino 6ptico, la solucion

general es:

oW r
[4.27] Y(X,r,0) = % exp[—jr a(X,r,e)dr}
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En esta expresion, el coeficiente de atenuacién a (X,r, 0) incluye todos los fendmenos
que producen la atenuacion de la luz, originada basicamente por los efectos de

absorcion y dispersion de la luz.

A bajas concentraciones de células y para caminos opticos no demasiado largos,
a (X,r, 0) es proporcional a la longitud del camino o6ptico y a la concentraciéon de

células:
[4.28] a(X;r0)=cr-X

Donde ¢ representa el coeficiente especifico de absorcion de luz de la Ley de
Lambert-Beer. Asi pues, la ecuacidon [4.27] puede ser simplificada de acuerdo con la

expresion [4.29].
(4291 ¥(Xr0) = =5 exp[- o x-(rory)]

Como la ecuaciéon [4.29] proviene de la Ley de Lambert-Beer, sélo es valida cuando

se cumplen las siguientes condiciones:

e Luz monocromatica y colimada (luz cuyos rayos son paralelos entre si, esta
enfocada en el infinito).

¢ No existe dispersion de la luz

e Las células absorben la luz de forma independiente.

Esta ecuacion indica que el logaritmo de la irradiancia disminuye linealmente cuando
aumenta la concentracion de células (X). No obstante, la relacidén lineal entre la
atenuacion de la luz y la concentracion de células tiene un limite, el cual depende de
multiples factores, como el tipo de microorganismos, el tipo de metabolismo que

lleven a cabo, etc.

Para superar esta limitacion, se han llevado a cabo dos opciones. Una consiste en
incorporar los efectos de la dispersidon de la luz (despreciados en la Ley de Lambert-
Beer) en el modelo (Aiba, 1982; Cornet et al., 1992, 1994, 1995). La otra posibilidad
supone la utilizacién de un modelo empirico. La distribucion de la irradiancia depende
de multiples y diversos factores, como la dispersion, la reflexién y la refraccion de la
luz causada por las células, el medio de cultivo, las burbujas, la superficie del reactor
asi como otros componentes del fotobiorreactor. Por tanto, es extremadamente

complejo considerar todos estos efectos en el modelo.

No obstante, existen trabajos que relacionan satisfactoriamente y de forma empirica
la atenuacion de la irradiancia con la concentracion de células (Acién Fernandez et al.,

1997) o con la longitud del camino éptico (Katsuda et al., 2000, Suh y Lee, 2003). En
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el presente estudio, se adopta una aproximacion empirica, utilizando ecuaciones que
son una combinacion de términos exponenciales, los cuales dependen de la
concentracion de células y del camino oOptico recorrido. De esta forma, la ecuacion

[4.29] se transforma en la expresién [4.30]:
2
[4.30] Y(X,r,0) = r”—rl“’ exp[a-exp(-b-r)+c-exp(-d-r)]

Donde a, b, ¢ y d son coeficientes empiricos que dependen de la concentracién de
células. Estos parametros pueden variar en funcién de la longitud de onda de la luz,
pero si se utilizan el mismo tipo de lamparas en toda la serie de experimentos, la

influencia de la longitud de onda en los parametros se puede considerar constante.
4.6.3. Calculo de la irradiancia local

La ecuacién [4.30] corresponde al caso especial de que sélo exista una Unica lampara
situada en el centro el fotobiorreactor. Para obtener la ecuacién apropiada para el
caso en que la lampara se sitle en un punto arbitrario del fotobiorreactor, diferente
del centro, se utilizard el concepto de translacién paralela (figura 4.59-b). Si la
ldmpara situada en el centro del fotobiorreactor, posicion O (0,0), se desplaza a una
nueva posicion, Ot (rr, 6), la relacidon entre las primeras coordenadas y las segundas

es la siguiente:

[4.31] rcos0=rrcos 6r + R cos®

[4.32] rsin0=rysin 6t + Rsin®

Donde r y 6 son la distancia y el angulo de la linea OP, y R y © son la distancia y el

adngulo de la linea O,P . Reordenando estas ecuaciones se obtienen las siguientes

relaciones:
[4.33] R:\/(rcose—rT cos0,)” + (rsin0-r, sine, )* =\/,—2+ 2 2rr, cos(0_0,)
[4.34] o= tan'| " sin @ — r; sin 0

r cos 0 —r; cos 0;

Substituyendo r y 6 en la ecuacion [4.30] se obtiene la expresidn que proporciona la
irradiancia en un punto arbitrario P:
2
[4.35] ¥ (X,r,0) =¥ (X,R,0) = r”—rl“’ exp[a-exp(—b~r)+c~exp(—d~r)]
Si rr=0y 6r=0, Ry ©® son iguales a r y 0, respectivamente. En este caso la ecuacion

[4.35] se convierte en la expresion [4.30].
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Asi pues, cambiando la distancia respecto al centro y el angulo donde esta situada la
lampara, este modelo puede ser utilizado para calcular la irradiancia en el interior del
fotobiorreactor en el que la lampara estd situada en una posicion arbitraria. No
obstante, sdlo es valido para el caso en que exista una Unica fuente emisora de

radiacion.

Para ampliar el modelo a un sistema en que exista mas de una lampara, la irradiancia
total se puede calcular como la suma de la irradiancia procedente de cada una de las
lamparas. Por conveniencia, se expresara la distancia entre una lampara y el centro
del fotobiorreactor como Ryn, donde n es el nimero total de ldmparas y k es un
numero indice que va desde 1 hasta n. Asi pues, como la irradiancia total en un punto
arbitrario es la suma escalar de las irradiancias de cada una de las ldmparas, la

ecuacion [4.35] se puede expresar como:

n

[4.36] Yo (X,r,0) = Ei“ [a-exp(-b-R,,,)+c-exp(-d-R, )]
k=1 k/n

Donde

[4.37] Ryjn=r+ri-2rrcos(0-0; )

VYo: irradiancia local disponible en un punto situado a ry del centro.

En el caso particular en el que todas las lamparas estan situadas de forma simétrica y
una de ellas esta situada en la posicion 6:=0, Ry/» se puede generalizar de la siguiente

forma:

[4.38] Rk/n:\/r2+ rf - 2rrycos[0—(k—1)(2m/n)]

Por tanto, con las expresiones [4.36]-[4.38] se puede calcular la irradiancia
disponible en cualquier punto del cultivo. Este valor, juntamente con la concentracion
de carbono residual en el cultivo, nos permitird calcular la velocidad especifica local

de crecimiento de las bacterias en ese punto.
4.6.4. Determinacion y ajuste de los parametros

Para determinar los parametros a, b, ¢ y d de la expresion [4.36], los cuales
introducen en la ecuacion la atenuaciéon de la irradiancia debido a las células, se

decide llevar cabo un experimento con iluminacién monodimensional.

Se construye una cubeta transparente de metacrilato de 25 x 50 x 500 mm -ancho,

alto y largo, respectivamente- (figura 4.60) la cual estd expuesta a la irradiancia
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procedente de un soporte con 8 lamparas haldégenas, del mismo tipo con el que se
han realizado todos los experimentos. El planteamiento consiste en llenar la cubeta
con medio de cultivo de R. rubrum y medir la irradiancia incidente dentro del cultivo
para diferentes condiciones. Como el objetivo es caracterizar la atenuacién de la luz
debido a la concentracidn de células y respecto a la longitud del camino optico, se
decide ir variando la distancia del sensor en relacién a las lamparas, para varias
concentraciones de células diferentes. No obstante, como en funcion del voltaje
subministrado a las ldamparas, el espectro de emision varia ligeramente, para obtener
un valor promedio también se optd por variar el voltaje subministrado a las ldamparas

para cada posicidon y concentracion de células.

Figura 4.60: Esquema de la cubeta disefiada y construida para el experimento cuyo objetivo es
la determinacion de la atenuacion de la luz en funcién de la concentracion celular y del camino
optico.

Para medir la irradiancia incidente se utilizd un sensor de luz plano (Licor LI-190SA)
conectado a un amplificador LI-250, el cual proporciona las lecturas en mol-m2.s™

en el rango 400-700 nm.

Las medidas experimentales de irradiancia incidente se empiezan a tomar en un
cultivo concentrado de R. rubrum de 2.35 g/L de peso seco. Después, este cultivo se
va diluyendo utilizando medio de cultivo fresco y se repiten las medidas de luz para
las siguientes concentraciones de células (valores expresados en g/L de peso seco):
2.22, 1.97, 1.74, 1.54, 1.36, 1.20, 1.06, 0.94, 0.83, 0.73, 0.65, 0.50, 0.38, 0.27,
0.14y 0.

Para cada una de estas concentraciones celulares, se mide la irradiancia incidente en
diferentes posiciones o distancias respecto a las ldmparas. Se define como posicién 0,

la posicidn del sensor en el que éste toca la pared frontal de la cubeta de metacrilato.

264



Capitulo 4 — Resultados y discusioén

Teniendo en cuenta esto, se toman medidas a las siguientes distancias (distancias
expresadas en cm respecto a la posicién 0): 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0,
4.5,5.0,5.5,6.0, 7.0, 8.0,9.0, 10.0, 110, 12.0, 14.0, 17.0, 22.0, 27.0, 32.0, 37.0 y
41.0.

Para minimizar las diferencias debido a la variaciéon del espectro de emision de las
lamparas en funcidén del voltaje subministrado, se mide la irradiancia incidente para
las diferentes posiciones y concentraciones celulares antes expuestas para diferentes
voltajes, concretamente, para los voltajes: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 9.5, 10, 10.5, 11, 11.5y
12 V. Posteriormente, para cada voltaje de una misma posicidén se calcula la relacién

¥/ y se calcula el promedio de todos los voltajes.

El modelo que mejor se adapta a los perfiles de la multitud de lecturas
experimentales tomadas (2.557 en total) consiste en una suma de dos términos
exponenciales negativos, los cuales dependen del camino Optico recorrido. Los
coeficientes de los términos exponenciales son funcién de la concentracion de células
(ecuacion [4.39]).

/
[4.39] %:a-exp(fb-L)+c-exp(fd<L)
70
Donde: a=a X*+a, X+ a,
b =b, X"

c=c, X*+C, X+¢4

d=d, X*+d,X+d,
X es la concentracién de células (en g/L) y L es la longitud del camino éptico (en cm).
Mediante el método numérico de minimos cuadrados se han encontrado los 11
coeficientes que mejor ajustan el modelo de la expresién [4.39] a los valores

experimentales.

Los coeficientes que optimizan el ajuste son los siguientes:

a;= -0.0977 b;= 29.126 c;= -0.4082 d>,= 0.1736
a,= 0.4078 b,= 2.9265 c3= 0.9392 ds;= 0.1450
as= 0.0611 c;= 0.0978 d;= 0.0378

En la figura 4.61 se representan cuatro graficas, a modo de ejemplo, donde se puede
observar el ajuste del modelo a los valores experimentales para cuatro
concentraciones celulares diferentes: 2.35, 1.36, 0.94 y 0.27 g/L de peso seco. En
todos los casos el ajuste es satisfactorio y se puede afirmar que el modelo representa

fielmente las irradiancias medidas dentro del cultivo. Cabe destacar que el parametro
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modelizado es la relacidén entre la irradiancia y la irradiancia incidente (irradiancia en
la posicién 0), asi se cancela la constante correctora que debe aplicarse para tener en

cuenta que la irradiancia se esta midiendo en un medio diferente del aire.

1.2 1.2

101 X=2.35 g/L 104 X=1.36 g/L
> a
T 081 W 081
) o
' 061 E 0.6
i 5
S 0.4 S 0.4
o o
= =
S 0.2 S 0.2

0.0 - 0.0 -

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6
Longitud camino éptico (cm) Longitud camino dptico (cm)

1.2 1.2

1.0 X=0.94 g/L 1.0 1 X=0.27 g/L
> -
0.8 w081
) o
' 061 E 0.6
g 5
S 0.4 S 0.4
o o
= 2
S 0.2 S 0.2

0.01 0.0 -

0 2 4 6 8 0 5 10 15 20 25
Longitud camino éptico (cm) Longitud camino dptico (cm)

Figura 4.61: Ejemplos del ajuste del modelo teérico de la irradiancia incidente en funcién de la
longitud del camino 6ptico y de la concentracion de células (2.35, 1.36, 0.94 y 0.27 g/L). Los
puntos representan los valores experimentales y la curva continua el modelo teérico.

En la figura 4.62 se representa el modelo de distribucion de la irradiancia dentro del
cultivo de R. rubrum en funcién de la distancia respecto a las ldmparas (longitud del
camino optico recorrido) y de la concentracion de células. Es notable la atenuacion de
la luz a concentraciones elevadas de células, puesto que a soélo unos 5 cm de

profundidad, practicamente la radiacién esta completamente atenuada.
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Figura 4.62: Representacion del modelo de distribucion de la irradiancia dentro del cultivo de
R. rubrum en funcién de la longitud del camino 6ptico y de la concentraciéon celular.

4.6.5. Calibracion del modelo

Una vez que se dispone de un modelo que describe la irradiancia dentro del cultivo,
se puede combinar con las ecuaciones cinéticas que describen el crecimiento de las
células para obtener los perfiles cinéticos de células y de fuente de carbono. Estos
perfiles tedricos se pueden comparar con los perfiles obtenidos en los diferentes

experimentos llevados a cabo para determinar la bondad del modelo.

La ecuacién de distribucion de la irradiancia en el interior del cultivo se ha
desarrollado teniendo en cuenta que la iluminacion es monodimensional, es decir,

s6lo existe una dimensién (la profundidad). Como en los experimentos llevados a
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cabo en las botellas Roux también son bajo este tipo de iluminacion, la ecuacion

[4.39] se puede aplicar.

Cinética de crecimiento de R. rubrum

El crecimiento de las células de R. rubrum depende de la luz que reciben y de la
concentracion de carbono disponible. Es por esto que se ha optado por calcular la
velocidad especifica de crecimiento como el producto de dos factores, uno de los
cuales depende de la luz que reciben y el otro de la concentracidon de carbono
disponible. Asi pues, la velocidad especifica de crecimiento viene dada por la
expresion [4.40].

B
[4.40] /1/=/1,m[ Ld /] S >
Ky+y KS+S+SA
I
Donde: u: velocidad especifica de crecimiento (h')

Jim: velocidad especifica maxima de crecimiento (h™)
+: irradiancia local disponible (;.E-m2.s7!)

K;: constante de afinidad por la radiacion (p.E-m™.s)
S: concentracion de carbono (g C/L)

Ks: constante de afinidad por el carbono (g C/L)

Ki: constante de inhibicién por carbono (g C/L)

Se ha decidido utilizar un modelo como el de Monod para describir la regulacion de la
velocidad especifica de crecimiento en funcién de la disponibilidad de luz por ser el
mas sencillo y proporcionar resultados aceptables. En el caso de la fuente de carbono,
se ha utilizado el modelo de Andrews puesto que existen experimentos sobre acido
acético que sugieren que el crecimiento presenta inhibicion a concentraciones
moderadas de acido acético. Ademas, Albiol (1994) ya utiliz6 el modelo de Andrews

para describir el crecimiento de R. rubrum sobre acido acético.

Las cuatro constantes cinéticas (/m, Ki;, Ks y K;) se determinan a continuacion,
utilizando los datos experimentales obtenidos en los experimentos en discontinuo en

las botellas Roux.
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Modelo de crecimiento con iluminacién monodimensional

Mediante las ecuaciones [4.39] y [4.40] se puede determinar la velocidad especifica
de crecimiento en cada punto del cultivo. Como la distribucion de la luz en el seno del
cultivo establece un perfil de irradiancia, consecuentemente se producira un perfil de
velocidades especificas de crecimiento. Para obtener un valor medio de la velocidad
especifica de crecimiento serd necesario integrar la ecuacién [4.40] respecto a la

profundidad del cultivo (en la practica, la profundidad de la botella Roux):

[4.41] ﬁ:/limJ.L, S Y, (a-exp(-b-L)+ c-exp(-d-L)) L
' S Ly o S+KS+S% K, +1,(a-exp(-b-L)+ c-exp(-d-L))
1

Finalmente, si se conoce cuanto vale la velocidad especifica media (respecto a la
profundidad) se puede resolver el sistema de ecuaciones diferenciales que relaciona la

concentracién de células y la concentracién de carbono con el tiempo:

dx _
==X
at M
[4.42]
dS_ -1 dx
dt Y, dt
Donde: X: concentracién de células (g/L)

/i velocidad especifica media de crecimiento (h™)
S: concentracion de substrato (g C/L)
Yys: rendimiento células-substrato (g células/g C)

Lr: profundidad de la botella (m)

Integrando el sistema de ecuaciones [4.42] se obtiene el perfil de consumo de

substrato y produccion de células respecto al tiempo.

En un analisis de los experimentos llevados a cabo en las botellas Roux en los que se
utiliza el acido acético como fuente de carbono se ha comprobado que el rendimiento
células-substrato medio durante el crecimiento se puede aproximar mediante la
ecuacion [4.43].

X, ) X
[4.43] Yy,s=—0.8831] =% | +2.3119 | % [+1.1993

SO SO
Donde X, es la concentracion de células cuando empieza el crecimiento (en g/L) y So

la concentracidon de carbono cuando empieza el crecimiento (en g C/L).
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Para determinar las constantes cinéticas (/m, Kj, Ks ¥y Ki) se han utilizado todos los
datos experimentales llevados a cabo en las botellas Roux en los que se utiliza el
acido acético como fuente de carbono (Capitulo 4.1, pagina 140). El método numérico
utilizado ha sido el de minimos cuadrados, consistente en encontrar qué valores de

estas cuatro constantes minimizan la siguiente funcién objetivo:

[4.44] error=3"(Yroseo -

Yexp erimental )2

Donde Y denota todos los valores experimentales obtenidos respecto al tiempo, tanto
de concentracion de células como de concentracion de substrato. Los cédlculos se han
realizado utilizando la funcion de minimizacion para ecuaciones multivariables
fminsearch (basada en el método Simplex) del lenguaje de programacion MATLAB
(version 7.0.4.365 -R14- Service Pack 2, The MathWorks Inc. 2005).

Realizando este ajuste, los valores obtenidos que minimizan el error son los

siguientes:

Jim: 0.387 + 0.022 h'

Ky: 742.9 + 52.8 uE-m2-s?
Ks: 0.085 + 0.003 g C/L
Ki: 1.100 £ 0.114 g C/L

La incertidumbre asociada a cada parametro corresponde a un nivel de confianza del
95%. El intervalo de confianza se ha obtenido realizando un analisis de sensibilidad
de los parametros obtenidos en la optimizacién mediante el método de Draper et al.
(1998) para estimar la precision de los parametros en un ajuste por minimos
cuadrados no lineal. EI método de cdlculo del intervalo de confianza se basa en la
distribucidén F, que depende del nimero de parametros ajustados (p), del nimero de

puntos experimentales (m) y del nivel de confianza requerido («):

[445] fobjetivo (ff):fobjetivo (ffopl) { 1+ mp_ p F (p’m B pll - O() }

Donde: fobjetivo (ff): funcion objetivo
fobjetivo (ffopt): Valor de la funcién objetivo evaluada con los pardmetros
optimos
ff: vector de parametros ajustables

ffope: Vector de parametros que minimizan la funcién objetivo

De esta forma, para hallar el intervalo de confianza de uno de los parametros es

necesario fijar el resto, y asi obtener una funcién objetivo con una Unica variable y
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dos soluciones: los extremos del intervalo de confianza a un determinado nivel de
confianza. De los dos extremos, se ha utilizado para expresar el intervalo de

confianza el mas desfavorable.

Este analisis de sensibilidad permite determinar la influencia del valor de cada uno de
los parametros en la respuesta del modelo a la vez que se estima la bondad de los

parametros hallados mediante la optimizacion.

En la tabla 4.43 se resume la variacibn maxima permitida para cada uno de los

parametros del modelo para un nivel de confianza del 95%:

. Valor Intervalo de Variacién maxima
Parametro i
optimo confianza (95 %) permitida
Jtm (A1) 0.387 +0.022 5.7 %
Ky (JLE-m2s7) 742.9 +52.8 7.1 %
Ks (g C/L) 0.085 +0.003 3.5%
K: (g C/L) 1.100 +0.114 10.4 %

Tabla 4.43: Intervalo de confianza y variacion maxima permitida para cada parametro para un
nivel de confianza del 95%.

Asi pues, de los resultados mostrados en la tabla 4.43 se desprende que la respuesta
del modelo es mas sensible respecto a cambios en el parametro Ks que respecto a
cambios en cualquier otro parametro. De la misma forma, los cambios en el

parametro K; son los que afectan en menor medida a la respuesta del modelo.

Representacion de la calibracion del modelo

Una vez se dispone de un conjunto de parametros que optimizan el ajuste, se pueden
representar sobre la misma grafica los puntos experimentales y la curva tedrica del
modelo para observar visualmente el grado de ajuste. En principio, el ajuste ha de
ser satisfactorio puesto que son los mismos experimentos que se han utilizado para la

obtencion de los parametros dptimos.

En los experimentos en discontinuo, desde el momento en que se inocula el
biorreactor lleno de medio de cultivo fresco con el indculo hasta que las células

empiezan a crecer, puede pasar un tiempo mas o menos largo en funcién de varios
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parametros. Este periodo se llama tiempo de latencia y depende de factores como el
cambio de condiciones que han sufrido las células del indculo al cultivo (grado de
dilucion en el cultivo, diferencia de la fuente de carbono, diferencia de la
disponibilidad de luz, etc.). Obviamente, el modelo desarrollado no contempla esta
fase, puesto que es muy dificil de predecir, y en todos los experimentos ajustados se
ha tomado como condiciones iniciales aquellas en las que las células empiezan el

crecimiento.
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Figura 4.63: Comprobacion del ajuste del modelo a los datos experimentales del ensayo nimero
1 (figura 4.4). Estos datos experimentales se han utilizado en la calibracién del modelo.

En la figura 4.63 se representa el ajuste del modelo a los datos experimentales
obtenidos en el ensayo numero 1 (anteriormente descrito en la figura 4.4), con
iluminacion haldégena e incandescente. El ajuste del modelo a los datos obtenidos con

iluminacidon halégena es muy satisfactorio, tanto en la curva de la concentracion de
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células como en la curva de la concentracidon de fuente de carbono (acido acético) en
el cultivo. En cuanto a la curva de la concentracién de células, parece como si la
curva tedrica se detuviese antes que los puntos experimentales, pero no es del todo
cierto. Cuando la curva que representa el modelo realiza el punto de inflexién, en ese
punto se frena el crecimiento, posiblemente porque la gran limitacidon de luz. A partir
de este punto, el leve aumento de peso seco experimental que se aprecia en la figura
podria provenir de un cambio de metabolismo, por ejemplo, la acumulacién de alguna

reserva de carbono (PHB, glicogeno, etc.).
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Figura 4.64: Comprobacion del ajuste del modelo a los datos experimentales del ensayo nimero
2 (figura 4.5). Estos datos experimentales se han utilizado en la calibraciéon del modelo.

En el caso de las curvas correspondientes a la iluminacién incandescente, aunque el
modelo y los datos experimentales estan continuamente muy cerca, la forma de la
curva tedrica que representa la concentracion de células es diferente de la forma
trazada por los puntos experimentales. En este sentido, cabe precisar que la forma de

esta curva experimental es diferente del resto de curvas obtenidas en estos
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experimentos, independientemente del tipo de iluminacidon. En cuanto al perfil de
consumo de substrato, el ajuste es mejor que para la concentracién celular, aunque
los puntos experimentales exhiben un cambio de tendencia al que el modelo es

incapaz de anticipar.

En la figura 4.64 se puede observar el grado de ajuste del modelo a los datos
experimentales obtenidos en el ensayo nimero 2 (anteriormente descrito en la figura
4.5), en el que se utilizaba tanto iluminaciéon halégena como incandescente. El ajuste
es muy satisfactorio en los dos tipos de iluminacion, tanto para describir el perfil de
crecimiento de las células como para el perfil de consumo de carbono. Cabe resefar
que el punto de inicio de la curva tedrica no coincide con ningln punto experimental
puesto que en este ensayo, en una de las muestras tomadas aun no habia empezado
el crecimiento, y en la siguiente muestra, hacia ya un tiempo que las células estaban
creciendo (la etapa de latencia fue inferior de lo que se esperaba). Asi pues, el punto

en que empieza la curva del modelo ha sido estimado.
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Figura 4.65: Comprobacion del ajuste del modelo a los datos experimentales del ensayo nimero
3 (figura 4.6). Estos datos experimentales se han utilizado en la calibracién del modelo.
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En la figura 4.65 se puede observar el ajuste del modelo a los datos experimentales
obtenidos en el ensayo nimero 3 (anteriormente descrito en la figura 4.6), tanto con
iluminacion haldgena como incandescente. El ajuste a los datos obtenidos bajo
iluminacion halégena es muy bueno en los dos casos, en el perfil de concentracion de

células y en el perfil de consumo de carbono.

Respecto a los datos obtenidos utilizando iluminacidn incandescente se observa que el
modelo describe mejor el perfii de consumo de substrato que la curva de
concentracion de células. El primer perfil se ajusta de forma muy satisfactoria y las
pocas desviaciones que se aprecian son mas atribuibles a error experimental que no a
una tendencia erronea del modelo. En cuanto a la evoluciéon de la concentracion de
células respecto al tiempo, el modelo sigue muy correctamente la tendencia de los
puntos experimentales al inicio de la curva y se detiene también en el momento en
que las células dejaron de crecer. En la zona en que se produce el punto de inflexién
no se dispone de valores experimentales que puedan confirmar el acierto del modelo,
aunque es probable que los puntos experimentales, con su error experimental
asociado, estuviesen cerca del perfil predicho por el modelo. Esta hipotesis se
sustenta en el hecho de que el modelo describe con precision el momento en el que

se agota el carbono residual en el medio.

En la figura 4.66 se representa el ajuste del modelo a los datos obtenidos en el
ensayo numero 6 (anteriormente descrito en la figura 4.13), en el que
independientemente de la naturaleza de la luz, la irradiancia suministrada (expresada
en moles de fotones en el rango 350-950 nm) es practicamente la misma. En la
grafica se puede apreciar que el ajuste no es tan bueno como en alguno de los casos
anteriores, pero en general, es aceptable. Los perfiles de consumo de substrato son
descritos por el modelo con mayor precision que la evoluciéon de la concentracion de
células. Las diferencias entre las predicciones del modelo para los dos tipos diferentes
de iluminacién vienen dadas basicamente por las condiciones iniciales, las cuales son
diferentes en cada caso. No obstante, cabe sefalar que al ser el nivel de iluminacidn
semejante, la pendiente de las curvas de concentracion de células en el tramo de

crecimiento lineal es semejante.

El diferente grado de ajuste del modelo en los distintos experimentos no esta
relacionado con el nivel de iluminacién, puesto que los datos experimentales bajo

iluminacidon haldgena han sido obtenidos en los cuatro ensayos descritos a un nivel de
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irradiancia semejante. No obstante, el ajuste del modelo es mejor en los ensayos

nimero 1y 3 que en los nimeros 2 y 6.

3.5 —

Conc. de células (g peso seco/L)
y conc. acido acético (g C/L)

0 25 50 75 100 125 150
Tiempo (h)

Conc. de células (g peso seco/L) - LAmparas haldgenas
Conc. acido acético (g C/L) - Lamparas haldgenas

Conc. de células (g peso seco/L) - LAmparas incandescentes
Conc. acido acético (g C/L) - Lamparas incandescentes

o e O e

Figura 4.66: Comprobaciéon del ajuste del modelo a los datos experimentales del ensayo nimero
6 (figura 4.13). Estos datos experimentales se han utilizado en la calibraciéon del modelo.

A la vista del grado de ajuste del modelo a los datos experimentales que han servido
para obtener el valor de los cuatro parametros cinéticos utilizados, se desprende a
priori que este conjunto de parametros pautan un ajuste muy satisfactorio de la
evolucidn del crecimiento de las células de R. rubrum y el consumo de carbono (en
forma de acido acético) cuando el cultivo se desarrolla bajo iluminacidn

monodimensional.

No obstante, para la correcta evaluacion de la bondad del modelo es indispensable
comprobar cdmo se ajusta a experimentos que no han sido utilizados en la

determinacion de ningln parametro.
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4.6.6. Aplicacion del modelo a los experimentos en
discontinuo en fotobiorreactores

Para comprobar el grado de ajuste del modelo a experimentos diferentes a los
utilizados para su calibracién, se han seleccionado cinco cultivos en discontinuo
llevados a cabo con condiciones de iluminacidn variadas y en dos fotobiorreactores

diferentes, ambos con iluminacidén exterior de geometria radial.

Una vez determinados los pardmetros cinéticos del modelo, si las hipotesis en las que
se basa el modelo son correctas, éste deberia proporcionar un buen ajuste, con estos

mismos parametros cinéticos, sea cual sea el montaje experimental.

Para aplica r el modelo a un sistema con iluminacion radial, como es el caso de los
fotobiorreactores utilizados en este trabajo, es necesario calcular la velocidad
especifica media de forma diferente a la expresion [4.41]. Concretamente, se debe
tener en consideracion la irradiancia que procede de cada una de las direcciones en el
momento de calcular la irradiancia local. Ademas, para calcular la velocidad especifica
media en el caso de un fotobiorreactor con iluminacion exterior radial se debe
integrar la irradiancia local respecto al radio y respecto al angulo, de acuerdo con la
expresion [4.46].
[4.46]
- | To Vo

R [aexp (-b-R,,)+cexp (-d-R,,,)]
m J‘ZT J‘Ru r k=1 K/n S
A Jo Jo

- [hY S+K +S
Ky+Y % [aexp (-b-R,,)+cexp (-d-R,,,)] sT /K,
k=1 k/n

=I
1}
|

Donde: A: seccidn del fotobiorreactor (m?)
Ro: radio del fotobiorreactor (m)
n: nimero de lamparas
k: indice del nUmero de lamparas
ro: radio en el que se conoce la irradiancia local disponible ()
Yo: irradiancia local disponible en un punto situado a ry del centro.

Rin: distancia desde la [dmpara k hasta el centro del fotobiorreactor.

Una vez que se conoce la velocidad especifica media (respecto a la seccion del
fotobiorreactor) se puede resolver el sistema de ecuaciones diferenciales que
relaciona la concentraciéon de células y la concentracién de carbono con el tiempo
[4.47]:
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dx

Ez (/7 o _D) X
[4.47] q _ %
ds _ D (Serc —S)- [ oy X
dt Yy
Donde: X: concentracidn de células (g/L)

i velocidad especifica de crecimiento media (h?)

¢n: fraccion de volumen iluminado respecto al volumen total

D: velocidad de dilucién (h™)

S: concentracion de substrato en el cultivo (g C/L)

Sent: CONcentracion de substrato en el medio de entrada (g C/L)

Yys: Rendimiento células-substrato (g células/g C) (ecuacién [4.43])

Integrando el sistema de ecuaciones [4.47] respecto al tiempo se pueden determinar
la evolucién de los perfiles de la concentracién de células y de la concentracién de
substrato en el interior del fotobiorreactor. Para ello, son necesarios los parametros
cinéticos obtenidos previamente en el ajuste del modelo y los parametros fisicos

detallados en tabla 4.44, los cuales dependen del fotobiorreactor.

Fotobiorreactor Fotobiorreactor

escala laboratorio escala piloto
Radio del sensor de luz, ry 0.0159 m 0.0159 m
Namero de ldmparas, n 5 6
Recorrido de la luz dentro del
cultivo, rr 0.064 m 0.048 m
Radio del fotobiorreactor, Rq 0.064 m 0.048 m
Fraccién de volumen iluminado, ¢n 1 0.58

Tabla 4.44: Parametros del modelo que dependen del fotobiorreactor utilizado.

Para comprobar la bondad del ajuste del modelo, se utilizan datos experimentales de
cultivos en discontinuo, realizados de forma previa y conjunta a los experimentos en
continuo cuyos resultados han sido presentados en los Capitulos 4.2 y 4.4.
Concretamente, se han seleccionado cinco experimentos realizados en distintos

fotobiorreactores, a diferentes niveles de iluminaciéon, con distinta concentracion
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inicial de carbono (hecho que implica la obtencidon de diferentes concentraciones

finales de células), tal y como se detalla en la tabla 4.45:

Conc. inicial Conc. final
Cultivo en Yo
Biorreactor acido acético de células
discontinuo (LE-m2.s1)
(g CcsL) (g PS/L)
#1 Laboratorio 4858 1.2 2.1
#2 Laboratorio 8279 1.9 2.9
#3 Piloto 1256 1.1 2.5
#4 Piloto 1256 1.4 3.2
#5 Piloto 4474 1.0 2.4

Tabla 4.45: Caracteristicas de los experimentos en discontinuo utilizados para estudiar la bondad
del ajuste del modelo a los datos experimentales. PS: peso seco.

A continuacién se representa el resultado proporcionado por el modelo conjuntamente
con los datos experimentales para los cinco cultivos en discontinuo detallados en la
tabla 4.45.

En la figura 4.67 se puede observar el ajuste del modelo a los puntos experimentales
del cultivo en discontinuo #1, realizado en el fotobiorreactor escala laboratorio y a
una irradiancia incidente de 4858 jE-m™?-s. La evolucién de la concentracion de
células y la de la fuente de carbono residual son descritas satisfactoriamente por el
modelo, aunque el modelo predice el punto de agotamiento de la fuente de carbono
ligeramente antes de lo que se comprobd experimentalmente. No obstante, también
es cierto que en este punto la concentraciéon de células no presenta ninglin aumento
claro, por lo que podria ser que la concentracion de fuente de carbono fuese mas baja

de lo que las medidas experimentales dejan entrever.

En la figura 4.68 se comprueba la bondad del modelo para el cultivo en discontinuo
#2, llevado a cabo en el mismo fotobiorreactor que el cultivo #1, pero a un nivel de
iluminacién mayor: 8279 E-m™-s!. Observando la gréafica se aprecia que el ajuste es
satisfactorio tanto en el caso de la evolucion de la concentracion de células como en

el caso de la concentracién de acido acético libre en el medio. Cabe destacar que el
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aumento en la pendiente de la curva que representa la concentracidn de células

causada por una iluminacién elevada es predicho por el modelo de forma correcta.

2.5

® Conc. de células (g peso seco/L)
® Conc. acido acético (g C/L)

1.5

Conc. de células (g peso seco/L)
y conc. acido acético (g C/L)

0.5

O.oiwwww\wwww\wwww\wwww\wwwwwwwwww
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (h)

Figura 4.67: Comprobacién del ajuste del modelo a los datos experimentales obtenidos en el
cultivo en discontinuo #1 (fotobiorreactor de escala laboratorio; ¢: 4858 //E-m2.s™).

En la figura 4.69 se comprueba la bondad del ajuste del modelo a los datos
experimentales del cultivo en discontinuo #3, llevado a cabo en el fotobiorreactor
piloto. La principal diferencia de este fotobiorreactor comparado con el de de escala
laboratorio, dejando al margen la capacidad, reside en que el reactor piloto tiene una
parte no iluminada (cabezal superior de acero inoxidable donde estan situadas el
mayor numero de sondas) que supone el 42% del volumen total del reactor. Asi pues,
esta fraccion de volumen se comporta como un volumen muerto en el que no existe

aporte de energia y, por tanto, se asume que no contribuye al crecimiento celular.

En la figura 4.69 se aprecia como el ajuste del modelo a los puntos experimentales es
correcto en términos generales, por lo que se puede confirmar que el modelo también

se ajuste de forma correcta cuando la irradiancia incidente es baja, 1256 E-m%s™.
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Figura 4.68: Comprobacion del ajuste del modelo a los datos experimentales obtenidos en el
cultivo en discontinuo #2 (fotobiorreactor de escala laboratorio; ¢: 8279 //E-m’z-s’l).
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Figura 4.69: Comprobacion del ajuste del modelo a los datos experimentales obtenidos en el
cultivo en discontinuo #3 (fotobiorreactor piloto. ¢: 1256 ,E-m2.s™).
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En la figura 4.70 se comprueba la bondad del ajuste del modelo a los datos
experimentales del cultivo en discontinuo #4, también en el fotobiorreactor piloto y
con una irradiancia incidente de 1256 j«E-m™:s™?, pero con diferentes concentraciones
de células y de fuente de carbono en el inicio del cultivo. Observando la
representacion se puede apreciar que el ajuste es bueno y que el modelo predice con

precisién el comportamiento del sistema observado experimentalmente.

3_57\\\\\\\H‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH’

¥ e Conc. de células (g peso seco/L) 1
3.0 | e Conc. acido acético (g C/L) 1

251

2.0F

Conc. de células (g peso seco/L)
y conc. acido acético (g C/L)

0.5§
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Figura 4.70: Comprobacion del ajuste del modelo a los datos experimentales obtenidos en el
cultivo en discontinuo #4 (fotobiorreactor piloto. ¢: 1256 ,E-m2.s™).

En la figura 4.71 se representa el ajuste del modelo a los datos experimentales de el
cultivo en discontinuo #5, realizado en el fotobiorreactor piloto a una irradiancia
incidente de 4474 1E-m2.s?, nivel de iluminacidn cercano al maximo que se puede
suministrar en este sistema. Observando la grafica se aprecia que el ajuste es
correcto y que el modelo predice con precision la evolucion de la concentracion de
células y la de acido acético en las zonas de las curvas en las que se dispone de datos
experimentales. En lo que respecta a la concentracion de células, el modelo prevé
correctamente el punto de inflexién de la curva, seguramente debido a la precisidén

con que calcula el momento en que se agota la fuente de carbono.
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Figura 4.71: Comprobacion del ajuste del modelo a los datos experimentales obtenidos en el
cultivo en discontinuo #5 (fotobiorreactor piloto. ¢: 4474 ,E-m2.s%).

4.6.7. Aplicacion del modelo a los experimentos en
continuo en fotobiorreactores

Una vez aplicado el modelo con éxito a experimentos en discontinuo llevados a cabo
en fotobiorreactores, para utilizar el modelo para predecir las condiciones de un
cultivo en continuo no es necesario hacer ningun ajuste mas en el modelo.
Simplemente, a la hora de resolver el sistema de ecuaciones diferenciales [4.47], hay
que tener en cuenta la velocidad de dilucién y la concentracidon de acido acético del

medio de cultivo fresco que se alimenta al fotobiorreactor.

La uUnica modificacién introducida en el modelo para su aplicaciéon a cultivos en
continuo ha consistido en el cdlculo del rendimiento células-substrato. Se han
escogido los resultados experimentales de seis cultivos en continuo (cultivos 1, 4, 8,
10, 11 y 12, tabla 4.46), los cuales reunen diferentes niveles de iluminacion,
velocidades de dilucion, concentraciones de carbono, etc., para estudiar la relacion
entre el rendimiento células-substrato y el resto de factores externos, comprobando
que utilizando sélo la concentracién de carbono del medio fresco y la concentracion

de células en el cultivo se puede obtener una buena correlacion. Concretamente, la
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expresion obtenida (ecuacion [4.48]) depende de cuatro parametros, los cuales han

sido obtenidos por el método de minimos cuadrados.

[4.48] Yy/s=0.6531 Sen 1971+ X = 0.1036 Sene + 0.6545

cultivo Fotobio- Yo D [Clent Conc.cél. [Clcur
rreactor (uEm=®s?) (h™) (gC/L)  (g/L)  (gc/L)

1 Laboratorio 4858 0.04 1.0 1.6 =0

2 Laboratorio 2229 0.04 1.0 1.454 =0

3 Laboratorio 8279 0.08 0.5 0.827 =0

4 Laboratorio 6486 0.08 0.5 0.834 =0

5 Laboratorio 4858 0.08 0.5 0.788 =0

6 Laboratorio 3441 0.08 0.5 0.795 =0

7 Laboratorio 2266 0.08 0.5 0.757 =0

8 Laboratorio 8279 0.12 0.5 0.754 =0

9 Piloto 4474 0.04 0.4 0.689 =0

10 Piloto 3044 0.04 0.4 0.679 =0

11 Piloto 4474 0.04 0.2 0.314 =0

12 Piloto 1256 0.035 0.2 0.327 =0

13 Piloto 1256 0.04 0.2 0.321 =0

14 Piloto 3788 0.04 0.2 0.325 =0

Tabla 4.46: Resumen de los cultivos en continuo llevados a cabo en los fotobiorreactores
utilizados en este trabajo en los que se ha utilizado acido acético como fuente de carbono. Los
cultivos 1, 4, 8, 10, 11 y 12 se han utilizado para establecer la ecuacién que relaciona el
rendimiento células-substrato con la concentracion de carbono del medio de entrada y la
concentracion de células.

Utilizando la ecuacion [4.48] en la resolucidn del sistema de ecuaciones diferenciales
[4.47], y para tiempos de integracion elevados, se obtienen los resultados que se
presentan en la tabla 4.47 correspondientes a la prediccion del modelo de Ia
concentracion de células y de la de carbono libre en el cultivo en el estado
estacionario. La desviacidon entre los resultados experimentales y los resultados del
modelo se han calculado sélo para la concentracidn de células, puesto que las
medidas de la concentracidon de carbono en el cultivo dieron en todos los casos por

debajo del valor de deteccion.
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Resultados Resultados Desviacion

experimentales tedricos (modelo) (conc. cél.)

[Clent Conc.cél. [Clecut Conc.cél. [Clecur Error
Cultivo

(g C/L) (g/L) (gC/L) (g7L) (g C/L) relativo

1 1.0 1.600 =0 1.533 0.012 4.18%
2 1.0 1.454 =0 1.520 0.015 -4.55%
3 0.5 0.827 =0 0.819 0.025 0.99%
4 0.5 0.834 =0 0.815 0.026 2.23%
5 0.5 0.788 =0 0.810 0.027 -2.79%
6 0.5 0.795 =0 0.801 0.028 -0.79%
7 0.5 0.757 =0 0.790 0.031 -4.40%
8 0.5 0.754 =0 0.732 0.044 2.97%
9 0.4 0.689 =0 0.683 0.020 0.91%
10 0.4 0.679 =0 0.678 0.021 0.13%
11 0.2 0.314 =0 0.329 0.020 -4.87%
12 0.2 0.327 =0 0.326 0.021 0.31%
13 0.2 0.321 =0 0.307 0.025 4.49%
14 0.2 0.325 =0 0.328 0.021 -0.80%
Valor absoluto medio : 2.46%

Valor absoluto minimo: 0.13%

Valor absoluto maximo: 4.87%

Tabla 4.47: Comparacion de los resultados obtenidos con el modelo con los resultados
experimentales (concentracion de células en el estado estacionario). Los cultivos 1, 4, 8, 10, 11 y
12 se han utilizado para establecer la ecuacién que relaciona el rendimiento células-substrato con
la concentracion de carbono del medio de entrada y la concentracion de células.

Como se puede apreciar analizando los resultados expuestos en la tabla 4.47, el
modelo calcula con notable precision la concentracion de células y la de carbono libre

en el medio cuando el cultivo ha alcanzado el estado estacionario.
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4.6.8. Explotacion del modelo

Una vez desarrollado el modelo matematico que describe el crecimiento de R. rubrum
y comprobado que los resultados que proporciona se ajustan a los resultados
experimentales de diferentes cultivos, en distintos fotobiorreactores y en diferentes
condiciones de cultivo, el modelo puede ser utilizado como una herramienta Gtil para

profundizar en el andlisis de los resultados experimentales obtenidos.

En esta linea, se ha utilizado el modelo para calcular la irradiancia media en el cultivo
(¥ ) en casos experimentales en los que, después de una disminucién de la
irradiancia incidente (v¥o), el cultivo ha llegado a la condiciéon de lavado. Conocido el
valor de la irradiancia media, es posible calcular la energia que las células estan
recibiendo y compararla con la cantidad de energia minima que las células necesitan,

calculada como la diferencia de entalpia entre las células y los substratos.

Para realizar esta comparacion se ha partido de experimentos en continuo realizados
a tres velocidades de dilucién diferentes y en los que se ha ido reduciendo
progresivamente la irradiancia incidente hasta llegar a la condicién de lavado del
cultivo. En la tabla 4.48 se detallan los experimentos utilizados, asi como las

condiciones de cultivo.

. Velocidad de Concentracion
Experimento
dilucion (h™) células (g/L)
1 - (Figura 4.16, pag. 160) 0.04 1.45+0.01
2 - (Figura 4.22, pag. 168) 0.08 0.76 + 0.01
3 - (Figura 4.23, pag. 169) 0.12 0.76 £ 0.01

Tabla 4.48: Experimentos en continuo en los que se ha ido reduciendo progresivamente la
irradiancia incidente hasta llegar a la condicién de lavado del cultivo.

En los tres experimentos, en los que el crecimiento estd limitado por la cantidad de
radiacién, se produce una disminucion de la irradiancia incidente en la que el cultivo,
en las nuevas condiciones, no aguanta la velocidad de dilucién. Probablemente, la
causa sea que el nuevo aporte de luz es insuficiente para proporcionar a las células
toda la energia que necesitan para consumir la fuente de carbono a la velocidad de

dilucion fijada. Asi pues, en ese decremento de luz, se pasa de unas condiciones de
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estado estacionario en las que la radiacidon que reciben las células es suficiente para
mantener el crecimiento de forma estable, a un aporte de luz insuficiente para
mantener le crecimiento. Asi pues, la irradiancia incidente minima para mantener a
las células creciendo a la velocidad de dilucion del experimento estd comprendida

entre los dos valores de irradiancia incidente probados.

En la tabla 4.49 se recogen los valores de irradiancia incidente y de irradiancia media
antes y después del cambio de condiciones. La irradiancia media ha sido calculada
mediante la ecuacidn [4.49] y equivale al promedio de irradiancia a la que una célula
estd expuesta de forma global, puesto que continuamente se estd moviendo entre

zonas con valores de irradiancia muy diferentes.

[4.49] 9= % [y @) dr

. Yo (LE-mMZ.s7h) Y (UE-mZ.s™)
Experimento
EE Lavado EE Lavado
1 2229 1290 432 252
2 2266 1290 587 327
3 4858 3441 765 488

Tabla 4.49: Valores de irradiancia incidente e irradiancia media antes y después de la variacion
de energia subministrada a las células. EE: estado estacionario (antes de variar la irradiancia);
Lavado: lavado del cultivo (después de variar la irradiancia).

Los valores de irradiancia media (tE'm™2:s) pueden ser convertidos a flujo de
energia (W) mediante la ecuacion [4.50], suponiendo que todos los fotones captados
son de una longitud de onda de 880 nm. Como ya se ha explicado anteriormente en
este trabajo, la energia de los fotones de longitud de onda inferior a 880 nm (y, por
tanto, mas energéticos) es transferida hasta el centro de reaccioén, proceso en el que
se pierde energia en forma de calor. A la practica, la energia que llega al centro de
reaccion es la equivalente a la de radiacion monocromatica de 880 nm de longitud de
onda.

hc
4.50 E=—
[ 1 x

Como en los tres experimentos analizados la concentracion de células es diferente

(tabla 4.48), para poder comparar se calcula el flujo de energia que reciben las
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células en relacién a la concentracion de células en el cultivo, es decir, vatios por
gramo de peso seco. La tabla 4.50 muestra el flujo de energia (en vatios) por gramo

de peso seco que las células reciben en cada uno de los experimentos estudiados.

i W/g peso seco
Experimento

EE Lavado
1 0.0080 0.0047
2 0.0209 0.0116
3 0.0272  0.0173

Tabla 4.50: Flujo de energia que reciben las células antes y después de la variacién de la
irradiancia incidente. EE: estado estacionario (antes de variar la irradiancia); Lavado: lavado del
cultivo (después de variar la irradiancia).

Por otro lado, se puede calcular la energia minima que las células necesitan para
crecer como la diferencia entre el calor de combustién de las células y la suma de
calores de combustion de los substratos consumidos, de acuerdo con la ecuacion de

crecimiento [4.2]:

CH,O + 0.1768 NH;3 + 0.0126 HsPO4 + 0.0027 H,SO4 —
— 0.9237 CHy.79N¢.1900.49S0.003P0.01 + 0.0763 CO;, + 0.4590 H,0

Teniendo presentes los calores de combustion en condiciones estandar (298 K, 1 atm
y pH 7) para el acido acético (437 kJ/mol C), el amoniaco (383 kJ/mol C) y las células
(560 kJ/mol C) (Stephanopoulos et al., 1998), se obtiene que para formar un gramo
de peso seco son necesarios 55 kJ. Si se considera la velocidad a la se debe formar
esta cantidad de células (en funcion de la velocidad de dilucidn del cultivo), se obtiene
el flujo de energia necesario para formar un gramo de peso seco. Los resultados de

este calculo se detallan en la tabla 4.51.

Los valores de la tabla 4.51 corresponden al flujo de energia minimo necesario,
puesto que no se ha tenido en cuenta la energia destinada al mantenimiento ni los
diferentes rendimientos energéticos. Asi pues, la energia minima para el crecimiento

sera en todos los casos superior a los valores de la tabla 4.51.
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Experimento D (h'Y) W/g peso seco
1 0.04 0.0061
2 0.08 0.0121
3 0.12 0.0182

Tabla 4.51: Flujo de energia minimo que las células necesitan para producir un gramo de peso
seco en funcién de la velocidad de diluciéon del experimento. D: velocidad de dilucién.

Si se compara el flujo de energia minimo necesario con el flujo de energia que las
células reciben, tanto en el estado estacionario como cuando el cultivo se estd
lavando (tabla 4.52), se observa que cuando se disminuye la irradiancia incidente y
las células ya no pueden mantener la velocidad de crecimiento, en los tres casos el
flujo de energia subministrado es inferior al que las células necesitan exclusivamente
para transformar los sustratos en biomasa. Asi pues, se confirma que la causa por la
que disminuye la concentracion de células al reducir la irradiancia incidente en los
experimentos estudiados es por la insuficiencia de la energia recibida para mantener

el crecimiento a la velocidad de dilucion requerida.

En cambio, en los casos en que la concentracién de células se encuentra en estado
estacionario, se comprueba que en todos los casos la energia recibida es superior,
como minimo en un 30%, a la minima necesaria para transformar los substratos en

células.

Flujo energia real

- —————— (%)
Experimento Flujo energia minimo
EE Lavado
1 131.1 77.0
2 172.7 95.9
3 149.5 95.1

Tabla 4.52: Relacion (en porcentaje) entre el flujo de energia real y el flujo de energia minimo
necesario, antes y después de disminuir la irradiancia incidente. EE: estado estacionario (antes de
variar la irradiancia); Lavado: lavado del cultivo (después de variar la irradiancia).
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4.6.9. Conclusiones

En este subcapitulo se ha desarrollado un modelo de naturaleza empirica que esta
compuesto de dos partes. Por un lado, las ecuaciones que modelizan la distribucién
de la luz y permiten calcular el perfil de irradiancia dentro del cultivo en funcién de la
radiacién aportada, la concentracion de células y la distancia hasta las lamparas. Por
otro lado, se ha desarrollado un conjunto de ecuaciones cinéticas que, nutriéndose de
la irradiancia disponible y de la concentracién de carbono libre en el cultivo, calculan
los perfiles de la concentraciéon de células y de la de carbono residual respecto al

tiempo.

Una vez confrontados los resultados del modelo con los datos obtenidos
experimentalmente se pueden destacar las siguientes conclusiones. En primer lugar,
se ha comprobado con éxito como el modelo es capaz de describir el crecimiento de
R. rubrum cuando la iluminacién es unidimensional e independientemente del tipo de
iluminacion utilizada. Asimismo, el modelo se ha generalizado y aplicado con éxito al
caso de iluminacién con geometria cilindrica y se ha comprobado su eficacia en dos
fotobiorreactores de caracteristicas muy diferentes y a niveles de iluminacién muy
variados. Entre ellos varia, ademas de su capacidad y escala, la fracciéon de volumen
que puede ser iluminado. Finalmente, se ha resuelto el modelo en las condiciones de
un cultivo continuo, constatando que el modelo predice con precision la concentracion

de células y la de carbono libre en el estado estacionario.

Por tanto, el modelo desarrollado, al predecir con relativa precisiéon los estados
transitorios del cultivo de R. rubrum se presenta como una herramienta Util para
predecir los cambios que puede sufrir el cultivo ante un cambio en las condiciones de
cultivo. Asi, se ha aplicado de forma satisfactoria para confirmar y ayudar a

comprender mejor resultados experimentales obtenidos.

Ademas, considerando la facilidad y precisién con la que se puede aplicar a mas de un
fotobiorreactor, se puede utilizar como una herramienta mas que ayude en el disefio
y cambio de escala de fotobiorreactores. Especialmente, si se tiene en cuenta que uno
de los aspectos mas delicados en el escalado de un fotobiorreactor atafie a la

transferencia de la luz y a la eficacia de iluminacion.

En esta linea se ha utilizado en el capitulo siguiente, que tiene por objetivo el disefio
de un fotobiorreactor para el cultivo de R. rubrum a nivel de la Planta Piloto MELISSA,

como se describe en el siguiente capitulo.
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4.7. Diseno de un fotobiorreactor piloto

4.7.1. Introduccion

En el marco de la operacion de la planta piloto, uno de los objetivos a corto plazo es
la implementacién de todos los compartimentos que componen el bucle MELISSA
conectados entre si y a una escala que sea suficientemente representativa para
demostrar la validez del concepto y de la aproximacion seguida. En esta etapa de
integracion del bucle MELISSA es también esencial demostrar la operacion de todo el
sistema, de forma controlada y estable, durante un periodo de operacion significativo.
Para ello, los distintos compartimentos deben ser llevados a un volumen acorde con
sus caracteristicas y un determinado escenario para esta etapa de integracion vy
demostracion. El escenario marcado es el de producir el O, equivalente a una persona
y la alimentaciédn correspondiente a un 20%, utilizando ademas como modelo del
compartimento de la tripulacidon un conjunto de animales de laboratorio aun no

definido (en estudio).

Los biorreactores que componen actualmente los compartimentos III y IVa ya poseen
la capacidad suficiente para cumplir el objetivo marcado. En lo que respecta a los
compartimentos I y IVb (cdmara de plantas superiores), éstos han sido disefiados y
construidos para satisfacer las necesidades requeridas. Asi pues, el Unico
compartimento que actualmente necesita un fotobiorreactor de capacidad superior al

actual es el compartimento II.

A continuacion, se determina cual es la capacidad necesaria que debe tener el
fotobiorreactor del compartimento II para que el bucle MELISSA esté en su conjunto

dimensionado para el escenario descrito.

4.7.2. Dimensionado del Compartimento 11 dentro
del bucle MELiISSA

El objetivo principal del compartimento II dentro del bucle MELISSA consiste en
consumir los acidos grasos volatiles que proceden del primer compartimento,

transformandolos en biomasa. Asi pues, la optimizacién de este compartimento
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implica la utilizacién del menor volumen posible asegurando que en todo momento los

acidos grasos volatiles sean consumidos completamente.

Por tanto, el primer paso serd determinar qué cantidad de acidos grasos volatiles
deberd consumir este compartimento en condiciones normales de operacion. El
volumen total de este fotobiorreactor dependera fundamentalmente de la cantidad de
acidos grasos volatiles que deberd ser consumida y de la velocidad a la que se

produzca este proceso.

Determinacion de la productividad necesaria

La cantidad de acidos grasos voldtiles que se obtendrd del compartimento I se
alimentara en el compartimento II y dependera de la alimentacion al Compartimento
I, y en definitiva, del bucle MELISSA y de sus condiciones de operacién. Suponiendo
que las condiciones de operacion se mantengan constantes, la produccion de acidos
grasos volatiles dependera de la cantidad de materia fecal humana, la cantidad de
plantas (fracciones comestible y no comestible) y la cantidad de R. rubrum y
Arthrospira que se introduzcan en el primer compartimento. Este hecho obliga a
considerar posibles escenarios diferentes y, en funcidon de las suposiciones que se
hagan, la cantidad de acidos grasos volatiles que se generaran en el primer

compartimento variara significantemente.

El compartimento de plantas superiores que se instalara a corto plazo en la Planta
Piloto estard compuesto por 3 cdmaras de plantas con 5 m? de superficie de cultivo
cada una, acorde con el objetivo de producir el oxigeno necesario para mantener a
una persona. En estas camaras, se empezara trabajando con un cultivo de lechugas,

remolachas y trigo, a partes iguales.

En cuanto al resto de parametros, como por ejemplo la fracciéon de Arthrospira que se
extraera del bucle, la fraccion comestible de las plantas que se extraerd del bucle,
etc., son variables y se irdn modificando para estudiar el comportamiento del bucle.
Se analizaran tres escenarios posibles para determinar qué cantidad de acidos grasos

volatiles pueden entrar en el compartimento II.

Los escenarios a analizar son tres: I: el escenario mas probable, II: un escenario
intermedio y III: el escenario mas desfavorable desde el punto de vista del aporte de
materia al Compartimento I (aporte maximo). En el cdlculo de los tres escenarios se

han supuesto los siguientes parametros como constantes:
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Parametros constantes en los escenarios I, 11 y 111
Productividad del cultivo de plantas: 6 g/(m?-dia)
Superficie de cultivo: 15 m?
Fraccion aprovechamiento de las plantas: 0.855
Eficiencia degradacién en el C-I: 60%
Produccién Arthrospira C-IVa: 36 g/dia

En la tabla 4.53 se definen las caracteristicas de los tres escenarios de estudio.

Escenario 1 11 11

Fraccion de la materia fecal producida

que se introduce en el compartimento I ! ! 0
Fraccion de la Arthrospira producida
que se introduce en el compartimento I 0:6 ! !
Fraccién de R. rubrum producido que
se introduce en el compartimento I ! ! !
Fraccién de comida comestible que se 0 0 )

introduce en el compartimento I

Tabla 4.53: Suposiciones que definen los tres escenarios planteados. I: escenario mas posible;
11: escenario intermedio; Il1: escenario mas desfavorable.

En el escenario I se contempla que el alimento del compartimento I sea la materia
fecal y la orina producidas por una persona, el 60% de la Arthrospira producida en el
compartimento IVa, el 100% del R. rubrum producido en el compartimento II y la
fraccion no comestible de las plantas cultivadas. Asi pues, el 40% de la Arthrospira
producida en el compartimento IVa y la fraccion comestible de las plantas se

extraerian del bucle para simular la alimentacién de una persona.

El escenario II seria similar al escenario I con la Unica diferencia que la totalidad de la

Arthrospira producida seria devuelta al compartimento I.

Finalmente, el escenario III, el mas desfavorable, estd basado en que no se alimente

materia fecal al compartimento I, pero tampoco se extraiga la biomasa producida en
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el bucle (R. rubrum, Arthrospira y plantas -fraccion comestible y fracciéon no

comestible-). Es decir, toda esta biomasa seria devuelta al compartimento 1.

Utilizando las ecuaciones de los balances de materia globales del bucle MELISSA
desarrollados por Masot et al. (2004), se puede calcular en funcion de todas estas
hipdtesis los caudales y composicion de las corrientes que entran y salen de los
diferentes compartimentos que integran el bucle MELISSA. A su vez, conocidos los
acidos grasos volatiles que salen del compartimento I (principalmente, acido acético)
y teniendo en cuenta las ecuaciones estequiométricas de crecimiento, se puede

calcular la produccién de R. rubrum que supone su consumo completo.

En la tabla 4.54 se resume la cantidad de R. rubrum que se formaria al consumir
completamente los acidos grasos volatiles que se producirian en el compartimento I,

en funcion del escenario planteado.

Escenario 1 11 i

Produccién de R. rubrum (g/dia) 33.0 49.1 62.9

Tabla 4.54: Produccion de R. rubrum que se formaria en funcién del escenario adoptado.

Asi pues, el fotobiorreactor que desarrollara el papel de compartimento II dentro del
bucle MELiISSA debera producir en condiciones normales una cantidad de R. rubrum
de alrededor 33 g/dia, aunque debera ser capaz de llegar a producir hasta 63 g/dia,

aproximadamente, en las condiciones mas desfavorables para el compartimento II.

Teniendo en cuenta que de la composicidon de acidos grasos volatiles producidos en el
compartimento I es el acido acético el acido graso volatil mayoritario, se puede
utilizar el modelo desarrollado en el subcapitulo 4.5 del presente trabajo para tener
un valor bastante préximo del volumen requerido para el fotobiorreactor del

compartimento II.

Para calcular el volumen minimo con el cual alcanzar la productividad maxima de la
tabla 4.54, primero es necesario fijar todas las variables que afectan a la iluminacién,
desde el punto de vista de la cantidad de radiacion y también de la eficiencia de la
transferencia de energia. Las principales variables que intervienen de forma

determinante son:
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— el diametro de la zona iluminada, puesto que como ya se ha visto en este
trabajo, la irradiancia disponible por las células disminuye de forma exponencial

con la distancia radial.

— la fraccidon de volumen susceptible de ser iluminado respecto al volumen total

(fraccién de volumen iluminado, ¢u).

- la irradiancia incidente maxima que se podra utilizar en el reactor.

Determinacion de la capacidad de iluminaciéon

En el escalado de cualquier fotobiorreactor, el reto mas importante consiste en
obtener un buen rendimiento en el proceso de conversidon de la energia de la
radiacidon en el producto deseado, puesto que la disipacion de la energia en forma de
calor es excesiva (Hoekema et al., 2006). Cuanto mayor sea la disponibilidad de luz
por parte de las células, mayor velocidad de consumo de acidos grasos volatiles se

conseguira.

La disponibilidad de luz dentro del fotobiorreactor se puede maximizar variando dos

factores clave:

a) La fraccion de volumen iluminado (¢n): el volumen iluminado ha de ser
maximo respecto al volumen total, puesto que el volumen no iluminado
(volumen oscuro) se comporta como un volumen muerto en el que no existe

crecimiento celular y disminuye la velocidad de crecimiento global.

b) La atenuacion de la luz: a medida que la luz va atravesando un medio

participativo, como es el cultivo celular, suceden tres tipos de fendmenos:

e Absorcion: la cual produce una disminucién de la intensidad de la luz.

e Emisidn: la cual aumenta la intensidad a diferentes longitudes de onda.

¢ Dispersion: la cual provoca una redireccién de la distribucién de la energia.

El resultado global de estos tres factores resulta en que a medida que
aumenta la longitud del camino dptico, la energia disponible para las células es
menor. Consecuentemente, cuanto menor sea el didmetro de la zona
iluminada del fotobiorreactor, mayores valores de irradiancia habra a

disposicién de las células.
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Teniendo en cuenta este Ultimo aspecto, seria conveniente que el futuro
fotobiorreactor fuese un cilindro iluminado en que el didmetro no fuese
excesivamente grande, para asi obtener un buen perfil de irradiancia a lo largo de
toda la seccidon. No obstante, el didmetro no puede ser demasiado pequefio como
para necesitar una altura desproporcionada para obtener finalmente un cierto
volumen. Asi pues, con la finalidad de encontrar un compromiso entre la eficiencia de
iluminacion y la altura de la columna iluminada, se ha fijado el didmetro interno de la

columna en 12 cm.

Por otro lado, hay que tener presente que sera necesaria en el fotobiorreactor
disponer de una zona construida con una geometria y con un material tal que permita
la colocacion de las diferentes sondas necesarias para el seguimiento de los
parametros basicos del cultivo (pH, pO,, densidad celular, etc). EL material idonea
para esta pieza es el acero inoxidable AISI-316, por sus propiedades de ductilidad,
resistencia y pasividad. No obstante, como el volumen comprendido en esta pieza
sera volumen no iluminado, este volumen, en relacidon al volumen total, debe ser
minimo. Asi, se fija que el volumen no iluminado sea como maximo el 25% del
volumen total, siendo esta cantidad un valor razonable para su finalidad sin que

suponga una pérdida de eficiencia global del sistema considerable.

Finalmente, de cara a establecer las condiciones de iluminacion del sistema, es
necesario fijar la irradiancia incidente maxima que se podra utilizar en el nuevo
fotobiorreactor. Dada la experiencia con diferentes fotobiorreactores, en el nuevo
sistema deberia poderse utilizar, como minimo, una irradiancia incidente maxima de

3000 pE-m=2-st,

Parametros que debera cumplir el fotobiorreactor

Didmetro interno zona iluminada 0.12m
Fraccién de volumen iluminado minima, ¢n 0.75
Irradiancia incidente maxima > 3000 pE-m=2-s?

Tabla 4.55: Parametros tomados constantes en el calculo del volumen del fotobiorreactor.

En la tabla 4.55 se resumen los parametros que condicionan la cantidad y eficiencia
de iluminacién del cultivo y que han sido fijados. Una vez establecida la capacidad de

iluminacion, el volumen del fotobiorreactor depende de la concentracion de acidos
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grasos volatiles a la entrada del compartimento II y de la velocidad de dilucién a la

que éste opere.

Determinacion del volumen minimo del fotobiorreactor

Aplicando el modelo matematico desarrollado en el capitulo 4.6 y utilizando los
parametros de la tabla 4.55, en funcidn de la concentracién de acidos grasos volatiles
que entren en el compartimento II y la velocidad de dilucién a la que opere el
fotobiorreactor, el volumen minimo requerido para alcanzar una productividad de
62.9 g/dia de R. rubrum, consumiendo todos los acidos grasos, es el que se resume
en la tabla 4.56.

D (h'l)
Volumen (L)

0.04 0.08 0.12

05 | 7555 | 437 | 353
10 | 439 |(23.9) | 171
15 | 335 | 174 | 123
20 | 286 | 148 | 10.3
25 | 265 | 136 | 9.3

Conc. de acidos
grasos voléatiles
(g C/L)

Tabla 4.56: Volumen minimo del fotobiorreactor para alcanzar la productividad requerida mas
desfavorable, en funciéon de la velocidad de dilucién y de la concentracién de &cidos grasos
volatiles (en forma de &cido acético) consumidos. Resultados obtenidos mediante la aplicacion del
modelo matematico desarrollado en este trabajo.

Con los parametros de la tabla 4.55 fijados, todos los acidos grasos volatiles seran
consumidos completamente (en el rango en que aparecen los parametros en la
tabla 4.56). Asi pues, como mas alta sea la velocidad de diluciéon, mayor sera la
productividad conseguida (en el rango de velocidades de dilucién mostrado). La
concentracion de acidos grasos volatiles en el afluente liquido del compartimento
II serd con mucha probabilidad igual o superior a 1 g C/L, por lo que se puede
tomar este valor como concentracion minima de referencia. Por tanto, teniendo en
cuenta estas consideraciones y los resultados expuestos en la tabla 4.56, un

fotobiorreactor de 23.4 L (que cumpla con los requisitos fijados en la tabla 4.55),
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siempre que la concentracion de acidos grasos volatiles sea igual o superiora 1 g
C/L (circunstancia muy posible), a una velocidad de dilucién igual o mayor que
0.08 h'' la productividad conseguida serd, como minimo, la requerida. Asi pues,
este volumen es un buen compromiso entre la garantia de cumplir con la
productividad exigida para este compartimento sin llegar a recurrir a un volumen

excesivamente grande.

Escenario | Escenario 11 Escenario 111
(mas probable) (intermedio) (mas desfavorable)

BALANCES GLOBALES DE MATERIA DEL BUCLE MELISSA

A4 A4 v
Produccion VFA Produccién VFA Producciéon VFA
(mas probable) (intermedio) (mas desfavorable)

CALCULO PRODUCTIVIDAD NECESARIA

DETERMINACION CAPACIDAD CONDICIONES
ILUMINACION OPERACION C-11
Velocidad

Fijacion caracteristicas

a - dilucién
basicas fotobiorreactor

Concentracién
Carbono

MODELO
MATEMATICO

DIMENSIONADO

VOLUMEN

FOTOBIORREACTOR
COMPARTIMENTO 11

Figura 4.72: Esquema del proceso seguido para dimensionar el fotobiorreactor piloto del
compartimento I1.
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Una de las aproximaciones hecha en el cédlculo reside en que se ha considerado
que los acidos grasos volatiles consumidos son exclusivamente acido acético.
Aunque este acido graso es el mayoritario a la salida del compartimento I, no es
el Unico. Cualquier otro acido graso diferente del acido acético (acido propidnico,
acido butirico, etc.) serd consumido a una velocidad inferior, por lo que el
volumen del fotobiorreactor deberia ser mayor de los resultados mostrados en la
tabla 4.56 para conseguir una productividad concreta. No obstante, como
construyendo un fotobiorreactor de 23.4 L se conseguiria la productividad deseada
a 0.08 h'' y aln queda mucho margen por recorrer aumentando la velocidad de
dilucién, se entiende que el célculo es suficientemente conservativo como para
que con este volumen se pueda conseguir la productividad exigida aunque la

fuente de carbono no sea exclusivamente acido acético.

4.7.3. Disefio del fotobiorreactor piloto del
Compartimento 11

De acuerdo con los parametros fijados en la tabla 4.55, que han servido para utilizar
el modelo de crecimiento y calcular el volumen minimo del reactor en esas
condiciones, con un didmetro interno de la zona iluminada de 12 cm y una fraccidén de
volumen iluminado del 75%, con un volumen total de 23.4 L se podria conseguir la
productividad deseada en las condiciones del calculo: irradiancia incidente igual o
superior a 3000 pE-m72-s?, velocidad de dilucién igual o superior a 0.08 h' y una
concentracion de acidos grasos volatiles en el afluente al compartimento II igual o

superior a 1 g C/L (acido acético).

Asi pues, fijando el didametro de la columna iluminada en 0.12 m, la altura minima del
fotobiorreactor deberia ser 1.6 m. En la figura 4.73 se detallan las dimensiones del
fotobiorreactor piloto en wun disefio preliminar. Dimensionando de forma
proporcionada el cabezal y el fondo del reactor resulta un volumen final de 24.0 L,

aproximadamente el volumen previamente fijado.

En cuanto al resto de parametros fijados en la tabla 4.55 cabe decir que la fraccion de
volumen iluminado (75.6%) es ligeramente superior a la establecida a priori y que si

se colocan unas 10 lamparas a un mismo nivel, sera facil conseguir una irradiancia
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incidente maxima superior a 3000 pE-:m™2s, por lo que este disefio preliminar

cumple con todos los requisitos establecidos.

AAAAAAAAANAAALAAALAAAAAAAA

-
([T

VYVVVVVVVYVVVVYVYVVVIYYYY

Cabezal 49L
Altura superior: 0.18 m
Altura inferior: 0.08 m
Diametro superior interno: 0.16 m
Didametro inferior interno: 0.12m

Columna iluminada 18.1 L
Altura: 1.6 m
Didmetro: 0.12m

Fondo 1.0L
Altura: 0.08 m
Didmetro: 0.12m

Volumen total: 240L
Volumen iluminado: 18.1L
Fraccién volumen ilum., ¢n 75.6%
Superficie iluminada: 0.60 m?
Altura total: 1.94m

Figura 4.73: Dimensiones y esquema a escala del fotobiorreactor piloto.

Como se resume en la figura 4.73, el fotobiorreactor estd formado por tres partes

basicas: la columna iluminada, el cabezal y el fondo. A continuacion se detallan las

especificaciones y el disefio de cada una de ellas.
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Columna iluminada

La columna iluminada es la Unica zona del fotobiorreactor donde las células pueden

recibir luz. Por tanto, el volumen de esta zona debe ser maximo en relacion al

volumen total.

10

®1e20

1600

Figura 4.74: Dimensiones de la columna
iluminada.

Debe ser construida en vidrio templado y
disponer de una camisa por donde circulara el
agua de refrigeracion a 4 ©°C. Este requisito
tiene unas implicaciones constructivas que
deben ser tenidas en cuenta, como por
ejemplo, es el caso de la dilatacion vy
contraccion que sufrird esta pieza durante el

proceso de esterilizacion.

En la figura 4.74 se esquematizan las
dimensiones mas relevantes de la columna

iluminada.

Dimensiones:
e Diametro interno columna: 120 mm

e Grueso de la pared vidrio: 4.5 mm

e Ancho camisa: 10 mm
e Diametro externo: 156 mm
e Didmetro extremos: 168 mm
o Altura: 1.6 m

e Volumen interno: 18.1L
 Superficie iluminada: 0.60 m?
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Cabezal y fondo del fotobiorreactor

El cabezal y el fondo del fotobiorreactor permiten la conexién de las entradas y
salidas de liquidos y gases, asi como la instalacion de las diferentes sondas necesarias
para controlar el desarrollo del cultivo. Estas dos partes estaran construidas en acero
inoxidable (AISI-316) para que los diferentes puertos se puedan mecanizar

correctamente.

Entre las piezas de acero inoxidable y la columna iluminada, de vidrio, se colocara
una junta de expansion con la finalidad de compensar la diferencia de coeficientes de
dilatacion de los dos materiales cuando se someta al conjunto a 121 °C durante el

proceso de esterilizacion.
Cabezal

La principal caracteristica del cabezal es el incremento del didmetro en relacién a la
columna iluminada, para facilitar la separacion del gas del liquido. En el extremo
inferior, el didmetro es el mismo que el de la columna iluminada (120 mm), y
después va aumentando de forma progresiva hasta alcanzar el diametro del extremo
superior (160 mm). En la parte delantera habra una ventana de vidrio que permitira
visualizar el nivel de liquido. En la figura 4.75 se detallan las dimensiones de esta

pieza.

|
10
)
137 147
190
J
|
80
|
120
170

Figura 4.75: Dimensiones del cabezal del fotobiorreactor y de los tres puertos laterales.
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En el cabezal habrd un total de 12 puertos, para alojar las diferentes sondas y
entradas y salida de corrientes. Los puertos 1, 2 y 3 (figura 4.76) tienen un didmetro
interno de 25 mm y estan situados en el lateral del cabezal, siendo el angulo de
insercion de 90° para uno y de 135° para los otros dos (figura 4.75). Disponer de
puertos laterales es conveniente puesto que puede que algunas sondas tengan que
estar situadas en posicién horizontal o con una cierta inclinacién -sonda de densidad

celular-.

Figura 4.76: Planta superior e inferior del cabezal.

Figura 4.77: Tapa del cabezal. Distribucion y dimensiones de los puertos.

303



Capitulo 4 — Resultados y discusion

En la tapa superior del cabezal habra 9 puertos mas, 3 de didametro interno 20 mm y
6 de 12 mm. En la figura 4.77 se esquematiza la distribucion de los 9 puertos y sus
dimensiones. El tamafio de los puertos, didmetro interno de 12, 20 y 25 mm, es el
estandar que utilizan la mayoria de empresas de biotecnologia para las sondas y

sensores.
Fondos

La pieza de fondos del fotobiorreactor consiste en un recipiente de acero inoxidable
que estd sujetado al extremo inferior de la columna iluminada y permite colocar
puertos para sondas o para entrada y salida de corrientes. Habrd 7 puertos, todos

ellos de 12 mm de diametro interno (figura 4.79).

11e

Figura 4.78: Seccion de la pieza de fondos del fotobiorreactor.

Figura 4.79: Planta de la seccién de fondos, donde se aprecia la distribucion de los puertos.
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En la tabla 4.57 se detalla la funcion de los puertos del fotobiorreactor, tanto los del

cabezal como los de fondos.

Situacién

NUm. puerto

@ Int. (Ext.) mm

Funcién

CABEZAL

Fondos

1 25 (50) Sonda de densidad celular nim. 1
Pared 2 25 (50) Sonda de densidad celular nium. 2

3 25 (50) Sonda de pH num. 1

4 20 (32) Sonda de pH num. 2

5 20 (32) Sensor de presién

6 20 (32) Sonda de pO,

7 12 (20) Control de pH. Adicidén de acido
Tapa

) 8 12 (20) Control de pH. Adicién de base
superior

9 12 (20) Salida de gas

10 12 (20) Valvula de sobrepresion

11 12 (20) Salida de liquido

12 12 (20) Puerto toma muestras

FONDOS

13 12 (20) Sonda de temperatura (Pt-100)
14 12 (20) Entrada liquido

15 12 (20) Puerto para inocular

16 12 (20) Sonda redox

17 12 (20) Entrada y purga de vapor de agua
18 12 (20) Entrada de gas (con difusor)

19 12 (20) Puerto extra

Tabla 4.57: Funcién, localizacién y caracteristicas de todos los puertos.
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Sistema de iluminacién

Para suministrar la radiacién necesaria para el
crecimiento de las células se utilizaran lamparas
halégenas, puesto que son las que se han
utilizado en la Planta Piloto durante largo tiempo
y han demostrado ser adecuadas para el

funcionamiento del compartimento II.

Las lamparas haldgenas seran de 12 V, 20 W y
BAB 38°. Como serd necesario poder variar la
irradiancia incidente, existird la capacidad de

variar el voltaje suministrado a las lamparas.

A lo largo de la columna iluminada se colocaran
20 filas de lamparas, en las que en cada una
habrda 10 lamparas rodeando la columna de
cristal. Asi pues, habra un total de 200 lamparas
rodeando la columna iluminada, que consumiran
un total de 4000 W de energia. Esta configuracién
es la que permite el mayor niumero de lamparas

de este tipo alrededor del fotobiorreactor.

Para obtener 4000 W de corriente continua, sera
necesario un transformador eléctrico que
convertird la corriente alterna a 220 V en
corriente continua. El voltaje de la corriente
continua, que estara entre 0-12 V, dependera del

valor de una entrada analdgica de 4-20 mA.

Las lamparas estaran montadas en un soporte
mecanico, construido en acero inoxidable AISI-

304, que alojara las lamparas en una posicion
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L

Figura 4.80: sistema de ilu-
minacion del fotobiorreactor.

fija. Este soporte tendra la capacidad de poder ser retirado del fotobiorreactor cuando

sea necesario, por ejemplo, para llevar a cabo el proceso de esterilizacion del

fotobiorreactor, limpieza, cambio de ldamparas, etc.

El suministro de energia luminica tiene un rendimiento bajo y la mayor parte se

pierde en forma de calor. El aire que rodea la columna iluminada se calienta debido a
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las lamparas y, por conveccidn, transmite esta energia a las paredes de la columna
iluminada. Esto se traduce que el sistema de refrigeraciéon del fotobiorreactor tiene
que trabajar en exceso para mantener la temperatura constante. Para evitarlo, se
instalara un sistema de extraccién del aire caliente que rodea a las lamparas. Esta
extraccidon de aire caliente puede consistir en un ventilador eléctrico, que haga entrar
el aire por la parte inferior del reactor y desplace el aire caliente en sentido
ascendente, y un extractor de aire situado en la parte superior del reactor, que lo

expulsara fuera del laboratorio.

Circuito de gases del fotobiorreactor

La principal caracteristica del circuito de gases de este fotobiorreactor es el hecho de
que tiene que ser cerrado. Esta particularidad viene dada por el hecho de que el bucle
MELiISSA, en su globalidad, no intercambia materia con el exterior. Asi pues, el
compartimento II no puede expulsar gas que no vaya al compartimento III, o a algun
otro compartimento del bucle, ni admitir gas que no proceda del compartimento I.
Ademas, para que el metabolismo de las células de R. rubrum sea el adecuado, es
necesaria la ausencia de oxigeno a la vez de la presencia de luz. Finalmente, si existe
un cierto arrastre de acidos grasos volatiles por la fase gas, este gas debe ser
realimentado en el cultivo con la finalidad de que se consuman los acidos grasos

volatiles en su totalidad.

Para cumplir con todos estos objetivos se ha disefiado un circuito cerrado de gases,
en el que el gas es recirculado a través del cultivo. El disefio del circuito de gases asi
como todos otros detalles del disefio del compartimento se pueden observar en el

diagrama de ingenieria (Anexo 8.1, pagina 351). A

continuacion se describe el funcionamiento del circuito

de gases, siguiendo el camino que hara el gas a través

, . , VG-207
de él. El gas abandona el fotobiorreactor a través de la L
salida que existe en el cabezal metdlico y pasa a E-201
través del intercambiador de calor E-201 (figura 4.81),

donde ademas de la humedad, parte de los acidos

grasos volatiles que arrastra el gas son condensados y

devueltos al cultivo.

Figura 4.81: Esquema del
condensador E-201 del PID.
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Después del condensador, el gas atraviesa el filtro
F-201 (figura 4.82) el cual se encuentra duplicado

(A y B) con el objetivo de cambiar de filtro cuando

uno de los dos se colmate, operacién frecuente en ]7& Mj
este tipo de cultivo. Asi, mientras un filtro esta en 1| vezorvezs 17
funcionamiento, el otro se puede desmontar, F20LB || vezeveo | | F-201A
limpiar y preparar para su proximo uso. Este Lﬂ WJ

cambio de unidad operativa esta previsto que sea T

de forma automatica, puesto que la presion es

medida antes del filtro (en el cabezal del Figura 4.82. Esquema do los
fotobiorreactor) y también después del filtro (en el filtros F-201 (A y B) del PID.
tanque T-204). La colmatacion del filtro se podria

detectar en el momento en que la presidon de cabecera del fotobiorreactor aumentase
de forma considerable sin con ello afectar a la presidon de después del filtro. Tan
pronto como los controladores detectasen esta situacion, se cambiaria la unidad
operativa del F-201A al F-201B (o al revés) mediante el conjunto de electrovalvulas
VE-201, VE-202, VE-203 y VE-204. El filtro F-201 actla como una barrera de

esterilidad y, después de este punto, empieza la parte no estéril del circuito de gases.

Después de atravesar el filtro F-201, las valvulas VD-201 y VD-202 permiten abrir el
circuito de gases y descargar gas a la atmosfera si es necesario, por ejemplo, en caso
de que el compartimento esté trabajando en circuito abierto (no conectado a los
compartimentos I y III). La posicion normal de las valvulas, VD-201 cerrada y

VD-202 abierta, permiten la operacion del compartimento en circuito cerrado.

En el tanque pulmdn T-204 (figura 4.83) se estabiliza la presion del gas a la salida del
fotobiorreactor, se mide y, en caso de sobrepresion, se alivia fuera del compartimento
1I. Dependiendo del valor de la presion del interior del tanque, se pueden
desencadenar dos acciones: (1) si la presion es ligeramente superior a la presién de
consigna, la valvula VC-207 se abre y el gas se deriva hacia el compartimento III.
Esto sucederd de forma habitual siempre que se introduzca gas en el circuito o bien
cuando el tanque T-101 se rellene de medio de cultivo fresco. No obstante, (2) si el
valor de la presion del interior del tanque T-204 fuese considerablemente superior al
valor de consigna, hecho que indicaria que algin problema esta sucediendo, se abriria
la valvula VC-208 y el gas seria descargado en la atmdsfera. En esta fase de disefio,

la presidon de consigna del tanque T-204 estd alrededor de 0.1 kg/cm?. Sin embargo,

308



Capitulo 4 — Resultados y discusion

este valor asi como las consignas a las que se abriran las valvulas VC-207 y VC-208
se determinardan de forma mucho mas precisa después de optimizar el

funcionamiento del sistema.

W Hacia Compartimento Il
VC-207
VG-220
‘ VG-217
VG-219 VG-218
T_204 VC-208
EEE—— —»—L Atm
Tanque
pulman Fov
VG-221

Figura 4.83: Estabilizaciéon de la presiéon y control de la descarga de gas, que puede ser al
compartimento Il1 o bien al exterior en caso de emergencia.

En el circuito se puede alimentar gas del exterior, el cual puede provenir del
compartimento I o bien puede ser CO, y/o argon de botella (figura 4.84). El punto de
conexion es proximo a la aspiraciéon del compresor, que es la zona donde la presidon
es la mas baja del sistema. El argon es necesario para mantener la presiéon en el
circuito a la vez que se mantiene la atmdsfera anaerobia. El CO, puede ser necesario
para incrementar la presion parcial de este gas en funcidn del tipo de experimento
que se esté llevando a cabo o para disminuir la duracion de las fases de latencia en
los experimentos en discontinuo. Cada conexidn de gas tiene un regulador de caudal

masico que permite conocer y ajustar el caudal de cada gas de forma independiente.

El gas externo introducido se mezcla con el gas que procede del tanque T-204 (la
valvula de retencién VK-202 impide el paso del gas hacia el tanque T-204) y con el
gas que sale del circuito de analisis del gas. La mezcla pasa por el compresor K-201,

el cual aumenta la presién por encima de la presiéon del tanque T-101. El compresor
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tiene una recirculacion de gas que permite controlar la presion del gas de salida. El
tanque T-203, situado en la salida del compresor (figura 4.85), permite mantener el
gas acumulado a una cierta presion constante. En caso de que esta presion baje o
suba por encima del valor de la consigna, el controlador de presion del tanque T-203
cierra o abre respectivamente la valvula de control VC-203, haciendo que el caudal de
gas que recircula alrededor del compresor sea mayor o menor. En caso de
sobrepresidn en el tanque T-203, la valvula de seguridad VG-215 se abriria aliviando

la presion al exterior.

VD-240

De los
analizadores
de gases

Figura 4.84: Detalle de la entrada de gas externo en el circuito de gases, el cual puede provenir
del compartimento I, o bien ser CO; i/o argén.

El gas, una vez presurizado, se acumula en el tanque T-203 de donde se envia hacia
el fotobiorreactor a caudal constante, regulado mediante la valvula de control VC-202
comandada por un controlador masico de caudal. Ademas, el tanque T-203 tiene la
funcién de suministrar gas a los tanques T-101 (tanque de alimentacién) y T-301
(tanque de descarga) cuando sus respectivas presiones descienden por debajo de un

valor de consigna. En consecuencia, las fases gas de los tanques T-203, T-101 y
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T-301 estan conectadas, evitando asi la necesidad de introducir gas del exterior
cuando los tanques T-101 o T-301 son vaciados. Los valores de consigna de la
presion de los diferentes tanques y del fotobiorreactor seran determinados de tal
manera que permitan la circulacién del liquido del tanque T-101 al fotobiorreactor, y

de éste hasta el tanque T-301.

Fov

%

VG215 VG-214

Hacia analizadores W
de gases A

T jvszm
VD-234
| -
VC-202 T-203
- o
VD-233 Tanque

pulmaén K-Zol

Compresor

VG-216

Figura 4.85: Detalle del compresor K-201 y del lazo de control de la presién a la salida. El tanque
T-203 actua como un pulmén de gas, a presidn constante, que alimenta gas donde es requerido.

Cuando los tanques T-101 y/o T-301 son llenados, el gas del interior del tanque
desplazado por el liquido es desviado al tanque T-204, evitando de esta manera la
pérdida de gas que puede ser rico en acidos grasos volatiles. Operando de esta
manera, el cierre de la fase gas en el bucle MELISSA esta asegurado, pues la Unica
entrada en el compartimento II procede del compartimento I y la Unica salida se

dirige al compartimento III.

Una fraccion del gas del tanque T-203 puede ser derivada hacia el circuito de analisis
de gases, el cual estaria formado por un analizador de CO, y un cromatografo de
gases, ambos en linea. El gas del circuito de analisis, es devuelto al circuito de gases

del fotobiorreactor, concretamente en la aspiracidon del compresor K-201. El caudal de
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gas necesario para llevar a cabo el analisis es constante y despreciable respecto al

caudal de gas del circuito de gas del fotobiorreactor.

El gas, antes de entrar en el fotobiorreactor, es filtrado. Este proceso se lleva a cabo
en dos fases, primero el gas atraviesa el prefiltro F-202, construido con polipropileno
y con un tamafio de paso inferior a 0.65 ;«m, y después pasa a través del filtro F-203,
construido con teflén con un tamafio de paso inferior a 0.22 ;«m. Después de esta
filtracion del aire, el gas es alimentado por la parte inferior del fotobiorreactor y

repartido mediante un difusor.

Sistema de toma de muestras de liquido

La toma de muestra en un fotobiorreactor como el del compartimento II, con un
cultivo que se contamina facilmente, es critica, puesto que se utiliza muy a menudo y

no debe poner en peligro la esterilidad del sistema.

Por esta razén habra dos sistemas de toma de muestras, una manual y otra
automatizada. La toma manual permitird extraer medio de cultivo en la parte inferior
del fotobiorreactor y estara conectada a una linea de vapor fluyente para poder
esterilizar los tubos antes de tomar la muestra (figura 4.86). Ademas, habra un
sistema automatizado de toma de muestras de liquido libre de células, el cual sera
analizado de forma automatica mediante un cromatografo de gases. Esta muestra
serd tomada o bien del interior del fotobiorreactor o bien del tubo de salida de cultivo

del reactor, en funcién del sistema comercial que finalmente se adopte.

VF

Co

Figura 4.86: Esquema del sistema de toma de muestra manual de cultivo del fotobiorreactor,
conectado a una linea de vapor fluyente para esterilizar los tubos antes de extraer la muestra.
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4.7.4. Dimensionado y disefo de los equipos auxiliares

El compartimento II estd formado por el fotobiorreactor y el resto de equipos que
permiten a éste operar de forma continua. Estos equipos son principalmente, el
tanque de alimento y el tanque de descarga de medio, aunque también existen varios
depdsitos pulmén de gas, los filtros que aseguran la esterilidad del sistema asi como
las conducciones de los circuitos de liquido y de gas que conectan los tres

componentes basicos.

Depdsito de alimento

El tanque de medio de entrada (T-101
en el diagrama PID) debe tener una
capacidad suficiente como para permitir
la autonomia del reactor durante 48
horas como minimo. Asi pues, como el

caudal maximo de medio de -cultivo

fresco es 4.5 L/h (cuando el
fotobiorreactor estd operando a 0.18
h', méxima velocidad de dilucién
prevista), la capacidad del tanque se ha T-101
fijado en 250 L. Sus dimensiones seran

0.70 m de didmetro y 0.70 m de altura

y estara construido en acero inoxidable N R

(AISI-316). . ya
X

El depdsito tendra una camisa por la

que circulara un fluido refrigerante que

mantendra el medio a 4 °C. Un agitador

mecanico mantendra el medio agitado y

evitarda que precipiten algunas sales. Figura 4.87: Detalle del tanque de alimento
. , . fresco, T-101.

Ademas, sera necesario que el tanque
tenga una sobrepresién y que ésta sea el mismo gas recirculado en el reactor y

procedente del bucle cerrado de compartimentos.
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Para impulsar el medio de cultivo de este depdsito hasta el fotobiorreactor existen
varias opciones. Con la finalidad de que no existan componentes mecanicos que
puedan poner en peligro la esterilidad del medio, se ha optado por utilizar la
diferencia de presion como la fuerza impulsora. Esto quiere decir que en el tanque de
alimento se debe crear una sobrepresion con gas inerte de modo que ésta sea capaz
de hacer llegar el medio hasta el fotobiorreactor. Un lazo de control, formado
principalmente por un caudalimetro masico y una valvula de control, mantendra el
caudal del liquido constante en el valor de consigna. Por este motivo, puesto que la
presion en el tanque es la responsable de hacer circular el liquido, es muy importante

mantener la presién controlada.

Depédsito de descarga

En el tanque de descarga (T-301 en el PID) es

donde se almacenara el medio de cultivo que ha Hacia T-204 ot

m.

| . M.
salido del reactor. En cuanto a capacidad, De T-203 ve-01 VG-304
dimensiones, material, agitacién y control de VG302 V6303
VC-301 VC-302

temperatura es idéntico al tanque de alimento
(T-301).

Este tanque podra ser vaciado por medio de un F-s01 ‘ ‘

desaglie situado en su base sin comprometer la At
esterilidad del liquido del interior. * i %

Como se ha explicado con anterioridad, la fase L
gas de este tanque esta conectada al circuito de T-301
gases del fotobiorreactor mediante los depodsitos

T-203 y T-204.

Cuando el tanque de alimentacion se llena de

liquido, el gas desplazado se deriva al tanque

T-204, donde es mezclado con el gas del circuito

de gases del fotobiorreactor. Por el contrario, Figura 4.88: Detalle del tanque de
cuando el tanque de descarga se vacia de  descarga, T-301

liquido, el gas procedente del tanque T-203

entra para compensar la presion. De este modo, al estar la fase gas de los dos

depdsitos, T-101 y T-301, y del fotobiorreactor conectadas, los acidos grasos volatiles
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presentes en la fase gas (como consecuencia del equilibrio dindmico con los acidos

grasos volatiles del liquido) no se escapan al exterior.

4.7.5. Instrumentacion y disefio de los lazos de control

Un sistema tan complejo como el Compartimento II sélo puede operar de forma
optima y segura si los parametros fisicos y quimicos mas importantes estan regulados
y controlados. Es el caso de la temperatura, pH, presidn, concentracion de células,

nivel de oxigeno y los caudales de liquido y de gas.

A continuacidn se detallan los lazos de control presentes en cada uno de los equipos:

tanque de alimento (T-101), fotobiorreactor y tanque de descarga (T-301).

Depodsito de alimento

Los parametros que se mantienen controlados en el tanque de medio fresco (T-101)

son los siguientes:
e Presion en cabecera
e Temperatura del medio fresco

¢ Nivel de liquido

En la figura 4.89 se esquematiza la instrumentacion y los lazos de control necesarios

para mantener el tanque de alimento operando en condiciones 6ptimas.

Lazo de control de presién en cabecera en el tanque T-101

Como se ha descrito anteriormente, la presion de este depdsito es la fuerza que
impulsa el liquido desde este tanque hasta el fotobiorreactor. De este modo se evita
la necesidad de utilizar bombas, lo que simplifica extremadamente el proceso de
esterilizacién, reduce el riesgo de contaminacién y el sistema es mucho mas robusto.
Puesto que para que salga liquido del tanque es necesaria una cierta sobrepresion en
el interior, la presién en este depdsito es un parametro clave en el funcionamiento
global del Compartimento II. La presion en cabecera del tanque se controla haciendo

entrar gas o bien expulsandolo en funcién de las variaciones en el nivel de liquido.

La salida de liquido de este depdsito, que es el liquido que se alimenta al

fotobiorreactor, se regula mediante una valvula de control (la VC-103) la cual es
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comandada automaticamente en funcion de la medida de caudal de un caudalimetro
masico. Este lazo de control es critico puesto que es el responsable de la regulacion y

ajuste de la velocidad de dilucién del fotobiorreactor.

Cuando la presion en el tanque T-101 disminuye, el controlador de presion actla
sobre la vélvula de control VC-101A abriéndola y permite que entre gas en el
deposito. Este gas que entra puede ser o bien argén o bien gas procedente del

depdsito pulmdn T-203, que es gas del circuito de gases del fotobiorreactor.
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Figura 4.89: Detalle de los lazos de control de presion, nivel, temperatura y caudal masico del
tanque de alimento (T-101).

Si la presidn en el tanque de alimento aumenta, el controlador actla sobre la valvula
de control VC-101B vy el gas es expulsado del tanque. Mediante las valvulas VD-107 y
VD-108 es posible derivar el gas expulsado hacia la atmosfera o hacia el tanque
pulmdén T-204, respectivamente. Derivar este gas al tanque T-204 quiere decir
introducir el gas excedente del

tanque T-101 en el circuito de gases del
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fotobiorreactor, evitando asi la posible pérdida de acidos grasos volatiles que
estuviesen en la fase gas en equilibrio con la fase liquida (medio con concentraciones

elevadas de acidos grasos volatiles).

En la parte superior del tanque de alimento debe haber instalado un disco de ruptura
el cual se rompa si la presién del interior excediese de 2 kg/cm?, liberando a la
atmodsfera los gases del interior. Esta situacion podria ocurrir si, por ejemplo, el filtro

F-102 se colmatase y no se tomara ninguna accién correctora a tiempo.

Lazo de control de temperatura en el tanque T-101

Al ser el objetivo del tanque T-101 almacenar el medio de cultivo fresco para poder ir
alimentando de forma ininterrumpida el fotobiorreactor, es necesario que el medio
fresco se mantenga inalterado. Para contribuir a este objetivo, el depdsito se
mantendra refrigerado a 4 °C. La temperatura sera medida mediante una sonda
Pt-100 y se enviara la sefal al controlador, el cual actuara sobre la valvula de control
VC-102. Esta valvula regula el paso de liquido refrigerante a través de la camisa del

tanque (figura 4.89).

Lazo de control de nivel de liquido en el tanque T-101

El nivel de liquido del tanque T-101 se mide por medio de dos sensores de presion
situados uno en la base del depdsito y el otro en la parte superior. La diferencia entre
las dos lecturas de presidn es proporcional al volumen de liquido en el interior del

tanque (figura 4.89).

Si los compartimentos I y II estan operando interconectados y el tanque T-101 se
llena completamente de liquido, el controlador de nivel cerrard la electrovalvula
VE-101 para prevenir cualquier accidente. En este caso, el sistema central de control
debera parar el caudal de liquido que se envia del compartimento I al compartimento
II.

Fotobiorreactor

Los parametros que se mantienen controlados en el fotobiorreactor son los

siguientes:
e Presidn en cabecera

e Temperatura del cultivo
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e pH

e Concentracion de células

¢ Nivel de liquido

e Caudal de liquido de entrada y salida

e Caudal de gas de entrada, salida y recirculacién

Ademas, existen parametros que aunque no son controlados, se monitorizan. Es el
caso del potencial redox, la concentraciéon de oxigeno disuelto en el cultivo (pO;) v la

concentracion de acidos grasos volatiles en el gas del circuito de gases.

En la figura 4.90 se pueden observar los lazos de control presentes en el

fotobiorreactor.

Lazo de control de presion en cabecera en el fotobiorreactor

La presidn, tanto en la cabecera del fotobiorreactor como en el circuito de gases, es
un parametro critico, puesto que incrementos o disminuciones de presion en relacion
al punto de consigna pueden producir problemas y disfunciones del sistema global,
poniendo también la esterilidad del sistema en peligro. Por este motivo, la presion

debe de estar controlada de forma precisa en todo momento.

En la cabecera del fotobiorreactor hay un sensor de presion instalado con un indicador
de presion, el cual permite comprobar visualmente la presién de cabecera (operacion

muy practica durante el proceso de esterilizacion).

El gas que sale del fotobiorreactor atraviesa el condensador donde se retiene la
humedad del gas asi como una fraccion de los acidos grasos volatiles que lleva. El gas
que sale del condensador pasa por el filtro F-201, el cual separa la zona estéril de la
zona no estéril del circuito de gases. El gas, una vez a superado el filtro, se conduce

al tanque pulmén T-204, donde la presidn se estabiliza y se mide.

Como se ha explicado antes, el filtro F-201 estd duplicado con el fin de cambiar de
unidad operativa cuando una de ellas se colmata. Este cambio es automatico y se
detecta cuando la diferencia de presién entre la presiéon del tanque T-204 y la presion
de cabecera del fotobiorreactor es superior a un cierto valor. Llegado este caso, el
controlador actla sobre las electrovalvulas VE-201, VE-202, VE-203 y VE-204 para
aislar el filtro colmatado y dejar que el gas pase por la unidad de recambio. De este

modo, siempre hay una unidad de filtracién trabajando en buenas condiciones y
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cuando se colmata, las operaciones de mantenimiento se pueden acometer con

facilidad.
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Figura 4.90: Detalle de los lazos de control del fotobiorreactor.

319



Capitulo 4 — Resultados y discusion

Si se diese el caso de que las dos unidades de filtracién (F-201 A y B) estuviesen
colmatadas, la presion en el interior del fotobiorreactor aumentaria hasta que el
sistema de control actuase, limitando el caudal de gas de entrada. Si aun asi no fuese
suficiente, la presion aumentaria hasta llegar al valor nominal del disco de ruptura, el

cual cederia y aliviaria el gas al exterior.

En el tanque pulmdn T-204, el gas procedente del fotobiorreactor se mezcla con el
gas proveniente de los tanques de alimentacién (T-101) y de descarga (T-301). En el
tanque T-204 la presion se controla descargando gas de acuerdo con su consigna de
presion. En este lazo de control de presidn, existen dos valores de alarma, por los que
se envia el gas excedente a dos destinos diferentes. Si la presion del tanque es
ligeramente superior a la presidon de consigna, el controlador ajustard la presion
abriendo la valvula de control VC-207. Asi pues, este gas excedente seria derivado
hacia el Compartimento-III. En la operacién habitual de este compartimento, cuando
estén interconectados los compartimentos I, II y III, esta situacién se debe dar con
mas o menos frecuencia. No obstante, podria darse algun problema que hiciese que
la presion dentro de este compartimento fuese aumentando de forma global. En este
caso, si la presién fuese considerablemente superior a la presidon de consigna, con tal
de no comprometer la operacion del Compartimento III, el controlador abriria la
valvula de control VC-208, expulsando por tanto el gas a la atmdsfera. Esta operacion

seria de emergencia y no deberia ocurrir después de la puesta en marcha del sistema.

El gas del tanque T-204 puede ser mezclado con una adicién externa de gas si es
necesario. Este gas puede ser gas procedente del Compartimento I, o gases técnicos
como argon o CO,. Cada una de estas tres conexiones de gas tiene su caudalimetro

masico para medir y ajustar el caudal deseado.

Una vez mezclados los gases de la recirculacion con posibles gases externos, la
presion del gas se aumenta por medio del compresor K-201. Como es conveniente
que los compresores estancos trabajen a caudal volumétrico fijo, se ha implementado
un circuito de recirculacion que permite regular el caudal de gas comprimido. El gas
que sale del compresor se acumula en el tanque pulmoén T-203, donde se estabiliza la
presion, se mide y se controla. El controlador de presién actla sobre la valvula de
control VC-203, situada en el circuito de recirculacion del compresor. Si se cierra
ligeramente la valvula VC-203, se disminuye el caudal de recirculacion alrededor del
compresor, por lo que se envia un caudal mayor de gas al tanque T-204 y aumenta la

presion en éste. Y al revés, si se abre ligeramente la valvula VC-203, la cantidad de
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gas que recircula alrededor del compresor es mayor y, al entrar menos gas en el
tanque pulmén, la presiéon disminuye (si continuamente estd saliendo gas hacia el
reactor, que es lo habitual). Asi pues, actuando sobre la valvula de control situada en
la recirculacién del compresor se logra mantener la presiéon constante en el tanque
pulmén T-204. En la salida de gas de este tanque, existe un caudalimetro masico
que, en funcién de la medida, el controlador actia sobre la valvula de control VC-202
regulando el caudal de gas enviado al fotobiorreactor. Con estos dos ultimos lazos de
control, se garantiza que en el fotobiorreactor entre el caudal de gas necesario y a la

presion requerida.

Si en el tanque de alimento (T-101) o en el de descarga (T-301) se necesita gas extra
para compensar la presién (por ejemplo, porque se estén vaciando), este gas se
envia desde el tanque T-203, que es donde el gas tiene la presion mas elevada dentro

de todo el circuito de gases del compartimento II.

Lazo de control de temperatura en el fotobiorreactor

Al estar el fotobiorreactor rodeado de ldamparas, existe una gran cantidad de calor que
es necesario eliminar del sistema. Para ello, el aire caliente que rodea las ldmparas
sera desplazado en sentido ascendente y expulsado fuera del laboratorio. No
obstante, habrd que ajustar la temperatura del cultivo a la temperatura de consigna.
Para ello, la temperatura del cultivo se medira en la base del fotobiorreactor mediante
una sonda Pt-100 y en funcién de la medida el controlador actuara sobre la valvula de
control que regula el paso de agua fria (4 °C) a través de la camisa de la columna

iluminada del fotobiorreactor.

Lazo de control de pH en el fotobiorreactor

El pH del cultivo es necesario que sea mantenido constante dentro de un margen
estrecho de valores. Por este motivo, habra dos sondas de pH en el fotobiorreactor,
una en el cabezal y la otra en la base. Ambas sondas seran retractiles para permitir
que puedan ser extraidas y reparadas en caso de que den problemas. Si las lecturas
de las dos sondas son muy diferentes entre si, se debera analizar qué sonda es la que
mide bien y proceder a extraer la otra. En funcién del valor de pH medido, el
controlador actuara sobre la bomba de acido (HCI) o sobre la de base (NaOH)
mediante una sefial 4-20 mA. La base estara almacenada en el tanque T-201 y el

acido en el tanque T-202.
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Lazo de control de concentracion de células en el fotobiorreactor

En el cabezal del fotobiorreactor hay instaladas dos sondas retractiles de
concentracion de biomasa para seguir la densidad celular del cultivo. Como la
concentracion de células es un parametro extremadamente importante para la
operacion del Compartimento II, e incluso para la globalidad del bucle MELISSA, esta
sonda esta duplicada. Habrd que estudiar algun sistema de limpieza de la sonda en el
interior del cultivo, para que no se adhieran agregados de células e inutilicen la
sonda, si el proveedor no lo tiene previsto. Una solucidon seria una pequefia linea de
gas que impulsase gas de forma intermitente contra la superficie de la sonda y no

permitiese la fijacidn permanente de ninguna particula.

El Sistema de Control del bucle MELISSA (MCS) recibird la sefial proporcional a la
concentracion de células y actuara sobre las variables operacionales del
compartimento, como variar la intensidad de iluminacién o la velocidad de dilucion,

con la finalidad de alcanzar los objetivos fijados para este compartimento.

Lazo de control de nivel de liguido en el fotobiorreactor

En este lazo de control no se utiliza la electrdnica, simplemente se controla el nivel de
liquido por gravedad. Esto requiera que el fotobiorreactor y el tanque de descarga
T-301 estén situados convenientemente y que las presiones se mantengan

constantes.

El nivel de liquido en el fotobiorreactor se controla mediante una combinacién de la
gravedad, la presién y un sello hidraulico situado en el tubo de salida de liquido del
fotobiorreactor. La presidon en el fotobiorreactor y en el tanque deben ser
practicamente iguales, con un ligero incremento (un ~ 2%, pero inferior que la
presion requerida para superar el sello hidraulico) en el lado del fotobiorreactor. El
nivel maximo de liquido en el tanque de descarga debe de estar situado ligeramente
por debajo del nivel de liquido del fotobiorreactor. Asi, se garantiza que cuando el
liquido alcanza el tubo de salida, es inmediatamente desplazado en direccién el
tanque T-301.

La linea de salida de liquido del fotobiorreactor tiene un tramo en forma de “U” en la
que el liquido que rebosa del fotobiorreactor es retenido sellando el gas de dentro y

convirtiéndose en una barrera entre el fotobiorreactor y el tanque T-301.

Naturalmente, cualquier sobrepresion hidraulica o de gas dentro del fotobiorreactor

superior a la presién hidrostatica de las columnas en forma de “U” del sello hidraulico
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lo desbordara. No obstante, para asegurarse que el nivel de liquido se mantiene
constante, tal vez sea necesaria la instalacion de un sensor de nivel que dispare una

alarma de nivel maximo en caso de que el sello hidraulico se desborde.

La experiencia con este tipo de control de nivel en el Compartimento IV ha mostrado
que el sello hidraulico es un sistema fiable y seguro mientras la presion se mantenga

constante.

Lazo de control del caudal de liquido de entrada y salida en el fotobiorreactor

El medio fresco circula del tanque T-101 hasta el fotobiorreactor gracias a que la
presion es superior en el tanque. En la conduccidn del liquido entre los dos equipos se
ha instalado un caudalimetro masico que, en funcién del valor medido, el controlador
actua sobre la valvula de control VC-103 regulando el caudal que circula. Como no
existen sistemas mecdanicos para impulsar el liquido, el riesgo de contaminacion se
reduce drasticamente, las células que se extraen del fotobiorreactor no se dafan y se
elimina la posibilidad de averia de los equipos mecdanicos. El sistema propuesto es

sencillo, no pone en riesgo la esterilidad del sistema y es extremadamente preciso.

Como el nivel de liquido se mantiene constante en el fotobiorreactor, la misma
cantidad de liquido que entra en el fotobiorreactor, rebosa y es acumulado en el

tanque de descarga.

Depodsito de descarga

Los parametros que se mantienen controlados en el tanque de descarga (T-301) son

los siguientes:
e Presidn en cabecera
e Temperatura del liquido

¢ Nivel de liquido

Lazo de control de presién en cabecera en el tanque T-301

Un sensor de presidn situado en la cabecera del tanque de descarga medira la presion
en cabecera y, en funcién del valor, el controlador de presién actuara sobre las
valvulas de control VC-301 y VC-302.
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La valvula VC-302 se abre cuando se detecta sobrepresion en el tanque. El gas
excedente puede ser derivado hacia el tanque pulmoén T-204 (situado en el circuito de

gases del fotobiorreactor) o aliviado a la atmdsfera.

La valvula de control VC-301 regula la entrada de gas en el tanque, la cual es
necesaria cuando la presién en el interior es inferior a la presiéon de consigna. El gas

entrante puede proceder del tanque T-203 o bien ser argdn.

Todo el gas que el tanque de descarga intercambia pasa por el filtro F-301,

asegurando asi la esterilidad del tanque.

Como medida de seguridad, en la parte superior del tanque hay instalado un disco de
ruptura, el cual aliviaria el gas del interior a la atmdsfera en caso de sobrepresion

extrema (superior a 2 kg/cm?).

En la figura 4.91 se esquematiza la instrumentacion y el lazo de control de presion en

cabecera en el tanque de descarga.
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Figura 4.91: Detalle del lazo de control de presidn en cabecera del tanque de descarga (T-303).
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Lazo de control de temperatura en el tanque T-301

La temperatura del liquido del interior del tanque es medida mediante una sonda
Pt-100. El controlador recibe la sefial de la sonda y actua sobre la valvula que regula

el paso de liquido refrigerante a través de la camisa del depdsito.

Lazo de control de nivel de liquido en el tanque T-301

El nivel de liquido es medido en el tanque mediante dos sensores de presién situados
uno en la cabecera del depodsito y el otro en su base. La diferencia entre las sefiales

de los dos es proporcional al nivel de liquido que hay en el interior del tanque.

4.7.6. Sistema de esterilizacion del fotobiorreactor

La esterilizacion de todos los equipos se lleva a cabo presurizando el sistema con
vapor de agua fluyente, a 121 °C y 1.2 atm. El tiempo de esterilizacion depende del
tiempo necesario para que todas las partes lleguen a la temperatura de esterilizacion
y también de si quedan restos de liquido en el interior o no. En cualquier caso, 20
minutos es el tiempo minimo que hay que mantener cualquier parte a la temperatura
y presion indicada para considerar que ha quedado estéril. En el diagrama PID (Anexo
8.1, pagina 351) se pueden observar los circuitos de vapor que permiten esterilizar

los diferentes equipos y las conexiones.

El procedimiento de esterilizacidon puede estar programado en los controladores o bien
llevarse a cabo de forma manual. En cualquier caso, todas las lineas de vapor
necesarias para esterilizar los equipos han sido contempladas. Todos los equipos se
han dividido en zonas independientes, las cuales son esterilizadas de forma
independiente para garantizar la eficacia del proceso. En cada una de estas zonas,
existe una salida de vapor fluyente y un purgador de vapor que actia a modo de

trampa para los condensados.

Como norma general, para obtener un resultado dptimo, es conveniente introducir el
vapor por el punto mas alto del equipo y recoger los condenados en el punto mas

bajo.

En los puntos en que la configuracidon espacial tiene una importancia critica, se ha
esquematizado detalladamente en el diagrama PID mostrando la configuracion

tridimensional.
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Durante la operacion de esterilizacion del sistema y dado que el reactor es de cristal,
se prevé colocar una camisa externa metalica alrededor de la columna iluminada del

reactor por motivos de seguridad.
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5. CONCLUSIONES

I as principales conclusiones que se pueden extraer de este trabajo se presentan

de forma resumida a continuacién.

Los diferentes experimentos realizados en discontinuo con diferentes tipos de
radiaciéon han puesto de manifiesto que las células crecen a la misma velocidad
media, independientemente del tipo de radiacién que absorban, siempre que reciban
el mismo flujo de fotones. Este hecho confirma que la modelizaciéon y control del

sistema debe basarse en unidades cuanticas en vez de unidades de energia.

En experimentos en continuo y a escala laboratorio en los que se ha ido variando la
irradiancia incidente, se han realizado observaciones que son de especial interés para
el buen funcionamiento del compartimento II, y en consecuencia, para el bucle

MELISSA. Las principales observaciones pueden resumirse en los siguientes puntos:
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e Se ha observado que las células de R. rubrum son muy sensibles a la
concentracion de fuente de carbono residual en el cultivo, especialmente cuando

la fuente de carbono es acido acético.

En todos los casos en que la concentracion de acido acético residual en el cultivo
se ha empezado a acumular, probablemente porque la radiacion incidente era
insuficiente para consumir la totalidad de la fuente de carbono, las células de
R. rubrum inician una serie de cambios morfoldgicos, dificiimente reversibles,
que inactivan el crecimiento de las células. Las células presentan inclusiones
intracelulares, se alargan sin llegar a dividirse, se vuelven inmdviles y forman
agregados de células que se adhieren entre si y también a las paredes del
fotobiorreactor. Se interpreta que el cambio en la morfologia celular es debido a
la puesta en marcha del metabolismo de reserva de las células, que ante la
situacion de falta de energia y exceso de la fuente de carbono, las células
acumulan en su interior polimeros de reserva, concretamente, poli-3-

hidroxibutirato.

e Cuando la fuente de carbono es acido propidnico, aunque también se ha
observado que las células acumulan en su interior polimeros de reserva, en este
caso poli-f-hidroxibutirato y poli-fs-hidroxivalerato, el crecimiento celular no
llega a detenerse del todo, haciendo que la situacién no sea tan critica como en

el caso del acido acético.

e En experimentos en continuo con diferentes fuentes de carbono se ha
confirmado que a medida que aumenta la longitud de la cadena carbonatada de
la molécula del acido graso volatil, las células de R. rubrum necesitan un aporte
de energia en forma de radiacion mayor para crecer a la misma velocidad

especifica de crecimiento.

También se ha puesto de manifiesto que en todos los experimentos en continuo,
aparentemente el balance de carbono no se cumple en mayor o menor medida.
Analizando las posibles causas, se apunta como la hipdtesis mas probable el hecho de
gue pequeiias cantidades de oxigeno que pueden llegar hasta el cultivo, posibiliten
que una cierta fraccion de células del cultivo crezca en condiciones de microaerofilia

y, por tanto, desviando una parte de la fuente de carbono a CO..

También se ha observado que para el cultivo de estas células a una escala mas

grande, el sistema de agitacion del fotobiorreactor es un factor decisivo en el
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rendimiento del sistema. Mientras que la agitacion por gas presenta problemas en el
crecimiento de las células, la agitacion mecdnica constituye una muy buena

alternativa.

A parte de los resultados obtenidos en los experimentos en que se ha utilizado el
acido acético como fuente de carbono, tanto en continuo como en discontinuo, se ha
podido concebir y construir un modelo matematico que en funcion de las condiciones
de iluminacion, de las condiciones de operacién y de la cantidad de fuente de
carbono, permite predecir con razonable precisién la produccion de células del
fotobiorreactor por unidad de tiempo. El modelo se ha demostrado util y fiable en su

aplicacion a biorreactores con caracteristicas distintas.

Finalmente, el modelo matematico conjuntamente con la experiencia acumulada a lo
largo de todos los experimentos realizados, han permitido el dimensionado y disefio
preliminar del fotobiorreactor que desempefiard el papel del Compartimento II dentro
del bucle MELISSA completo a escala piloto y de acuerdo con las necesidades
derivadas del escenario dibujado para su integracion y demostracién. La construccién
del fotobiorreactor de acuerdo con el disefio propuesto en este trabajo se esta

realizando actualmente.
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6. ABREVIATURAS Y
NOMENCLATURA

6.1. Abreviaturas

Abreviatura

Significado

AGV
ANOVA
ATCC
CES
DTR
ESA
ESM

ESTEC
FAO
MCS
LSS
MC

Acidos grasos volatiles

Analisis de varianza

American Type Culture Collection

Sistema ecoldgico cerrado (Closed Ecologic System)
Distribucién del tiempo de residencia

European Space Agency

Unidad de masa equivalente (Util para comparar los sistemas de
soporte de vida entre si).

European Space Research & Technology Centre

Food and Agricultural Organization

Ordenador de control del bucle MELISSA

Sistema de soporte de vida (Life Support System)

Muestra liofilizada de células, almacenada a -80 °C, para su posterior

analisis.
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Abreviatura Significado
MELISSA Micro Ecological Life Suport System Alternative
MOS Materia organica soluble
NASA National Aeronautics & Space Administration
PAR Radiacion fotosintéticamente activa (400-700 nm)
PHA Poli-(3-hidroxialcanoatos
PHB Poli-3 -hidroxibutirato
PLC Autémata programable
PPFD Densidad de flujo de fotones fotosintéticos (400-700 nm)
6.2. Nomenclatura
Simbolo Descripcion Unidades
a Coef. de atenuacidn de la luz en el interior del cultivo
A Seccion del fotobiorreactor m?
Co Concentracién de C en la corriente de entrada al gC-L*
reactor
Ce Concentracion de C en el tanque de entrada gcC-L?
G Concentracidn del ién i en la solucién gcC-L?
Cr Concentracion de C en el interior del reactor gCL?
D Velocidad de dilucién ht
E Einstein, equivalente a un mol de fotones
H Altura efectiva del fotobiorreactor m
I Fuerza idnica de la solucion
k Coeficiente global de transferencia de materia ht
K1 Constante de inhibicion por carbono gCL?
K; Constante de afinidad por la radiacién utilizada ME-m2.st
ka Coef. global de transferencia de oxigeno de la fase gas h'
a la liquida
Ks Constante de afinidad por el substrato gcC-L?
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Simbolo Descripciéon Unidades
Lt Profundidad de la botella (longitud camino dptico) m
m NUmero de puntos experimentales
n NUmero de lamparas
p NUmero de parametros de optimizacion
Pr Presion parcial de propiodnico en el gas del interior del atm
reactor
Pr Presion total atm
Py Presion de vapor del acido propidnico atm
Q Energia radiante ]
Qo Caudal de liquido de entrada al reactor L-h?
Q. Energia radiante espectral J-nm™?
Q. Caudal de liquido que entra y sale del reactor L-h?
R Constante de los gases ideales atm-L-Kt-mol™
r Distancia radial desde el centro del reactor a un punto m
ro Radio en el que se conoce la irradiancia local disponible m
Yo (radio del sensor de luz)
Ro Radio del fotobiorreactor m
Ry/n Distancia desde la ldmpara k hasta el centro del reactor m
rr Recorrido de la luz dentro del cultivo m
S Concentracion de substrato en el cultivo gcC-L?
Sent Concentracion de substrato en el medio de entrada gc.Lt?
t Tiempo h
\Y Volumen de cultivo L
Ve Volumen de la fase gas L
Vi Volumen de liquido en el interior del tanque de medio L
entrada
Vr Volumen de liquido en el interior del reactor L
X Concentracion de células en el reactor g peso seco-L*
XB Fraccion molar de acido propidnico en el liquido del

tanque de entrada

Xc Fraccién masica de C en las células
Yy/s Rendimiento células-substrato
Zi Carga electroestatica del ién i

g C-g peso seco™

g células-g C*
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Simbolos griegos

Simbolo Descripcion Unidades
o Nivel de confianza
& Coef. de absorcion de la radiacién de la Ley de
Lambert-Beer
¢ Flujo radiante o potencia radiante W
(N Flujo radiante espectral W-nm*
v Coef. de actividad acido propidnico en la solucién
L Velocidad especifica de crecimiento de las células ht
[m Velocidad méxima especifica de crecimiento ht
o velocidad especifica media de crecimiento ht
T Tiempo de residencia h
¢ Radiancia W-m=2.srt
& Radiancia espectral W-m=2.srt.nm
Y Densidad de flujo radiante o irradiancia W-m=2, E-m2st
Yo Irradiancia incidente en en un punto situado a r, del pE-m2.s?
centro (irradiancia incidente que recibe el sensor de
luz).
v Irradiancia media en el cultivo ME-m2.st
¢ Intensidad radiante W-srt
& Intensidad radiante espectral W-srt-nm™
o1 Fraccion de volumen iluminado respecto al volumen
total
0 Angulo entre la direccién del rayo de luz y eje abcisas rad

(0X)
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8. ANEXOS

8.1. Diagrama de ingenieria (PID) del
Compartimento 11
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