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Resumen

La biotecnologia es un campo deinvestigacion y trabajo con gran
potencialidad. Sus aplicaciones abarcan desde la comprension
de los ciclos vitales, la megora de procesos agricolas o
ambientales, hasta las aplicaciones de produccién bioldgica o
substancias de interés médico. En el caso particular de las
cianobacterias, estos organismos presentan la particularidad de
generar oxigeno y biomasa a partir de radiacion optica y COz,
fundamentalmente, pero también son susceptibles de generar
otras substancias o principios activos de interés. Uno de los
aspectos cruciales del proceso esta focalizado en €l crecimiento
Optimo de las cianobacterias. El cultivo de estos organismos se
realiza en foto-biorreactores, capaces de lograr condiciones de
temperatura, pH, saturacién de CO: e iluminacién Optica
controlados. El influjo de la radiacion dptica es fundamental en
€l proceso, y depende del tipo y duracion de la iluminacion, asi
como del propio proceso de crecimiento. El propio procedimiento
de medida del crecimiento del cultivo de forma dinamica, clave
paraladeimitacion dela eficiencia de produccién, suele hacerse
también dpticamente. En este trabajo se analiza la distribucion
de radiacion optica en foto-biorreactores con cianobacterias,
con objeto de conocer los parametros que influyen en €
crecimiento de las mismas. Para ello se emplea un modelo de
propagacion Optica en medios turbios, y se analizan las
propiedades Opticas de |os cultivos. Los resultados muestran una
elevada dependencia de la distribucion espacial de radiacion en
funcién delalongitud de onda, €l radio del haz, el perfil espacial
olairradiancia. Estos resultados permiten elegir los parametros
Opticos e interpretar adecuadamente las medidas de
concentracion, asi como incrementar la eficiencia del proceso.

1. Introduccion

Las aplicaciones de la biotecnologia estéan en constante
crecimiento en los Ultimos tiempos. Estas aplicaciones
abarcan desde problemas agricolas, bioquimicos o incluso
biomédicos. En particular, existen organismos capaces de
producir elementos tan valiosos como combustibles,
farmacos, alimentos u oxigeno, entre otros. La consecucion
de producciones eficientes de este tipo de elementos
depende del conocimiento preciso de los procesos
biolégicos involucrados. Con €ello es posble tratar de
controlar y fomentar la eficiencia en e proceso de
crecimiento y produccion de substancias de interés.

De entre los miltiples tipos de microorganismos
susceptibles de aplicabilidad biomédica, las cianobacterias
presentan la particularidad de producir oxigeno y biomasa,
entre otros, a partir de CO. y radiacion dptica. Uno de sus
aplicaciones potenciales esté relacionada con el suministro
de elementos bésicos para la habitabilidad humana en
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entornos hostiles, en esencia alimento y un entorno
respirable. EI conocimiento de los factores gue maximizan
la produccion de elementos de interés es crucial [1]. Un
control adecuado de los mismos derivariaen unincremento
de la eficiencia de produccion.

Parallevar acabo e crecimiento de microorganimsosy, en
consecuencia, la produccién de los elementos de interés, se
utilizan dispositivos complejos llamados biorreactores [2].
El disefio de estos dispositivos estd encaminado a potenciar
el crecimiento de microorganismos, cianobacterias en este
caso. Para ello presentan la capacidad de suministrar, de
forma controlada, todos los elementos que precisan. Estos
elementos dependen del tipo particular de microorganismo
objetivo. En el caso de las cianobacterias, alos el ementos
habituales se afiade el gran influjo de la radiacion Optica,
gue es esencial para su crecimiento. Es por ello que los
dispositivos de crecimiento reciben € nombre de foto-
biorreactores. El disefio del foto-biorreactor es
fundamental para el proceso de produccion. Este disefio
lleva aparejada la iluminacién éptica, asi como el sistema
de medida del crecimiento de las cianobacterias. La
tipologiay caracteristicas Opticas de las cianobacterias, asi
como las de la fuente éptica, presentan una gran influencia
en los procesos anteriormente mencionados vy, en
consecuencia, en la eficiencia de produccién. Estos
términos no suelen considerarse en € disefio de foto-
biorreactores actuales.

En estetrabajo sellevaacabo un andlisisdeladistribucién
de radiacion Optica en un foto-biorreactor con
cianobacterias. Esta distribucién esté relacionada con la
estimacién del crecimiento del cultivo, asi como con la
eficacia del crecimiento. La morfologia de las
cianobacterias presenta una gran influencia en e
esparcimiento de la radiacion. Se consideran diferentes
concentraciones de cianobacterias, asi como diferentes
perfiles espaciales e irradiancias. Las propiedades 6pticas
de las cianobacterias definen su influencia en la
distribucion de radiacion optica. Los resultados
contribuirian a un adecuado disefio del foto-biorreactor,
para conseguir mejorar la eficacia del proceso, asi como a
al establecimiento de larelacion entre laradiacion Opticay
la concentracién de cianobacterias. Esto permitiria
establecer las condiciones Optimas de las fuentes dpticas
paramaximizar el rendimiento.
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2. Parametrosfundamentales de foto-
biorreactores

El disefio de los foto-biorreactores conlleva la
consideracién de un gran nimero de factores. Tal y como
se hareferido anteriormente, uno de los mas significativos
es la radiacion éptica. Existen foto-biorreactores que
trabajan con luz solar, pero en este caso €l control de la
radiacion es bastante més complicado. Esto se debe a que
es dificil asegurar que la exposicion es uniforme en todo €
conjunto de microorganismos, con irradiaciones en areas
pequefias en comparacion con el volumen afectado, baja
transferenciade masaorganicay, por ende, ineficiencia. Lo
més habitual para cianobacterias es €l uso de fuentes de
tipo LED o fluorescentes para el crecimiento. La
irradiacién es fuertemente dependiente de las dimensiones
del foto-biorreactor, de la concentracion de cianobacterias
y de otros factores como la posible agregacién laminar del
cultivo. Una iluminacion inhomogénea hace que algunas
cianobacterias detengan su proceso de crecimiento. El
espectro de la sefial Optica es también altamente relevante
en el proceso. Habituamente la mayor parte de las
cianobacterias necesitan iluminaciones en el entorno del
visible, entre unos 400 y 700 nm. La magnitud de la
irradiancia influye también en gran medida en el sistema.
Si la irradiancia es escasa, el crecimiento se ralentiza,
mientras que S su magnitud es demasiado elevada, se
puede producir foto-inhibicion o foto-destruccion.

Uno de los efectos fundamental es que es hecesario tener en
cuenta es e del apantallamiento. Se produce como
consecuencia de la acumulacion de cianobacterias en la
superficie del recipiente de cultivo, y en consecuencia la
limitacién de irradiacion a cianobacterias situadas a
mayores profundidades [3]. Para solventar este problema,
los foto-biorreactores incluyen un sistema de agitacion del
cultivo. Este procedimiento evita el apantallamiento, pero
a costa de inducir una exposicién discontinua a la
radiacion. Dependiendo de sus caracteristicas, puede ser
necesario tener este efecto en cuenta. Las cianobacterias
necesitan también de un suministro de CO, para su
crecimiento. Habitualmente se introduce en e sistema
mediante inyeccion de gas desde la parte inferior de la
muestra. El control de la cantidad y concentracién de CO;
€s un parametro de gran relevancia en la eficiencia del
proceso de crecimiento. Asimismo el pH de la solucién
debe ser controlado para generar condiciones de
crecimiento apropiadas. En definitiva, un foto-biorreactor
apropiado deberia proporcionar una distribucién éptica
reducida, una alta densidad de microorganismos, elevado
ciclo de luz-oscuridad, muestras de tamafio reducido,
aporte continuo de CO,, temperatura constante y valor de
pH &ptimo.

La base de la produccion de elementos por parte de las
cianobacterias es la fotosintesis oxigénica [1]. En esta
reaccion el agua se emplea como donadora de electrones,
lo que en combinacién con €l CO, dalugar alaliberacion
de oxigeno. El proceso fotosintético se puede dividir en dos
fases, una dependiente de la radiacion Optica y otra
independiente. La primera convierte laradiacion Optica en
energia quimica. Esta radiacién es capturada por
pigmentos fotoactivos, particularmente de tipo clorofilay

carotenoide [2]. El suministro de la energia generada a las
proteinas se lleva a cabo por medio del fotosistema |
(centrado a 700 nm) y del fotosistema Il (centrado a 680
nm). Estafase generaoxigeno. En lafase de oscuridad las
nuevas substancias producidas estéan implicadas en la
generacion de compuestos organicos, como la glucosa, en
€l llamado ciclo de Calvin.

La eficiencia fotosintética estéd controlada mediante la
irradiancia, la longitud de onda [4,5], la temperatura (un
incremento de unos 10°C da como resultado habitual
doblar la eficiencia, siempre por debagjo del umbral de
dafio), la concentracion de CO, y la concentracion de
oxigeno. Las cianobacterias suelen contener clorofila tipo
a. Este hecho les da un color caracteristico, azul o verde,
aungue también existen de color rojo. Lo que suele suceder
esquelaluz visible setransfiere al centro de reaccion dela
clorofiladetipo a.

L as consideraciones de esta seccion ponen de manifiesto la
dta relevancia de la radiacion Oéptica sobre las
cianobacterias. En particular, la distribucién espacial, la
irradiancia o lalongitud de ondainfluyen enormemente en
€l proceso.

3. Andlisisdela propagacion Optica

En esta seccion se trata de analizar la propagacion Optica
en cultivos de cianobacterias. Para ello uno de los aspectos
criticos tiene que ver con la variada morfologia de las
mismas, gque van desde organismos unicelulares hasta
especimenes filamentosos. Esta variedad tiene una gran
repercusion en las propiedades de esparcimiento,
principalmente, y en consecuencia en la distribucion
espacia de radiacion.

La distribucion espacial de radiacion se puede estimar
mediante |a ecuacion del Transporte de la Radiacion:

§-VI(r,8) = —(t + )1 (r, 8+ 2= [ p(3:8)1 (r, 8)dy
A

) W

En esta ecuacion I(r,8) es la intensidad especifica. La
radiacion se considera en un punto espacial de vector de
posicion r, y sigue ladireccién del vector S. Los eventos
de esparcimiento se estiman a partir de la llamada funcion
de fase de esparcimiento p(§S). La radiacion éptica
proviene de la direccion §' y se redirecciona seguin e
vector §. u Yy u, son los coeficientes de absorcion y

esparcimiento, respectivamente.

La ecuacion del transporte de la radiacion puede tratar de
resolverse de manera analitica. Los métodos al respecto
suelen emplear aproximaciones en casos limite, tales como
las que asumen absorcion dominante o la aproximacion de
difusién. Lavalidez de estas aproximaciones depende de la
importancia relativa de los eventos de absorcion y
esparcimiento en un tejido biol dgico especifico. Paraevitar
esto, existe la posbilidad de intentar resolver
numeéricamente la ecuacion anterior. El andisis numérico
se ha empleado en numerosos problemas modelados
mediante ecuaciones diferenciales. En €l caso concreto de
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la ecuacion del transporte de la radiacién, el método de
Monte Carlo posee una demostrada aplicabilidad vy
precision, comparado con las soluciones analiticas [6].

El caracter pseudoaleatorio del método se consigue
mediante un andlisis matematico probabilistico, de tal
forma que a partir de nimeros distribuidos uniformemente
entre 0 y 1, se llega a distribuciones con la funcién de
densidad requerida. La radiacion optica se considera como
una secuenciadefotones, cuyo nimero modulalaexactitud
de la solucion obtenida. Tras el lanzamiento de un foton,
se cacula su trayectoria, segin los eventos de
esparcimiento y absorcién. En fuentes Opticas es habitual
gue existe simetria cilindrica con respecto al g e central del
haz, aunque € andlisis sea tridimensional. La
representacion final consiste en un plano con las
dimensiones radial y en profundidad, en el interior del
tgjido bioldgico. Las dimensiones de la rejilla de trabgjo
estdn  directamente relacionadas con la carga
computacional y la exactitud espacial de la solucion.

Con este método se pueden obtener resultados diversos,
como por g emplo laabsorcidn en cada celda espacial dela
rgjiilla. También es posible obtener la fluencia, la
reflectancia y la transmitancia en funcion de la posicion
radial y e angulo de observacion. Diferentes
conformaciones de haz espacial se pueden tener en cuenta
mediante operaciones de convolucion. Es necesario definir
las dimensiones y caracteristicas épticas de cada capa del
elemento bioldgico de interés. Los parametros Opticos son
el indice de refraccion, n, €l coeficiente de absorcion, s,
, € coeficiente de esparcimiento y, y la anisotropia de
esparcimiento, g. Este Ultimo pardmetro también se
conoce como el coseno promedio de esparcimiento, y se

relaciona con lafuncidn de fase de esparcimiento mediante
lasiguiente expresion:

[ p(s:8)5 5doy

1 1
_ i _— 3.§)8.8dy=— cos@)cosfsinfdo
S e pe A, Jo(s:5) Mip( )

ar

ar

)

En esta ecuacion €l albedo se define como:

vvo=ijp(§,-§‘)d9e % A ?)
ar ;. o, +o,  p +

El coseno promedio de esparcimiento indica cua es la
probabilidad de que los fotones sean esparcidos en
determinadas direcciones. Asi, g =0 significa que todas

las direcciones son equiprobables. Un pardametro g mayor
que 0 manifiesta una tendencia a esparcimiento hacia
adelante, y viceversa. El abedo da como resultado una
estimacién de la importancia relativa entre la absorcién y
el esparcimiento en la aplicacion de interés.

4. Resultadosy discusion

La problemética de la distribucién de radiacion en cultivos
de cianobacterias, influye en el disefio del foto-biorreactor
congtruido. Las propiedades Opticas, fundamentalmente
coeficientes de absorcion y esparcimiento, anisotropia de

esparcimiento e indice de refraccion, fueron obtenidas para
diferentes concentraciones de A. cylindrica [7]. Se
consideran diferentes longitudes de onda en e rango
visible, debido alasensibilidad delas cianobacterias en ese
rango, en particular 405, 490, 530, 625 y 730 nm. Las
concentraciones del andlisis son tres, 0.202 Kg/m?, 0.296
Kg/m® y 0431 Kg/m® habituales en cultivos. La
distribucién especial del haz se hace variar entre un perfil
gaussiano y de tipo top-hat, que se suelen emplear en
fuentes Opticas [8]. Los radios de estos haces oscilan entre
0.1 y 0.5 cm, con objeto de provocar variaciones de
irradiancia, dentro del rango acorde a las dimensiones de
los cultivos. Lageometriadel foto-biorreactor paradisefiar
hace que tenga sentido asumir simetria cilindrica, y un
grosor del dispositivo de cultivo de 1 cm.

Con estos datos es posible obtener distribuciones
espaciales de radiacion. Una distribucién de relevancia es
la de laradiacién que atraviesa €l cultivo (transmitida), y
gue serviria para estimar su concentracion, ademas de la
iluminacion del proceso fotosintético. La Figura 1 muestra
un ejemplo de esta distribucion que atraviesa la muestra.
En esta figura se puede apreciar la gran influencia que la
longitud de onda tiene en la distribucién espacia del haz.

Figura 1. Distribucion espacial de la radiacion transmitida por
el cultivo de cianobacterias en €l foto-biorreactor, con una
concentracion de 0.202 kg/m?, haz gaussiano de 0.1 cm de
radio eficaz, y a dos longitudes de onda diferentes: 530 nm

(arriba) y 730 nm (abajo).
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La absorcion éptica es bastante superior a 530 nm, cuando
se compara con la gue existe a 730 nm. Este hecho origina
unapotenciainferior recibidaen transmisién, 1o que podria
dificultar la recepcion de una sefial de potencia suficiente
para estimar la concentracion. El esparcimiento, sin
embargo, es similar aambas longitudes de onda, con lo que
la delimitacion espacial de esa radiacion se circunscribe a
un area no muy diferente.

El parametro de lafluenciatotal transmitidaen funcion del
a longitud de onda es atamente significativo para el
andlisis efectuado y, por ende, para el disefio del foto-
biorreactor. Para e€llo es necesario integrar las
contribuciones de irradiancia transmitida espacial mente,
teniendo en cuentalageometriadel problema. LaFigura2,
amodo de g emplo, muestra esta fluencia en funcion de la
longitud de onda para una concentracion de cianobacterias
de 0.431 kg/m®.

En esta Figura 2 se aprecia como existen longitudes de
onda de maxima absorcién, como por gjemplo a405 y 625
nm, frente a otras de minima absorcién a 730 nm. Esto esta
en relacion con la afirmacion que se realizd en secciones
anteriores, relativa a la absorcion por parte de las
cianobacterias de radiacion Optica en el rango del visible,
entre 400 y 700 nm. Para una longitud de onda por encima
de eserango, a 730 nm, la absorcion decae en gran medida.
Bajo € punto de vista de la iluminacion del cultivo, una
baja absorcion implica una baja eficiencia de aporte de
energiay, por tanto, bajatasa de generacion y crecimiento.
Sin embargo, s lo que se considera es un sistema de
medida del crecimiento del cultivo, es preferible contar con
longitudes de onda de baja absorcién, dado que de que esta
forma se conseguira un mayor nivel de sefial en deteccién,
ademas de no influir en el crecimiento del cultivo. La
tendencia es de absorcion descendente con la longitud de
onda, con la excepcion de la longitud de onda de 625 nm,
gue supone un punto de inflexion.

5. Conclusiones

Se ha analizado la distribucién de radiacion Optica sobre
diferentes concentraciones de cianobacterias en un foto-
biorreactor especifico. Se han considerado diferentes
perfiles espaciales de haz, radios eficaces y longitudes de
onda.
600
500
400
300
200
100
0
405nm  490nm  530nm  625nm  730nm

Figura 2. Fluencia Optica total transmitida en funcion de
la longitud de onda para una concentracion de 0.431
kg/m?.

El andlisis se ha llevado a cabo mediante la ecuacion del
transporte de laradiacion, y las propiedades de absorcién
y esparcimiento de A. cylindrica. Los resultados muestran
la gran influencia de la absorcion con lalongitud de onda,
asi como del esparcimiento, y permiten concluir que una
radiacion por encima del rango visible, a 730 nm, es
preferible para e sistema de monitorizacion del
crecimiento de cianobacterias de este tipo. En términos de
iluminacion, y como se preveia a partir del proceso
fotosintético, es preferible maximizar la absorcién con
longitudes de onda en la rango visible. Estos resultados
contribuyen al adecuado disefio y construccion de foto-
biorreactores con monitorizacién de crecimiento y
maximizacién de eficacia de produccion de substancias.
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