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Resumen

1. Antecedentes

1.1. Microalgas

Las microalgas son organismos eucariotas unicelulares y cuya biodiversi-
dad se estima en unas 200.000 especies, de las cuales so6lo 35.000 han
sido identificadas. Son organismos acuaticos que pueden encontrarse en
una gran variedad de habitats, desde ambientes de agua dulce hasta am-
bientes acidos o alcalinos, como es el caso de las microalgas extremofi-

las.

El interés comercial en la produccion de microalgas esta principalmente
relacionado con su poder nutricional; por su elevado contenido en protei-
nas, asi como por la presencia de aminoacidos esenciales, carbohidratos,
lipidos o precursores de vitaminas. Esto las hace ser consideradas una
fuente alimenticia potencial tanto para humanos como para animales, es-
tando muy extendido el uso de las microalgas en acuicultura. Ademas,
otras moléculas de alto valor afadido pueden ser obtenidas de las micro-
algas, tales como pigmentos (carotenoides), compuestos antioxidantes o

acidos grasos (especialmente poliinsaturados como el DHA o EPA).

Las microalgas son filogenéticamente las plantas mas antiguas de la tie-
rra, y debido a su fotoautotréfico caracter han estado siempre expuestas
a altos niveles de oxigeno, lo que ha resultado en el desarrollo de nume-
rosos mecanismos eficaces de proteccion frente al estrés oxidativo y la
acumulacion de radicales libres. Asi, compuestos antioxidantes derivados
de las microalgas son de gran interés en cosmética asi como en diversas
aplicaciones farmacéuticas o en la terapia de enfermedades asociadas a

la oxidacion (inflamaciones).
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Hoy dia, las microalgas se consideran también fuente de energia renova-
ble por su posible papel en la obtencion de biodiesel, asi como también
es valorado su papel como sumidero de CO; procedente de efluentes ga-
seosos (biomitigacion del efecto invernadero). Sin embargo, la produc-
cion de microalgas a escala comercial solo data de los afios 50, cuando
Chlorellay Arthrospira empezaron a ser producidas como fuente nutricio-
nal alternativa. Y es posteriormente en los afios 70 cuando empiezan a
considerarse fuente alternativa de energia durante la primera crisis del

petroleo.

Existen diferentes sistemas de cultivo, dependiendo de la microalga a
producir, del coste del terreno, del clima, de las necesidades energéticas,
de nutrientes y de agua, asi como de la importancia y valor del producto
final. La efectividad de los diferentes sistemas de cultivo depende en dulti-
mo término, de su eficiencia en la captacion y distribucion de la luz, su
capacidad para el control de la temperatura, el estrés hidrodinamico al
que se someteran las microalgas, la capacidad para mantener condicio-
nes axénicas y la viabilidad técnica para realizar el escalado. En este
sentido, los fotobiorreactores panelares -sistemas de cultivo cerrados,
con un estrecho paso Optico y cuya disposicion puede ser variable
(inclinados, verticales u horizontales)- son considerados uno de los siste-

mas mas eficientes para la produccion de microalgas.

Pero aun son varios los aspectos que limitan la explotacion de las micro-
algas a nivel industrial. Principalmente, los costes de produccién son aun
muy elevados. La construccion de los sistemas de cultivo, la aireacion/
homogeneizacién de los mismos, la recoleccion y separacion de la bio-

masa del medio de cultivo, y el suministro de nutrientes, requieren aun
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una gran inversién econémica, asi como energética, para poder conside-

rar la produccion comercial como rentable.

No obstante, y a pesar de estas limitaciones, las microalgas son aun con-
sideradas como una de las fuentes alimenticias, asi como de biocombusti-
bles de nueva generacion, mas atractivas. Esto es debido a su flexibilidad
para ser cultivadas en agua de mar, sin limitar las reservas de agua dulce
para consumo humano y a que pueden ser localizadas en zonas aridas o
no destinadas a la agricultura, presentan un mayor contenido y productivi-
dad en aceites y proteinas y presentan tasas de crecimiento mayores a

las de cualquier planta.

1.2. Eficiencia fotosintética

Las microalgas son organismos fotoautotroficos, siendo la fotosintesis el
proceso por el cual la biomasa es producida a partir de dioxido de car-
bono y luz. En este sentido, la luz solar es el principal substrato en la pro-
duccién de microalgas en sistemas localizados en el exterior y ha de ser

utilizada de una forma eficiente para optimizar dicha produccion.

El proceso fotosintético se divide en dos etapas (Figura 1): fase luminosa

(fotoquimica) y la fase oscura (biosintética).
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H,0 Q;

Light reactions (photochemical)

2H,0 + 2NADP* + 3ADP + 3P, — ™, 0, + 2NADPH + 3ATP

2NADPH + 3ATP

Dark reactions (enzymatical)

enzymes

CO, + 2NADPH + 2H* + 3ATP  ———— CH,0 + H,0 + 2NADP"* + 3ADP + 3P,

co,
CH,O

Figura 1: Resumen esquematico del proceso fotosintético.

En la primera etapa la luz es absorbida por los pigmentos fotosintéticos,
se produce oxigeno y se almacena energia quimica en forma de NADPH
y ATP, la cual sera utilizada en la etapa posterior para reducir didxido de
carbono hasta carbohidratos (azucares). Como minimo, 8 moles de foto-
nes son necesarios para producir un mol de oxigeno y para incorporar
una molécula de didxido de carbono como carbohidratos. A partir de es-

tos carbohidratos se produce nueva biomasa.

Sin embargo, el proceso fotosintético no es perfecto. La Figura 2 muestra
una curva tipica que relaciona el proceso fotosintético con la irradiancia
mediante la produccion de oxigeno (Po) y la intensidad luminica (PFD)
recibida dentro del rango PAR (radiacién fotosintéticamente activa). Ade-
mas, dicha figura muestra también el rendimiento quantico en la produc-
cion de oxigeno (QYo2), que es igual a la cantidad de oxigeno producido

(moles) por cantidad de intensidad PAR absorbida (mol de fotones).
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Figura 2: 7ipica curva Pl que muestra la tasa folosintética, representada por la evolucion de oxigeno (Poz), como funcion de
la Intensidad luminica (PFD) [-/. La eficiencia fotosintética es representaaa por el rendimiento quantico en la produccion de
oxigeno (QYoz), €l cual también se representa en funcion de la irradiancia. [..J. Los datos estan basados en la capacidad
fotosintética de la microalga Chlorella sorokiniana.

Como puede observarse en la Figura, cuando el nivel de irradiancia es
bajo la maquinaria fotosintética recibe menos fotones de los que puede
procesar. A estas intensidades el crecimiento celular esta foto-limitado y
la eficiencia fotosintética es elevada ya que la mayoria de la energia lumi-
nica absorbida es invertida en la produccién de biomasa. La tasa fotosin-
tética, representada por la produccion de oxigeno (Poy), incrementa hasta
que el nivel de irradiancia es saturante, donde el crecimiento pasa a estar
limitado por las reacciones de la fase oscura de la fotosintesis. Al mismo
tiempo la eficiencia fotosintética, representada por el rendimiento quanti-
co en la produccién de oxigeno (QYo), disminuye. Esto es debido a que
la tasa de absorcion de la energia luminosa incrementa linealmente con
la intensidad luminica mientras que el proceso fotosintético empieza a
estar saturado. En este momento, el exceso de energia absorbido tiene
que ser disipado en forma de calor mediante diferentes procesos que son

normalmente referidos como quenching no fotoquimico (NPQ). Gracias a
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estos procesos las microalgas son capaces de aclimatarse a condiciones
de alta irradiancia previniendo la fotoinhibicién. Pero, consecuentemente,
gran parte de la energia absorbida no sera utilizada para la produccion de
biomasa, lo cual hace que se reduzca automaticamente la eficiencia foto-

sintética.

Ademas de la luz, también la temperatura afecta a la actividad fotosintéti-
ca y con ello al crecimiento de las microalgas, especialmente a las reac-
ciones bioquimicas que tienen lugar en el periodo de oscuridad. Las bajas
temperaturas desencadenan una tasa metabdlica menor, por lo que una
menor cantidad de la energia absorbida es convertida en carbohidratos.
La ralentizacion de las reacciones bioquimicas deriva en la acumulacion
de energia luminica no utilizada y en la sobre-excitacion de la maquinaria
fotosintética. En este sentido, temperaturas suboptimas para el crecimien-
to conllevan un desequilibrio entre la energia luminica absorbida median-
te las reacciones fotoquimicas y la energia utilizada en el metabolismo.
Las microalgas utilizan los mismos sistemas de defensa contra la sobre-
excitacion del aparato fotosintético a bajas temperaturas que a altas irra-

diancias, el quenching no fotoquimico (NPQ).

1.3. Produccién de microalgas en exterior

Segun el caracter fotosintético de las microalgas, su cultivo en exterior,
con la luz solar como fuente de energia, es necesario para rentabilizar el
proceso. Sin embargo, en el exterior las microalgas estan expuestas con-
tinuamente a un ambiente cambiante en términos de irradiancia y tempe-

ratura. En este sentido, las algas experimentan diariamente cambios en la
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intensidad luminica, asi como sufren los cambios propios de las diferentes
estaciones, los cuales también estan asociados a la localizacion del siste-

ma de cultivo.

Ademas de la irradiancia, también la temperatura en el exterior es cam-
biante y afecta a la productividad final, como se ha comentado anterior-
mente. Aunque en la mayoria de los sistemas de cultivo actuales la tem-
peratura se mantiene constante en su valor éptimo para el crecimiento de
la microalga utilizada, esto repercute en los costes de produccion. Si el
enfriamiento durante el verano o el calentamiento durante el invierno pu-

dieran ser evitados el proceso seria en general mas rentable.

Como se ha apuntado anteriormente, el proceso fotosintético no es per-
fecto y la eficiencia fotosintética alcanzada bajo condiciones de irradiancia
solar es mucho menor cuando se compara con la maxima eficiencia que
podria alcanzarse bajo condiciones de luz limitante. Pérdidas debidas a la
reflexion de la luz en la superficie de los fotobiorreactores, a procesos de
foto-respiracion, o al mantenimiento celular, disminuyen ain mas la efi-
ciencia fotosintética. El efecto de la foto-saturacion, sin embargo, es con-
siderado el mayor proceso limitante de la eficiencia en el uso de la luz ba-
jo condiciones reales de irradiancia. Una mayor comprension de dicho
efecto, asi como la minimizacion del mismo ayudaria a desarrollar un pro-

ceso de produccién de microalgas mas eficiente.

Areas geograficas con condiciones de alta irradiancia a lo largo de todo el
ano son consideradas 6ptimas para el cultivo de microalgas. Sin embargo,
no existen muchos datos de produccion de microalgas en exterior y la
evaluacion de la eficiencia fotosintética bajo condiciones reales de irra-

diancia es necesaria para poder desarrollar estrategias de cultivo éptimas.
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Esta tesis presenta una vision general sobre la productividad y eficiencia
fotosintética de Chlorella sorokiniana bajo condiciones de irradiancia
reales simuladas en un fotobiorreactor a escala de laboratorio. Se eva-
luan diferentes estrategias destinadas a minimizar y/o evitar la foto-
saturacion. Finalmente, se pone de manifiesto el potencial de C. soroki-
niana para la produccién de biomasa y de otras moléculas de valor afiadi-

do para una region de alta irradiancia (Huelva, Andalucia, Espana).

1.4. Chlorella sorokiniana

En este estudio, Chlorella sorokiniana se ha utilizado como organismo
modelo para evaluar la produccién de biomasa en un fotobiorreactor pa-
nelar. Su elevada tasa especifica de crecimiento, su versatilidad para so-
portar condiciones de elevada temperatura o irradiancia, asi como la dis-
ponibilidad de estudios comparables, nos hizo elegirla como estirpe de
referencia. Ademas, el género Chlorella es de los mas usados actualmen-
te para la produccion de biomasa dada su elevada tasa de crecimiento.
La composicién bioquimica de dicho género las hace ser consideradas
fuente de carbohidratos, proteinas y vitaminas hoy dia. También en la
produccion de biocombustibles podria jugar un papel importante, dada su

composicion celular y elevada tasa de crecimiento.

Especificamente, Chlorella sorokiniana es una microalga de agua dulce
con una tasa especifica de crecimiento maxima muy elevada (Umax = 0.27
h™). Presenta caracter mesofilico, creciendo bien en el margen de tempe-
ratura entre 20 y 45 °C, siendo 37 °C la temperatura éptima para su culti-

vo. Ademas, C. sorokiniana tolera elevados valores de irradiancia. Todo
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esto la hace ser considerada una buena candidata para la produccion de

biomasa en areas con elevada irradiancia.

2. Objetivos de la Tesis

Como se ha comentado anteriormente, la luz es el principal substrato para
la produccién de microalgas. Regiones con alta irradiancia y temperaturas
moderadas a lo largo de todo el afio son, por lo tanto, consideradas id6-
neas para la produccién de biomasa de microalgas. Sin embargo, la foto-
sintesis no es un proceso perfecto, y las bajas eficiencias fotosintéticas
alcanzadas en cultivos en el exterior, especialmente bajo condiciones de
alta irradiancia, limitan el desarrollo de sistemas de produccién de micro-

algas a escala comercial.

Por tanto, debido a que el exceso de luz reduce la eficiencia fotosintética
en el exterior, se requiere un mayor conocimiento sobre el efecto de la
foto-saturacion en el proceso fotosintético con objeto de mejorar la pro-
ductividad de los cultivos. En este sentido, experimentos a nivel de labora-
torio donde pueden simularse condiciones reales de irradiancia, a la vez
que se mantienen el resto de parametros operacionales en sus valores
Optimos, proporcionan una mejor comprension sobre el cultivo de microal-

gas.

Con el objeto de evaluar la productividad y eficiencia fotosintética poten-

ciales de Chlorella sorokiniana en Huelva (suroeste de Espafa), en esta
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Tesis se simulan condiciones de irradiancia propias del periodo estival,
asi como del invierno, en dicha regién. Se evaluan diferentes estrategias
para minimizar o evitar los efectos de la foto-saturacion y de la fotoinhibi-
cion y se discute la produccion de biomasa de C. sorokiniana en el lugar

geografico del estudio.

La obtencion de elevadas productividades anuales esta limitada por la
baja productividad alcanzada durante el invierno. La baja irradiancia, junto
con las bajas temperaturas tipicas de este periodo, afecta drasticamente
a la eficiencia fotosintética. Es por ello que la mayoria de los datos publi-
cados sobre productividades se restringen a estaciones mas calidas, co-
mo la primavera o el verano. No obstante, es necesario comprender el
comportamiento de las microalgas bajo condiciones tipicas de invierno
para poder optimizar la produccion a lo largo de todo el afio. En el Capitu-
lo 2 de esta Tesis se evallua cuantitativamente la productividad y eficien-
cia fotosintética de Chlorella sorokiniana bajo condiciones extremas de

invierno tipicas de la region de estudio.

Durante el periodo estival, la elevada intensidad luminica asociada a esta
estacion da lugar a una menor eficiencia fotosintética debido al efecto de
la foto-saturacion, y posiblemente de la fotoinhibicion, sobre el proceso
fotosintético. El Capitulo 3 evalla el efecto de la foto-saturacién estival en
la eficiencia fotosintética y productividad de C. sorokiniana. Para ello, se
simula la maxima irradiancia solar experimentada sobre un fotobiorreactor
horizontal mientras que la temperatura se controla en su valor éptimo pa-

ra el crecimiento.

Los experimentos descritos en el Capitulo 2 y 3 fueron realizados bajo

iluminacion continua, la cual obviamente no tiene lugar en un proceso de
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produccion en exterior. La eficiencia fotosintética y la productividad bajo
ciclos reales de dia/noche son, por lo tanto, evaluadas y descritas en los

siguientes capitulos.

En el Capitulo 4 se estudia una de las estrategias mas populares para
minimizar la foto-saturacion en cultivos de microalgas en el exterior: la
dilucién de la luz mediante la disposicion vertical de los fotobiorreactores.
El efecto de la dilucidn de la luz en la productividad y eficiencia fotosintéti-
ca de C. sorokiniana se evalua cuantitativamente bajo condiciones de irra-
diancia estivales propias de la regidn de estudio, simulando el ciclo de luz/

oscuridad propio de un dia de verano en dicha region.

La operacion de fotobiorreactores en modo luminostato, el cual adapta
continuamente la densidad celular a los valores de irradiancia reales, para
prevenir zonas no iluminadas y maximizar la captura de la luz dentro del
cultivo, se ha propuesto también como medio para obtener mayores efi-
ciencias fotosintéticas. Por ello, los experimentos mostrados en el Capitu-
lo 5 se realizaron operando el fotobiorreactor como luminostato, simulan-
do de nuevo las condiciones de irradiancia estivales en un fotobiorreactor
vertical ya estudiadas anteriormente. La productividad y eficiencia fotosin-
tética se evaluan y comparan con las obtenidas durante la operacion del

fotobiorreactor en modo quimiostato (Capitulo 4).

El Capitulo 6 es una discusién general sobre los principales resultados
de esta Tesis. Se discute la produccién potencial de biomasa de Chlorella
sorokiniana en una zona de alta irradiancia en base a los datos obtenidos

experimentalmente.
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3. Disefio experimental

El fotobiorreactor utilizado en esta Tesis es un fotobiorreactor panelar a
escala de laboratorio con un estrecho paso 6ptico, el cual es iluminado
por un panel compuesto de LEDs (diodos emisores de luz) rojos. La in-
tensidad recibida en la superficie del fotobiorreactor puede variarse desde
0 a 3000 pmol fotones m? s™ en el rango PAR (400-700 nm) mediante
control externo. Dicho control permite simular ciclos de irradiancia reales
mediante variacion del output de dicho panel. La influencia de diferentes
orientaciones del fotobiorreactor puede ser entonces estudiada mediante
modificacion del perfil de irradiancia en base a datos tabulados previa-

mente.

A pesar de que no existe una correlacion directa entre el espectro de la
luz solar y los LEDs empleados en esta Tesis, ninguna de las lamparas
comerciales disponibles hoy dia proporcionan un espectro parecido. Ade-
mas, de acuerdo con el espectro de accién de la fotosintesis ya definido
en los anos 40 o 50, cualquier fotdn dentro del rango PAR puede ser utili-
zado en el proceso fotosintético con similar eficiencia. Este hecho, combi-
nado con las ventajas técnicas de usar LEDs (larga duracién, bajo consu-
mo energético, elevado y homogéneo flujo de fotones, minimo aporte de
calor y habilidad para rapidamente modificar la intensidad) las hace ser
consideradas oOptimas para el desarrollo de experimentos a nivel de labo-

ratorio.

La Figura 3 muestra fotografias del fotobiorreactor empleado. Las dimen-
siones de la cdmara de cultivo son: 25 cm de ancho, 60 cm de altoy 1.4
cm de paso optico. El volumen util del fotobiorreactor es de 1.7 L, siendo

el resto utilizado como camara para el intercambio gaseoso.
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Figura 3: Fotografias del fotobiorreactor panelar y del panel de lémparas LED usados en esta Tess.

El cultivo de microalgas es homogeneizado mediante adicion de aire a
través de un tubo de silicona con pequefios orificios (cada 0.5 cm) en la
base del fotobiorreactor. Este aire permite también eliminar el exceso de
oxigeno producido durante la fotosintesis y la tasa de aireacion es conti-
nuamente medida y controlada mediante controladores de flujo. Dioxido
de carbono es anadido separadamente mediante un micro-difusor en for-
ma de pequefas burbujas para facilitar la transferencia gaseosa. La canti-
dad de CO, suministrada es también controlada mediante un controlador
de flujo, y dependiendo de las necesidades de cada experimento puede
utilizarse como medio para controlar el pH o simplemente se mantiene

una concentracion constante en el cultivo.
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La concentracion de oxigeno disuelto en el cultivo es ademas monitoriza-
da, pero no controlada, como indicador de la evolucion del proceso de

cultivo.

El fotobiorreactor esta ademas equipado con un sensor de espuma co-
nectado a un circuito de adicion de antiespumante que responde a un in-

cremento en la conductividad.

La temperatura es medida directamente dentro de la camara de cultivo y
es controlada mediante la regulacién de la temperatura en una camara de
agua contigua a la camara de cultivo. Dicha camara esta conectada a un
termostato que responde al valor de temperatura dentro del cultivo. Ade-
mas, el fotobiorreactor esta instalado en una camara termostatizada don-
de la temperatura ambiente es mantenida siempre en 20 °C para facilitar

el funcionamiento de los diferentes aparatos.

Como se ha comentado anteriormente, la intensidad luminica del panel de
LEDs puede ser continuamente adaptada al perfil de irradiancia deseado.
Dicha irradiancia sera ademas verificada en la superficie del fotobiorreac-

tor con un sensor Li-cor que mide la intensidad luminica en el rango PAR.

El fotobiorreactor esta ademas equipado con un condensador para evitar
pérdidas de agua del cultivo mediante evaporacion. La adicion de aire pre
-humidificado también contribuye a minimizar dicha pérdida y previene la
aparicion de depositos de sales en los orificios del distribuidor de aire. El
condensador esta conectado a un segundo termostato en el cual la tem-

peratura es fijada en 4 °C.

Finalmente, el reactor esta equipado con diferentes puertos para la adi-
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cion de medio de cultivo, de inéculo o de antiespumante. Ademas, pre-
senta otros puertos para extraer el exceso de cultivo cuando se opera en
continuo, asi como para la toma de muestra. El tubo empleado para ex-
traer el exceso de cultivo determina el nivel de liquido dentro de la camara
de cultivo. Un ultimo puerto es ademas necesario en la parte inferior del

reactor para facilitar su completo vaciado.

4. Principales resultados de la Tesis Doctoral

Elevadas productividades anuales de biomasa de microalga sélo pueden
obtenerse cuando la luz solar se utiliza eficientemente a lo largo de las
diferentes estaciones. Durante el invierno, la productividad es baja debido
a las condiciones de luz y temperatura asociadas a esta estacién. Por
ello, la productividad y eficiencia fotosintética de Chlorella sorokiniana son
evaluadas en el Capitulo 2 bajo condiciones extremas propias del invierno
en la zona de estudio, Huelva, Espafa. La maxima intensidad experimen-
tada sobre un fotobiorreactor horizontal (800 pmol fotones m? s™) asi co-
mo la maxima temperatura alcanzada durante el mediodia (20 °C) en el
invierno se simularon en un fotobiorreactor panelar con un estrecho paso
Optico y a escala de laboratorio. El fotobiorreactor se operdé en modo qui-
miostato y los resultados obtenidos bajo las condiciones ensayadas se
compararon con una situacion menos extrema, en la que la temperatura
de cultivo se mantuvo en el éptimo para el crecimiento de C. sorokiniana
(38 °C).
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Como puede verse en la Figura 4, cuando la temperatura se mantuvo en
su optimo, la maxima productividad se alcanzé a una tasa de dilucién
igual @ 0.18 h (P, = 0.28 g Kg™' h™), asi como la maxima eficiencia foto-
sintética, medida por el rendimiento de la biomasa en términos de la luz
suministrada (Y = 1.36 g mol fotones suministrados™). Sin embargo,
cuando la temperatura es subdptima la tasa especifica de crecimiento de
C. sorokiniana resultoé sorprendentemente afectada, siendo muy baja y no
soportando operaciéon en continuo a una tasa de dilucion mayor a 0.02 h.
La baja actividad metabdlica a temperaturas subdptimas da lugar a una
reduccion en la necesidad de substrato y, en el caso de las microalgas,
de luz.
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Figura 4: Proauctividad volumétrica (P,, m) y rendimiento de la biomasa en energia luminica (Y., ®) durante el cultivo
como quimiostato a 800 pumoles de fotones m? s y a la temperatura dptima de cultivo de C. sorokiniana (38 °C). Los
simbolos abiertos corresponden a una temperatura de cultivo subdptima (20 °C).

Consecuentemente, la maxima irradiancia tipica de invierno es experi-
mentada por las microalgas como excesiva, lo que resulta en foto-
saturacion y deriva en una baja eficiencia fotosintética y productividad

(Yye = 0.6 g mol fotones suministrados™ P, = 0.1 g Kg" h™).
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Ademas, cuando la temperatura es subdptima la abundancia relativa de
los carotenoides respecto a la clorofila es mayor, indicando posiblemente

la activacion de procesos de disipacion del exceso de energia absorbida.

El control de temperatura, asi como la dilucién de la irradiancia recibida
en los fotobiorreactores durante el invierno podrian mejorar notablemente
la productividad. Sin embargo, la menor disponibilidad de luz durante esta
época aun deriva en una menor productividad volumétrica cuando se
compara con condiciones de irradiancia estivales, lo que sugiere que el
fotobiorreactor estaria operando en condiciones de foto-limitacion durante

el invierno.

Durante el verano es esperable una mayor productividad debido a la dis-
ponibilidad de una mayor irradiancia. No obstante, durante este periodo la
luz también puede derivar en foto-saturacion, limitando con ello la eficien-
cia fotosintética. Para intentar demostrarlo, en el Capitulo 3 se evalua la
productividad y eficiencia fotosintética de Chlorella sorokiniana bajo condi-
ciones de irradiancia extremas propias de la zona de estudio, Huelva, Es-
pafa. Con tal objetivo, se simuld en un fotobiorreactor horizontal la maxi-
ma intensidad experimentada en la zona durante el verano (2100 pymol
fotones m? s™). Dicha intensidad es similar a la maxima irradiancia locali-
zada en superficies horizontales a latitudes inferiores a 37°. En este caso
la temperatura de cultivo se mantuvo en el éptimo para el crecimiento de
C. sorokiniana (38 °C). La operacion del fotobiorreactor se realizé en mo-
do quimiostato y se estudié el efecto de la tasa de dilucién, comprendien-

do el rango de dilucién empleado desde 0.06 h™ hasta 0.26 h™.
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La productividad maxima se obtuvo a una tasa de dilucion igual a 0.24
h™', con un valor de 7.7 g of biomasa seca m? h” (por m? de area del foto-
biorreactor iluminada), siendo la productividad volumétrica de 0.5 g de
biomasa seca L™ h”. A esta tasa de dilucién, la concentracién dentro del
reactor es de 2.1 g L™ y la eficiencia fotosintética de 1.0 g de biomasa
producida por mol de fotones. La Figura 5 muestra la productividad volu-

métrica y eficiencia fotosintética obtenidas para cada tasa de dilucién en-
sayada.
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Figura 5: Productividad volumétrica (P, m) y rendimiento de la biomasa en energia luminica (Yyz, ®) durante el culfivo
como quimiostato a 2100 umoles de fotones m? s y a la temperatura dptima de cultivo de C. sorokiniana (38 °C).

La maxima eficiencia fotosintética alcanzada es elevada, aunque inferior
al maximo tedrico para esta microalga (1.8 g biomasa por mol de fotones’
1), lo cual debe estar relacionado con la foto-saturacién experimentada
por el cultivo a este nivel de irradiancia y la consecuente disipacion de
energia luminica absorbida en forma de calor (quenching no fotoquimico).
En este sentido, los resultados muestran que un fotobiorreactor panelar
con un estrecho paso 6ptico y dispuesto en posicidn horizontal podria uti-

lizarse para cultivar C. sorokiniana eficientemente incluso bajo condicio-
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nes de luz sobresaturantes.

A una baja concentracion celular y a una tasa de dilucion proxima a la ma-
xima tasa especifica de crecimiento de esta microalga, se obtienen eleva-
das productividades y eficiencia fotosintética. En base a ello, se concluye
que los efectos de la fotoinhibicion bajo las condiciones operacionales
probadas son minimos. Sin embargo, debe remarcarse que los resultados
estan fundamentados en el disefio del fotobiorreactor en si, asi como en
la microalga utilizada, la cual presenta una tasa especifica de crecimiento
muy elevada. El estrecho paso éptico y la tasa de aireacion/mezclado del
fotobiorreactor hacen que se mejore la distribuciéon de la luz en el interior
del cultivo y permiten a las células moverse desde zonas donde perciben
la luz como saturante hasta zonas donde experimentan una total oscuri-
dad.

Una vez evaluada la eficiencia fotosintética de Chlorella sorokiniana bajo
condiciones de luz sobre-saturantes propias del invierno y del periodo esti-
val en la zona de estudio, el Capitulo 4 evalia una de las técnicas mas
simples propuestas para minimizar la foto-saturacién y/o foto-inhibiciéon de
los cultivos: la dilucion de la intensidad luminosa mediante disposicion ver-
tical del fotobiorreactor. En este sentido, se simularon condiciones de irra-
diancia reales propias de un fotobiorreactor dispuesto en posiciéon horizon-
tal y vertical, con el objetivo de evaluar la productividad y la eficiencia foto-
sintética de C. sorokiniana. El ciclo diario de irradiancia propio del periodo
estival en la region de estudio se simuld y aplicé al fotobiorreactor median-

te el panel de LEDs.
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La maxima irradiancia experimentada en ambas disposiciones difiere no-
tablemente, siendo 400 pmol de fotones m? s™ el maximo recibido en un
fotobiorreactor vertical y 1800 umol de fotones m? s en un fotobiorreac-
tor horizontal. La simple disposicion vertical del fotobiorreactor hace que
la intensidad luminica recibida sea dispersada sobre una mayor superficie
y, con ello, la intensidad promedio recibida es mucho menor. En la Figura

6 se muestran los dos perfiles de irradiancia simulados.
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Figura 6: Perfiles de irradiancia simulados, expresados como densidad de flujo de fotones en el rango PAR (PFD). La

linea continua representa el perfil de irradiancia experimentado en una superficie vertical y la linea discontinua en una
superficie horizontal.

La mayor productividad volumétrica se alcanza cuando el fotobiorreactor
esta colocado en posicion horizontal, siendo igual a 4 g de biomasa pro-
ducidos por kilogramo de cultivo por dia. Sin embargo, la maxima eficien-
cia fotosintética se alcanza cuando el fotobiorreactor es colocado en posi-
cion vertical (1.3 g de biomasa producida por mol de fotones suministra-
dos en el rango PAR). Dicho valor es notablemente superior al obtenido
en el fotobiorreactor horizontal (0.85 g de biomasa por mol de fotones™).

No obstante, la eficiencia obtenida es aun inferior al maximo tedrico para
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Chlorella sorokiniana comentado anteriormente (1.8 g mol™). Bajo el perfil
de irradiancia vertical solo el 30% de la luz recibida por el cultivo es disi-
pada en forma de calor cuando el fotobiorreactor se coloca en posicion
vertical, mientras que en sistemas horizontales la disipacién alcanza el
60%. Ademas, cuando el fotobiorreactor se coloca en posicion horizontal
el proceso fotosintético se satura a media manana, permaneciendo asi
hasta media tarde (Figura 7). Esto hace que la eficiencia fotosintética sea

mayor en los sistemas verticales.
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Figura 7: 7asa de proauccion de oxigeno (OPR) bajo las dos disposiciones ensayadas. La figura de la izquierda muestra
la produccion en el sistema horizontal y la figura de la derecha en el sistema vertical. Los perfiles de irradiancia corres-
pondientes estan también incluidos en las graficas, en linea discontinua.

La eficiencia fotosintética alcanzada en este trabajo es, ademas, muy ele-
vada, considerando que las pérdidas de biomasa durante la noche y los
requerimientos propios del mantenimiento celular se han incluido en los
célculos. A pesar de obtenerse una menor productividad por unidad de
volumen en los fotobiorreactores verticales, la posibilidad de colocar va-
rias unidades en la misma superficie hace que la productividad final por

unidad de area sea mayor.
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En este Capitulo se presenta, ademas, una estimacion aproximada de la
produccion anual de biomasa de C. sorokiniana en el suroeste de Espa-
Aa. Dicha estimacién se ha realizado en base a la irradiancia solar anual
promedio en el sitio geografico de estudio y en la extrapolacion, a todo el
ano, de la eficiencia fotosintética obtenida en el fotobiorreactor vertical.
Sin embargo, en un sistema real de reactores panelares verticales la dis-
posicion de los fotobiorreactores ha de ser optimizada para poder maximi-
zar la captura de la luz y minimizar el efecto de sombreado entre las dife-

rentes unidades.

La operacion de fotobiorreactores en modo luminostato, la cual adapta
continuamente la densidad celular a los valores de irradiancia reales, para
prevenir zonas no iluminadas y maximizar la captura de la luz dentro del
cultivo, se ha propuesto como medio para obtener mayores eficiencias
fotosintéticas. Sin embargo, dicho control de biomasa no ha sido aun pro-
bado bajo ciclos reales de irradiancia. En el Capitulo 5 el fotobiorreactor
es operado como luminostato, aplicando el mismo perfil de irradiancia si-
mulado en el Capitulo 4 para la disposicién del fotobiorreactor vertical.
Para evaluar la productividad y eficiencia fotosintética de Chlorella soroki-
niana se usaron diferentes parametros de transmitancia, comprendiendo
desde 4 a 20 umol de fotones m? s™. La Figura 8 representa un ejemplo
del control de la transmitancia aplicado al sistema, asi como la transmi-

tancia real conseguida bajo el perfil de irradiancia aplicado.
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Figura 8: 7ransmitancia deseada (linea discontinua) y transmitancia real (linea continua) obtenida bajo una de las cond-
ciones ensayadas.

Como puede verse en dicha Figura, la operacion del fotobiorreactor como
luminostato no pudo ser mantenida bajo condiciones de irradiancia varia-
bles (ciclo real dia/noche) debido a la diferencia en la cinética de la irra-
diancia y del metabolismo de las microalgas. Se hace necesaria una futu-
ra modificacion de dicho control, basado en un valor variable del punto de
compensacion de la fotosintesis, para que este pueda ser aplicado efi-

cientemente en condiciones de cultivo en exterior.

La maxima productividad volumétrica (1.22 g Kg™' d') y eficiencia fotosin-
tética (1.27 g de biomasa por mol fotones aplicados™) se obtuvieron cuan-
do la transmitancia se situaba entre 4 y 6 umol de fotones m? s™. La efi-
ciencia fotosintética resultante es comparable a la obtenida bajo la opera-
cion como quimiostato (Capitulo 4).

Las eficiencias fotosintéticas obtenidas durante la operacion como lumi-
nostato y quimiostato fueron similares (Capitulos 4 y 5), sugiriendo proxi-

midad a la maxima eficiencia que podria esperarse en la practica. Apa-
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rentemente, la continua adaptacion de la densidad celular a la irradiancia
no conduce a una mejora significativa de la productividad, como se habia
sugerido. Sin embargo, un control mas avanzado de la densidad celular
basado en un luminostato dinamico (con un punto de compensacion de la
fotosintesis variable a lo largo del dia) podria conducir a una futura mejo-
ra. No obstante, las eficiencias fotosintéticas obtenidas en los Capitulos 4
y 5 deben estar cercanas a la maxima eficiencia esperable cuando se cul-
tiva C. sorokiniana en el exterior bajo condiciones de irradiancia estivales

en un fotobiorreactor vertical.

Como se ha comentado anteriormente, en la produccién de microalgas en
el exterior la conversion eficiente de la luz solar a través de la fotosintesis
esta aun limitada por la foto-saturacién experimentada por las células. La
maximizacion de la eficiencia fotosintética en areas con alta irradiancia,
mediante la minimizacién/ausencia de la foto-saturacién ha de conducir a
mayores productividades. El Capitulo 6 abunda en dicha cuestion me-
diante la discusion de los principales resultados de esta tesis. El analisis
de la composicion de la biomasa producida bajo condiciones de irradian-
cia maxima de invierno y verano permite, ademas, discutir el potencial de

Chlorella sorokiniana como productora de luteina.

La habilidad de Chlorella sorokiniana para soportar condiciones de alta
irradiancia, junto con la configuracion del fotobiorreactor, hace que C. so-
rokiniana sea considerada una candidata ideal para la produccion de bio-

masa en el suroeste de Espafa asi como en localizaciones similares.
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Chlorella sorokiniana es normalmente producida como fuente de protei-
nas y carbohidratos, pero sin embargo también pueden obtenerse de di-
cha microalga algunos acidos grasos y compuestos antioxidantes de va-
lor. Ademas, su potencial como fijadora de didxido de carbono procedente
de efluentes gaseosos ha sido ya ampliamente demostrado, al igual que
su potencial para el tratamiento de aguas residuales y en fitorremedia-
cion. Nuestro estudio, sin embargo, revela que también puede ser consi-
derada como productora de luteina y neoxantina dado su elevado conteni-

do celular.

La luteina es una xantofila -carotenoide que presenta uno o mas atomos
de oxigeno en su estructura- con demostrada influencia en la prevencion
o disminucién de los efectos de ciertas enfermedades degenerativas hu-
manas. Entre ellos, destaca su efecto benéfico en la prevenciéon de la de-
generacion macular. La neoxantina, por otro lado, induce la apoptosis en
células prostaticas cancerosas. La presencia de otros productos con valor
afiadido en las microalgas redunda positivamente en su aplicacion desde

un punto de vista comercial.

Hoy dia la luteina se obtiene de la caléndula, donde el contenido en lutei-
na es solo del 0.03% en peso. En este sentido, la produccién de luteina
requiere un intensivo proceso de labranza asi como grandes extensiones
de terreno agricola. Por otro lado, la sintesis quimica es posible pero aun
muy costosa. Por todo ello, las microalgas son consideradas una fuente
alternativa de luteina dado su elevado contenido celular (de 0.5 a 1.2% en
peso seco), su mayor productividad y por presentar ademas otros compo-

nentes celulares beneficiosos para la salud, como proteinas o lipidos.
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En esta Tesis se han obtenido altas productividades de luteina, similares
0 mayores a las ya publicadas para otros procesos a escala comercial

con otras microalgas.
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Summary

Microalgal biomass production seems to be most attractive in regions with high
irradiance and moderate temperatures along the year because light is usually the
limiting substrate. However, photosynthesis is not a perfect process and the low
photosynthetic efficiency reached in outdoor production systems, especially under
high irradiance, restricts the development of commercially feasible microalgal pro-

duction processes.

More knowledge on the light saturation effect, the main factor limiting microalgae
photosynthetic efficiency outdoors, is needed. In laboratory experiments where
real irradiance conditions can be simulated, while maintaining all other process
conditions at the optimal levels, a better insight in microalgae cultivation can be

obtained.

In this thesis, the simulation of real summer and winter irradiation conditions in
Huelva, southern Spain, is realized in order to assess the potential productivity
and photosynthetic efficiency of Chlorella sorokiniana in that region. Different
strategies to minimize or avoid effects of photosaturation and photoinhibition are
described and the potential production of C. sorokiniana in the study site is pre-

sented.

High annual productivities are limited by the lower microalgae productivity associ-
ated to winter time. The lower irradiance and temperature conditions are mainly
affecting the photosynthetic efficiency of microalgae during that season. While
reported algal productivity data are usually based on spring or summer time, also
insight into microalgae performance under winter conditions is needed to optimize
microalgae production over the whole year. In Chapter 2 the quantitative assess-
ment of productivity and photosynthetic efficiency of Chlorella sorokiniana is de-
scribed under extreme winter conditions at the study site. As it is proven in this
chapter, the combination of maximal winter irradiance in a horizontal photobiore-
actor and suboptimal growth temperature resulted in the microalgae cells experi-
encing over-saturating light conditions. The slow algae metabolism found at

suboptimal growth temperature resulted in a decline in substrate requirements,
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among others the requirement for light. The maximal winter irradiance therefore
was experienced as over-saturating and photodamage occurred. Dissipation of
excessive absorbed light through non-photochemical quenching (NPQ) was need-
ed, resulting in a low photosynthetic efficiency. When temperature was controlled
at its optimal value for growth of C. sorokiniana, a higher photosynthetic efficiency
was found, which resulted in a higher winter productivity. However, the lower light
availability during winter time still leads to a lower volumetric productivity when
compared with summer irradiance, showing that the photobioreactor is operated

in the photolimited regime during that season.

When moving to summer conditions, the high light intensity associated to that
season will directly result in a reduced photosynthetic efficiency because of light
saturation and possibly also because of photoinhibition. Chapter 3 deals with the
effect of light saturation during summer time on photosynthetic efficiency and
productivity of C. sorokiniana. Maximal irradiance over a horizontal photobioreac-
tor was applied while controlling temperature at its optimal value for growth. It is
shown that a short light path panel photobioreactor placed horizontally can be
used to grow C. sorokiniana efficiently even under over-saturating light conditions.
A high productivity and photosynthetic efficiency were found at a low biomass
concentration and a dilution rate close to the maximal specific growth rate. Based
on these findings we concluded that photoinhibition effects were minimal. Howev-
er, it must be addressed that these results are based on the narrow light path and
good mixing rate of the photobioreactor used, which improves light distribution
and allows cells to quickly move from saturating light zones to dark zones. Moreo-
ver, the microalgae used has a high specific growth rate. The experiments de-
scribed in Chapter 2 and 3 were based on continuous illumination, which should
not be considered in a real outdoor production process. The assessment of pho-
tosynthetic efficiency and productivity under daily light cycles is therefore de-

scribed in the following chapters.
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Summary

In Chapter 4 one of the most popular strategies to minimize photosaturation in
outdoors microalgae cultivation is evaluated: light dilution by vertical reactor orien-
tation. The light dilution effect on productivity and photosynthetic efficiency of
Chlorella sorokiniana was quantitatively assessed during simulated summer irra-
diance conditions at the study site. Under the same daily light cycle, only 30% of
the supplied light was dissipated as heat by placing the photobioreactor units ver-
tically, while it accounted for 60% in horizontal systems. Saturation of photosyn-
thesis was already found halfway in the morning for the horizontal system, and it
remained saturated until halfway the afternoon. Photosynthetic efficiency there-
fore was higher in the vertical system, and the value reached in this work was
very high considering that also night biomass loss and maintenance requirements
were included in the calculation. Moreover, productivity per ground area can be
enhanced by placing more vertical photobioreactor-units in the same ground area
despite the lower volumetric productivity obtained in the vertical systems. A rough
estimation of the annual areal productivity in southern Spain is also presented in
this chapter. It is based on the extrapolation to the whole year of the photosyn-
thetic efficiency obtained in the vertical system and the yearly averaged solar irra-
diance at the study site. However, in a real system of vertical panel reactors the
photobioreactor layout needs to be further optimized to maximize sunlight collec-

tion and minimize panel shading.

Luminostat operation, which continuously adapts the corresponding biomass den-
sity to the irradiance, in order to prevent dark zones and maximize light capture,
has been proposed to lead to higher photosynthetic efficiencies. In Chapter 5 the
photobioreactor is operated as a luminostat while simulating a vertical position
during summer time. Productivity and photosynthetic efficiency were evaluated
and compared to traditional chemostat operation (Chapter 4). The photosynthetic
efficiencies found during luminostat and chemostat operation were equal, indicat-
ing that we were already operating very close to the maximal efficiency to be ex-
pected. Apparently, adaptation of the biomass concentration to the irradiance

does not lead to any further improvement in productivity as it is suggested. A
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more advanced biomass control strategy based on a luminostat with a varying set
-point could lead to a further improvement. But the photosynthetic efficiencies
found in Chapters 4 and 5 must be very close to the maximal efficiency when
growing C. sorokiniana outdoors under summer irradiance conditions in a vertical
photobioreactor and it shows what we might maximally expect for large-scale mi-
croalgae production a high irradiance area.

Chapter 6 is a general discussion about the main findings of this thesis. The po-
tential biomass production of Chlorella sorokiniana in a high irradiance area is
presented based on the experimental data obtained. The ability of Chlorella soro-
kiniana to handle high irradiance, together with the photobioreactor configuration,
makes C. sorokiniana an ideal candidate for biomass production in Southern
Spain as well as many other locations. Moreover, it has been shown that C. soro-
kiniana contains high levels of lutein. Similar or higher lutein productivities to
those already reported for commercial scale processes with other microalgae
have been calculated. The potential role of Chlorella sorokiniana as a lutein pro-

ducer is therefore discussed in this chapter.
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Chapter 1

Microalgae
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Figure 1.1: Example of a Chlorophyceae: the

fresh water microalgae Chlorella sorokiniana.
The biodiversity of microalgae is enormous, two

hundred thousand species has been estimated to exist but only about thirty five
thousand species have been described (Norton et al., 1996). They can be found
in different habitats, ranging from fresh to hyper-saline environments. Even acidic

and alkaline environments can be optimal for extremophile microalgae.

Commercial interest in microalgae so far is related to their use as aquaculture
feedstock and their potential as producers of specific compounds which can be
used as nutraceuticals. Value-added molecules can be obtained from these pho-
totrophic microorganisms, such as carotenoids and other vitamins and antioxi-

dants, fatty acids, and specifically poly-unsaturated fatty acids.

However, large scale commercial production processes only date back to the
1950s, when Chlorella and Arthrospira started to be produced as an alternative
nutritious source (Belasco, W., 1997; Grobbelaar, 2010; Schmidt et al., 2010;
Spolaore et al., 2006).

Nowadays, microalgae are also considered a promising source of renewable en-
ergy and suitable for the fixation of carbon dioxide, although the interest in using
microalgae for renewable energy already started in 1970s during the first oil crisis
(Spolaore et al., 2006).
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Several aspects are hindering the industrial exploitation of microalgae. Basically
cost of production is too high. Construction of cultivations systems, gassing and
mixing the microalgae cultures, harvesting the microalgae and supplying nutrients
are still too expensive and require too much energy to make commercial produc-
tion feasible. Despite these limitations, microalgae are considered one of the most
attractive sources of feed, food and next-generation biofuels since they can grow
in seawater, on non-arable land, and they have a higher oil and protein yield and

a higher growth rate in comparison to traditional crops (Tredici, 2010).

Photosynthetic efficiency

Light energy is usually limiting the productivity of microalgae cultivations systems.
For this reason it is important to use the light energy as efficiently as possible.
Photosynthesis is the process by which biomass is produced from carbon dioxide
and this process is driven by sunlight energy. The photosynthetic process is di-
vided into light and dark reactions. In the light reactions, light energy is absorbed
by the photosynthetic machinery, O, is released and chemical energy (NADPH
and ATP) is produced, which is used in the dark reactions to reduce carbon diox-
ide to the level of carbohydrates (sugars). Minimally 8 moles of photons are need-
ed to produce one mole of O, and incorporate one mole of CO; into carbohy-

drates (biomass). New microalgae biomass is built up from these carbohydrates.

In Figure 1.2, a typical photosynthesis-irradiance (PI) curve is shown. This curve
shows the gross specific oxygen production rate (Po2) of microalgae as a function
of light intensity (PAR photon flux density, PFD). In the same curve the quantum
yield of oxygen evolution (QYoy) is shown, which is the amount (mol) of oxygen
which can be produced per amount (mol) of PAR photons absorbed. When the
level of irradiance is low there is photolimitation; the photosynthetic machinery
receives less photons than it can process. At these light intensities the algal

growth is light-limited and the efficiency of photosynthesis is high since the larger
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Figure 1.2: Typical Pl-curve which shows the gross rate of photosynthesis (i.e. oxygen evolution, Poz) as a function of light
Intensity (PFD) [-. Photosynthetic efficiency is represented as the oxygen quantum yield (QYoz) and also plotted versus PFD
[..J. Numbers are based on the photosynthetic capacity of the green microalgae Chlorella sorokiniana.

part of the light energy absorbed by the algae can be allocated to biomass
growth. The rate of photosynthesis (i.e. the oxygen production rate, Poy) increas-
es until the level of irradiance is saturating, where growth becomes limited by the
dark reactions of photosynthesis (Maclntyre et al., 2002). At the same time the
photosynthetic efficiency (i.e. the quantum yield of oxygen evolution, QY ;) de-
creases because the rate of light absorption increases linearly with the light inten-
sity while the rate of photosynthesis saturates. The excess of light energy ab-
sorbed will be dissipated as heat via a number of dedicated processes which are
usually referred to as non-photochemical quenching (NPQ) (Huner et al., 1998;
Maxwell and Jonhnson, 2000). Thanks to these processes microalgae are able to
acclimate to high (sun)light levels preventing photoinhibition. But, consequently,
not all the incoming light is used for growth at high light intensities and part is
‘wasted’ as heat (Huisman et al., 2002). This automatically leads to a drop in pho-

tosynthetic efficiency.

Except for light also temperature affects the photosynthetic activity and the growth
of microalgae (Coles and Jones, 2000). Although the photochemical ‘light’ reac-
tions are highly affected by irradiance and not sensitive to temperature, the bio-

chemical ‘dark’ processes are temperature sensitive. At low temperatures the
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metabolic rate is reduced and consequently less absorbed light energy can be
converted into carbohydrates (Coles and Jones, 2000; Dauta et al., 1990; Huner
et al., 1998). The slow biochemical reactions then can cause accumulation of light
energy and over-excitation of the photosynthetic machinery. In this sense, subop-
timal temperatures lead to an imbalance between the light absorbed through pho-
tochemistry versus the energy utilized through metabolism and algae use the
same defense mechanism to over-excitation of the photosynthetic machinery
(NPQ) at low temperatures as at high irradiances (Huner et al., 1998; Maxwell et
al., 1994).

Outdoor production

Outdoors the algae are continuously exposed to changing irradiation and temper-
ature conditions. In this sense, microalgae are not only exposed to the daily irradi-
ance cycles, but also experience different irradiance levels due to seasonal

changes, which are depending on the location of cultivation.

Next to irradiance, also the outdoor temperature affects productivity, as already
explained. Though in most algae cultivation systems the temperature is remained
at its optimal value for microalgae growth, it is also forming a major burden on
production costs. When cooling in summer or heating in winter can be avoided,

this will be of great benefit for the overall feasibility of the production process.

As explained above, photosynthesis is not a perfect process and the photosyn-
thetic efficiency achieved under sunlight is much lower when compared with the
maximal levels which can be achieved under limiting light levels. Losses due to
reflection on the photobioreactor surface, photorespiration, cellular maintenance,
will further diminish the photosynthetic efficiency. The effect of photosaturation
though is the most dominant process limiting light use efficiently under high light

intensities. Understanding and minimization of photosaturation is the only way to
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achieve an efficient microalgae production.

Geographical areas with high irradiance conditions along the year are considered
optimal for microalgae cultivation. However, evaluation of photosynthetic efficien-
cy under real irradiance conditions is needed in order to develop an optimal pro-
duction process. This thesis presents an overview on productivity and photosyn-
thetic efficiency of Chlorella sorokiniana under simulated irradiance conditions.
Different strategies leading to a higher photosynthetic efficiency by avoiding or
reducing photosaturation were evaluated. Finally a production process for bio-
mass and other added-value molecules with Chlorella sorokiniana is proposed for

Huelva, south Spain, the selected study site.

Chlorella sorokiniana

In this thesis Chlorella sorokiniana was used as a model organism to evaluate the
photobioreactor performance because of its high growth rate, robustness and the
availability of comparable studies which could be used as reference. In this
sense, Chlorella species are the most widely used microalgal strains for biomass
production due to their high growth rate. The great variety of chemical compo-
nents in different Chlorella strains makes them a good source of carbohydrates,
proteins and vitamins (Matsukawa et al., 2000). Also in biofuel production they
may play a role, because of their beneficial cellular composition and high growth
rates (Qiao and Wang, 2009; Wahlen et al., 2011).

Specifically, Chlorella sorokiniana is a freshwater microalga with a high maximal
specific growth rate (Umax = 0.27 h™) and a mesophilic character (Top = 37 °C). In
fact it is the fastest growing eukaryotic microalgae known at the moment. Moreo-
ver, C. sorokiniana is tolerant to high irradiation levels (Matsukawa et al., 2000;
Sorokin, 1959). Altogether this makes C. sorokiniana a suitable strain for cultiva-

tion in a high irradiance area.
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Thesis outline

The potential for algal biomass production in a high irradiance area (Huelva,
southern Spain) is studied in this thesis. The productivity and photosynthetic effi-
ciency of Chlorella sorokiniana were studied under simulated outdoor irradiance

conditions in a lab-scale panel photobioreactor (Figure 1.3).

Figure 1.3: Panelar lab-scale photobioreactor used in the experiments.

The effect of extreme winter conditions is discussed in Chapter 2, where the
strong influence of temperature on algal productivity during winter cultivation was
shown. Due to the actual winter irradiance conditions, temperature control might
be necessary in order to minimize photosaturation and/or photoinhibition. Chapter
3 deals with the influence of extreme summer conditions on productivity and pho-
tosynthetic efficiency. Around noon the cells are exposed to over-saturating irradi-
ance conditions, as high as 2100 umol photons m™? s™. Chlorella sorokiniana, due
to its mesophilic character and resistance to high irradiance, showed a high

growth rate under the conditions assayed. The photosynthetic efficiency and
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productivity, even under continuous illumination, were high considering the over-
saturating irradiance applied. Photoinhibition was not observed, and C. sorokin-
/ana could become a good alternative for biomass production in a high irradiance
area in short light path photobioreactors fully exposed to sunlight (i.e. placed hori-

zontally).

The aim of the work described in Chapter 4 and Chapter 5 was to maximize the
photosynthetic efficiency of C. sorokiniana under summer irradiance conditions. It
was tested whether the photosynthetic efficiency could be increased by minimiz-
ing photosaturation by reducing the incoming light intensity on the surface of pan-
el photobioreactors. This can be achieved by placing the light exposed panel sur-
face of photobioreactors in a vertical orientation, for example a system of panels
as shown in Figure 1.4. It was demonstrated in Chapter 4 that this light dilution
greatly enhances the photosynthetic efficiency and productivity per unit of ground

area.

South V‘)/f'ﬁ\i'f/ North

Figure 1.4: Scheme of the light dilution effect.

Vertical photobioreactors therefore might be considered as optimal production
systems to produce C. sorokiniana in Huelva when maximal areal productivity is

the aim.
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In Chapter 5 the influence of luminostat operation on photosynthetic efficiency is
evaluated. The biomass concentration inside the photobioreactor was continu-
ously adapted to the irradiance conditions in order to maximize light absorption
and prevent dark zones within the algae culture. Despite the initial hypothesis,
luminostat operation did not lead to any improvement in productivity and photo-
synthetic efficiency when compared with a traditional chemostat operation. How-
ever, both operational conditions, chemostat and luminostat operation, avoided
photoinhibition in a vertical photobioreactor, even under saturating irradiance con-
ditions, yielding a high photosynthetic efficiency: 1.2 — 1.3 grams of biomass per

mol of photons supplied.

Chapter 6 is a general discussion about the potential to grow microalgae in a high
irradiance area. The biotechnological potential of Chlorella sorokiniana for com-

mercial production of lutein in Huelva is also discussed.
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Los articulos que forman parte de los apartados “Chapter 1 a Chapter 5”, han sido
retirados de la tesis debido a restricciones relativas a derechos de autor. En sustitucién
de los articulos ofrecemos la siguiente informacion: referencia bibliografica, enlace al
articulo, y resumen.

- Cuaresma Franco, M., Buffing, M.F., Janssen, M., Vilchez Lobato, C., Wijffels, R.H.
(2012). Performance of Chlorella sorokiniana under simulated extreme winter
conditions. Journal of Applied Phycology. Vol. 24, n. 4, pags.. 693-699. DOI:
10.1007/s10811-011-9687-y

Enlace al texto completo del articulo: https://doi.org/10.1007/s10811-011-9687-y

RESUMEN:

High annual microalgae productivities can only be achieved if solar light is efficiently
used through the different seasons. During winter the productivity is low because of the
light and temperature conditions. The productivity and photosynthetic efficiency of
Chlorella sorokiniana were assessed under the worst-case scenario found during winter
time in Huelva, south of Spain. The maximum light intensity (800 pmol photons m-2 s-
1) and temperature (20°C) during winter were simulated in a lab-scale photobioreactor
with a short light-path of 14 mm. Chemostat conditions were applied and the results
were compared with a temperature-controlled situation at 38°C (optimal growth
temperature for C. sorokiniana). When temperature was optimal the highest
productivity was found at a dilution rate of 0.18 h-1 (P v=0.28 g Kg-1 h-1), and the
biomass yield on light energy was high (Y x,E = 1.2 g mol-1 photons supplied). However,
at suboptimal temperature, the specific growth rate of C. sorokiniana was surprisingly
low, not being able to support continuous operation at a dilution rate higher than 0.02
h-1. The slow metabolism under suboptimal temperature resulted in a decline of the
light energy requirements of the cells. Consequently, the maximum winter irradiance
was experienced as excessive, leading to a low photosynthetic efficiency and
productivity (Y x,E = 0.5 g mol-1 photons supplied, P v=0.1 g Kg-1 h-1). At suboptimal
temperature a higher carotenoid-to-chlorophyll ratio was observed indicating the
activation of light-dissipating processes. We conclude that temperature control and/or
light dilution during winter time will enhance the productivity.


https://doi.org/10.1002/ep.12099

- Cuaresma Franco, M., Janssen, M., Vilchez Lobato, C., Wijffels, R.H. (2009). Productivity
of Chlorella sorokiniana in a short light-path (SLP) photobioreactor under high
irradiance. Biotechnology and Bioengineering. Vol. 104, n. 2, pdags. 352-359. DOI:
10.1002/bit.22394

Enlace al texto completo del articulo: https://doi.org/10.1002/bit.22394

RESUMEN:

Maximal productivity of a 14 mm light-path panel photobioreactor under high irradiance
was determined. Under continuous illumination of 2,100 pmol photons m=2 s~ with red
light emitting diodes (LEDs) the effect of dilution rate on photobioreactor productivity
was studied. The light intensity used in this work is similar to the maximal irradiance on
a horizontal surface at latitudes lower than 37°. Chlorella sorokiniana, a fast-growing
green microalga, was used as a reference strain in this study. The dilution rate was varied
from 0.06 to 0.26 h™%. The maximal productivity was reached at a dilution rate of
0.24 h7%, with avalue of 7.7 g dw m=2 h™* (m? of illuminated photobioreactor surface) and
a volumetric productivity of 0.5gdwL*h™ At this dilution rate the biomass
concentration inside the reactor was 2.1 gL and the photosynthetic efficiency was
1.0 g dw mol photons. This biomass yield on light energy is high but still lower than the
theoretical maximal vyield of 1.8 gmolphotons™ which must be related to
photosaturation and thermal dissipation of absorbed light energy.

- Cuaresma Franco, M., Janssen, M., Vilchez Lobato, C., Wijffels, R.H. (2011). Horizontal
or Vertical photobioreactors? How to improve microalgae photosynthetic efficiency.
Bioresource Technology. Vol. 102, n. 8, pags. 5129-5137.

DOI: 10.1016/j.biortech.2011.01.078

Enlace al texto completo del articulo: https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.01.078

RESUMEN:

The productivity of a vertical outdoor photobioreactor was quantitatively assessed and
compared to a horizontal reactor. Daily light cycles in southern Spain were simulated
and applied to grow the microalgae Chlorella sorokiniana in a flat panel photobioreactor.

The maximal irradiance around noon differs from 400 umol photons m-2 s-1 in the
vertical position to 1800 pumol photons m-2 s-1 in the horizontal position. The highest
volumetric productivity was achieved in the simulated horizontal position, 4 g kg
culture-1d-1. The highest photosynthetic efficiency was found for the vertical


https://doi.org/10.1002/bit.22394
https://doi.org/10.1002/bit.22394
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.01.078
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.01.078

simulation, 1.3 g of biomass produced per mol of PAR photons supplied, which
compares favorably to the horizontal position (0.85 g mol-1) and to the theoretical
maximal yield (1.8 g mol-1). These results prove that productivity per unit of ground
area could be greatly enhanced by placing the photobioreactors vertically.

- Cuaresma, M., Janssen, M., van den End, E.J., Vilchez Lobato, C., Wijffels, R.H. (2011).

Luminostat operation: a tool to maximize microalgae photosynthetic efficiency in
photobioreactors during the daily light cycle?. Bioresource Technology. Vol. 102, n. 17,

pags. 7871-7878. DOI: 10.1016/j.biortech.2011.05.076

Enlace al texto completo del articulo: https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.05.076

RESUMEN:

The luminostat regime has been proposed as a way to maximize light absorption and
thus to increase the microalgae photosynthetic efficiency within photobioreactors. In
this study, simulated outdoor light conditions were applied to a lab-scale
photobioreactor in order to evaluate the luminostat control under varying light
conditions. The photon flux density leaving the reactor (PFDout) was varied from 4 to
20 umol photons m-2 s-1and the productivity and photosynthetic efficiency of Chlorella
sorokiniana were assessed.

Maximal volumetric productivity (1.22 g kg-1 d-1) and biomass yield on PAR photons
(400-700 nm) absorbed (1.27 g mol-1) were found when PFDout was maintained
between 4 and 6 pumol photons m-2 s-1. The resultant photosynthetic efficiency was
comparable to that already reported in a chemostat-controlled reactor. A strict
luminostat regime could not be maintained under varying light conditions. Further
modifications to the luminostat control are required before application under outdoor
conditions.
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Abstract

Microalgae are considered nowadays a promising source of high-value products
as well as a source of feedstock for biofuels. Microalgae are photosynthetic or-
ganisms, the efficient use of light is one of the main prerequisites for successful

industrial production processes.

During outdoor microalgae production the major factor limiting solar conversion
efficiency in photosynthesis is the so-called light saturation effect. Maximization of
photosynthetic efficiency in high irradiance areas, by avoiding or minimizing the

photosaturation effect, will lead to higher productivities.

The potential biomass production of Chlorella sorokiniana in Huelva, southern
Spain, is discussed based on experimental data. Summer irradiance conditions,
as well as extreme winter conditions, were simulated in a lab scale photobioreac-
tor to assess the effect on photosynthetic efficiency and productivity. The analysis
of biomass composition under the different conditions applied revealed the poten-

tial of Chlorella sorokiniana as lutein producer.
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Introduction

Added value molecules such as carotenoids, fatty acids, polysaccharides, vita-
mins and proteins can be obtained from microalgae. Algae are capable of accu-
mulating heavy metals, fixing carbon dioxide, and are also considered a promising
source of renewable energy. Algae-derived hydrogen, methane, triacylglycerols,
and ethanol are potential materials for biofuels (Chisti, 2007; Hu et al., 2008; Rup-
precht, 2009; Schenk et al., 2008; Wijffels et al., 2010). So far commercial produc-
tion has only been developed in niche markets for high-value products. The world
microalgal production is about 10 million kg of dry biomass per year and the bio-
mass is mainly produced in China, Japan, Taiwan, USA, Australia and India
(Benneman, 2008).

Potentially the productivity of culturing photoautotrophic microorganisms in high
irradiance areas is higher because the availability of light. However, the efficiency
of photosynthesis can be low due to the exposure to saturating or over-saturating
light intensities. For most algal groups the saturation light intensity of photosynthe-
sis (Is) varies between 50 and 200 umol photons m? s™ (Goldman, 1979). Since
during the central daylight hours the solar irradiance can exceed 2000 umol pho-
tons m? s™ the light saturation effect imposes a serious limitation on the efficiency
with which solar energy can be utilized in outdoor algal cultures. In addition to
that, it is difficult to control temperatures inside photobioreactors. In this sense,
thermal-tolerant species with a higher optimal growth temperature should be con-
sidered a good alternative for outdoor production (Ono and Cuello, 2007; Sorokin
and Myers, 1953).

Chlorella sorokiniana has potential as biomass producer in a high irradiance area
as Huelva, southern Spain, because of its high growth rate, 0.27 h™" and its toler-
ance to high irradiance, high temperature and high CO, concentrations
(Matsukawa et al., 2000; Sorokin, 1959). Real outdoor irradiance conditions were

simulated in a lab-scale panelar photobioreactor in order to assess the productivi-
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ty and photosynthetic efficiency while controlling the rest of the operational pa-
rameters. Mainly over-saturating irradiance conditions were applied in order to
find out the best strategy to minimize or avoid effects of photosaturation and pho-
toinhibition. But according to the mesophilic character of C. sorokiniana, the influ-
ence of winter irradiance and temperature was also evaluated. The potential pro-

duction of C. sorokinianain Huelva, the study site, is discussed.

In parallel, the biomass composition under the different conditions applied was
analyzed, which revealed the potential of Chlorella sorokiniana as lutein produc-
er. The potential of commercial production of lutein with C. sorokiniana in Andalu-

cia, southern Spain, will be discussed.

Photobioreactor design and microalgae strain

Laboratory experiments where all cultivation parameters can be defined and con-
trolled have been used to study the main factor limiting the photosynthetic effi-
ciency and productivity of microalgae; i.e. the varying light conditions over the day
and over the year. In our studies a lab-scale panel photobioreactor (1.7 L of work-
ing volume) with a light path of only 14 mm was used. It allowed us to directly
correlate the effect of the irradiance conditions on the photosynthetic efficiency
and productivity of Chlorella sorokiniana, while keeping the rest of the operational
parameters controlled (see Cuaresma et al., 2009, 2011b, Chapter 1 and Chapter
5 for more details). Red light emitting diodes (LEDs) were used to simulate the
different irradiance conditions. Although LEDs could not be considered repre-
sentative of the solar spectrum, none of the commercial lamps used to grow mi-
croalgae nowadays are. Moreover, according to the action spectra of photosyn-
thesis any photon within the PAR range will be used in photosynthesis at roughly
the same efficiency (Emerson and Lewis, 1943). This fact, in combination with the

technical advantages of using LEDs (long lifetime, low power consumption, high
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and homogeneous PFD, no heat radiation and ability to quickly modify the PFD),

make LEDs a versatile and reliable light source.

Chlorella sorokiniana plays a role in a wide range of biotechnological applications.
It is known as an interesting source for proteins (Gonzalez et al., 2010) and carbo-
hydrates (Watanabe et al., 2008), and more recently it has been used in
wastewater treatment (Godos et al., 2009, 2010; Gonzalez et al., 2008; de-
Bashan et al., 2008), CO, mitigation (Morita et al., 2000; Ho et al., 2010), metal
removal (Akhtar, et al., 2003, 2004; Chong, et al., 2000; Yoshida et al., 2006) and
biofuel production (Amaro et al., 2010; Chen et al., 2011; Wahlen et al., 2011). We
selected Chlorella sorokiniana as model microorganism because it allows us to
perform experiments in a short time. Moreover, because of its tolerance to high
irradiance and temperature conditions C. sorokiniana is a promising organism for

commercial biomass production in the south of Spain.

Algal biomass production in a high irradiance area

Geographical areas with high irradiances along the year and moderate tempera-
tures are optimal for microalgae cultivation. Because of the amount of sunlight
hours per day, and the mean solar irradiance, Southern Spain is considered one
of the best location for outdoor cultivation of microalgae in Europe (Garcia-
Gonzalez et al., 2003).

Photosynthesis, the process where sunlight energy drives the fixation of inorganic
carbon dioxide and its conversion into sugars and biomass unfortunately is not a
perfect process. The photosynthetic efficiency (PE) achieved under sunlight is
much lower when compared with the theoretical maximum due to losses related to

photosaturation, photorespiration, respiration and photoinhibition.

The light saturation effect is considered the main factor limiting photosynthetic

efficiency when growing microalgae outdoors. High annual microalgae productivi-
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ties can only be achieved if solar light is efficiently used through the different sea-

sons.

During winter time, microalgae productivity can be low due to the irradiance con-
ditions. But also temperature has a strong effect on photosynthetic efficiency, and
therefore on productivity. The maximal irradiance during winter time, combined
with maximal winter temperature clearly lead to photoinhibition when producing
microalgae in a high irradiance area (Chapter 2). Temperature mainly affects the
algae metabolism, resulting in a decline in substrate requirements. In this sense,
the winter irradiance is already experienced as over-saturating. However, when
temperature is controlled at its optimal value for algae growth, a higher photosyn-
thetic efficiency is found. At optimal temperature 1.2 g of biomass are produced
per mol of photons supplied, while only 0.5 g of biomass mol photons™ are pro-
duced when temperature is suboptimal. Therefore, when producing microalgae
in a high irradiance area, temperature control has to be considered in the photobi-

oreactor design in order to maximize photosynthetic efficiency.

During summer time, the effect of light saturation is more pronounced; cells can
be exposed to irradiances as high as 2100 ymol photons m?s'. Nevertheless,
Chlorella sorokiniana is able to grow under such irradiance conditions, and it
shows a high photosynthetic efficiency (1.02 g of biomass produced per mol of
photons supplied) (Cuaresma et al., 2009). Surprisingly also under these condi-
tions we found a high volumetric productivity, which suggests that photoinhibition
effects were minimal. Apparently the combination of the photobioreactor configu-
ration and the microalgae used allowed a high productivity (P, = 0.5 g kg'1 h'1)
under summer conditions. A narrow light path and a good mixing rate improves
light distribution and allows cells to move from saturating light zones to dark
zones. The robustness of C. sorokiniana, which tolerates high irradiance and has

a high specific growth rate, also contributes to the high productivity.

Once the production of Chlorella sorokiniana in a panelar photobioreactor is

demonstrated to be feasible in a high irradiance area, we looked at strategies to
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maximize PE. Optimizing photobioreactor orientation to avoid or reduce photosat-
uration has been proposed (Qiang et al., 1998a). By placing the photobioreactors
vertically, 30% of the daily supplied light is dissipated as heat, while heat dissipa-
tion accounts for 60% in horizontal systems (Cuaresma et al., 2011b). As a result
the photosynthetic efficiency of C. sorokinianain a vertical photobioreactor is very
high, 1.3 g mol™ versus the maximal 1.8 g mol™. This value includes night bio-
mass loss and maintenance requirements. Despite the lower volumetric produc-
tivity associated, the productivity per ground area can be enhanced by placing
more vertical photobioreactor-units in the same ground area (Figure 6.1). In this
sense, only the photobioreactor layout should be improved in terms of shading
and sunlight collection (Slegers et al., 2011). A rough estimation based on the PE
obtained in the vertical photobioreactor, and the yearly averaged solar irradiance
at the study site, proposes that 160 tons of dry matter could be produced per ha

per year in southern-Spain (see Cuaresma et al., 2011b for more details).

Figure 6.1: /mproving microalgae areal productivity: the light dilution effect.

Luminostat operation, which continuously controls the light transmission in order
to prevent the development of a dark zone and, at the same time, maximizing
light capture, has been proposed to improve photosynthetic efficiency (Pruvost et
al., 2011; Takache et al., 2010). However, the biomass yield obtained is compara-

ble, but not higher, with the yield obtained under traditional chemostat operation
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(Cuaresma et al., 2011b; Chapter 5).

According to the main findings discussed above, a biomass production process
based on vertical panelar photobioreactors with a narrow light path, a good mix-
ing rate, temperature control, chemostat operation and Chlorella sorokiniana as

microalgae strain could be efficiently used in south Spain.

Cost estimation for a flat panel photobioreactor production plant can be found in
Norsker et al. (2011). In this work, the flat panel photobioreactors are considered
the best option to produce microalgae in a 100 ha plant. Considering a 5% of
photosynthetic efficiency, and a productivity of 64 tons of dry matter per ha per
year (according to the irradiance conditions in the Netherlands), a biomass pro-
duction cost of 5.96 € per kilogram is expected. However, a sensitivity analysis on
the final cost is also presented in the paper of Norsker and coworkers. A final
price of 0.68 € kg™ could be achieved optimizing the biomass production in terms
of irradiation, mixing, photosynthetic efficiency, and medium and carbon dioxide
supply. Considering the irradiance conditions of Huelva, the study site, a maximal
productivity of 160 tons per ha per year could be expected, considering an aver-
age photosynthetic efficiency of 6% (Cuaresma et al., 2011b). The higher produc-
tivity and PE expected in that area will have a positive influence on the biomass

production costs, which should be lower than the reported 5.96 € kg™

The costs allowed for biomass production depends on the value of the final prod-
uct produced. For biofuel production the product value is low and so production
costs should be really low as well (< 0.50 €/kg). For the production of valuable

products the biomass production costs can be higher.
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Biotechnological potential of Chlorella sorokiniana

Chlorella sorokiniana is normally produced for proteins and carbohydrates, but
also fatty acids and antioxidants can be produced with this strain. Its ability to fix
carbon dioxide from flue gas has been proved (Miller et al., 1971; Matsukawa et
al., 2000) and more recently C. sorokiniana has been considered for biofuel pro-
duction because of its lipid content (around 20%) and high growth rate (Qiao and
Wang, 2009; Wahlen et al., 2011). Also its potential for waste water treatment
and phytoremediation has been demonstrated (Akhtar, et al., 2003, 2004; Godos
et al., 2009, 2010; Yoshida et al., 2006). Apart from the environmental benefit of
heavy metal removal, C. sorokiniana is able to incorporate metals as Selenium,
which has antioxidant properties. Selenium plays an important role in prevention
of a number of degenerative pathologies including cancer and inflammatory, car-
diovascular and neurological diseases (Brown and Arthur, 2001; Patrick, 2004;
Thomson, 2004; Rayman, 2005). C. sorokiniana incorporates inorganic selenite
into intracellular macromolecules, including carbohydrates, proteins, lipids and
selenoaminoacids. Organic forms of selenium are much more bioavailable than
inorganic forms, which reveals the high potential of C. sorokiniana as nutraceuti-

cal.

Our studies (Cuaresma et al., 2009, 2011b, Chapter 1, Chapter 5) revealed the
great potential of C. sorokiniana as lutein producer. C. sorokiniana has a high
content of carotenoids, with lutein, neoxanthin and B-carotene as the most abun-
dant ones. The potential of lutein production for the Huelva region will be present-
ed.
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Lutein production

Lutein ((3R,3'R,6'R)-B,e-carotene-3,3-diol) (Figure 6.2) is a xanthophyll
(carotenoids which contain hydroxyl or carbonyl groups) that helps to prevent or
diminish the effects of degenerative human diseases, such as age-related macu-
lar degeneration (AMD) (Carpentier et al., 2009; Chiu and Taylor, 2007; Granado
et al., 2003) or cataracts (Arnal et al., 2009). It is largely consumed as food color-
ant in the United States and as feed additive in Europe and the market volume in
2010 accounted for about 190 million dollars (Vilchez et al., 2011).
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Figure 6.2: Lutein structure.

Currently lutein is obtained from marigold, where the lutein content is as low as
0.03% w/w (Piccaglia et al., 1998). The production is therefore a labor-intensive
land-demanding process. Although it has also been produced synthetically, the
prices of chemical synthesis (10,000 $ kg™') are not competitive in comparison to

production in marigold nowadays.

Microalgae are considered an alternative source of lutein because of their high
cellular content (0.5 — 1.2% dry weight), the higher biomass productivity, the po-
tential to process the whole biomass, the ease to develop a continuous process,
and the presence of valuable by-products (as proteins, other pigments and lipids)
(Fernandez-Seuvilla, et al., 2010). Muriellopsis and Scenedesmus are among sev-
eral microalgae with a reported large scale production system outdoors and their
lutein content ranges from 4 to 6 mg g™ (0.4 - 0.6% w/w). (Fernandez-Sevilla, et
al., 2010). Other algae as Chlorococcum citriforme, Neospongiococcus gelatino-

sum or Chlamydomonas acidophila have also been proposed as lutein producers
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with a cellular content ranging from 4.6 to 10 mg g™ (0.46 - 1.0 % w/w) (Cuaresma
et al., 2011a; Del Campo et al., 2000). However, only batch experiments under
continuous illumination have been carried out with that strains making it difficult to

extrapolate their potential under real outdoor cultivation conditions.

Based on the biomass analysis realized during our studies (Cuaresma et al.,
2009, 2011b, Chapter 1, Chapter 5), the lutein content of C. sorokiniana ranges
from 2.4 t0 6.0 mg g'1 (0. 24 — 0.6% w/w) (Table 6.1). That concentration is similar
to the cellular content of Muriellopsis and Scenedesmus. However, the higher bio-
mass productivities yielded by C. sorokiniana under simulated summer conditions
might lead to a more profitable production system, with daily productivities ranging
from 4 to 10 mg L™ d” (Table 6.1). According to Fernandez-Sevilla et al. (2010), a
maximal productivity of 7.2 mg L™ d” has been found when growing Muriellopsis
outdoors in a horizontal tubular system (2.4 cm inner diameter). The production

process of Muriellopsis is considered as a profitable process.

C. sorokiniana also showed a high neoxanthin content, ranging from 0.6 to 2.0 mg
g’ (Table 6.1). Neoxanthin (Figure 6.3) has been shown to induce apoptosis in
prostate cancer cells (Kotake-Nara et al., 2005). As commented before, the pres-

ence of valuable by-products rebounds positively from a commercial point of view.

OH
HO

Figure 6.3: Neoxanthin structure.
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Culture conditions

Lutein

mg g-!
dw

mg L' d

Neoxanthin

mg g-!

aw M9 L'd

p-carotene

mg g-!

aw ™9 L' d

References

Batch cultivation,

Roux flasks 0.8 L,

25 °C,

continuous illumination:
165 pmol photons m2 s-1

5.1

This chapter

Chemostat operation,
SLP photobioreactor,
1.81L, 38 °C,

continuous illumination:
800 pmol photons m2 s

2.4-5.1

0.6-1.2*

06-1.8 0.1-04*

0.5-15 0.1-0.4

Chapter 2

Chemostat operation,
SLP photobioreactor,

1.8 L,20 °C,

continuous illumination:
800 pmol photons m2 s

5.0

0.6

1.1 0.1*

0.85 0.1

Chapter 2

Chemostat operation,
SLP photobioreactor,
1.8L,38 °C,

Simulated summer irradi-
ance in a horizontal pho-
tobioreactor in Huelva

6.0

10.1-13.1

1.7 4.0-4.5

16 3540

Cuaresma
etal. 2011b

Chemostat operation,
SLP photobioreactor,
1.8L,38 °C,

Simulated summer irradi-
ance in a vertical photo-
bioreactor in Huelva

4.8

3.7-5.8

1.9 1.7-2.5

1.7 1.5-2.2

Cuaresma
etal. 2011b

Luminostat operation,
SLP photobioreactor,
1.81L,38 °C,

Simulated summer irradi-
ance in a vertical photo-
bioreactor in Huelva

6.0

42-73

1.9 1.7-24

1.7 1.3-2.1

Chapter 5

Table 6.1: Resume of the main carotenoids content of C. sorokiniana, per gram of dry matter, under different conditions.
Productivity is expressed per liter of culture broth per day. When continuous ilumination was applied the productivity is
expressed per liter of culture broth per hour (data marked with *).
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Potential production of lutein in Huelva, Spain

In Cuaresma et al. (2011b) a rough estimation of maximal productivity in Huelva,
south Spain, can be found. According to it, 160 tons of biomass per ha per year
could be reached in vertical photobioreactors considering the yearly average irra-
diance conditions of the study site. Assuming an average cellular lutein content in
C. sorokinianaof 5mg g, a productivity of 219 mg of lutein per square meter per
day could be reached. It will lead to a maximal yearly productivity of 800 kg ha™
year'. Considering an average cellular content of neoxanthin of 2 mg g™, the
maximal productivity reached could be 88 mg m?d™ (320 kg ha™ year™). Compar-
ing the data estimated in this paper with the productivities reported in Fernandez-
Sevilla et al., (2010), ranging from 100 to 290 mg m2d™, also a profitable produc-

tion process might be expected in Huelva.
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Conclusiones

1. Existe una gran dependencia entre la productividad en el cultivo de microalgas
y la temperatura durante el invierno. Temperaturas suboptimas para el creci-
miento conducen a una tasa especifica de crecimiento menor y a un rendi-
miento de la biomasa en energia luminica bajo. Un ralentizado metabolismo y
una mayor necesidad de activacion de mecanismos disipadores del exceso de
luz absorbido (quenching no fotoquimico, NPQ) resultaron en una menor efi-

ciencia fotosintética en C. sorokiniana a temperaturas suboéptimas.

2. La carotenogénesis resulta estimulada a temperaturas subdptimas, situacion
en que las células experimentan las condiciones de irradiancia como sobresa-
turantes. Esto podria estar relacionado con una mayor activacion de los meca-

nismos disipadores de energia en forma de calor (NPQ).

3. El control de la temperatura durante el invierno podria, claramente, mejorar la
productividad y eficiencia fotosintética de Chlorella sorokiniana. La menor irra-
diancia experimentada durante la simulacion de la irradiancia maxima invernal
resultdé en una conversién mas eficiente de la luz cuando la temperatura se
controlé en su valor 6ptimo para el cultivo. Sin embargo, la disponibilidad de
un menor numero de fotones luminicos durante el invierno condujo a una me-
nor productividad volumétrica cuando se compara con las condiciones de irra-
diancia estivales, sugiriendo que el fotobiorreactor operd en condiciones de

fotolimitacion.

4. Durante el invierno, el cultivo de Chlorella sorokiniana a temperaturas subopti-
mas para el crecimiento, y bajo condiciones de irradiancia relativamente altas
(irradiancia tipica del mediodia), deriva en una drastica reduccion de la tasa
metabdlica de las células y, consecuentemente, de su eficiencia fotosintética.
Temperaturas superiores a 20 °C conducirian a una mayor productividad,
siendo por lo tanto el control de la temperatura un factor a tener en cuenta
durante el cultivo de microalgas en el invierno. Por otro lado, la reduccion de la
irradiancia recibida en la superficie del fotobiorreactor podria ser una atractiva

alternativa durante el cultivo en el exterior.
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5. La alta productividad (7.7 g de biomasa seca m? h™) alcanzada por C. soroki-
niana en un fotobiorreactor panelar bajo condiciones de alta irradiancia pro-
pias del periodo estival (2100 umol fotones m™ s™") puede ser explicada segun
la propia configuracién del fotobiorreactor (estrecho paso 6ptico y buena tasa
de aireacién/mezclado), la cual mejora la distribucion de la luz dentro del culti-
vo y permite el movimiento de las células entre zonas donde la luz se experi-
menta como saturante y la obscuridad. Un segundo factor determinante de la
elevada productividad es la microalga utilizada (C. sorokiniana), la cual tiene
una elevada tasa especifica de crecimiento y ademas tolera condiciones de

alta irradiancia y temperatura.

6. El elevado rendimiento de la biomasa en energia luminica (1.0 g de biomasa
por mol de fotones) observado bajo condiciones de luz sobresaturantes (2100
umol fotones m? s™), y a una tasa de dilucién cercana a la maxima tasa espe-
cifica de crecimiento, sugiere que la fotoinhibicién no fue un proceso dominan-
te durante el estudio. La diferencia entre el rendimiento observado y el méxi-
mo tedrico para (1.8 g mol fotones™) podria deberse a la activacion de meca-

nismos disipadores del exceso de energia luminica absorbida.

7. Se ha demostrado que la eficiencia fotosintética de las microalgas puede ser
claramente mejorada mediante la colocacién de los fotobiorreactores en posi-
cion vertical y la optimizacion de la tasa de dilucion. Sin embargo un estudio
en profundidad sobre la disposicidon 6ptima de los fotobiorreactores verticales

es necesario con objeto de maximizar la productividad por area.

8. La operacion del fotobiorreactor en régimen de luminostato bajo condiciones
de irradiancia estivales (simulacién del ciclo de luz dia/noche) permite evitar la
fotoinhibiciéon y la excesiva fotosaturacion. Sin embargo, el rendimiento de la
biomasa en energia luminica resultante fue similar, pero no mayor, al rendi-
miento obtenido durante la operacion del fotobiorreactor como quimiostato
(Capitulo 4).
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9. El régimen de luminostato no pudo ser estrictamente mantenido bajo condicio-
nes de luz cambiantes (simulacion del ciclo dia/noche). Por esta razén, no es
posible determinar si dicho régimen conduciria 0 no a una mayor productivi-

dad, siendo necesario modificar la estrategia de control en futuros estudios.

10. Chlorella sorokiniana presenta un contenido celular en luteina entre 2.4 y 6.0
mg g” (0. 24 — 0.6% p/p) (Tabla 6.1). Dicha concentracion es similar al conte-
nido celular de Muriellopsis y Scenedesmus, microalgas productoras de lutei-
na. Sin embargo, la mayor productividad obtenida con C. sorokiniana bajo
condiciones simuladas de verano podria derivar en un proceso de produccion
maés rentable, con productividades diarias alrededor de los 4 - 10 mg L™ d™. C.
sorokiniana presenta, ademas, un contenido en neoxantina relativamente alto,
entre los 0.6 y 2.0 mg g'. La presencia de productos secundarios de alto valor
afiadido repercute positivamente en el proceso desde un punto de vista co-

mercial.

11. Asumiendo un contenido celular de luteina en C. sorokiniana de 5 mg g'1, y
teniendo en cuenta la productividad anual calculada en el Capitulo 4, una pro-
ductividad de 219 mg de luteina por metro cuadrado por dia podria ser alcan-
zada en la region de estudio. Esto conduciria a una productividad maxima
anual de 800 kg ha™' year”. Considerando ademas un contenido celular de
neoxantina de 2 mg g™, la maxima productividad estimada para este antioxi-
dante seria de 88 mg m? d” (320 kg ha™ year™). Basado en estos calculos, un
proceso de produccion de microalgas en Huelva podria ser considerado renta-
ble.
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Nomenclature

Auzo
Ags2

Asss

AMD
ATP
CCAP
Cariot
Chl,
Chly

Chltot

DAQ
DO

dw

Fo

Fg,in

measured absorbance at 470 nm

measured absorbance at 652 nm

measured absorbance at 665 nm

reactor illuminated surface, m?

age-related macular degeneration
adenosine-5’-triphosphate

Culture Collection of Algae and Protozoa, UK
cellular total carotenoids content, mg L™, mg g
cellular chlorophyll a content, mg L™, mg g™
cellular chlorophyll b content, mg L™, mg g™
cellular total chlorophyll content, mg L™, mg g™
biomass concentration, g Kg™'

dilution rate, h™

data acquisition module

dissolved oxygen, %

dry weight, mg g”, g Kg™

flow rate, Kg h™'

zero fluorescence level

gas flow entering the reactor, mmol h™’
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F*g.0ut corrected gas flow leaving the reactor, mmol h™’
Fi maximal fluorescence level

Fu/Fnm maximum PSII quantum yield

GMO genetically modified organism

ls saturation light intensity

(L:D) duration of the light:dark cycle, (h:h)

LED light emitting diodes

Mharvest culture broth harvested daily, Kg

Mreactor culture broth weight inside the photobioreactor, Kg
MFC mass flow controller

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

NPQ non photochemical quenching

ODeso optical density at 680 nm

OD759 optical density at 750 nm

OPR oxygen production rate, mmol h'

Parea areal productivity, g dw m? day”, gdw m? h”

Po2 gross specific oxygen production rate, pmol O, g s™
P, volumetric productivity, g dw Kg™ d”, g dw Kg™' h”'
PAM pulse amplitude modulation
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Nomenclature

PAR photosynthetically active radiation (400 — 700 nm)

PE photosynthetic efficiency, %

PFD photon flux density, umol m? s™

PFDapbs light absorbed by the culture broth, pmol m?s™

PFDq daily light input, mol m2 d”

PFD, light input on reactor surface, pmol m?s™

PFDout light output leaving the photobioreactor (not absorbed), pmol m? s™

PFDout setpoint desired light output leaving the photobioreactor, umol m?s™
PFDyoie  simulated irradiance profile, umol m? s™

Pl-curve photosynthesis-irradiance curve

PSlI photosystem Il

QY quantum yield

QYo2 quantum yield of oxygen evolution, mol O, mol photons™
SLP short light path

T temperature

ty time, day

Topt optimal growth temperature, 38 °C

Tsub suboptimal growth temperature, 20 °C

J specific growth rate, h
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Umax

V

V;
Xo2
Xo2,db

X02,wb

maximal specific growth rate, h’

liquid volume reactor, L

reactor illuminated volume, dm®

molar fraction of oxygen in the outflow gas, %
molar fraction of oxygen in the dry baseline, %
molar fraction of oxygen in the wet baseline, %

biomass yield on light energy, grams of biomass produced per mol

of PAR photons supplied or absorbed
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