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DESCRIPCION
Método de cultivo de algas
Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere al campo de la produccion de lipidos a partir de algas. Proporciona un nuevo
método que puede usarse para producir algas y biomasa algal con una mayor proporciéon de lipidos respecto a
clorofila para la produccién de biocombustible. La biomasa algal producida por el presente método es
particularmente util para cultivar algas para la produccion de biocombustible u otros productos de refinacion.

Antecedentes

Las algas se consideran como uno de los productores de materias primas de biomasa y biocombustible mas
prometedores de nuestra economia en todo el mundo. Se estima que el potencial de produccion regional del aceite
algal esta entre los mejores del mundo; las estimaciones realistas muestran que el aceite de algas podria producirse
a gran escala con un rendimiento de 20-30 t/ha/afio. Esto se puede comparar con otras productividades de aceite
vegetal que varian desde menos de 1 a hasta 6 t/ha/afio (por ejemplo, aceite de colza, aceite de palma). Ademas, el
cultivo de algas puede ubicarse en areas de tierra infértiles y de baja calidad. Ademas de los beneficios del uso de la
tierra, el potencial de reduccion de los gases de efecto invernadero es alto; Los calculos muestran que las emisiones
de los biocombustibles a base de aceite de algas pueden ser inferiores al 70-80 % en comparaciéon con los
combustibles fésiles. Es importante reconocer estos beneficios, ya que la industria de los biocombustibles busca
constantemente materias primas y uso de la tierra mas sostenibles, asi como también encontrar nuevos métodos
para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero. Por consiguiente, deben evaluarse cuidadosamente
todas las nuevas opciones de materia prima antes de entrar en produccion a gran escala.

Aunque las algas son bien conocidas como una opcién potencial y respetuosa con el medio ambiente para la
produccion de materia prima para biocombustibles, hasta ahora los gastos de capital y operativos han sido
demasiado altos para los mercados de combustibles de bajo valor. Por lo tanto, todos los pasos del proceso
necesitan nuevas innovaciones que realicen la reduccién en la necesidad total de capital. Los gastos de capital se
deben principalmente al nivel de productividad del aceite. Un andlisis mas profundo en términos de "productividad
del aceite" muestra que esta consta de dos partes: produccién de biomasa y produccion de lipidos. En la literatura
cientifica esta bien documentada una compensacion entre estas propiedades y puede mejorarse la productividad del
aceite mediante una cuidadosa selecciéon de la cepa, eligiendo los protocolos de cultivo correctos y optimizando el
tiempo de cosecha. Los métodos que aumentan la productividad del aceite son de suma importancia para disminuir
las inversiones de capital.

Cuando se extrae el aceite de la biomasa algal, las clorofilas celulares tienden a entrar en la fraccion de aceite y la
concentracion de clorofila puede ser tan alta como de 1-3 % en el aceite final. En el procesamiento del aceite
vegetal, las concentraciones de clorofila de 30-100 ppm se consideran altas y se ha visto que causan problemas
tanto en el pretratamiento como en el procesamiento catalitico del aceite. La clorofila no se puede eliminar del aceite
por desgomado y el blanqueo no es econdémico incluso en el procesamiento de aceite vegetal, ya que exige una
mayor cantidad de arcilla blanqueante que conduce a importantes pérdidas de aceite. En la etapa de refinacion del
aceite, las clorofilas son fuertemente adsorbidas en la entrada de los poros del catalizador, lo que conduce a
velocidades de hidrogenacion mas lentas. Por lo tanto, ha sido dificil desarrollar procesos econémicamente viables
para la produccion de lipidos algales que produzcan una cantidad suficientemente grande de lipidos en poco tiempo.

Los métodos anteriores para aumentar el contenido de lipidos en las algas a menudo han utilizado la limitacion de
nitrégeno, que también se ha informado que reduce los niveles de clorofila celular. La acumulacién de lipidos tiene
lugar durante condiciones de estrés cuando la division celular y la fijacion de carbono estan en desequilibrio y
normalmente la limitacion de nitrégeno se considera como una causa principal de acumulacion de lipidos. Cuando
comienza la limitacién de nitrdgeno, no pueden metabolizarse nuevas proteinas que contienen nitrégeno y la
produccién de otros compuestos, p. €j. lipidos e hidrocarburos, aumenta.

La fotoaclimatacion es un fendmeno universalmente conocido, donde los pigmentos fotosintéticos se reducen en
condiciones de alta iluminacion para equilibrar la cantidad de luz cosechada frente a la cantidad de energia que las
células pueden usar. Tradicionalmente, la investigacién sobre algas se ha centrado en explorar las tasas de
crecimiento en diferentes niveles de luz y en la estimacién de la eficacia fotosintética en diferentes condiciones de
luz.

Hasta ahora, se ha alcanzado una alta productividad de lipidos en algas mediante un proceso de cultivo en dos
etapas: se produce la primera biomasa que comprende algas y, a continuacion, las células se llevan a la deficiencia
de algin mineral (nitrégeno, fésforo o silice). Durante esta etapa de inanicién, las células comienzan a almacenar
lipidos o almidén en sus células, porque su capacidad para producir biomasa normal es limitada.

La etapa de inanicion no es facil de alcanzar en cultivo con una alta biomasa algal y lleva mucho tiempo, desde
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muchos dias hasta semanas. Se ha evaluado que la etapa de engorde, durante la cual se acumulan los lipidos,
puede durar de varios dias a semanas desde el comienzo de la inanicién en los cultivos algales, que es demasiado
largo para cultivar algas para la produccion de combustible. Los métodos anteriores no han tenido éxito en pasar las
células algales lo suficientemente rapido de la fase de crecimiento a la fase de produccién de aceite para
proporcionar biomasa algal rica en lipidos para la produccién de biocombustible.

El documento W02012/006302 describe un método para cultivar microalgas Chlorococcum pamirum y aumentar la
produccion de aceite. La acumulacion de aceite se indujo por medio deficiente en nitrégeno o fésforo, o mediante la
iluminacion continua de las células de microalgas durante todo el tiempo de cultivo con una intensidad de luz
superior a, al menos, 200 ymol m?s*t (p.5-6). El contenido de aceite de algas podria aumentarse con estos métodos
en entre una semana a diez dias. La combinacidon de la deficiencia de nitrégeno con la iluminacién de luz de elevada
intensidad constante durante toda la etapa de cultivo aumenté adicionalmente la velocidad de acumulacion de aceite
pero no el contenido de aceite final (Ejemplo 3).

El documento US2012/0077253 divulga un método para cultivar algas en un fotobiorreactor con una tasa de
crecimiento optima y constante durante periodos de tiempo mas largos [0054-0056]. La masa de células algales se
monitoriza y controla durante el cultivo para mantener la proporcion de fotones emitidos respecto a densidad celular
en un intervalo definido aumentando o disminuyendo la exposicién a la luz y/o la masa algal. El método proporciona
una produccién de aceite 6ptima solamente cultivando dentro del intervalo de irradiacién de luz especifico ideal de la
cepa algal y evitando altas picos en la irradiancia de la luz [0066]. Durante la fase de crecimiento, se debe mantener
el nivel deseado de irradiacion especifica [0067].

La acumulaciéon de lipidos es un paso importante en el cultivo de biomasa algal, ya que los lipidos de
almacenamiento suelen ser lipidos neutros, como los triglicéridos, que pueden usarse facilmente como materia prima
en el procesamiento de biocombustibles. Los lipidos estructurales, por el contrario, son principalmente lipidos
polares, como los fosfolipidos y los glucolipidos. Por lo tanto, durante la inanicién aumenta la cantidad absoluta de
lipidos neutros celulares y aumenta la proporcién de lipidos neutros frente a polares.

Por lo tanto, es un objeto de la presente invencion resolver o aliviar al menos algunos de los problemas previos de la
técnica anterior.

Sumario de la invenciéon

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que la cantidad de clorofila puede reducirse y el
contenido lipidico aumentarse en células algales agotando las células de nutrientes, especialmente nitrégeno, hasta
un nivel que causa estrés nutricional y exponiendo las células esencialmente al mismo tiempo a luz de alta
intensidad. Con el presente método el cambio a la fase de acumulacion de lipidos se logra mucho mas rapido que
con métodos convencionales, lo que acorta el tiempo total requerido para el cultivo y la produccion de lipidos y hace
que el método sea particularmente Gtil y econémicamente viable para producir algas enriquecidas en lipidos para la
produccion de biocombustibles.

En el presente documento se divulga un método para producir células algales, que comprende las etapas de:

a. cultivar células algales en condiciones de cultivo y en una cantidad de luz que mantenga el crecimiento;

b. agotar las células algales de al menos un nutriente inorganico; y

c. exponer de manera continua las células algales a una cantidad de luz que es mayor que en el paso a.;
en el que el paso b y el paso c. comienzan esencialmente al mismo tiempo.
El método tiene la ventaja de un cambio mas rapido de las células algales cultivadas desde la biomasa hasta la fase
de acumulacion de lipidos. Por consiguiente, el presente método es util para producir biomasa algal para la
produccion de biocombustibles.
Otra ventaja es que la proporcion lipido-clorofila de las células algales aumentd notablemente. Las células que
habian experimentado la innovadora inanicién de nutrientes y el tratamiento de elevada luz pasaron rapidamente,
incluso en horas, de la etapa de crecimiento a la etapa de produccién de lipidos, contenian 140 % mas de lipidos
que los alcanzados con métodos de cultivo tradicionales (normalmente durante dias-semanas) y un menor contenido
de clorofila que mejoré su proporcion lipido:clorofila en 17 veces.
En el presente documento se divulga un alga producida utilizando el método anterior.
El alga y la masa algal que comprende las células algales producidas contienen mas lipidos y menos clorofila que

las células algales correspondientes cultivadas utilizando métodos anteriores conocidos hasta la fecha.
El alga producida de acuerdo con el método anterior encuentra un uso particular en la produccion de biocombustible.
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La biomasa que comprende células algales producidas con el presente método puede producirse en un tiempo de
cultivo mas corto y las células algales estan enriquecidas en lipidos y contienen menos clorofila de lo que se puede
lograr con métodos de la técnica anterior.

En el presente documento se describe un extracto de lipidos que se puede obtener extrayendo lipidos algales
producidas usando el presente método. La extraccion de lipidos se puede llevar a cabo usando cualquier método
conocido en la técnica para extraer lipidos de células algales.

En el presente documento se divulga un biocombustible que se puede obtener convirtiendo los lipidos del alga
producida usando el método anterior y/o el extracto lipidico anterior en un biocombustible.

En el presente documento se divulga el uso de la presente alga y/o el presente extracto lipidico en la produccién de
combustible. Debido al mayor contenido de lipidos y al menor contenido de clorofila, asi como un cambio mas rapido
de la fase de crecimiento a la fase de produccién de lipidos, el uso es particularmente ventajoso ya que acorta el
tiempo total de procesamiento en la producciéon de combustible y simplifica la produccién al disminuir la necesidad
de eliminar la clorofila.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método para producir biocombustible
renovable que comprende: cultivar células algales de acuerdo con el presente método, aislar los componentes
lipidicos de las algas cultivadas; y someter los componentes lipidicos aislados a reacciones quimicas para generar
hidrocarburos o alquilésteres de acidos grasos mediante los cuales se produce biocombustible renovable.

De acuerdo con el séptimo aspecto, se proporciona un método para aumentar la proporcién de lipidos neutros
respecto a clorofila en las células algales para la produccion de biocombustible que comprende

a. cultivar células algales en condiciones de cultivo, utilizando un ciclo dia-noche que comprende un periodo de
luz y un periodo oscuro y en una cantidad de luz, que mantenga el crecimiento y determinar el tiempo requerido
para una division celular del alga en dichas condiciones de cultivo:

b. agotar las células algales de al menos un nutriente inorganico, cuyo nutriente inorganico es nitrégeno
inorganico: y

c. exponer, durante el periodo de luz, las células algales continuamente a una cantidad de luz que tiene una
intensidad que corresponde o excede el nivel de luz de 1,5 x Ek de dicha alga y que es mayor que en la etapa a.;

en la que el nivel de nitrégeno inorganico esta determinado y la etapa b. y la etapa c, se inician en un momento que
ocurre durante una division celular antes y una division celular después del tiempo en que el nitrégeno inorganico
esta por debajo del limite de deteccion en el medio de cultivo celular.

En el presente documento se divulga el uso del extracto lipidico para reducir el bloqueo del catalizador en una
unidad de conversion de biocombustible, en el que el aceite de alga se convierte en componentes del
biocombustible. El presente extracto de lipidos también es util para mejorar la conversion catalitica de lipidos en el
biocombustible. El presente extracto lipidico es particularmente util en la produccién de biocombustibles mejorando
el rendimiento de los catalizadores necesarios en la conversion de lipidos algales en biocombustible debido al menor
contenido de clorofila y al alto contenido de lipidos neutros de los lipidos algales producidos de acuerdo con el
presente método.

Sin limitar las ventajas anteriores, el presente método, productos y usos se mejoran sobre lo que se puede lograr
con métodos de cultivo anteriores porque el método actual cambia las células algales de manera mas rapida de la
etapa de crecimiento a la etapa de produccion de lipidos y produce algas con aumento de la proporcién de lipidos
respecto a clorofila.

Se ilustraran diferentes realizaciones de la presente invencion o se han ilustrado solamente en conexién con algunos
aspectos de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 revela el desarrollo de concentraciones de clorofila y nitrato (NO3z-N) durante el primer experimento
de luz. Las variaciones diarias se deben a diluciones con medios frescos. En los dias 12 y 17, el cultivo se diluy6
con medios libres de nitrégeno, causando un descenso en las concentraciones de NOs;. Se muestran en las
barras grises los periodos experimentales de cambio de luz cuando se tomaron submuestras para diferentes
tratamientos de luz. La clorofila se mide analiticamente o se estima a partir de fluorescencia. El nitrato se mide
en los dias 11-15.

La figura 2 revela dosis de luz durante los periodos experimentales de cambio de luz y el momento de los
tiempos de muestreo. Las luces se apagaron durante el periodo nocturno.
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La figura 3 revela el Experimento de luz 1. Desarrollo del nUmero de células de P. tricornutum CCAP 1055/1,
fluorescencia (relativa) de Chl (clorofila), fluorescencia del Rojo Nilo (relativa), fluorescencia del Rojo Nilo
especifica de las células, eficacia fotosintética QY (relativa), peso seco y nitrato en diferentes niveles de luz tanto
en la fase de crecimiento exponencial como estacionario (inanicion de nitrégeno). Obsérvese las diferencias en
las escalas y.

La figura 4 revela la tasa de crecimiento para el experimento de luz 1. Arriba a la izquierda; Crecimiento del
numero de células en fase exponencial (0-27 horas), Arriba a la derecha; Crecimiento del nimero de células en
fase estacionaria (0-11 horas), abajo a la izquierda; Crecimiento de lipidos (como Rojo Nilo) en fase exponencial
(0 -27 horas), Abajo a la derecha; Crecimiento de lipidos en fase estacionaria (0-11 horas). Obsérvese diferente
escalay.

La Fig. 5 revela el desarrollo de la proporcion de lipido respecto a clorofila en el experimento con luz durante las
fases exponencial y estacionaria. En las cifras mas bajas, los valores se han llevado a escala 1 al comienzo de
los experimentos. Los resultados a escala para la fase estacionaria muestran el aumento de mas de 14 a 17
veces en la proporcién de lipidos:chl debido al tratamiento de elevada luz.

La figura 6 revela el experimento de luz 2. Desarrollo del niumero de células de P. tricornutum CCAP 1055/1,
fluorescencia de Chl, fluorescencia del Rojo Nilo, fluorescencia del Rojo Nilo especifica de las células, eficacia
fotosintética, proporcion de la concentracion de lipidos (roja del Nilo) respecto a clorofila, peso seco y nitrato bajo
inanicion de nitrégeno en diferentes niveles de luz/tratamientos durante un periodo de tiempo de 34 h.

La figura 7 revela el experimento de luz 3. Desarrollo del nimero de células de C. vulgaris, fluorescencia de Chl,
fluorescencia del Rojo Nilo, células especificas de la fluorescencia del Nilo Rojo y la absorcién de clorofila como
indicacion de la concentracion de clorofila, en condiciones de inanicion de nitrégeno en dos niveles de luz
diferentes durante un periodo de tiempo de 37 h.

La figura 8 revela el experimento de luz 3. Desarrollo de la proporcion de lipido respecto a clorofila en el
experimento con luz durante la transicion de la fase exponencial a la estacionaria.

Descripcion detallada

Las condiciones de cultivo que mantienen el crecimiento en los presentes métodos son las condiciones de cultivo en
las cuales las células algales crecen y se dividen. Se puede usar cualquier medio de crecimiento normalmente
utilizado en el cultivo de algas. La cantidad de luz que mantiene el crecimiento es la intensidad de luz recibida por
una célula algal que es suficiente para permitir que la célula crezca y se divida en las condiciones seleccionadas que
mantienen el crecimiento de células algales y que no inhiben la acumulaciéon de masa de células algales.

El agotamiento de un nutriente inorganico se puede lograr al no complementar el medio de crecimiento con el
nutriente inorganico después de que se haya logrado la concentracién de biomasa deseada, por lo que el nutriente
inorganico es consumido por las células algales. Como alternativa, las células pueden cosecharse por centrifugacion
o por otros medios adecuados para separar células viables del medio de crecimiento y transferirse a un nuevo medio
de crecimiento agotado de al menos un nutriente inorganico. Sin embargo, se puede usar cualquier método
adecuado para alcanzar una situacion en la que las células se encuentren en un medio sin al menos un nutriente
inorganico.

En ciertas realizaciones de la presente invencion, el nivel al que se agota el nutriente inorganico es suficientemente
bajo para inducir estrés nutricional en las células algales. El nutriente inorganico agotado puede ser nitrogeno vy el
nivel que induce estrés nutricional puede ser DIN = 0 (DIN = nitrégeno inorganico disuelto), que puede determinarse
mediante métodos conocidos en la técnica. El nivel puede ser tan bajo como el nivel de deteccién del nitrégeno
inorgéanico, o DIN = 0.

Exponer las células algales en el paso c. de manera continua a una cantidad de luz que es mayor que la utilizada
para cultivar células en el paso a. puede realizarse usando cualquier fuente de luz que sea capaz de proporcionar
suficiente luz para alcanzar los objetivos de la invencion.

La etapa b, se inicia esencialmente al mismo tiempo con la etapa c. Preferentemente, la etapa c. de exposicion a la
luz se inicia en un momento que ocurre durante una divisién celular antes y una division celular después del tiempo
en que el nutriente inorganico disuelto esta por debajo del limite de deteccién en el medio de cultivo celular, En una
realizacion, la exposicion a la luz se inicia justo antes de que la mayoria de las células algales se hayan dividido por
Ultima vez antes del agotamiento del nutriente inorganico. Como es bien sabido en la técnica, el periodo de tiempo
para una division celular puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo y el periodo de tiempo para una
division celular se puede determinar de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, Por consiguiente, el momento
apropiado para comenzar el tratamiento con luz de la etapa c. puede determinarse facilmente midiendo la
concentracion del nutriente inorganico y el periodo de tiempo para la actividad de divisién celular, Por tanto, un
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experto puede comenzar las etapas b. y ¢, esencialmente al mismo tiempo, es decir., no antes ni después de una
divisién celular desde el momento en que la cantidad de nutrientes inorganicos disminuye, 0 se estima que
disminuye, por debajo del limite de deteccion.

El presente método proporciona biomasa de células algales que tiene un alto contenido de lipidos y un bajo
contenido de clorofila. Dicha biomasa es ventajosa en la produccion de biocombustible, ya que reduce la necesidad
de eliminar la clorofila de la biomasa y proporciona mas lipidos para convertirse en un biocombustible.

En una realizacion, el método anterior es para aumentar la proporcion de lipidos neutros respecto a clorofila en un
alga o en el extracto lipidico producido a partir del alga.

En una realizacién de ejemplo, el nutriente inorganico que se agota en los presentes métodos puede ser nitrdgeno,
fésforo o silice. Se prefiere el agotamiento del nitrdgeno inorganico porque es un método comunmente utilizado y
muy eficiente para inducir la acumulacion de lipidos en las células algales. Sin embargo, también pueden usarse
otros nutrientes como fosforo o silice para inducir la acumulacién de lipidos.

En una realizacion de ejemplo, la etapa anterior c. continla durante al menos tres horas. La etapa ¢ también se
puede llevar a cabo durante méas de tres horas, tal como 3,5 h,4h,4,5h,6h,6,5h,7h,7,5h,8h,9h,9,5h, 10 h,
10,5h, 11 h, 11,5 h, 12 h o méas. Sin embargo, tres horas es suficiente para aumentar, en comparacion con el alga
de control, el contenido de lipidos y disminuir el contenido de clorofila a niveles que hacen que las algas sean
adecuadas para la produccion de biocombustible.

En una realizacion de ejemplo, las células algales se recogen 12 horas o mas después de la induccion del
agotamiento de nutrientes. En una realizacion de ejemplo preferida, las células algales se recogen 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 o0 36 h después de la induccion del
agotamiento de nutrientes.

En otra realizacién de ejemplo, las células algales se recogen 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 dias después de inducir el
agotamiento de nutrientes.

En una realizacion de ejemplo, la cantidad de luz a la que esta expuesta la célula algal en la etapa c, corresponde o
supera a Ey, es decir, la cantidad de radiacion a la que la fotosintesis deja de estar limitada por la luz. El pardmetro
de saturacion de luz Ex se da como Ex =pmax / alfa, donde alfa es la pendiente inicial entre la tasa de crecimiento y la
relacion de irradiancia para un alga dada. En algun nivel de irradiancia, las tasas de crecimiento alcanzan una
meseta, La tasa de crecimiento saturado de luz se denota como pmax. Un experto puede determinar facilmente el
Exde cualquier especie de algas usando métodos conocidos en la técnica. En una realizacion, se lleva a cabo la
etapa c. exponiendo el alga a una cantidad de luz que tiene una intensidad que corresponde o excede el nivel de luz
de Ey, 1,5 x Ex, 2 X Ex 0 3 X Ex de dicha alga. Preferentemente, la cantidad de luz tiene en la etapa c. una intensidad
igual o inferior a la necesaria en ptmax-

En una realizacion de ejemplo la cantidad de luz en la etapa c. puede ser al menos 100, 110,120,130, 140, 150, 160,
170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 560, 600, 650, 700, 750, 800, 850,
900, 950, 900, 950, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1550, 1600,1650,1700,1750,1800,1850,1900,1950 o 2000
umol de fotones m? s™.

En una realizacion en la etapa a. la cantidad de luz a la que esta expuesta la célula tiene una intensidad inferior al Ex
de dicha alga.

En una realizacién de ejemplo, el cultivo se realiza usando un ciclo de luz dia-noche. Ejemplos de ciclos de luz dia-
noche de acuerdo con la invencion son 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (ciclo 12-12 ), ciclo 11 -13, ciclo 8-16
o cualquier periodo de luz-oscuridad que se produzca de manera natural, o un ciclo que imite la periodicidad normal
entre el dia y la noche. El periodo de exposicién a la luz en la etapa c. se da e incluye en el periodo de luz para
mantener la duracion total del ciclo sin cambios durante el método.

En una realizacion de ejemplo, el tratamiento de elevada iluminacion se da al comienzo del periodo de dia y la
cantidad de luz se mantiene esencialmente constante durante el resto del periodo de dia. Preferentemente, la
cantidad de luz que recibe la célula se mantiene a un nivel alto esencialmente constante durante el tratamiento con
luz y a un nivel inferior esencialmente constante durante el resto del periodo de dia.

En una realizacion de ejemplo, la etapa anterior c. se repite al inicio de cada periodo de dias sucesivos, siempre que
el método continlie y hasta que se coseche la biomasa algal.

Las células algales preferentemente comienzan a exponerse al tratamiento con luz cuando todavia no han entrado
en la fase de crecimiento estacionario. Sin embargo, el contenido de lipidos puede aumentar y el contenido de
clorofila disminuir con el presente método también en el caso en que las células hayan alcanzado la fase
estacionaria. En cualquier caso, el tratamiento con luz no se administra hasta que haya comenzado el agotamiento
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nutricional.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar varios aspectos de la presente invencion. No se pretenden
limitar la invencion, que se define por las reivindicaciones adjuntas.

Se estudiaron los efectos de la luz y la inanicién en las células algales tanto en células algales en crecimiento activo
(crecimiento exponencial) como en células algales que habian alcanzado la fase estacionaria. Se probaron cuatro
niveles de luz, concretamente 60, 200, 600 y 1700 umol de fotones m?s? , que representaban el nivel de cultivo de
algas penetrantes a la luz solar normal a profundidades de 2,2, 1,4, 0,7 y 0 cm (suponiendo concentraciones de
blomasa algal como 1 g DW L™, Contenido de clorofila del 1 % de DW). El nivel de luz basico 60 umol de fotones m*
s™ fue el vanr de control de referenma al que se comparo6 el impacto del aumento de luz. Debido a que el nivel 200
fotones m? s™ era lo suficientemente alto como para ver efectos claros en la f|S|olog|a y comportamiento de las
células algales como productores de lipidos, pudimos identificar la relacion del nivel minimo de luz que conduce a
impactos fuertes y la relacién de crecimiento-irradiancia especifica de las especies. Se realizaron experimentos
separados con dosificacion de luz continua y con pulsos en escala de segundo 0 minuto. Se obtuvieron los mejores
resultados, es decir, el cambio mas rapido a la fase de acumulaciéon de lipidos y la mayor proporcion de
lipidos:clorofila de las células algales,cuando se administré luz adicional de manera continua al menos durante tres
horas.

La biomasa algal se produjo con la tasa de crecimiento especifico maximo y el nivel de nitrogeno se controlo
cuidadosamente de modo que el experimento de fotoactivacién se inici6 inmediatamente cuando el nitrégeno
inorganico estaba por debajo del limite de deteccion en el medio de cultivo. La densidad celular experimental fue
intencionadamente baja para evitar el sombreado celular y proporcionar las mismas condiciones de luz a todas las
células durante todo el tiempo de cultivo.

Las algas producidas utilizando el presente método tenian un alto contenido de lipidos y menor contenido de clorofila
gue el obtenido en las condiciones de referencia. Las presentes algas son especialmente Utiles cuando se usan para
la produccion de biocombustible porque, ademas de un alto contenido de lipidos, las células algales contienen
menos clorofila, lo que causa problemas en la produccién de lipidos y es dificil de eliminar de la biomasa algal.

Ejemplo 1

El primer ejemplo se realizé con P. tricornutum CCAP 1055/1, ya que tiene una alta tasa de crecimiento, es facil de
cultivar y el analisis de clorofila es fiable. Las células se cultivaron en med|os repletos de N usando salinidad de
6PSU (8,12 mg de NOs-N). Las algas se cultivaron a 60 ymol g m?s*t y se mantuvieron en la fase exponencial
diluyendo con medios de cultivo repletos de nutrientes. La concentracion de algas se mantuvo baja para evitar la
auto- sombreado Las diluciones diarias mantuvieron los niveles de clorofila relativamente bajos (alrededor de 100-
200 yg L ) Yy, por lo tanto, las condiciones de luz dentro de las unidades de cultivo se mantuvieron similares durante
todo el experimento (Figura 1). Con estos niveles de clorofila, aproximadamente el 80-90 % del nitrébgeno se
encuentra en una forma inorganica (NOs) y solo el 10-20 % se absorbe en las células. El volumen de cultivo se
incrementd gradualmente durante el experimento, desde 1.8 L al comienzo hasta 15-17 L en los dias
experimentales. Esto permitid6 tener varias unidades (cada 1.5 L) para experimentos de cambio de luz. Los
experimentos de cambio de luz se iniciaron el dia 12 (fase de crecimiento exponencial) y el dia 17 (fase de
crecimiento estacionario) (Figura 1). En el experimento, el cultivo de algas se dividio en varias submuestras, que se
incubaron en diferentes tratamientos de luz. Se realiz6 un tratamiento de luz con una duracion de 27 horas usando
cuatro niveles de luz (60, 200, 600 y 1700 umol g m?s™, Fuente de luz LED SL 3500, Photon Systems Instruments),
los niveles de luz mas bajos y més altos tenian cultivos replicados. En todos los experimentos de luz, las luces se
apagaron durante la noche (apagado después de las mediciones de 12 horas y se encendieron en el muestreo para
las mediciones de 24 horas) (Figura 2). Los cultivos se mantuvieron en botellas de policarbonato de 2 L con
aireacion continua (capacidad de la bomba de aire de 550 ml/h), que es suficiente para mantener el pH y los niveles
de carbono inorganico constantes cuando se utiliza una biomasa tan baja. Se utilizé6 una ventilacién elevada y se
elimino la mayor parte del oxigeno disuelto y se incorpor6 suficiente dioxido de carbono para garantizar que el CO,
no podria ser un factor limitante del crecimiento en nuestros ensayos Se midi6 el fosforo inorganico durante los
experimentos de cambio de luz y siempre fue superior a 0,4 mg L* , por lo tanto en exceso para el crecimiento algal.
El primer periodo de medicion se realiz6 en la fase exponencial. EI segundo periodo de medicion tuvo lugar en la
transicion a la fase estaC|onar|a al inicio de la limitacion de nutrientes. Para este proposito, parte del cultivo original
se cultivd a 60 umol q m? s hasta que se agoto el NOs (Figura 1).

En el experimento, se midié la cantidad de células (FlowCAM), la acumulacién de lipidos (Rojo Nilo) y la
fotofisiologia de las células (AquaPen). Las mediciones fotofisioldgicas incluyeron absorcion de luz, contenido de clh
y actividad fotoquimica usando técnicas de fluorescencia variables. Esta Ultima se midié utilizando la técnica de
curva de fluorescencia-irradiancia (curvas rapidas de luz, Suggett et al 2003). Para este analisis, se tomaron
submuestras de cada cultivo, como para otros analisis y se midieron las curvas de induccion de fluorescencia
usando varios niveles de luz. A partir de la respuesta de fluorescencia frente a las curvas de nivel de luz, se
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calcularon los parametros tipicos de fotosintesis de produccién (Maclintyre et al 2002).

En la fase exponencial, la dosis de luz afectd la tasa de crecimiento, pero claramente el crecimiento ya estaba
saturado a 200 umol q m? s? (Figuras 3 y 4). Con la luz mas baja, el nimero de células aumentd 2,5 veces,
mientras que en irradiaciones mas altas el aumento fue de 3 veces. Los analisis de nutrientes mostraron las
concentraciones promedio de nitrato y fosfato a 7600 y 590 ug L™. Estos valores son muy altos y durante el periodo
experimental casi no se observé ninguna disminucion (Figura 3). Basandose en las mediciones de fluorescencia
variable, las células que crecen a mayor nivel de luz se vieron un tanto estresadas por el exceso de luz. En ese nivel
de luz Fv/Fm (o QY) los valores fueron de alrededor de 0,50, mientras que otros cultivos mostraron valores de
alrededor de 0,60, lo que es tipico de células sin estrés (Seppala 2009). Como una aclimatacion a la luz alta, la
concentracion de clorofila o la fluorescencia no cambiaron tanto como el nimero de células (Figuras 3 y 5). Mientras
que las células se dividian mas rapido con mucha luz que con poca luz, no producian clorofila nueva con mucha luz.
Esto es claramente visible en los resultados del contenido de clorofila celular, que muestra un 50 % de disminucion
del contenido de clorofila en un dia (Figura 5). La proporciéon de clorofila respecto a peso en seco (Figura 5) no
mostré una disminucién similar en el contenido de clorofila, pero debe tenerse en cuenta que las mediciones de peso
en seco no fueron muy fiables, especialmente para las muestras tomadas en las primeras horas de la fase
exponencial. Parte del exceso de energia de la luz se utilizé en la formacion de los lipidos y el contenido de lipidos
de las células con mayor luz fue 2 veces mayor que los de 60 umol q m?s*t (Figura 3). Cuando esto se combina con
la disminucion del contenido de clorofila, la proporcién lipido-clorofila aumenté rapidamente y fue 2,5-3,5 veces
mayor en los niveles de irradiancia saturada, en comparacién con la irradiancia de crecimiento a 60 ymol q m?s*
(Figura 3). Al observar la tasa de produccion de lipidos, gran parte de las diferencias entre los cultivos parecen
deberse a la disminucién de la tasa de produccién de lipidos con la luz mas baja (Figura 4). En otros cultivos, la tasa
de produccion de lipidos es ligeramente superior a la tasa de crecimiento celular, como también se observa en
aproximadamente un 20-40 % de aumento de sus lipidos por cantidad de células.

En el inicio de la fase estacionaria, el crecimiento celular fue bastante similar en el nivel de luz méas bajo al de la fase
exponencial. En niveles de luz mas altos, el crecimiento fue incluso mayor que durante la primera parte del
experimento. Los resultados de nutrientes indicaron que el nitrdgeno se consumié al inicio de la segunda parte del
experimento y, por lo tanto, no limitaba el crecimiento en gran medida (Figura 3). Como primer signo de la limitacion
de nitrégeno, el contenido de clorofila no aumentaba con la misma velocidad que el niumero de células, lo que
provoca una disminucién mas rapida del contenido de clorofila celular, incluso en el nivel de luz mas bajo. Los
niveles de fluorescencia variable fueron bastante altos para el primer periodo de luz, excepto para el tratamiento con
mayor luz que indicé un mayor estrés luminico que durante la fase de crecimiento exponencial. Los valores mas
altos se acercan al maximo teérico de 0,65-0,70 que se puede obtener en células sanas (Seppéla 2009). También la
fluorescencia de clorofila cayé en aquellas muestras, lo que indica que la fluorescencia se reduce por inactivacién no
fotoquimica. Con la luz mas alta, en comparacion con el nivel de luz mas bajo, la concentracién de clorofila
disminuyé un 35 % durante 24 horas. Como el nimero de células era bastante similar en los niveles mas bajos y
mas altos de luz, al final del experimento de fase estacionaria, la cuota de clorofila celular también disminuy6
aproximadamente un 30 % debido al tratamiento con luz intensa (Figura 3).

Los lipidos comenzaron a aumentar rapidamente después de agotarse el nitrogeno. En 11 horas, la fluorescencia del
Rojo Nilo fue de 4 a 7 veces en comparacién con el inicio del periodo (Figura 3), lo que resulté en tasas de
producciéon mucho mas altas que la tasa de crecimiento celular (Figura 4). Junto con la disminucién del contenido de
clorofila, el cambio en la proporcion de lipidos respecto a clorofila fue ain mas dramatico. El aumento duré todo el
experimento,y al final se observé un aumento de hasta 17 veces en la proporcién (Figura 5y Tabla 1).

En la fase estacionaria, parece que el estrés nutricional combinado con un alto estrés luminico disminuy6 el
crecimiento, caus6 una gran disminucién de la fluorescencia de Chl (inactivacion no fotoquimica o fotodafio) y una
disminucion de la actividad fotoquimica. Sin embargo, en el aumento de lipidos fue igual en todos los cultivos de luz
alta. La disminucion relativa de la clorofila en la célula cuando se cultiva con mucha luz no comprometié la
produccion de lipidos.

Tabla 1. Aumento relativo de la fluorescencia del Rojo Nilo y proporcion entre la fluorescencia del Rojo Nilo y la
concentracion de clorofila durante el experimento de Luz 1.

Exponencial
Aumento de Lipidos [FI de Rojo Nilo]

Tiempo
Irradiancia 0 1 4 8 12 24 27
60 1,00 1,03 0,97 0,40 0,54 1,32 1,40
60 1,00 1,06 1,05 0,41 0,46 1,31 1,34
200 1,00 1,10 1,40 1,37 2,27 2,46 3,06
600 1,00 1,17 1,58 1,52 2,38 2,57 3,75
1700 1,00 1,07 1,75 1,89 2,64 3,09 3,49
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1700 1,00 | 1,10 1,66 | 1,67 2,80 2,82 3,28
Aumento de Lipidos frente a Chl [FI del Rojo Nilo. / Chl pgL-1]

Tiempo
Irradiancia 0 1 4 8 12 24 27
60 1,00 1,06 0,89 0,33 0,39 0,81 0,82
60 1,00 1,02 0,93 0,31 0,32 0,78 0,76
200 1,00 1,06 1,34 1,32 2,06 1,77 2,11
600 1,00 1,18 1,54 1,42 2,18 1,92 2,66
1700 1,00 1,05 1,73 1,86 2,71 2,56 2,81
1700 1,00 1,09 1,58 1,67 2,88 2,24 2,48
Estacionaria
Aumento de Lipidos [FI de Rojo Nilo]

Tiempo
Irradiancia 0 1 4 8 12 24 27
60 1,00 11,02 1,63 2,67 3,80 5,61 6,96
60 1,00 1,06 1,26 2,26 3,76 5,68 7,73
200 1,00 0,93 1,79 4,10 6 65 10,93 12,82
600 1,00 1,11 2,29 5,20 7,02 11,98 13,56
1700 1,00 1,02 1,68 4,14 6,05 10,77 11,42
1700 1,00 0,89 1,83 4,30 6,05 10,61 11,98
Aumento de Lipidos frente a Chl [FI del Rojo Nilo. / Chl pgL-1]

Tiempo
Irradiancia 0 1 4 8 12 24 27
60 1,00 1,02 1,54 2,34 3,30 5,20 6,42
60 1,00 1,07 1,18 2,01 3,28 5,47 7,38
200 1,00 0,94 1,74 3,96 6,41 12,23 14,38
600 1,00 1,08 2,22 5,17 7,12 14,18 16,51
1700 1,00 0,99 166 4,36 6,53 15,57 17,28
1700 1,00 0,89 1,77 4,58 6,79 15,40 16,86
Ejemplo 2

El segundo experimento reprodujo parcialmente el primer experimento, pero solo se usaron niveles de luz de 60 y
200 umol q m?s* y el periodo de medicion estaba en la transicion a la fase estacionaria solamente. Ademas, se
probd si el modo de suministrar luz en diferentes pulsos tiene un efecto sobre la acumulacién de lipidos y la
fotofisiologia. Esto se hizo aplicando luz pulsada durante los periodos de medicién. Los pulsos se realizaron a una
escala de segundos-min (luz tenue de 45 seg, luz elevada de 15 seg) o a escalas de hora-min (luz tenue de 45 min,
luz intensa de 15 min). Los niveles de luz fueron luz tenue = 60 ymol q m?st y luz elevada = 600 pymol q m?s™ La
dosis de Izuz 1acumulada para ambos tratamientos de luz pulsada es igual a la que tiene un nivel continuo de 200
gmolgm™s™.

El crecimiento celular fue mas alto a luz constante a 200 ymol q m?s? (Figura 6). De manera similar, se obtuvo el
mayor rendimiento de lipidos (absoluto, por célula o por clorofila) con este tratamiento. A partir de las curvas de
crecimiento parece evidente que las células no pudieron usar la energia extra proporcionada por los pulsos de luz. El
namero de células era incluso ligeramente mas bajo con luz pulsada que en condiciones de poca luz. El nivel de luz
pulsada o especialmente mas elevada disminuyd la eficacia fotosintética durante el experimento.

El contenido de clorofila de las células (Figura 7) disminuyé como en el primer experimento, pero nuevamente, los
tratamientos pulsados parecieron no influir en el contenido de clorofila celular. El efecto del tratamiento con luz sobre
la absorcion espectral fue menor que en el primer experimento. Del mismo modo, en la relaciéon de luz-fluorescencia,
los parametros tenian intervalos bastante similares en luz baja y alta y en condiciones de luz pulsada. Esto indica
una capacidad de aclimatacion a la luz dinamica muy baja de las células durante este experimento, como durante la
Ultima parte del primer experimento. Las ligeras diferencias en la pigmentacion y el contenido de lipidos entre el
primer y segundo experimento pueden explicarse por ligeros cambios en el estado nutricional de las células. Al
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observar las concentraciones de nitrégeno, se encuentran valores similares observados en la etapa inicial del
segundo experimento (aproximadamente 30 pg NO3-N L-1) a las 2-3 horas en el primer experimento. Como la
absorcion de NO3 puede haber sido baja durante el periodo de oscuridad, la diferencia real entre los progresos de la
limitacién de nitrégeno puede ser algo mayor que esta diferencia de tiempo. Los resultados indican que los valores al
comienzo del segundo experimento son bastante similares a los valores a las 4-11 horas en el primer experimento
(fase estacionaria). Por lo tanto, podemos considerar que el segundo experimento muestra un caso en el que la
limitacién de nutrientes se ha desarrollado un poco méas que en el primer experimento. Esto puede explicar en parte
por qué en el segundo experimento las respuestas fueron mas débiles que en el primer experimento; las células ya
tenian mas nitrégeno limitado en el segundo.

Es probable, a partir de los datos experimentales recopilados aqui, que la escala de tiempo para los cambios en
pigmentacion y acumulacién de lipidos es de horas a dias, ya que los pulsos de luz mas cortos de escala minutos o
segundos no causaron una aclimatacion tan fuerte.

Ejemplo 3

El experimento se llevé a cabo utilizando el alga verde Chlorella vulgaris. Basandose en el experimento anterior,
Unicamente usamos dos tratamientos con luz, y las muestras se tomaron al principio y al final de los periodos de luz,
durante dos dias. Entre las horas experimentales 11 a 24, las células estaban en oscuridad, mientras que en el resto
de horas a irradiancias dadas. Al igual que en los experimentos previos, las células se cultivaron primero con la
menor irradiancia (en este caso, 80 ymol q m* s’l). Al inicio de la fase exponencial a la estacionaria, que se debe al
agotamiento de nitrégeno, el cultivo se dividié en cuatro botellas,

C. vulgaris mostré un alto crecimiento, tanto en el nimero de células como en los lipidos, a elevada luz (Figura 8). El
tiempo de aumento de lipidos se produjo después de que el crecimiento celular se hubiera detenido, después del
primer periodo de luz durante condiciones de nitrogeno limitado. La detencion del crecimiento celular fue muy rapida
y el aumento de los lipidos celulares fue el doble. La mayor dosificacién de luz dio como resultado una proporcién
algo mas alta de lipidos respecto a clorofila. La pigmentaciéon no respondié al aumento del nivel de luz, aunque se
observé un ligero aumento de la proporcién de absorcidn de azul a rojo en la Gltima muestra con elevada luz.

La descripcion anterior ha proporcionado, a modo de ejemplos no limitativos de implementaciones y realizaciones
particulares de la invencion, una descripcion completa e informativa del mejor modo actualmente contemplado por
los inventores para llevar a cabo la invencién. Sin embargo, es evidente para un experto en la materia que la
invencion no estd restringida a detalles de las realizaciones presentadas anteriormente, sino que puede
implementarse en otras realizaciones usando medios equivalentes o en diferentes combinaciones de realizaciones
sin desviarse de las caracteristicas. de la invencion.

Por tanto, la descripcion anterior se considerarda meramente ilustrativa de los principios de la presente invencion, y

no como limitacién de la misma. Por lo tanto, el alcance de la invencién solo esta restringido por las reivindicaciones
de patente adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar la proporcidon de lipidos neutros respecto a clorofila en células algales para la
produccion de biocombustible, que comprende

a. cultivar células algales en condiciones de cultivo, utilizando un ciclo de dia-noche que comprende un periodo
de luz y un periodo oscuro y en una cantidad de luz que mantenga el crecimiento y determinar el tiempo
requerido para una division celular del alga en dichas condiciones de cultivo;

b. agotar en las células algales al menos un nutriente inorganico, siendo el nutriente inorganico nitrégeno
inorgéanico; y

c. exponer, durante el periodo de luz, las células algales continuamente a una cantidad de luz que tiene una
intensidad que corresponde o excede el nivel de luz de 1,5 x Ex de dicha alga y que es mayor que en la etapa a.;

en el que el nivel de nitrégeno inorganico esta determinado y la etapa b,y la etapa c, se inician en un momento que
ocurre durante una division celular antes y una division celular después del momento en que el nitrégeno inorganico
esta por debajo del limite de deteccion en el medio de cultivo celular.

2. El método de la reivindicacion 1 en el que se continla la etapa c. durante al menos 3 h.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en donde se inicia la etapa b. cuando las células algales
han alcanzado la fase de crecimiento estacionario.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en donde las células algales se recogen 12 horas o mas
después de la induccién del agotamiento del nutriente.

5. El método de la reivindicacion 1 en el que la cantidad de luz tiene una intensidad que corresponde o excede el
nivel de luz de 2 x Ex o de 3 x Ex de dicha alga.

6. Un método para producir biocombustible renovable, que comprende
a. cultivar células algales de acuerdo con el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para aumentar
su proporcion de lipidos neutros respecto a clorofila;
b. aislar los componentes lipidicos de las algas cultivadas; y
c. someter los componentes lipidicos aislados a reacciones quimicas para generar hidrocarburos o alquilésteres
de &cidos grasos,

mediante lo cual se produce biocombustible renovable.

11
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Peso en seco, p [d]

[d]

s M

Peso en seco

ES 2690333 T3

Tasa de crecimiento, fase Tasa de crecimiento, fase
exponencial de las células 0-27 h estacionaria de las células 0-11 h
u=0,89*(1-exp0.028°E) p=1,31*(1-exp-0.027°E)
r2=0,94 r2=0,71
1.4 _1,4_....’.. LA
1,2 ] S 12 .
1,0 < 10
o]
0.8
; § 0,8
0,6 | c 0,6
04 o 0,4
0,2 2 0,2
0,0 . . . & 0,0 . . .
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Irradiancia, E [umol g m2 s-1] Irradiancia, E [umol q m? s™]
Tasa de crecimiento, fase Tasa de_crecim_ierito,'fasAe
€exponencial Rojo Nilo 0-27 h &exponencial Rojo Nilo 0-11 h
P=0,99*(1-exp-0.0083°E) p=4,59*(1-exp-0.019°)
r2=0,96 rz=0,97
—_ 9
1.4 =
1,2 1 B 4
1,0 =-.
; ° S 3
08 §
0,6 c 2
)
0,4 (o)
@ 1
0,2 a
0,0 + . , 0
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Irradiancia, E [umol q m2 s-1] Irradiancia, E [umol g m? 5]
p=p_max(1-exp-7%)
Fig. 4

17



ES 2690333 T3

Y/ odway]

B|R2SD B ‘BLIBUOIOR)ST

y jodwsaj

elieuOIoR)ST

sojuawpadxe SO| 9p OZUBIWOD |B | B|EIS B OPEAR[]
B|1J040[0 3p OPJUAIL0D | (4N) SOpIdI]

B]1J010J0 3P OPIUBIU0D / (YN) SOpIdIT

Ut odwayl

E|EJSS B ‘[elousuodXy  go-e-

FSRI————— S V")

y ; odwajL

or'o

TpoLT=0~ | 080

009~m~
ooz-@-  0Z'l

B il ™
|elouauodx3 09=@=

09'L

s0juaWiiadxa SO| 8P OZUSWOI [E | B[EISA B OPEAS[]

B|1J040[2 8p OpIu8juod / (4N) sopidi

€]1J040]0 3P OPIUAIU02 / (4N) Sopidi

18



ES 2690333 T3

35

-9-600seg
~ -@-600seg

R
- 50 ‘
- =200
= =200
——600min
= GO0OMIN

30

5

0
Tiempo / h

15

20 25 30 35
Tiempo / h

15

10

B]YD ap erousdsalon|y

~8-600seqy

= 5O0Min

—— E00MIn
30

Tiempo / h

L
ERRER RN R

W/ sen@gy Fig . 6

19

i
— ——
i
/

s 8 s 8222 ° § 3 83

R 8 * 8 %

o|IN oloy ap ejouassaloniy

S (N
2 b=



ES 2690333 T3

Tiempo / h

15

10

18

a w

35
10

35

=H=600min
=5=600min
30

0

Tiempo /h

5

10

|
]

=]

L o +
2 % 8

[ | / Bw] 0oas ua osad

Fig. 6 (continuacion)

20

Tiempo / h

20 25
Tiempo / h

1%

10

o



8 2 g

e|yo 9p e1OUIISAION|S

ES 2690333 T3

15

15

=
_—
o
a
&
2
l—
o
.
) = = o~
2 = 2 2 2
S =2 S =3 =
= =] (=] o [—]
BIN|9D / OlIN oloy ap ejouassalony
=
=]
o
£
2
=

8 8 8 R B % 8 8 R
ojiN oloy ap ejouaosalon|4

21

0,0001

20 25 30
Tiempo / h

15

10

as

5

20
Tiempo /' h

15

10



Absorcion de Chla, como indicador de concentracion
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