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RESUMEN

TITULO: DISEN'O Y MONTAJE DE UN FOTOBIORREACTOR A ESCALA LABORATORIO PARA
LA PRODUCCION DE MICROALGAS.*

AUTORES: FREDY ALEXANDER LOPEZ AYALA
ROBERTO CARLOS ROJAS PRADA **

PALABRAS CLAVE: BIOTECNOLOGIA, FOTOBIORREACTORES, COLUMNA DE BURBUJEO,
MICROALGAS.

Los avances cientificos han permitido la obtencion de mejores técnicas de cultivo de microalgas
para la produccion de biocombustibles. Sin embargo, el disefio y uso racional de los
fotobiorreactores se encuentra todavia en su etapa de desarrollo. En el presente trabajo se hace
una revision de los principales criterios para el disefio de un fotobiorreactor a escala laboratorio,
teniendo en cuenta las configuraciones de una columna de burbujeo, con el fin de disefiar y montar
un fotobiorreactor que permite estudiar las diferentes variables del proceso de cultivo de
microalgas. Se hace una revision de los principales criterios de disefio tales como, relacion entre
superficie iluminada y volumen, transferencia de gas (suministro y transferencia de CO,, tamafo de
burbuja, remocién del oxigeno disuelto), mezclado, parametros de dafno y muerte celular, control
de temperatura, requerimientos de luz y materiales de construccion. Todos estos parametros se
analizaron con el objetivo de determinar su influencia en el cultivo con el fin de obtener una alta
densidad celular. El reactor ha sido disefiado y montado en el laboratorio.

Este trabajo fue apoyado por el proyecto “bioprospeccion de microalgas colombianas para la
produccion de biodiesel” con cédigo 2008D32006 - 6710 financiado por el Ministerio de Agricultura
y Desarrollo Rural con la participacion de la Universidad Industrial de Santander , el Instituto
Colombiano del Petréleo ICP - ECOPETROL y la Corporacion Instituto de Morrosquillo.

* Proyecto de grado.

** Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de
Ingenieria Quimica. Dir. Dr. Viatcheslav Kafarov. Ingeniero Quimico PhD. Codir. Andrés Barajas.
Bidlogo. Oscar Casas. M.Sc. Ingeniero Quimico.



ABSTRACT

TITLE: DESIGN AND CONSTRUCTION OF A LABORATORY SCALE PHOTOBIOREACTOR FOR
THE PRODUCTION OF MICROALGAE.*

AUTHOR: FREDY ALEXANDER LOPEZ AYALA
ROBERTO CARLOS ROJAS PRADA**

KEYWORDS: BIOTECHNOLOGY, PHOTOBIOREACTOR, BUBBLE COLUMN, MICROALGAE.

The Scientific advances have enabled the achievement of better techniques for growing in culture
microalgae for biofuel production. However, the design and rational use of the photobioreactors lays
on developmental stage at present day. In this research it has made a review of the main criteria for
the design of a laboratory - scale photobioreactor, taking the configurations of a bubble column, in
order to design and to build photobioreactor that allow us to study the different process variables of
the microalgae cultivation. Revision of the principal design criteria are studied, therefore,
relationship between lighten surface and volume, gas transfer (supply and CO2 transfer, bubble
size, dissolved oxygen removal), mixing, cellular death and damage parameters, temperature
control, light requirements and construction materials; All these parameters were analyzed in order
to determine their influence on the culture to obtain a high cell density. The photobioreactor has
been designed and built in the lab.

This work was supported by the project, "Colombian bioprospecting microalgae for biodiesel
production" with code 2008D32006 - 6710 funded by the Ministry of Agriculture and Rural
Development with the participation of the Universidad Industrial de Santander, the Colombian
Petroleum Institute ICP - ECOPETROL and the Corporation Morrosquillo Institute.

* Degree Work.

**Universidad Industrial de Santander. Physical-Chemical Faculty. Chemical Engineering
Department. Dir. Dr. Viatcheslav Kafarov. Chemical Engineer PhD. Codir. A Andrés Barajas.
Biologist. Oscar Casas. Chemical Engineer M.Sc.



INTRODUCCION

Actualmente, diversos paises han implementado una serie de politicas para
incentivar la produccién y el uso de biocombustibles a partir de diferentes aceites
extraidos del maiz, soya, palma entre otros. Pero algunos estudios realizados en
los ultimos afios han encontrado en las microalgas, una potencial fuente de
biocombustibles, para reemplazar los combustibles fésiles, causantes del cambio

climatico del cual Colombia no es exenta.

La tercera generacion de biocombustibles estd enfocada en las microalgas las
cuales poseen notables ventajas en comparacion con otras materias primas como

la palma, el maiz, la soya, la higuerilla entre otros.

A pesar del gran interés en los biocombustibles producidos a partir de microalgas,
el aspecto economico del proceso esta aun por mejorar para hacerlo viable. Por
ello, se pretende encontrar un fotobiorreactor estandar para el cultivo de
microalgas colombianas, que permita el estudio de las principales variables y

parametros del proceso.

En los ultimos afnos los fotobiorreactores tubulares verticales han recibido mucha
atencion, ya que permiten establecer cultivos de alta densidad celular mayores en

comparaciéon con sistemas tubulares tipo carrusel (Carvalho et al. 2006).

Es por lo anterior, que se plantea el disefio y montaje de un fotobiorreactor que
permita una operacién favorable para el cultivo de microalgas a escala laboratorio,
en el marco del proyecto “Bioprospeccion de microalgas colombianas para la
produccion de biodiesel”, financiado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo

Rural.



1. MARCO TEORICO

1.1 DEFINICION DE FOTOBIORREACTOR.

Es un biorreactor que incorpora algun tipo de fuente de luz para proporcionar una
fuente de energia fotdénica en el reactor. Practicamente cualquier recipiente
transparente se podria llamar fotobiorreactor, sin embargo dicho término es
comunmente utilizado para definir un sistema cerrado, frente a un estanque (open
pond). Debido a que estos sistemas son cerrados, el cultivo de microalgas no
interactua con los gases del medio ambiente evitando su contaminacion. Ademas,
se debe introducir en el sistema un medio de cultivo que proporcione todos los
nutrientes esenciales para el crecimiento de las microalgas, con el fin de

maximizar la produccion de la biomasa (Chisti 2007).

Los fotobiorreactores son sistemas complejos compuesto por varios subsistemas.
Los principales sistemas son:

Fuente de luz, Sistema de Manejo de Aire, Sistema de intercambio de gas,
Sistema de nutrientes, Sistema de filtracion (para eliminar la biomasa de algas),
Sistemas eléctricos, Sistemas de Instrumentacion.

Algunas de los principales sub-componentes de dicho sistema son:

Los sensores de oxigeno y CO,, Sensor de temperatura, Sensor de pH, Bomba de

recirculacion, Valvula de inyeccion de CO,, Bomba de substrato, Valvulas de

circulacién, Sistema de liberacion de oxigeno, Panel de control HPLC.



1.2 CRITERIOS DE DISENO DEL FOTOBIORREACTOR.

1.2.1 Descripcion general de fotobiorreactor.

Los estudios e investigaciones de Torzillo et al. (1986) sugieren que el diametro de
las columnas no debe ser superior a 0.2 m o la disponibilidad de luz se vera
severamente reducida; asi como la altura de la columna es limitada a 4 m ya que
sobre este valor la concentracion de oxigeno disuelto aumenta exponencialmente.
Las bases y las tapas en acero inoxidable son de gran utilidad, en especial la
base, para fijar un intercambiador de calor mediante una chaqueta de circulacién
de agua, este planteamiento fue desarrollado por Chisti (1989) y Sanchez Mirén et
al. (2000).

En la Figura 1, se muestra la configuracién de un fotobiorreactor tubular, con una
base funcional para la aplicacién de un intercambiador de calor. El disefio de una
base opcional no tiene el propdsito de intercambiador de calor, y es la mas viable
para trabajar a nivel de laboratorio (Fig. 1b). La tapa superior debe permitir la
entrada de medidores de pH y oxigeno disuelto, asi como permitir la salida de
gases; por la tapa inferior entrara se la corriente gaseosa y debe permitir el
descargue del fotobiorreactor. Para prevenir el riesgo de contaminacion, los gases
introducidos deben pasar a través de un filtro esterilizador, en la salida del gas del
reactor también debe ser impuesto para prevenir contaminacion ambiental (Rai

University).

El rociador normalmente se fabrica como una configuracién de tubos en acero
inoxidable, plastico o vidrio; el didmetro optimo y mas usado para los orificios es
de 1 mm (Chisti 1989, Sanchez Mirén et al. 2000). En la Figura 1c, se muestra la

vista superior del rociador dentro del recipiente para la columna de burbujeo. El



prisma de plastico en la parte inferior del fotobiorreactor, permite un flujo suave de

retorno al rociador (Chisti 1989).

1.2.2 Relacion entre superficie iluminada y volumen.

Es la proporcion entre la superficie iluminada en el fotobiorreactor y el volumen del

cultivo (S/V); a medida que se incrementa S/V, mayor es la concentracion celular

en el cultivo.
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Figura 1. a) Fotobiomeactor con base fimdonal como intercambia dor de calor, b) Base oprional,
) Vista superior del rociador)

Un medio para incrementar la productividad volumétrica sin incrementar la

intensidad de luz en la superficie, es acortar el camino de la luz mediante la



disminucién del diametro de la columna (Tredici 1999); sin embargo, emplear rutas
luminosas muy cortas implica obstaculos técnicos adicionales, ya que la fuerza
motriz necesaria para mantener un flujo turbulento es inversamente proporcional al

diametro del tubo empelado (Contreras et al. 2003).

1.2.3 Transferencia de masa del gas.

Se analiza desde el suministro de carbono y su transferencia por medio del CO,.
La transferencia de masa del gas al liquido, se estudia principalmente con el
agarre de gas (Chisti 1989), que es la fraccién de volumen de la fase gaseosa en
la dispersion gas-liquido, también conocido como la fraccion de vacio del gas; el
agarre determina el tiempo de residencia del gas en el liquido y en combinacion
con el tamano de burbuja, influye en el area entre las fases gas-liquido disponible

para la transferencia de masa.
1.2.4 Suministro de carbono.

El carbono es el mayor nutriente para el crecimiento celular; CO,, H,CO3, HCO3 7,
CO; %. Todas las microalgas usan carbono inorganico como sintesis de
componentes organicos en medio autotréfico (Carvalho et al. 2006). Todo el flujo
de carbono alimentado es determinado por la velocidad de burbujeo del gas y la
presion parcial del CO,; seleccionando la combinacion apropiada de estas dos
variables es clave para evitar la limitacion de carbono en la cultivacion de
microalgas (Carvalho et al. 2006). En la Figura 2 se muestra el diagrama de flujo

para la corriente gaseosa propuesto por Chisti (1989).
1.2.5 Transferencia de CO..

La incidencia de reacciones quimicas entre el CO;, y el OH", H,O y NH3 en la fase

liquida puede llevar a aumentar las velocidades de absorcion de CO; por el medio



de cultivo (Carvalho et al. 2006). La prediccion y mejoramiento de la transferencia
de masa del gas al liquido en los fotobiorreactores es frecuentemente equivalente
a la prediccidn y mejoramiento del coeficiente de transferencia de masa global
(Chisti 1989). El area entre las fases gas-liquido puede ser mejorada ya sea
incrementando el agarre de gas o disminuyendo el tamafo de burbuja
predominante, sin embargo el gas en burbujas muy finas, debido a su largo tiempo
de residencia en el fluido, alcanzara el equilibrio con el liquido y por lo tanto
contribuira poco a la transferencia de masa (Erickson et al.1983, Kawase & Moo-
Young 1987). Las propiedades del fluido tales como tensién, densidad, viscosidad
y fuerzas ionicas afectan el agarre del gas y el coeficiente de transferencia de
masa global. El agarre de gas, por ejemplo, es mas sensible a las propiedades del
liquido en la columna de burbujeo (Weiland & Onken 1981, Chisti 1989), sin
embargo la altura del liquido no afecta el agarre de gas global (Deckwe &
Burckhart 1976, Akita & Yoshida 1973), pero esta se mantiene importante para
otras consideraciones hidrodinamicas, por ejemplo el tiempo de residencia medio
del gas (Chisti 1989).

tﬁ—h—
® @ @

(6] (6)

Drenado dzl Rociador
:}—tﬁd—@—| 54 !
n 12 )
%)

(1} wahula de Bakdn (5} wahoula de dos pasos
(2} Fittro/Trampa ) (5} Rotametro

(3} Regulador de presion 7 Rocizdor

[4} wahrula de Azuja de control @ Medidor de presion

Figura 2. Diagrama de flujo para Ia corriente de entrada de gas (Aire/CO4)

1.2.6 Tamafo de burbuja.

El area entre las fases y el coeficiente de transferencia de masa mostraron

dependencia opuesta con el tamafio de burbuja; consecuentemente, el agarre de



gas fue mas sensible al diametro de la burbuja que el coeficiente de masa (Chisti
1989). Como se vio anteriormente, el coeficiente de transferencia de masa gas
liquido, aumenta dentro de un rango de tamafo de burbuja en columnas de
burbujeo y reactores airlift. Pequenas burbujas (< 2 mm de didmetro) son mas
dafinas a las células que burbujas mayores (~ 10 mm de diametro) (Chisti 2000).
Por lo tanto el tamano de burbuija, la velocidad de flujo de gas y la presion del CO,
deben estar ajustados a los requerimientos de cada cultivo especifico (Carvalho et
al. 2006).

1.2.7 Remocién de oxigeno.

Altos niveles de oxigeno son toxicos para la mayoria de los organismos
fototroficos y junto a una alta exposicion de intensidad de luz, pueden causar
muerte fotooxidativa en el cultivo (Tredici 1999). La inyeccion de gas desde el
fondo del fotobiorreactor favorece el mezclado, suministra suficiente CO, y
dependiendo de la altura del fotobiorreactor, se logra una eficiente remocion de
oxigeno disuelto en el medio (Carvalho et al. 2006). Con el aumento en la
velocidad del liquido, que es funcién de la entrada de gas (Chisti 1986), la
concentracion de oxigeno disuelto en el medio disminuye, mejorando la
produccion de biomasa (Acién Fernandez et al. 2001), sin embargo una alta
velocidad del liquido ocasiona dafio y muerte celular (Barbosa 2003). Es por esto
que se debe tener una velocidad de entrada de gas satisfactoria que permita la

disminucién del oxigeno disuelto, pero no tan alta o causaria dafo celular.

1.2.8 Mezclado y dispositivos inyectores de gas.

El Mezclado debe permitir condiciones homogéneas y favorecer, transferencia de
nutrientes, movimiento de las algas entre las zonas oscuras (centro de la columna)
e iluminadas (paredes de la columna), transferencia de gas y transferencia de

energia; también es necesario para evitar la estratificacion térmica, distribucion de



nutrientes, romper los gradientes de difusion en la superficie de la célula, retirar el
oxigeno fotosintéticamente generado. Diferentes regimenes de luz pueden ser
mantenidos dentro del fotobiorreactor los cuales pueden servir como barreras de
fotoinhibicion. El efecto de continuos movimientos celulares de las zonas
oscuras/iluminadas es esencial para garantizar altas producciones de biomasa
(Carvalho et al. 2006). En un reactor airlift este se relaciona con las secciones de
ascenso y descenso (Chisti 1989, Becker 1995, Jansen et al. 2003; Oncel & Sukan
2008). En la Figura 3, se muestra los patrones de flujo para una columna de
Burbujeo y airlift (Chisti 1989). Pirt et al. (1983), Acién Fernandez et al. (2001)
encontraron que el flujo en régimen laminar, la productividad de biomasa es baja,
y en condiciones turbulentas limitadas es mayor, debido probablemente a un mejor
suministro de CO; y luz (Barbosa 2003); limitadas ya que la velocidad de aireacién
no debe ser tan alta o alcanzaria un nivel de agarre de gas que previene la
transmision de luz a través de la columna y expone las células a altas tensiones,
excediendo el limite de tolerancia de la microalga a las tensiones hidrodinamicas
(Sanchez Mir6én 1999, Barbosa 2003).
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La forma del rociador puede afectar la transferencia de gas al medio, el tamafio

del orificio influira en el tamano de burbuja. Rociadores con orificios de tamano



muy pequefo son mas propensos a obstruir y requieren un mayor consumo de

energia para la entrada del gas.

1.2.9 Parametros de dafio y muerte celular.

El dano celular debido a la hidrodinamica del fotobiorreactor es un problema clave
en cultivos de microalgas en fotobiorreactores, los efectos negativos de exceder
los limites de las microalgas en crecimiento y productividad celular han sido
reportados (Barbosa 2003). La tasa de muerte celular se debe principalmente a la
ruptura de las burbujas en la superficie y a efectos ocasionados a lo largo del
rociador (Barbosa 2003). Barbosa (2003), relaciono la muerte celular con el
rociador. Jobses et al. (1991) Elaboro un modelo para cada consecuencia
(formacion y ruptura de burbuja) y relaciono el efecto de la altura del fluido a la
adherencia de las células a las burbujas (una mayor altura de ascenso significa
que mas células pueden ser capturadas por las burbujas, arrastrandolas hasta la
superficie donde mueren con la ruptura de la burbuja), produciendo correlaciones
verificables entre la tasa de muerte celular y parametros particulares de cultivo
(Barbosa 2003).

Tomando la formacién de burbuja en el rociador como la causa de dafo y muerte
celular, la tasa de muerte se incrementara con la disminucion del numero de
orificios en el rociador (manteniendo el flujo de gas, el tamafio de burbuja, el
diametro del orificio y el volumen de cultivo constantes) ya que esto incrementa la
velocidad de entrada de gas. Si la ruptura de burbuja en la superficie es la causa,
la tasa de muerte sera proporcional al flujo de gas por unidad de volumen
(mientras la viscosidad y la tension superficial del fluido, al igual que el tamafo de

burbuja sean constantes) (Barbosa 2003).

Una posible causa de muerte celular en el rociador podria deberse a las fuerzas

hidrodinamicas asociadas con el flujo alrededor de la formacién y separacion de



las burbujas (Barbosa 2003). Fueron probadas varias velocidades de gas
superficial (0.017 — 0.085 m/s) y no ocurrié dano celular, indicando que la ruptura
de burbuja no puede ser solo la responsable del dafio celular.

Es aun incierto si el ascenso de la burbuja contribuye al dafio celular; es por todo
esto, que aun no se tienen claridad sobre la influencia de la altura de la columna

en el dafo y muerte (Barbosa 2003).

1.2.10 Control de temperatura.

Toda la luz absorbida por las paredes de fotobiorreactor o por el cultivo que no es
usada en la fotosintesis, se convierte en energia térmica y puede dar lugar a un
aumento de la temperatura del cultivo. La base metalica (Fig. 1a) se debe usar si

se opera con alguna cepa muy sensible a cambios de temperatura.

1.2.11 Requerimientos de luz.

La penetracion de luz al fotobiorreactor se puede ver reducida por excesivas
velocidades de aireacion que generan micro burbujas persistentes y con el tiempo
se acumulan opacando el cultivo (Sanchez Mirén et al. 2000), este efecto puede
ser contrarrestado usando orificios del rociador mas grandes. El aumento o
reduccion de irradiacion por burbujeo resulta de la combinacién de dos factores:
oscurecimiento del cultivo por burbujas, y fendbmeno de reflectancia interna.
Intervalos oscuros mejoran la conversion de luz a biomasa (Laws et al. 1987, Terry
1986); asi como intervalos que permitan las reacciones cataliticas oscuras de
fotosintesis para acelerar su cumplimiento, restaurando el aparato fotosintético
para su completa eficiencia para el siguiente periodo de luz (Acién Fernandez et
al. 2001). Estos intervalos de luz/oscuridad reducen el efecto negativo de la

fotoinhibicion.
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Las eficiencias de fuentes de luz artificial varian con el tipo de lampara, solo de
alrededor del 5% en lamparas de halégeno incandescente, de 10 — 15% para
tubos fluorescentes y 20 — 25% para lamparas de sodio alta presion. Solo con
lamparas XENON y diodos emitentes de luz se consigue una alta eficiencia, 80%
(Tredici 1999). Otro aspecto a considerar es la calidad espectral de la luz emitida,

donde se debe igualar el espectro de accion del cultivo.

1.2.12 Materiales de construccion.

Los materiales deben cumplir con: alta transparencia, alta fuerza mecanica,
carencia de toxicidad, resistencia a desgaste (durabilidad), estabilidad quimica,
facil de limpiar, y bajo costo. El polietileno y los tubos de polipropileno son baratos,
pero ambos pierden la transparencia muy rapidamente y presentan serias
limitaciones en cuanto al bioensuciamiento y la fuerza mecanica (Tredici 1999). El
cristal podria ser un material excelente (alta transparencia, estabilidad quimica y
durabilidad), sin embargo, son altos los gastos de instalacion; ademas de su
fragilidad. Las bolsas de polietileno también son usadas (bajo costo, alta

transparencia, buena esterilidad) (Carvalho et al.2006).
De acuerdo a los criterios anteriormente mencionados, se va a desarrollar el

disefio y posterior montaje de un fotobiorreactor a escala laboratorio, teniendo en

cuenta todos los aspectos mas relevantes.
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2. MARCO METODOLOGICO PARA EL DISENO Y MONTAJE DE UN
FOTOBIORREACTOR A ESCALA DE LABORATORIO PARA LA
PRODUCCION DE MICROALGAS.

La metodologia que se implementé para la ejecucion del presente trabajo de
investigacién esta ligada con el siguiente diagrama de flujo general y las cuatro

etapas que se explican a continuacion.

nalisis del estado del Creacion de inoculos
arte. 4 de microalgas.

evision bibliografica.

Definicion de efinicion de rango de
Disefio del y materiales a utilizar 4 operacion del
fotobiorreactor. n el fotobiorreactora Fotobiorreactora
disefar. disefar.

Montaje y puesta en R Realizacion de
marcha de pruebas en el
fotobiorreactor. fotobiorreactor.

Figura 4. Metodologia del disefio y montaje de fotobiorreactor a escala laboratorio para la producciéon de microalgas.

2.1 PRIMERA ETAPA. REVISION BIBLIOGRAFICA.

Se realizé una recopilacion de informacion bibliografica (libros, articulos, tesis e
internet) con el fin de identificar estudios anteriores que hayan sido implementados
en el disefio y montaje de fotobiorreactores. Posteriormente, se elabor6 un estado

del arte critico en el cual se especifican los diversos tipos de fotobiorreactores,
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ventajas y desventajas que presentan con el fin de seleccionar aquel que sea
flexible, con el minimo costo y consumo energético que permita una operacion

confiable en el laboratorio.

2.2 SEGUNDA ETAPA. DESARROLLO DE PRUEBAS PRELIMINARES.

Con las microalgas a trabajar en el laboratorio (Chlorella vulgaris cédigo UTEX
1803, obtenida de la Universidad de Texas, Austin) se realizaron una serie de
inoculos en diferentes medios de cultivo (Medios Watanabe, Bold Basal y Peptona
Proteasa) inicialmente en erlenmeyers, luego en el biorreactor instalado en el
laboratorio, de donde se sacaban los nuevos inoculos para ser cultivados en
diferentes volumenes, primero en recipientes plasticos de 500 ml, luego en
envases plasticos de 2.5 litros y 5 litros (Imagenes 1 y 2). Se analizo el
comportamiento del cultivo en un fotobiorreactor de prueba, disefiado con
dimensiones muy parecidas al montado en el laboratorio, pero con diferente
material, se uso una bolsa plastica calibre 4.0 de 12 cm de diametro y una altura
de liquido de 1 m (Imagen 3), el cual seran el punto de partida para identificar un
medio 6ptimo de cultivo que sera utilizado en el fotobiorreactor disefiado y

montado.

Imagen 1. Inicio de inoculos en erlenmeyers.
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Imagen 3. Fotobiorreactor de prueba en bolsa plastica calibre 4.0

Ademas, se definieron las caracteristicas, dimensiones y rangos de operacion,
gracias al apoyo de una serie de trabajos especificos que se realizaron por parte
de otras personas en el biorreactor ya instalado en el laboratorio tales como
periodos e intensidad de luz, temperatura, pH entre otros, obteniéndose una altura
del cultivo de 1 m, didmetro del fotobiorreactor de 10 cm, como medio de cultivo
se definié el Medio Bold, un buen mezclado se logra con un flujo de aire de 5.7 x
10" m®/s, se escogi® como material para el recipiente vidrio. Los planos y
dimensiones de fotobiorreactor se muestran en la figura 1, y con mas detalle en el

anexo E.
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Imagen 4. Cultivo de microalgas en el biorreactor.

2.3 TERCERA ETAPA. DISENO Y MONTAJE DEL FOTOBIORREACTOR.

El disefio del fotobiorreactor presenta las dimensiones especificadas en el anexo
E, en el cual se estudia su funcionamiento y desempefio con la entrada del gas al
mismo. Luego se definieron los materiales necesarios para la construccién del
fotobiorreactor los cuales son basicamente el acero inoxidable por su durabilidad,
tanto en los soportes como en las tapas, y el cilindro hecho de vidrio ya que
permite una buena transferencia de luz en comparacién con otros materiales. Ya
con los materiales seleccionados, se realizé el montaje correspondiente del

fotobiorreactor en el laboratorio.

24 CUARTA ETAPA. PUESTA EN MARCHA Y PRUEBAS EN EL
FOTOBIORREACTOR.

Luego del montaje se procedio a realizar la puesta en marcha del fotobiorreactor,
con un cultivo de microalgas en un medio basico de Bold (ver anexo F), al que se
le realizaron una serie de pruebas, siendo este el punto de partida de posteriores
mejoras con el fin de encontrar el disefio mas viable para ser escalado en

producciones de biomasa a nivel de planta piloto.
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3. INTERPRETACION DE RESULTADOS Y ANALISIS

Los primeros experimentos se realizaron en 3 reactores de 2 litros de trabajo, cada
uno de estos con un medio (Bold, Watanabe y Peptona Proteasa). A cada reactor
se inocularon con una concentracion inicial celular de 0.018 g/L con una
temperatura promedio de 28 °C con aireacién a 0.5 Ipm y una exposicion a la luz
de 12:12 (luz/oscuridad). Aunque el medio que produce una mayor cantidad de
biomasa es el medio Peptona (Figura 5), este es considerado como un medio de

estudio, debido a su alto costo (Figura 6), lo cual restringe su uso a escala mayor.

2.5

Concentraclén 2

celular gL}
1.5

1

0.5

4]

=¢=Modio Watanabe |0.20.250.3/0.40.450.5/0.7/0.9| 1 |1.2{1.3/1.5/1.8/1.8[1.8
~&—Modio PP |0.2[0.4[0.5/0.8/0.9 1 [1.1[1.2/1.3(1.50.791.8 2| 2 | 2
ModioB3N  0.2/0.3/0.5/0.6/0.8/0.9| 1 |1.2|1.3/1.4/1.5/1.7[1.8[1.9]1.9

Figura 5. Crecimiento Celular en los diferentes medios.

El segundo medio que presenta buen crecimiento es el medio Bold 3N, este medio
posee un costo de produccion mas bajo que el peptona, aunque algunos de sus
componentes no son de facil consecucién como el extracto de lago, se probo una
modificacion, el cual se denomina Bold Basal, ya que es la forma mas sencilla de

este tipo de medio y permite un buen crecimiento celular.

16



Valor {pesos Col.)

Modio Watanabe Modio B3N Moedio PP

Tipo de Medlo

Figura 6. Valor promedio en la produccion de los 3 medios.

Mediante el uso de un luxédmetro fue posible calcular los grados Lux a los que esta

expuesto el fotobiorreactor en diferentes zonas del mismo.

Zona del fotobiorreactor Grados LUX
Zona superior 584,0
Zona media 665,3
Zona inferior 637,5

Tabla 1. Medicion de la intensidad de luz en el fotobiorreactor.

En la siguiente tabla se muestra la composicion del aire que le fue inyectado al

fotobiorreactor gracias al uso de un analizador de gases infrarrojo.

Componente %
0O, 20,7
CO, 0,4

Tabla 2. Composicion del flujo de aire inyectado en el fotobiorreactor.

De la los datos de la concentracidon de biomasa con el tiempo, se calcula tasa de

crecimiento segun el anexo B
1d¥
[ = ——
¢ X dr

Integrando para los limites de la concentracion en el tiempo ¢, y para la contraccion
inicial del dia 1 (24 h) de la tabla 3 del anexo J, (Xp = 0.26 g/L, t = 24 h) se obtiene
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Se toman los datos para el dia 3 (72 h)
= aE-1
som S.447 x 1077 gt

En la siguiente tabla se muestran los flujos de aire inyectado al fotobiorreactor los

cuales fueron tomados usando el método de Mariotte.

Dia m®/s (10
Dia 1 6,16
Dia 3 5,83
Dia 5 5,83
Dia 7 5,50

Tabla 3. Medicion del flujo de aire inyectado en el fotobiorreactor.

Se toma un valor promedio para el flujo del aire, F, = §,708 x 10=7 ??’ral,-"ﬁ.

El area transversal del flujo de aire es Ag = 1.25 x 10° m?, |a velocidad del gas es
oo fe BaUE X 1077 wm? Sz
€ A. 1250 x10-% mf

vewm Q0456 m/F

La velocidad del gas esta en el régimen burbuja, lo cual es deseado, ya que se
mantiene un buen nivel de mezclado y se evita una alta turbulencia que podria

afectar a las células en el régimen de choque de burbuja.

Para los siguientes datos se usaron las ecuaciones del Anexo H. La potencia de

entrada a dispositivos neumaticos se relaciona

Fg
IT- R &g
5
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Donde la densidad del liquido se midié con un picndmetro de 5 ml, la densidad no

varia significativamente en todo el tiempo del cultivo.

= 1024 N9/ g

El volumen del liquido es 1; = Q0108 m®

Fg kg T iy
T L4 (=5 x 210 () x 0.0486 (-]

Y

1
7 o Ky
— GGEE T
{1 i mi-ﬁ

Ahora se mide el agarre de gas, por medio de la técnica de expansiéon de volumen,
se miden las correspondientes alturas, h, = 0.926 m, hp = 0.933

@ - fy - OeEd—- 0930
hig Q.98

- 7,508 x 107%

g .

0.0456
7,503 x 1078

N ¥g
W W ——
¢ g

v, = G078 M
Se calculé el tiempo de residencia medio del gas en dispersion dentro del
fotobiorreactor.

hy 0.926

% = I=g)v, (1-7.503x107%).6.076

b, mQlbs

Luego, se aplicaron las correlaciones encontradas para el coeficiente de

transferencia de masa con la velocidad del gas en columnas de burbujeo.
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1.

De Heijnen & Van't Riet (1984)

Koy = 0.53v.%

Bowy = DLI2(0.0455)%7

kya;, = 0,087 5™

Correlacionarlo para el CO,

o 1.50 % 1077
keats oo, = kpap—= = 0037 X — 0
(keadeo, = kyay Do, L8O X 1477

(;‘;:q ;II:Gr - 0|Qﬁl F-I

De Sanchez Mirén et al. (2000)

ko m Q0.874

S W m e =
: Ve74
Kyl ™

& (D04BE)mEFR = 1
kya, = 0.045 571

3 I
i

Correlacionando para el CO,

Deo
Roag = (Kpagdco, B‘_g:

L by, 1.50x 107"

(;'FL{TE:]CGE = Q037 F_.l
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Fuerzas de corte en el Fotobiorreactor
Se midio la viscosidad en un reémetro Rheocalc V2.4
fym 31T cPm 213X 0™ Pa g

Usando la correlacion de Henzler & Kauling se calculo el esfuerzo de corte
promedio

[-:..92-4 % 9,810 x @.@4515]“
b
' e 1

ym 14665 574

Mediante el uso de un pHmetro se fue tabulando el pH diario del cultivo de

microalgas realizado en el fotobiorreactor el cual se precia en la siguiente grafica.

pH

74
T
N
6.8 /
6.6 ¢

6.4 \ =

6.2

Figura 7. Variacion del pH en el cultivo de microalgas.
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Adicional a lo anterior se realizo la medicion de la temperatura diaria del cultivo
donde uso de un termdmetro digital tipo sonda lo cual se muestra en la siguiente

grafica.

T (°C)
30

292.: /”"\\
s ~_ ./ \

27.5 \

26.5

1 2 3 4 5 6 7 8
—=Temperatura

Figura 8. Variacion de la temperatura del cultivo de microalgas.

Finalmente, usando el método del peso seco, se calculd la concentracién celular
diaria presente en el cultivo de microalgas realizado en el fotobiorreactor, del cual

se obtuvo el siguiente grafico a continuacion.

g{L
0.8 /"/"J
/ ~
0.6
—_
0.4 /'/
1/
0.2
0
1 2 3 4 5 6 7 3 9
=o=Concentraclén celular Dia

Figura 9. Concentracion celular del cultivo de microalgas.
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De la informacién consignada se puede apreciar que la exposicion de luz a la que
esta expuesto el fotobiorreactor no es homogénea, ya que es relativamente
diferente en la zona superior del cultivo con respecto a las otras regiones.

Con respecto al flujo de aire implementado en el fotobiorreactor dicho flujo se fue
variando al pasar de los dias. En el comienzo fue moderado y el burbujeo
presentado era normal y posteriormente se incremento, debido a que el compresor
era utilizado para airear diferentes series de fotobiorreactores plasticos que eran
utilizados en diferentes experimentos y pruebas tales como crecimiento en
diferentes medios, incidencia de diferentes tipos de luz en el cultivo, entre otros
provocando una turbulencia la cual podria causar un impacto negativo en el
crecimiento del cultivo. Por lo anterior se disminuy6 el flujo de aire con el fin de

evitar posibles perjuicios al crecimiento celular.

Ademas, se puede apreciar que el pH del cultivo varia de forma brusca donde
inicialmente se presenta en el cultivo un pH inicial de 6,59 y posteriormente se
encontré a un pH de 7,23 pero al siguiente dia empieza a disminuir debido a la
produccion de oxigeno de las microalgas en el cultivo, el cual se disuelve en el
medio y otra parte se escapa. Luego, vuelve a subir levemente el pH pero se
estandariza en un rango de pH entre 6 y 7 indicando que el cultivo presenta una

produccion de oxigeno constante.

En cuanto a la temperatura del cultivo se puede observar que esta al comienzo
presenta una fluctuacién debido a que la temperatura ambiente de 28°C lo cual
incide directamente en el cultivo, pero posteriormente disminuyé y se estabilizé
entre 26,5 y 27,5 °C, permitiendo trabajar a un valor constante durante las

pruebas, manteniendo un equilibrio con el ambiente en el laboratorio,

De acuerdo a los resultados obtenidos sobre de la concentracion celular que se
presenta en el cultivo, ésta arroja muy buenos resultados ya que se aprecia desde

el segundo dia de operacién del fotobiorreactor, un continuo crecimiento teniendo
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en cuenta la concentracion inicial. A pesar de que este no sea un crecimiento
significativo, dicho crecimiento no se ve disminuido, lo que indica que todos los
factores involucrados en el diseiio y montaje del fotobiorreactor son favorables

para el cultivo de las cepas a evaluar posteriormente en el fotobiorreactor.

Microalga Chilorella vulgaris, UTEX 1803
Temperatura promedio del 27°C
cultivo
Volumen del cultivo 0,0105 m®
Relacion Superficie/Volumen 0.83m™
Fuente de luz Artificial, Lampara halégeno 40W
Cantidad de luz promedio 628.93 grados LUX
Periodo de iluminacion Luz 12 h - Oscuridad 12 h
Velocidad de Entrada de gas 0.0456 ms™
Concentracion de CO; en el 0.40%
flujo de gas
Régimen de flujo Régimen de burbuja
Tasa de crecirFi?nto especifica 8447 x 102 h!
M
Agarre de gas (€) 7.503 x 10
Velocidad de ascenso de 6.078 m s
burbuja
Tiempo medio d_e resiq'encia 015s
del gas en dispersion
Coeficiente de transferencia de | 0-031 8™ (Heilnen & Van't Riet 1984)
masa global de CO, 0.037 s™" (Sanchez Miron et al. 2000)

Tabla 4. Condiciones del cultivo en el fotobiorreactor.
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CONCLUSIONES

Se evaluaron los principales criterios del disefio de un fotobiorreactor a escala
laboratorio, desde la entrada de gas y sus efectos en la disponibilidad de luz
mediante, el agarre de gas y la velocidad del liquido (mezclado y turbulencia),
transferencia de gas, ademas de materiales de construccion, todo con el fin de
disefiar y montar un fotobiorreactor que permite estudiar las diferentes variables

del proceso de cultivo de microalgas en el laboratorio.

Se diseid y montd un fotobiorreactor a escala laboratorio para la produccion de

microalgas.

El fotobiorreactor disefiado y montado en el laboratorio, bajo el uso de un flujo de
aire regulado y constante, le es favorable al cultivo de microalgas ya que al evitar
turbulencias por causa del mismo, se evitan danos celulares que perjudiquen el
crecimiento del cultivo. Las variaciones ciclicas en la velocidad de aireacion (flujo
del aire y/o gas de entrada), son necesarias para obtener un balance entre las
demandas conflictivas del agarre del gas, la penetracion de luz, la buena

transferencia de masa y el mezclado en el cultivo.

El crecimiento celular que se presenta en el cultivo de microalgas realizado en el
fotobiorreactor fue satisfactorio, debido a que se observa un continuo crecimiento
a lo largo del tiempo en el que se hicieron las pruebas, a pesar de que se
implement6 el método del peso seco, ya que éste no es muy preciso y se puede

presentar margenes de error.

25



RECOMENDACIONES

Se debe realizar una nueva serie de cultivos de microalgas en el fotobiorreactor
con un mayor tiempo de duracion (entre 15 y 20 dias) con el fin de determinar el
tiempo en el cual se obtiene la mayor concentracion celular no solo con Chlorella
vulgaris sino con otras cepas principalmente aquellas que sean nativas

(colombianas).

Realizar el uso de los fotobiorreactores utilizando la luz solar ya que con ello se
inhibe el uso de luz artificial lo cual significa un ahorro de energia y comparar los

crecimientos de ambos casos con el fin de establecer diferencias y similitudes.

Implementar el uso de CO; en futuros cultivo de microalgas con el fin de
incrementar de una forma mas rapida la concentracion celular, teniendo en cuenta
que dicha inyeccion de CO, tiene que ser determinada por una serie de pruebas
de diferentes concentraciones, para establecer cual es el porcentaje de CO, que
debe ir en el flujo de gas de entrada dependiendo del requerimiento de la cepa a

cultivar.

Utilizar un sistema de control en el fotobiorreactor que me permita realizar
mediciones de temperatura, pH, cantidad de CO, y O disuelto en el cultivo,
cantidad de luz que penetra en el cultivo, concentracion celular entre otras; para
facilitar la toma de datos de una forma mas exacta, lo cual permitiria un mejor

estudio del comportamiento del cultivo en el fotobiorreactor.
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Anexo A. CLASIFICACION GENERAL DE LOS FOTOBIORREACTORES.

A continuacion se muestra una tabla en donde se mencionan los principales

fotobiorreactores y sus usos; ademas de una clasificacion general

caracteristicas cuantitativas de los mismos:

y algunas

FOTOBIORREACTORES

TIPO DE SISTEMA Pv Pa DC APLICACIONES REFERENCIAS
prototipo de reactores
0,55 n.d. n.d. horizontales con mecanismo Richmond et al., 1993
Tubular horizontal airlift
Tubular horizontal Prototipo de produccién de
ADC 1,6 27 4,8 | biomasa Richmond, 2000
Tubulares | Tubular horizontal
ADC n.d. 30 6,5 | Produccion de biomasa Gudin y Chaumont, 1991
Con mezcladores estaticos
Tubular inclinado 1,47 n.d. n.d. | internos Ugwu et al., 2002
Tubular helicoidal Prototipo agitado
conico n.d. 33,2 n.d. | neumaticamente Morita et al., 2002
Plano vertical ADC 2,4 66 6 | Produccién de biomasa Richmond, 2000
Plano inclinado ADC 0,9 110 2,2 | Produccién de biomasa Richmond, 2000
Plano horizontal ADC n.d. 30 2 | Produccién de biomasa Richmond, 2000
Plano vertical 1,93 n.d. n.d. | Produccién de biomasa Tredici y Zitteli, 1998
Planos
Plano vertical UADC 9,2 67,8 22,5 | Fijacion de CO2 del aire Hu et al., 1998
Estudio del efecto de la
Plano inclinado ADC 4,3 51,1 8,4 | trayectoria Hu etal., 1996 b
Estudio de la fisiologia de
Plano inclinado UADC n.d. n.d. 35 | los organismos en UADC Hu et al., 1996 a
Tanque agitado iluminado Remocion de amonio a altas
n.d. n.d. 1,2 |T. Prosperi, 2000
lluminado internamente Prototipo de reactores de Javanmardian y Palsson,
n.d. n.d. 30 | UADC 1991
Serpentin Serpentin vertical 1,64 n.d. n.d. | Estudios de fotoinhibicién Tredici y Zitteli, 1998
Serpentin horizontal 0,9 n.d. n.d. | Estudios de fotoinhibicion Tredici y Zitteli, 1998
Airlift Estudios y caracterizacion de
0,34 n.d. n.d. | reactores airlift Sanchez et al., 2000
Pv: productividad volumétrica (g/I-dia) DC: densidad celular maxima alcanzada (g/l)
Pa: productividad por area (g/m2-dia) ADC: alta densidad celular
UADC: ultra alta densidad celular. n.d. No hay dato.
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Anexo B. PRINCIPALES CARACTERISTICA DE LOS ORGANISMOS
FOTOTROFICOS.

La fotosintesis y el aparato fotosintético.

Todos los organismos requieren una fuente de energia para su crecimiento. Los
organismos fotoétrofos, utilizan la luz como fuente de energia. La luz o radiacion
visible, es la radiacion electromagnética en el rango de 400 a 700 nm, la cual es
sensible al ojo humano. Es por esto, que es usada por las algas y plantas para la
fotosintesis, la radiacion visible es también llamada radiacion fotosintética activa

(PAR Photosynthetic active radiation).

La fotosintesis es el proceso en el cual los fototrofos capturan y convierten la
energia de fotones (cantidad de energia electromagnética) a energia utilizada
bioquimicamente, es a través de la fotosintesis que los fototrofos obtienen la
energia (ATP) y poder reductor (NADH o NADPH - definir) necesario para
incorporar CO; y la fabricacion de moléculas organicas que se requieren para el

crecimiento, (Carvalho et al. 2006).

Cerca de la mitad de la fotosintesis en la tierra es llevada a cabo por
microorganismos. Hay tres grupos principales de microorganismos fotosintéticos:
el purpura fotosintético y la bacteria verde, La cianobacterias (también llamada por
la botanica como alga azul — verde) y las microalgas. Las Bacterias fotosintéticas y
las cianobacterias son procariotas: las microalgas tienen una organizacion celular
tipo eucariota. Las bacterias fotosintéticas difieren de las cianobacterias y las

microalgas por sus pigmentos y el proceso fotosintético.
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La habilidad del rendimiento de la fotosintesis depende de la presencia de los
pigmentos absorbedores de luz, las clorofilas. Las clorofilas absorben la luz
principalmente en las regiones azul — violeta y rojo del espectro y absorben
débilmente en la region verde; es por esto que muchos fotétrofos son de color

verde.

Aparte de las clorofilas, otros pigmentos fotosintéticos, también estan involucrados
en la absorcion de la luz, estos absorben luz a través del rango comprendido entre
azul — verde y amarillo — naranja, donde la clorofila absorbe poca luz.

Las microalgas tienen un tipo de fotosintesis que envuelve dos fotosistemas (PSl y
PSIl), usan H,O como donador de electron, y evoluciona el oxigeno como un
resultado de la fotolisis del agua. Las microalgas son en su mayoria aerdbicas
(usan el oxigeno como un receptor de electrones para la metabolismo respiratorio)

y autotréficas.

Fotosintesis como funcion de la calidad de luz.

La longitud de onda absorbida por un fotoétrofo depende del contenido de
pigmentos como muestra el espectro de absorcion (Tredici 1999). Solo longitudes
de onda absorbidas son usadas. Pero no todas las longitudes de onda absorbidas
son igualmente eficientes para la fotosintesis. Por lo tanto, el espectro apropiado
de fuente de luz para un fototrofo es presentado mejor por el espectro de accion
de fotosintesis (la curva que se obtiene al graficar la tasa de fotosintesis especifica
[P] contra la longitud de onda a través del rango fotosintético para los organismos

cultivados).

Tasa de crecimiento.

Crecimiento puede ser definido como el incremento ordenado para todos los

constituyentes de las células. Durante este proceso, los organismos unicelulares
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crecen a su maximo tamano, luego se dividen en dos hijas células. Las células
hijas repetiran el proceso, y el numero de células se doblara en intervalos de
tiempo regulares. El tiempo requerido para que la poblacién doble su numero se
denomina, tiempo de generacion, g. la tasa de incremento de concentracion de

biomasa es generalmente expresado como la tasa de crecimiento especifica, y, el

, . . ., - InZ
cual esta relacionado con el tiempo de generaciéon por ¥ = fa. La tasa de
crecimiento especifico, el cual puede ser definido como una constante de

proporcionalidad para la reaccion de crecimiento catalitica, es descrita por:

1
“'EE) (1)

Donde p es la tasa de crecimiento especifica (h™'), X es la concentracion de

biomasa (gI”'), t es el tiempo (h), y ﬂxf“d{- es la variacion de concentracion de
biomasa con respecto al tiempo (gl'h™"), esto es, la productividad del cultivo por

unidad de volumen.

Curva de crecimiento.

Cuando un fotétrofo crece bajo condiciones apropiadas en cultivos por lotes, su
curva de crecimiento sigue un patrén en forma de S, mostrando seis fases
principales (Tredici 1999). Cada fase se caracteriza por un valor particular de la
tasa de crecimiento especifico y refleja un estado metabdlico particular de la
poblacion celular. Después del inoculo, el crecimiento no empieza necesariamente
de inmediato desde que la mayoria de células pueden ser viables, pero no en
condicion de dividir, especialmente cuando el cultivo padre es viejo. El intervalo
necesario para que las células transferidas para adaptar metabdlicamente a la
nueva situacion y empiece el crecimiento es llamado la fase de retraso. Después
de la fase de retraso, el cultivo entra en una fase de aceleracion, durante la cual p
se incrementa continuamente. Cuando una tasa de crecimiento constante es

alcanzada, se dice que el cultivo esta en la fase de crecimiento exponencial.
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Durante el crecimiento exponencial, todas las células estan saturadas de luz (si
una intensidad de luz de saturacién es proporcionada en la superficie del cultivo) y
el cultivo se comporta de acuerdo a la ecuacion (1). El maximo y es alcanzado en
esta fase. La fase exponencial de crecimiento de los fototrofos en cultivos por lotes
normalmente duran por un relativamente corto periodo ya que las células
empiezan a oscurecerse unas a otras mientras su numero se incrementa; el
crecimiento se limita por la luz y p decrece (fase de desaceleracion). El auto
sombreado y el hecho que la fuente de energia es instantemente suministrada en
la superficie del cultivo, no puede ser almacenada en el reactor. Durante la fase de
desaceleracién, mientras y decrece continuamente, la productividad del cultivo
puede mantenerse estable al maximo nivel por el proporcional incremento
continuo en la concentracion celular (X), ya que el incremento de la biomasa
celular se comporta casi lineal, algunas veces la parte inicial de esta fase es

llamada fase lineal.

IV v Wi

Figura B1. Curva de crecimiento en cultivo discontinuo en cada fase.

Las condiciones lineales de crecimiento son tipicamente requeridos en cultivos
masicos de fotétrofos, ya que ellos conllevan a su productividad mas alta.
Siguiendo la fase de crecimiento lineal, la poblacion celular continda
incrementandose, pero u decrece hasta llegar a cero, en este punto la
concentracion celular se mantiene constante en su maximo valor. La fase
estacionaria es seguida por la fase de muerte, en la cual la poblacién de células

viables decrece.
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Para mantener un continuo crecimiento exponencial con luz saturada, el proceso
del cultivo tiene que cambiar de lotes a continuo; esto se logra por la remocion
continua de células nuevamente formadas. Esta condicion no es adoptada en
procesos fotobioldégicos que tienen como fin la produccién de biomasa o de
productos relacionados, porque conduce una baja eficiencia de conversion de

irradiancia sobre la superficie del cultivo y una baja productividad.

Modelado de crecimiento fotosintético en fotobiorreactores.

El decaimiento exponencial de la intensidad de luz mientras penetra en cultivos
densos es generalmente descrito por la ley de Lambert-Beer. Esta ecuacion, sin
embargo, cuenta para la sola absorcién de los pigmentos y no toma en cuenta la
luz dispersa por las células. Modelos mas sofisticados han sido propuestos para la
obtencién de los perfiles de energia radiante dentro del reactor con una razonable
precision (13). Los modelos de crecimiento fotosintético son basados en
suposiciones como la tasa de crecimiento se relaciona muy de cerca con la

disponibilidad de luz dentro del cultivo.

Es necesario considerar ambos efectos de la intensidad de luz disponible en cada
punto del reactor en la tasa de crecimiento y en como el ambiente es modificado
por la absorcidon y dispersiéon. Un completo tratamiento de las cinéticas y de
crecimiento fotosintético energético en fotobiorreactores ha sido presentado por
Cornet y colaboradores. Modelos exactos para calcular la irradiacion local y media
dentro de los fotobiorreactores como funcién del disefio y de la irradiancia que
incide, y para la tasa de crecimiento y la productividad relacionada con la

irradiancia promedio ha sido desarrollado por Molina Grima y asociados.
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Fuentes de luz artificial.

Uno de los factores fundamentales que guian la escogencia de una fuente de luz
deberia ser la eficiencia en la conversion de energia eléctrica a energia. Esta

eficiencia varia considerablemente con el tipo de lampara.

Otro aspecto a considerar es la calidad espectral de la luz emitida. Las eficiencias
de fuentes de luz artificial varian con el tipo de lampara, solo de alrededor del 5%
en lamparas de halégeno incandescente, de 10 — 15% para tubos fluorescentes y
20 — 25% para lamparas de sodio alta presién. Solo con lamparas de Xenén y
diodos emitentes de luz se consigue una alta eficiencia, 80% (Tredici 1999). Otro
aspecto a considerar es la calidad espectral de la luz emitida, donde se debe
igualar el espectro de accion del cultivo. Las lamparas fluorescentes son
ampliamente aceptadas, independientemente de la calidad espectral de su
emisién, por que proveen una irradiacidon uniforme relativa sobre una larga
superficie (Tredici 1999).
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Anexo C. RESENA HISTORICA DE LOS FOTOBIORREACTORES.

El uso de fotobiorreactores para el cultivo de microalgas data a finales de 1940 y
fue una consecuencia légica de las investigaciones llevadas a cabo con Chlorella
en fundamentos de fotosintesis. En estos tempranos afios de cultivo de algas, el
énfasis fue en un control continuo de cultivacion; por lo tanto, reactores cerrados
tuvieron prioridad. Sistemas abiertos fueron considerados inapropiados para

garantizar el grado necesario de control y optimizacién del proceso.

Uno de los primeros sistemas cerrados fue llevado a cado en la Universidad de
Stanford en California a finales de 1940 y envolvia el uso de reactores tubulares
verticales. Las unidades consistian de columnas de 1.8 m de altura y 10 cm de
didmetro; aire enriquecido con dioxido de carbono fue inyectado por el fondo de la
columna para obtener mezclado y control de pH/pCO.,. El sistema fue operado con
Chlorella bajo luz artificial y luz solar. La productividad volumétrica maxima en
ambientes cerrados fue de 0.48 g L™ d™'. Y en ambientes exteriores el promedio
fue de 0.28 g L d™'. La razén para la baja productividad en ambientes exteriores

no fue clara.

A principios de 1950, la compafriia en el instituto de tecnologia de Massachusetts,
desarrollo dos tipos basicos de fotobiorreactores: una selecciéon de 10 tubos
plasticos rigidos y 50 m? de una unidad tubular flexible horizontal. La unidad
horizontal podria ser considerada como la primera planta piloto para la produccién
de microalgas. Consistia en tubos de polietileno de 4 mm de grosor, que una vez
llenos con el cultivo hasta un fondo de cerca de 8 cm, asumiendo una forma
eliptica de 1.2 m de ancho. Los tubos estaban unidos al final en forma de un canal
de 21 m de largo, para un area de superficie total de cerca de 56 m?. El cultivo era
circulado por una bomba centrifuga. El sistema de bombeo no podia generan

velocidades de circulacion por encima de 7.5 cm s™ y no era del todo apropiado
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para el cultivo. Con la misma bomba y un tubo de 0.43 m de ancho, la tasa de flujo
alcanzo 25 cm sy los problemas de sedimentacion fueron eliminados. Las fugas
y la contaminacién con Chlorococcum y protozos (protozoarios) fueron el mayor
problema encontrado en el sistema de operacion. Con una corrida de 40 d y un
promedio de productividad de area obtuvieron 9 g m? d”. Con los datos obtenidos
en esta planta piloto se dio un material para el analisis econdmico para la
produccion de microalgas en fotobiorreactores, el cual concluye que el costo de
los productos obtenidos en fotobiorreactores era excesivo en comparacion con el

equivalente de los materiales obtenidos usando métodos convencionales.

Por el mismo tiempo en Japon, Tamiya y asociados desarrollaron un sistema que
consistia en un reactor de serpentin tubular sumergido en un bafio de agua para el
control de la temperatura y una columna externa para el intercambio de gases.
Este sistema siempre que el criterio de disefio basico para todos los
subsecuentes, esencialmente idénticos, reactores en serpentin. El reactor fue
hecho de tubos de vidrio de 3 cm de diametro unidos a una forma de serpentin y
tenia un largo total de 33m. el volumen de cultivo total fue de 40 L. la circulacion
fue llevado a cabo a una velocidad lineal de 15 — 30 cm s™. En la columna de
intercambio de gases, una mezcla del 5% de CO2 en aire fue inyectada a una tasa
de 1-1.5L min™. La productividad fue directamente relacionada con la irradiancia
solar con el mayor valor, alcanzada a la maxima irradiancia, cerca de 0.6 g L™ d™".
Después de varios meses de experimentacion, los autores concluyeron que uno
de las mayores limitantes fue el control de temperatura y que un incremento
significativo de la productividad podria ser puede alcanzarse mediante el cultivo
de algas con una temperatura 6ptima mas alta y una mezcla vigorosa para
aumentar el crecimiento, proporcionando una iluminacion intermitente. Estos

conceptos aun son guia para la mayoria de los investigadores.
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Muchos tipos de fotobiorreactores han sido disefiados y experimentados desde el
trabajo de Pirt y asociados a inicios de 1980. La mayoria son sistemas de pequefia
escala, solo en unos pocos casos se han escaldo a tamafio comercial:

Fotobiorreactores Tubulares Verticales.

Muchos han sido desarrollados siguiendo el primer disefio de Cook. La principal
caracteristica de este sistema fue amplio, un delgado tubo de vidrio insertado
desde el fondo de la columna para reducir los espacios oscuros dentro del reactor.
Ya que la parte superior final era abierta, se podia usar para regular la
temperatura del cultivo. El grosor de la camara anular del cultivo de cerca de 3.5
cm se encontro ser optima para el crecimiento sensible a la luz y a los esfuerzos
de Microcystis aeruginosa. Columnas verticales rigidas, tipicamente de 2 — 2.5 m
de altura y 30 — 50 cm de diametro, que son extensamente usadas en los
criaderos para producir biomasa de algas para la alimentaciéon de los estanques
de larvas marinas y los peces debe ser incluida en esta categoria. Comunmente
estos sistemas son hechos de hojas de fibras de vidrio traslucido formadas dentro
de los cilindro. El aire es burbujeado desde el fondo para mezclado, y ya sea con
iluminacién natural o artificial o una combinacién de las dos. James y Al-Khars
cultivaron Chlorella'y nannochloropsis en 200 L, 30 cm de diametro en cilindros de
fibra de vidrio de este tipo. Cinco unidades asi fueron conectadas en serie y
operadas continuamente. lluminacion fue suministrada externamente por un banco
de lamparas de fluorescentes de luz diurna. Debido a la baja relacién entre S/V de
los cilindros, las productividades volumétricas medias 0.17 g L' d™' con Chlorella y
0.05 g L d" con Nannochloropsis) no fueron altas, excepcionalmente altas
productividades por unidad de area ocupada fueron reportadas (sobre 200 g m
de area de terreno d”' para Chlorella). Sin embargo, estos valores no deben ser
tomados como un parametro valido para la evaluaciéon y comparacion de este

sistema.
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Cilindros con iluminacion interna, los cuales pueden ser considerados como una
variacion de reactor anular ideado por Juttner, han sido propuestos por la
produccion de microalgas marinas en criaderos. Estos cilindros tienen altos costos
de construccion, son menos costosos para operar que columnas completamente
llenas. También tienen altas productividades volumétricas y mayor eficiencia de
utilizaciéon de luz desde que el flujo de fotones suministrados al cultivo es

completamente atrapado por él.

Miyamoto y colaboradores, experimentaron con reactores tubulares verticales
(2.35 m de altura, 5 cm de diametro interno) hechos a bajo costo con tubos de
vidrio producidos en masa utilizados en la industria de la iluminacion fluorescente.
La productividad volumétrica fue de 0.6 g L™ d™* con Nostoc y Anacystic en cultivos
al aire libre. Aunque estos sistemas no representan una innovacion son utiles
debido a su bajo costo y su alta relacion superficie/volumen en comparacion con
reactores de este tipo. Utilizando un sistema similar que consistia de 32 tubos de
vidrio de 1.5 m de altura y 2.6 cm de diametro interno, Hu & Richmond obtuvieron
una productividad volumétrica de 0.6 g L™ d™' con Isochrysis galbana cultivada al

aire libre.

Los tubos de polietileno transparente de diferentes diametros y espesor estan
disponibles en rollos largos a un costo muy bajo. Un reactor vertical desechable
puede ser facilmente construido cortando una longitud adecuada y sellarlo con
calor en un extremo. Esta bolsa o reactor de manga puede ser suspendido de un
marco o apoyados dentro de un marco de red. Tales reactores se utilizan en
interiores con iluminacion artificial (generalmente con lamparas fluorescentes
montadas de forma vertical) o al aire libre bajo la luz solar. La temperatura
alcanzada en la fabricacion del tubo de polietileno es suficientemente alta como
para esterilizar el material. Estos sistemas tienen una vida relativamente corta,
producto de la contaminacién bioldgica, pero son faciles y baratos para sustituir en

el final del cultivo. Mangas de polietileno transparente de dos metros de largo,

43



selladas en la parte inferior, y colgadas en una estructura de hierro se han
utilizado para cultivar Porphyridium y Dunaliella al aire libre (en Israel), obteniendo
una alta productividad significativa comparada con estanques abiertos. Los
principales inconvenientes de los reactores de la manga es su baja relacion
superficie/volumen y la baja eficiencia de utilizacion de la luz artificial cuando se

proporciona desde el exterior del reactor.

Figura C1. Cilindros y bolsas verticales (fuente Tredici 1999)

Fotobiorreactores Tipo Serpentin.

Son sistemas en donde varios tubos de cultivo estan conectados en serie en forma
de “U” formando un lazo plano que se puede organizar tanto vertical como
horizontalmente. El intercambio de gases y la adicion de nutrientes tienen lugar en
un recipiente aparte. La circulacion entre el lazo plano y el intercambiador de
gases es alcanzada por el empleo de una bomba o de un puente aéreo. Varios
reactores de este tipo han sido desarrollados en las dos décadas pasadas

después del disefio original por Tamiya.

En la década de 1980, Gudin y sus compafieros de trabajo, trabajaron en el
Centre d’Etudes Nucléaires de Cadarache, Francia, disefiaron (y desde entonces

ha evolucionado) un serpentin horizontal donde la principal caracteristica es el uso
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de un estanque de agua para obtener el control de temperatura (un método
previsto por Tamiya). Después de una primera version de 1m? que consistia en
tubos de vidrio de 3 cm de diametro, una de 10 m?y luego plantas de 100 m? que
fueron construidas usando largos tubos plasticos de diametros flexibles. El
volumen total del sistema de 100 m? fue de 7 m®. El control de temperatura fue
alcanzado por flotacion o inmersién del reactor en un bafio de agua inflando o
desinflando una segunda capa de tubos colocados por debajo de los del reactor.
Inicialmente, el cultivo se distribuyd por medio de una bomba, pero mas tarde los
sistemas airlift fueron adoptados para limitar los dafios de corte a las células
sensibles y al mismo tiempo proporcionar un suministro de O, y desgasificacion de
CO,. Productividades desde 20 hasta 25 g m? d' fueron obtenidos con
Porphyridium cruentum en una corrida de 2 meses. El uso de tubos rigidos en
lugar de tubos flexibles en el trabajo mas reciente del grupo de Gudin ha permitido
operar un sistema de auto-limpieza que consiste en dos bolas de plastico, una con
mayor densidad que el medio del cultivo y uno mas ligero, que estan
hidraulicamente empujados a través del sistema. Aunque la inmersion de flotacion
en un bafo de agua puede proporcionar la termorregulacién eficiente, el costo de

este sistema es exorbitante para la mayoria de las aplicaciones.

En 1992, el Dr. Gudin fundo the Heliosynthese S.A. compafiia para el desarrollo
de tecnologia de fotobiorreactores tubulares en Francia. En 1996, Heliosynthese
cambio su nombre por Thallia Pharmaceuticals S.A. Thallia actualmente hace uso
de fotobiorreactores tipo serpentin para producir compuestos de algas de alto
valor para los mercados de nutrientes y farmacéuticos. Los principales productos
en desarrollo son los acidos grasos poliinsaturados, los carotenoides (zeaxantina
de Porphyridium cruentum, astaxantina de Haematococcus Pluvialis) y los

antioxidantes.

Reactores del tipo desarrollado por Gudin estan siendo operados por Molina

Grima y sus colaboradores en Espafa. Estos sistemas consisten de un lazo
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horizontal hecho de tubos de Plexiglas* (cerca de 100 m de largo y 2.6 cm de
diametro), los cuales estan conectados a un airlift de 3 a 3.5 m de alto. El receptor
solar esta inmerso en un tanque poco profundo para regular la temperatura.
Oxigeno disuelto, pH, y sondas de temperatura se conectan a una unidad de

control en linea para la toma de datos.

A principios de 1980, Pirt y asociados desarrollaron un reactor tubular en serpentin
en la Universidad de Londres del Colegio de la Reina Elizabeth. El fotobiorreactor
consistia de un fotomontaje formado por 52 tubos de vidrio pyrex (cada uno de
aproximadamente 1 m de largo y 1 cm de diametro interno) fijados
horizontalmente. Los tubos estaban conectados en forma de un lazo vertical y este
estaba conectado a un desgasificador externo. El reactor ocupaba un area de
alrededor de 0.5 m?. La suspensién de cultivo (cerca de 4.6 L) era distribuida ya
sea por una bomba periestatica, una bomba de desplazamiento positivo rotacional
o por un airlift; este ultimo, fue preferido por los efectos adversos observados con
las dos bombas. Con un consorcio definido que consistia de un tipo de Chlorella
de alga verde y tres bacterias quimiotroficas, la concentracion celular en exceso
de 20 g L™ y una muy alta productividad de 2.2 g m? h™ fue alcanzada a una
intensidad de luz de solo 38 W m™? (PAR). El trabajo llevado a cabo por Pirt y
asociados fue excepcional por tres razones: suministro el primer analisis detallado
de los parametros ingenieriles fundamentales de fotobiorreactores cerrados,

introdujeron el concepto de alta relacion S/V (127 m™ en este caso), y obtuvieron

Figura C2. Fotobiorreactores de serpentin horizontales de la Universidad de Almeria, Espafia y el centro de estudio de

microorganismos autotorficos de Florencia Italia, (fuente Tredici 1999)
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Fotobiorreactores planos.

Los fotobiorreactores planos y las camaras de cultivo planas a menudo han sido
utilizadas para cultivar microorganismos fototréficos en el laboratorio debido a que
proporcionan una geometria simple y facilitan enormemente la mediciéon de la
irradiacion en la superficie del cultivo. A pesar de su aparente simplicidad, pocos

de estos sistemas han sido utilizados para el cultivo masivo de algas.

El primer fotobiorreactor plano que se desarrollo para la produccion de algas fue la
“bandeja de balanceo” usada por Milner en 1953 para el crecimiento de cultivos de
Chlorella en una delgada capa turbulenta. Este sistema era de 2.65 m?, 9 cm de
profundidad de la bandeja cubierta por alambre de laminas de plastico
transparente reforzado y apoyado en un agitador. A una profundidad del cultivo de
1.7 cm, una productividad promedio de 8.2 g m? d™' fue obtenida en una corrida de
20 dias. Después de esta experiencia, los fotobiorreactores planos fueron

abandonados en la practica hasta la década de 1980.

Anderson & Eakin, cultivaron Porphyridium cruentum al aire libre para produccion
de polisacaridos usando fotobiorreactores planos de 3 m? y 5 a 20 cm de
profundidad (hechos en acero inoxidable y cubiertos de vidrio o de plastico) que se
inclinaban horizontalmente para maximizar la intercepcion de la radiacion solar.
Cerca de 20 g de polisacarido m? d™' fue producido durante el verano, cuando se

proporciono un control de la temperatura.

A mediados de 1980, dos grupos trabajaron independientemente en Francia y en
Italia introduciendo paneles planos alveolares en el cultivo de algas. Esos
sistemas fueron construidos desde PVC transparente, policarbonato u hojas de
polimetacrilato de metilo que son internamente divididas para formar canales
rectangulares llamados alveolos. Estas hojas estan comercialmente disponibles en

espesores desde 4.5 hasta 40 mm.
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Las placas alveolares como sistemas de cultivo de algas fueron primero usadas
por Ramos de Ortega y Roux en el Centre d’Etudes Nucléaires de Grenoble,
Francia. Estos autores experimentaron con 6 m de longitud, 0.25 m de ancho, 4
cm de espesor, paneles de doble capa hechos de PVC transparente para el
crecimiento de Chlorella en un invernadero y al aire libre. Las placas fueron
colocadas horizontalmente en el suelo, la capa superior de los canales se utilizd
para el crecimiento de algas y la parte inferior para la termorregulacién. La
suspension del cultivo se distribuy6 a través de una bomba. La productividad de
24 g m? d” fue alcanzada en el verano usando unidades de 1.5 m? de area
superficial. Los autores destacaron el hecho de que la placa de doble capa permite
termorregulacion eficiente del cultivo y que los rendimientos significativamente

altos se obtuvieron con los paneles que con hojas flexibles y tubos semirrigidos.

Los primeros reactores tipo panel fueron construidos y experimentados en
Florencia por Tredici y sus colaboradores colocandolos de forma vertical, con los
canales (y por tanto el flujo del cultivo) que corre paralela en el suelo, se
implemento un disefio adoptado en Alemania por Pulz, donde una bomba fue
usada para circular la suspension. En 1988, el Consiglio Nazionale delle Ricerche
(CNR) de ltalia presento este reactor en la exhibicion ITALIA 2000, celebrado en
Moscu. El mismo afo la concesion de una patente diferente para un disefio
diferente, en la que la placa se coloca verticalmente, pero con los canales
perpendiculares al suelo la mezcla se ha logrado por el burbujeo de aire en la
parte inferior del reactor. Esta ultima version ha sido usada extensamente en
Florencia para el cultivo al aire libre de cianobacterias. Los platos usados en
Florencia se construyen desde 16 mm de Plexiglas; hojas alveolares comunmente
disponibles en el mercado. Las principales caracteristicas de estos reactores es su
alta relacién S/V (80 m™), la inclinacion vertical o el inclinado respecto a la
horizontal de los canales, y el hecho de que ningun dispositivo mecanico se utiliza

para mezclar la suspensioén celular, la circulacion y la desgasificacion del cultivo se

48



logro a través de burbujas de aire en la base de cada canal. Placas elevadas de
columna de burbujeo de 2,2 m? de superficie se han utilizado para estudiar la
influencia de algunos de los principales parametros culturales, tales como la
densidad de almacenaje, la turbulencia, la tension de oxigeno, y la orientacion de
los fotobiorreactores, en la productividad y la composicién de la biomasa de la

Arthrospira platensis.

Las placas alveolares, debido a su alta relacién S/V, pueden alcanzar altas
productividades volumétricas (>2 g L d') y permitir una operacién a alta
concentracion celular (4-6 g L™). Esos sistemas, sin embargo, generalmente han
logrado bajas producciones por area (cerca de 24 g m? d') comparadas con los
reactores tubulares (cerca de 28 g m? d™'). El menor rendimiento alcanzado por
los cultivos en las placas se ha atribuido al hecho de que estos sistemas, a
diferencia de los reactores tubulares, no alcanzan la dilucion de luz (a menos que
se encuentren en una alta inclinacion con la horizontal) y por lo tanto los cultivos
en las placas sufren con mas fuerza a causa de el efecto de saturacién de luz y de
la fotoinhibicion. Los platos alveolares, al igual que otros sistemas de platos
pequenos, se pueden utilizar para la investigacion o en pequenas plantas de
produccion, sin embargo, debido a que el area de superficie del cultivo se limita a
unos pocos m?, no son adecuados para su uso en grandes plantas comerciales.

Recientemente, el |GV Institut fiir Getreideverarbeitung (Bergholz-Rehbriicke,
Germany), realizo cultivos basados en paneles alveolares de 32 mm de grosor
fueron desarrollados y operados por Pulz y sus colaboradores. Normalmente, las
placas se colocan verticalmente, con los canales dispuestos horizontalmente,
a tan sélo 20 cm de distancia, para formar una estructura compacta denominada
“fotobiorreactor”. El cultivo, circulado por una bomba de pistén, debe alcanzar una
velocidad adecuada para mantener el flujo turbulento dentro de los canales. La
distancia del desgasificador es critica para evitar concentraciones toxicas de
oxigeno. Unidades de 100 a 10.000 L, hechas de placas empacadas, se han

desarrollado y probado tanto en interiores como al aire libre con diferentes
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microalgas y cianobacterias. Niveles de productividad de 1.3 g L' d7,
corresponden a 28 g m? de superficie iluminada d”', han sido obtenidos con
Chlorella bajo iluminacion natural. Entre los problemas que han surgido son la
acumulacién de oxigeno (hasta 30-40 mg L' a la salida del sistema) y

ensuciamiento.

La principal caracteristica del fotobiorreactor es empaquetamiento estrecho de los
paneles: 42 paneles, para un volumen total de 6 m®, puede ser empacado en 100
m? de tierra. La productividad por area es de hasta 130 g m? d' han sido
reportados como unidades compactas, pero estas cifras parecen excesivas y, de
hecho se confirma la incorreccion de referencia del rendimiento de los reactores
verticales por unidad de los territorios ocupados. ElI mayor merito del
fotobiorreactor, ademas de su alto grado de desarrollo técnico, es el logro de una
significativa diluciéon de luz. Los fotobiorreactores son vendidos comercialmente

por B. Braun Biotech Int. en tamafios desde 10 hasta 6000 litros.

Richmond y sus colaboradores, desarrollaron un fotobiorreactor inclinado que
consistia en una serie de camaras de vidrio plano, de 0.7 m de altura, 0.9 m de
largo, y usualmente 2.6 cm de anchura, conectado en cascada y inclinado en un
angulo adecuado para maximizar la captura de radiacion solar. El volumen del
cultivo varia entre 6 a 50 L de acuerdo con la anchura del reactor. Dos tipos de
mezcla fueron probados: un sistema airlift que consistia en 5 columnas de PVC
transparente insertadas verticalmente en los reactores con aire comprimido
inyectado en la base de las columnas, y un sistema de columnas de burbujeo a
través de dos tubos perforados que corre horizontalmente a lo largo de toda la
longitud del reactor, una en la parte inferior y el otro a mitad de la altura. El ultimo
método dio un mejor rendimiento, por adoptar un reactor de 2.6 cm de anchura y
un mezclado vigoroso (2.5 L de aire L™ de cultivo en suspension min™'), y una area
de productividad record de 49.4 g m™ superficie iluminada d' se logro. Cuando la

parte trasera y el costado de las superficies del reactor estaban cubiertos para
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evitar la entrada de luz difusa, la productividad se redujo en un 20%. Sin
embargo, este cifra es la mas alta reportada para una cianobacteria cultivada al

aire libre.

En el uso de este sistema modular plano, un Grupo israeli lo ha abordado y ha
contribuido a aclarado aspectos fundamentales del disefio del fotobiorreactor,
como Optima la densidad celular con referencia a la trayectoria de la luz, el efecto

de de la inclinacién del reactor, la importancia de la modalidad y la intensidad de la

mezcla.

Figura C3. Fotobiorreactores planos, sistema construido en Alemania y reactores planos de vidirio experimentados en la

Universidad de Negev, Israel (fuente Tredici 1999)
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Anexo D. FOTOBIORREACTORES A ESCALA COMERCIAL.

Solo unos pocos fotobiorreactores a escala comercial han sido construidos vy
operados: un fotobiorreactor (basado en dos disefios diferentes descritos en la
patente de Pirt) en el sur de Espafia a finales de 1980 y el fotobiorreactor
hidrobiolégico multiple (probablemente inspirado por anteriores disefios similares
en ltalia por el Centro di Ricerca Agro-Industriale y Montedison) establecido a
mediados de los 90’s en el norte de Argentina. A pesar de que los disefios son
muy diferentes, ambas plantas sufrieron errores similares con respecto a algunos

errores técnicos fundamentales y en la fase de escalado.

Planta Fotobiorreactores Ltd.

Aunque las mediciones y extrapolaciones de Pirt no fueron perfectas, la calidad
del trabajo realizado en el Queen Elizabeth College y la alta productividad
proyectada atrajo inversiones y trajo consigo la creacién de la empresa,
Fotobiorreactores Ltd. (PBL UK), en 1986. Una planta piloto fue construida y
probada por la granja de investigacion de la Universidad de Reading (Sonning,
UK). Tres Afos mas tarde, PBL Espafa (PBL SA) fue fundada con investigadores
de industrias privadas (como el laboratorio danés Hansen) y entes espafolas
(Instituto de Fomento de la Region de Murcia and Centro de Desarrollo Técnico
Industrial). Una segunda planta piloto fue creada en Santomera (Murcia, Espafia),
y finalmente una planta comercial para la produccion de Dunaliella fue establecida
en Santa Ana cerca a Cartagena (Murcia, Espafia). La actividad a gran escala
comenzé en Mayo de 1990, con un sistema vertical hecho de 50 filas, cada una de
las cuales contenia 50 tubos de polietileno de 1.2 cm de diametro y 50 m de largo
(para un total de 125000 m). La circulacion fue proporcionada por un sistema
airlift, las temperaturas fueron controladas protegiendo los fotobiorreactores del sol

con redes o por rociadores de agua. Un sistema horizontal aproximado fue
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construido después acorde al disefio del sistema a gran escala patentado por Pirt,
usando cerca de 200000 metros de tubo de polietileno. Algunos de los errores
técnicos mas evidentes de estos sistemas son: El diametro de los tubos era muy
pequefo para un buen mezclado teniendo en cuenta el disefio de los mismos, el
material de los tubos se degrada rapidamente por la luz solar, la desgasificacién
de oxigeno es insuficiente, el crecimiento celular en las paredes de los tubos era

casi inevitable y el control de la temperatura era problematico.

Una alta relacion S/V en relaciéon con la longitud de los tubos, junto con la
insuficiente circulacion y el inapropiado manejo del cultivo, trae un pobre
crecimiento de las algas, ensuciamiento y alta contaminacién. Pero, por lo que se
conoce, la principal razén fue la construccion inadecuada de la planta: Aunque las
plantas piloto habian sido cuidadosamente planeadas y construidas y construidas
con un adecuado escalamiento de hasta 10 veces en diferentes etapas, pero los
problemas encontrados durante la etapa de planta piloto no se tomaron muy en
cuenta y se corrigieron a la hora de comenzar la actividad comercial. En
septiembre de 1991, después de ocurrir el colapso del cultivo, los trabajadores

fueron despedidos y la empresa PBL fue cerrada.

Planta Hidrobioldgica SA.

En 1996, Hidrobioldgica SA, con una inversion inicial de $2 millones de délares,
construyeron el fotobiorreactor mas largo conocido en aquel tiempo a 15 km al sur
de La Rioja (Norte de Argentina). El sistema consiste en 96 tubos de polietileno de
0.4 mm de espesor, cada uno de 120 m de largo y 25.5 cm de diametro,
dispuestos de forma paralela y horizontal en el suelo y arreglados como un
colector con alimentacion conectados y con canales de recoleccion hechos de
concreto. Los tubos, parcialmente llenados, se mantuvieron a una baja presion de
modo que asumieran una forma casi eliptica (cerca de 35 cm de ancho y 9 cm de

alto). La planta fue dividida en 4 moddulos, donde cada uno de ellos esta
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compuesto en submédulos de 6 tubos. Se hizo un espacio intermedio de 0.5 m
entre un submodulo y el siguiente a él, mientras que los mdédulos estan separados
entre si un metro. Los cuatro modulos fueron conectados a una alimentacion
comun y a unos canales colectores. La superficie ocupada por toda la planta,
incluyendo los espacios entre los tubos, fue de aproximadamente 5000 m?, y el
volumen total del cultivo fue de 600 m>. El cultivo (de Arthrospira platensis) se
distribuyo con una velocidad de flujo entre 6 y 10 cm/s por una bomba de flujo
axial con una capacidad maxima de 900 m®h. La bomba levanto la suspensién del
canal colector, el cual fue alimentado por los tubos del cultivo, hasta un segundo
canal, que esta inclinado. La suspensiéon fluia por gravedad a través de este
segundo canal, que corria en paralelo a los tubos del cultivo por 120 m, hasta el
canal de alimentacion en el extremo opuesto del reactor. El canal de alimentacion,
de aproximadamente 42 metros de largo, distribuyeron la suspension del cultivo
hasta la entrada de los tubos. Durante el periodo inicial de actividad, la
concentracion celular se mantuvo sobre 1 g/L y la productividad fue calculada en
alrededor de 0.2 g L™ d™; la biomasa producida fue de excelente calidad. En una
larga corrida, sin embargo, varios problemas fueron evidentes; el mas significativo
fue el pobre mezclado y el ensuciamiento debido a la baja velocidad de flujo y a la
desigual distribucion del cultivo en los tubos. La limitada capacidad de controlar la
temperatura fue también un gran inconveniente en el verano. Es posible que el
oxigeno acumulado llegara a niveles peligrosos a pesar de la salida de gas

prevista a medio camino a lo largo de los tubos, pero no hay datos disponibles.

A finales de los 90’s, la planta fue sometida a una completa reestructuracion; el
principal objetivo de esta labor es subdividir en unidades separadas, reducir el
diametro de los tubos, y mejorar el mezclado y la circulacion del cultivo. Los
mayores errores, ademas del pobre mezclado y el limitado control de la
temperatura, fueron probablemente es escalado impreciso y el hecho de que solo

una unidad grande fue construida y operada lo cual dificulta su operatividad.
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(c)
Figura D1. Fotobiorreactores a escala comercial. (a) Fotoiorreactor Ltd en Santa Ana, Murcia, Espafia. (b) una particularidad

del sistema vertical de Fotobiorreactores en Julio 1995, cuatro afios después del cierre. (c) La Planta Hidrolégica SA

construida en La Rioja, Argentina (fuente Tredici 1999)
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Anexo E. PLANOS DEL FOTOBIORREACTOR DISENADO Y MONTADO EN EL
LABORATORIO.
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Anexo F. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO DE MICROALGAS.
A continuacion se muestran los componentes del medio basico de Bold para algas
de agua dulce el cual fue utilizado en el cultivo de algas realizado en el
fotobiorreactor disefiado ya que fue el que mejores resultados arrojo en

experimentos anteriores con otros medios:

Soluciones Stock Para 400 ml
(1). NaNOs 10.0g
(2). MgS04.7H20 3.0g
(3). NaCl 109
(4). K2HPO4 3.0g
(5). KH2PO4 709
(6). CaCl2.2H20 1.0g

Soluciones Stock Para un Litro

(7). Solucion de elementos de
traza (autoclave para

disolverse): ZnS04.7H20 8.82¢g
MnCl2.4H20 1449
MoOs3 0.71¢
CuS04.5H20 15749
Co(NQOs3)2.6H20 0.49¢g
(8). H3BO3 11429
(9). EDTA 50.0 g
KOH 3109
(10). FeS04.7H20 4,98 g
H2SO4 (concentrado) 1.0 ml

Medio Para un Litro

Soluciones Stock 1 - 6 10 ml cada una
Soluciones Stock 7 - 10 1 ml cada una
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En la siguiente tabla se muestran los componentes del medio Watanabe:

Solucién Para un
Stock 1 Litro
KNOs3 1.25¢
KH2PO4 1.25¢
MgSO4 20 mg
FESO4 20 mg
Solucién Para un
Stock 2 Litro
H3BOs3 2.86 g
MnCl2:4H20 1.81¢g
ZnS047H20 222 mg
Na2MoQO4¢2H20 390 mg
CuS04+5H20 79 mg

En la siguiente tabla se muestran los componentes del medio Peptona Proteasa:

Soluciones Stocks Pafa un
Litro
(1) MgS04.7H20 1.0g
(2) K2HPO4 1.0g
(3) KNOs 10.0 g
. Para un
Medio Litro
Peptona Proteasa (Oxoid
L85) 1.0g
Soluciones Stock 1 -3 20.0 ml

Mezclar las soluciones Stock en un litro de agua destilada. Adicionar la Peptona

proteasa para preparar el medio correspondiente.

59



Anexo G. EQUIPOS UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS REALIZADAS EN EL
FOTOBIORREACTOR.
En la siguiente imagen se muestran la balanza analitica y el analizador de gases

infrarrojo de Status Scientific Controls Ltd. (izquierda).

En la siguiente imagen se puede apreciar un horno marca Binder utilizado en las

pruebas de peso seco.
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En la siguiente imagen se aprecia un pHmetro marca Schott Instruments utilizado
en la medicién del pH del cultivo de microalgas realizado en el fotobiorreactor

montado.

En la siguiente imagen se puede observar un termémetro digital tipo sonda que
fue implementado para tomar la temperatura diaria en el cultivo realizado en el

fotobiorreactor.
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En la siguiente imagen se aprecia un microscopio marca Nikon Labophot — 2 del
que se tomo una imagen microscopica (de 100x) del cultivo de microalgas
realizado en el fotobiorreactor.

of__p===

"~
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En el documento de la siguiente pagina esta consignada la viscosidad obtenida
por un Redmetro marca Brookfield (que se ilustra en la siguiente imagen) del
cultivo de microalgas realizado en el fotobiorreactor.

El dato final del siguiente documento referente a la viscosidad es de 2.13 cP a una
temperatura de 23,6 grados centigrados.
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Rheocaic V2.4 Brookfield Engineering Labs

File: Unzaved Data

Test Date: 27,/01/2010 Test Time: 03:15:46 p.nm. Torque Multiplier: Spindle:
Sample Name: Unsaved Datsa A}q;:_

# Viscosity Speed % Torque ShearStress  Shear Rate Temperature Time Interval
{cP) (RPM) {%) {Dfem®) {1/sec) {°c) (mm:ss.t)
1 4.7

34

Z00.00 22.5 00:30.2

3 1.83 171.71 4.9 3.84 210.00 22.6 00:30.2

5 1.92 17%.89 5.4 4.23 220.00 22.7 00:30.3

7 1.%34 18B.06 5.7 4.46 230.00 22.7 00:30.2

9 2.02 196.24 6.2 4.85 240.00 22.6 00:320.2

13 2.07 204.4Z 6.6 5.17 250.00 22.5 00:30.2

I3 2.08 212.59 6.9 5.40 260.00 22.5 00:30.2

Motes:

436 -
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Anexo H. TRANSFERENCIA DE MASA GAS-LIQUIDO EN COLUMNAS DE
BURBUJEO.

En un fotobiorreactor la disponibilidad de luz es influenciada por la tasa de
aireacion, el agarre de gas y la velocidad del liquido (mezclado y turbulencia)
(Sanchez Mirdn et al. 2000).

Hidrodinamica gas — liquido
Agarre de gas (¢):

Ve (2)
A

g =

-

Donde Vs y V, son los volumenes de gas y liquido en el reactor.

Una dispersion del tamafio de burbuja uniforme dg, las areas interfaciales

especificas, basadas en el volumen liquido (a.) o en el volumen de dispersion (ap)

-0 (3)
&g 4
o m & (4)

Para la mayoria de situaciones practicas (Calderbank 1958, Heijnen & Van't Riet

1984) se puede asumir

Donde p, es la densidad del liquido, Ps la potencia de entrada del gas, o es la

tensidn superficial. Esta expresion se basa en la teoria de Kolmogoroff-Hinze
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(Chisti 1989); para sistemas agua-aire, la constante de proporcionalidad es
cercana a 1.9 (Chisti 1989).

Potencia de entrada a dispositivos neumaticos se calcula por la expresiéon (Chisti
1989)
(6)

F
I*_’G- R Vg
i

Una forma sencilla de medir el agarre de gas es por medio de la técnica de

expansion de volumen (Chisti 1989) mediante la expresion

'h'E' -1 (7)

gm ——2
fip

Donde hp y h; son las alturas del liquido en el reactor aireado y sin airear.

Para fluidos newtonianos, el agarre de gas se puede expresar

(8)

]

]
£ | 51
o 1

Donde v es la velocidad del gas y v, es la velocidad de ascenso de burbuja
media (Merchuk 1986).

En columnas de burbujeo, la velocidad del gas determina el régimen de flujo,
siendo flujo de burbuja cuando vg < 0.05 m/s, y flujo de choque de burbuja cuando
ve > 0.05 m/s

El agarre de gas no se ve afectado por la altura del liquido, pero esta ultima si
afecta otras consideraciones hidrodinamicas, como por ejemplo, el tiempo de

residencia medio del gas en dispersion (fg)

By 9)

Donde hp es la altura de dispersion. Despejando esta altura de la expresion del

agarre de gas, se tiene
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by (10)

fig (11)

tg = ———
& (1—clvy

Y en columnas de burbujeo sin flujo de liquido neto,

Vg 12
om (12)

i = by a (13)
o (1- s)ug

Varias correlaciones se han propuesto para el coeficiente de transferencia de

masa con la velocidad del gas en columnas de burbujeo.
1. Bello et al. 1985

kg = 076w, (14)

Rango de parametros, sistema aire-agua, vg = 0.0737 a 0.086 m/s

2. Heijnen & Van't Riet 1984

k:'ﬁ: - *?.ﬁ?'.‘ﬁ;':"- (15)
3. Chisti 1989
(B (16)
kpay =239 % 1074 (£

Ve

4. Sanchez Mirdn et al. (2000) plantea una nueva correlacion de la siguiente forma
Evidencia experimental afirma que
f;-- z, constante (17)

Partiendo de



o - o (18)

Y multiplicando por kI a cada lado, y remplazando a ¢ = /%, se tiene

&y Gzv
L E _ 4 (19)

La velocidad de ascenso de burbuja es funcién del diametro de burbuja, y este
ultimo es controlado por la energia de entrada especifica al reactor (Chisti 1989)

y por la columna de burbujeo
v, = fldg) dy o O o (gug)®
k es usualmente cercano a -0.4 (Bhavarajo et al. 1978, Calderbank 1958)
&z &=
kg, = —at@ o (20)

L - F o
eV — Vg evF — 1

El parametro c es cercano a la unidad en el régimen de flujo de burbuja

o 21
Ky = — 2
':'-n—' -:L

Donde & = gz, (Articulo BC) encontré esta expresion para el agua

. 0.874 (2Z)
L ]

1

iz @

El coeficiente de transferencia de masa usado por los diferentes autores, fue
calculado para el oxigeno como el gas de transferencia, si se usa otro diferente a
este ultimo, se necesita correlacionarlo; el gas de transferencia de interés para el

cultivo de microalgas es el CO,, entonces su correlacion es la siguiente:

G, . (Ff:{'{:;‘ ﬁi. (23)

Rgg L9 W‘Eco
o

Esto se basa en la teoria de dos peliculas (Chisti 1999). Para el agua a 20°C



Do = 180 X 207F ™"/ Dgg, ™ L5Q X 107F " /g

De Coulson & Richardson, 1977.

Fuerzas de corte en el Fotobiorreactor

Informacién substancial existe sobre los efectos de las fuerzas hidrodinamicas
sobre las células en geometrias de flujo definidas tales como viscosimetros y
capilares. Pero poco se conoce sobre estas en los fotobiorreactores (Chisti 1989).
La magnitud de las fuerzas mecanicas del fluido es frecuentemente expresado
como esfuerzos cortantes, 1, o tasa de corte, y. Estas cantidades son

relacionadas, para flujos newtonianos, asi:
T Yy (24)

Donde j; es la viscosidad del fluido. La tasa de corte es una medidad de la

variacion espacial en las velocidades locales del fluido. Dafio celular en fluidos son
algunas veces asociados con los esfuerzos de corte, pero estas cantidades no son
siempre faciles de determinar y medir es un ambiente relativamente turbulento en
la mayoria de los reactores.

La expresion para la tasa de corte media en columnas de burbujeo han sido
resumidas por (Chisti 1989, Chisti & Moo-Young 1989) estas expresiones
generalmente correlacionan la tasa de corte promedio con la velocidad del gas,
asi:

r kg (25)

Donde el parametro a es igual a 1.0 en la mayoria de los casos, pero el valor de k
ha sido reportado, variando como 1000, 28000, 5000 m™ hasta el momento. Sin
embargo, Henzler & Kauling reportaron esta expresion para el sistema agua-aire

_ (Rgvg e (26)

= C)
En la figura H1 muestra la enorme discrepancia sobre el calculo de la tasa de
corte promedio en funcién de la velocidad del aire en el sistema aire-agua en
columnas de burbujeo.
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Figura H1. Tasa de corte promedio en sistemas aire-agua en columnas de burbujeo (Fuete Chisti 1989)
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Anexo |. METODO PARA CALCULAR EL COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA
DE MASA VOLUMETRICO GLOBAL.

La tasa de gas trasferido se relaciona con el coeficiente de masa volumétrico

global y el gradiente de concentracion por la ecuacion

dc, i (24)

Donde C. y C son las concentraciones del gas instantanea y de saturacién o
equilibrio del gas disuelto en el liquido. Debido a condiciones fisicoquimicas, el
ki a;, no cambia con el tiempo, integrando la ecuacién (24) con el tiempo, y con los

siguientes limites, {; m ¢, at=Qy( m{ at =t

(%)
It = Hpidyg
.H'ﬂ__ea, ==

Se define una aproximacién fraccional al equilibrio (E) como la proporcion de la
transferencia de masa en cualquier instante (C, — C.g), con la transferencia de

masa maxima posible (C" = Cyo)
£ ¢ =-C; (25)
C Y- EI.'.;-

La ecuacidn (25) se puede escribir en términos de E

—lfl—E) = kyuge

Esta ecuacion es mas util, ya que los valores de E = 0 (para cero gas disuelto) y E
= 1 (condicién de saturacién o equilibrio), es mas facil de fijar y manejar en una

tabla de registros y mediciones. El coeficiente k;a; puede ser calculado como la
pendiente de una grafica semi-log de 1/(1=£) vs t. este tipo de grafica es lineal

como muestra la figura (I.1) para datos tipicos. Adicionalmente, el coeficiente de
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correlacién para estas graficas fue siempre mayor que 0.98 sobre el rango de

tiempo de interés.

Este método asume, primero una composicion constante de la fase gaseosa,
segundo un liquido bien mezclado y tercero, un efecto insignificante en la dinamica
de los electrodos para medir el gas disuelto en el liquido si son usados, como por

ejemplo para medir el oxigeno disuelto.

o— .
0.15M NaCl in BC2
. CUEMNICIBES /|
hy=150m; U; =0.030 ms™' *
Bl TEMPERATURE = 205°C / |
| |
(53 »
//
: ;
0 ./
jw 4 /
P 1 -
| L /
i /
v
‘ /
.
/.
2 SLOPE = k o, - 0.035 5-!
CORRELATION COEFFICIENT |
// = |
osl_7 ,  fe*%8s e ]
20 20 40 50 60 70 80

tis)

Figura I.1. Grafica tipica de 1/(1-E) vs tiempo. La pendiente de estas graficas es casi lineal e igual
a k.a; (Fuente: Chisti 1989).
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ANEXO J. DATOS TABULADOS DE PRUEBAS REALIZADAS AL CULTIVO.

Dia 1 6,59
Dia 2 7,23
Dia 3 7,11
Dia 4 6,78
Dia 5 6,18
Dia 6 6,27
Dia 7 6,24
Dia 8 6,32
Dia 9 6,41
Tabla J1. Mediciones del pH en el cultivo.

Dia 1 28,7

Dia 2 28,4

Dia 3 29,5

Dia 4 294

Dia 5 27,1

Dia 6 27,2

Dia 7 27

Dia 8 27,3

Dia 9 26,9

Tabla J2. Mediciones de la temperatura del cultivo.

Dia 1 0,26
Dia 2 0,33
Dia 3 0,39
Dia 4 0,46
Dia 5 0,54
Dia 6 0,62
Dia7 0,74
Dia 8 0,85
Dia 9 0,92

Tabla J3. Concentracion celular diaria en el cultivo.
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Anexo K. POSTER DEL IV SIMPOSIO DE QUIMICA APLICADA, SIQUIA 2009.
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