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Resumen

RESUMEN

DETERMINACION DE CONDICIONES DE OPERACION DE ALTO DESEMPENO
DEL PROCESO DE FIJACION DE CO2 PARA SU IMPLEMENTACION EN
FOTOBIORREACTORES TUBULARES A ESCALA PILOTO
Elaborada por: Ing. Maria Betsabe Herrera Yaiez
Dirigida por: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras

Co-dirigida: Dr. Alejandro Alvarado Lassman

Hoy en dia es innegable la existencia de un cambio climatico, el cual involucra
sequias, inundaciones y/o acidificacion de océanos a nivel local y global, siendo la
actividad humana la principal responsable, como es el caso de los combustibles
fosiles. A su vez el gran desarrollo industrial implica un gran dafio en la calidad de
las aguas y aire debido a la gran cantidad de productos contaminantes generados
como nutrientes y CO2. Actualmente la investigacion de las microalgas ha crecido
de manera impresionante debido a la capacidad de biofijacion de CO:2 y al valor
agregado que estas tienen. Ademas se ha buscado el desarrollo de tecnologias

limpias, de bajo costo orientadas al cuidado del medio ambiente.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las condiciones ambientales de nutrientes,
luminosidad y COz2 sobre el crecimiento celular de la microalga Chlorella spp y su
produccion de carbohidratos, lipidos, proteinas y clorofilas. Los mejores resultados
obtenidos fue una dosis de 1.5 mL/L de nutrientes, 4000 Lux de luminosidad y 2 %
v/v de CO2. Obteniendo un maximo crecimiento celular de 7.26 x107 cel/mL.

El fotobiorreactor tubular airlift se disefié con un diametro de 15.26 cm y una altura
de 200 cm de material acrilico, ésto con la finalidad de que permitiera un
adecuado crecimiento de la microalga, una mejora en la calidad de biomasa y en
la fijacion de CO2. Se determiné que la microalga pudo crecer a un maximo
crecimiento celular 2.1 x 107 cel/mL y puede crecer en amplios rangos de pH (4-
10), obteniendo una buena calidad de biomasa. Se obtuvo un maximo de 91.92%

de CO2 consumido y con una tasa de fijacion de 0.63 g/L d.



Abstract

ABSTRACT
DETERMINATION OF HIGH PERFORMANCE OPERATING CONDITIONS OF
THE CO2 FIXING PROCESS FOR IMPLEMENTATION IN TUBULAR
PHOTOBIOREACTORS AT PILOT SCALE
Author: Maria Betsabe Herrera Yanez
Thesis advicer: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras

Thesis co-advicer: Dr. Alejandro Alvarado Lassman

Today there is undeniable climate change, which involves sequencing, flooding
and/or acidification of the oceans at local and global levels, with human activity
being the main culprit, as in the case of the combustion of fossil fuels. At the same
time the great industrial development implies a great damage in the quality of the
waters and air due to the great amount of polluting products generated like
nutrients and COz2. Currently the research of microalgae has grown dramatically
due to the bio-fixing capacity of CO2 and the added value they have. Besides, we
have sought the development of clean technologies, low cost oriented to care for

the environment.

The goal of this work was to evaluate the environmental conditions of nutrients,
luminosity and CO2 on the cell growth of the microalga Chlorella spp and its
production of carbohydrates, lipids, proteins and chlorophylls. The best result
obtained in nutrient dose was 1.5 mL/L, 4000 Lux of luminosity and 2% v/v of COa.
Obtaining a maximum cell growth of 7.26 x107 cells/mL.

The airlift tubular photobioreactor was designed with a diameter of 15.26 cm and a
height of 200 cm of acrylic material, in order to allow an adequate growth of the
microalga, an improvement in biomass quality and CO: fixation. It was determined
that the microalga grew at a maximum cell growth of 2.1 x 107 cells/mL and can
grow at wide pH ranges (4-10), obtaining good biomass quality. A maximum of

91.92 % of CO2 consumed and a fixation rate of 0.63 g/L d was obtained.
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L Litro
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M Peso molecular
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R Constante de los gases
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Introduccion

INTRODUCCION

El diéxido de carbono (CO2) es producido de manera natural en la atmdsfera, y a
pesar de esto, también es considerado como un Gas de Efecto Invernadero (GEl).
Su produccion se ha incrementado en exceso con ayuda del desarrollo y el
crecimiento de la civilizacion humana. A partir de la llamada Revolucion Industrial
hasta nuestros dias los procesos industriales se desarrollan quemando
combustibles fosiles (petroleo, gas y sus derivados, como la gasolina) vy
aprovechando de manera desmedida los recursos naturales; esta accion ha
llevado a que aumente la concentracién de los GEI aumente y que sean mas
gases de los que el planeta pueda absorber, colocandose 40% por encima de los
valores medios registrados (CICC, 2014), del cual la concentracion del CO:2
contribuye un 70% al aumento del efecto invernadero. Debido a esto, se han
observado cambios en la atmodsfera, entre los cuales se encuentran alteraciones
en las zonas de vegetacion, cambios en la cantidad y distribucion de las
precipitaciones, derretimiento de glaciares, aumento en el nivel del mar, aumento
de la temperatura, etc. El COz2 liberado a la atmdsfera por el consumo de energia
proviene de todo tipo de actividades econdmicas, incluidos el transporte, el sector
agropecuario, el comercio, el consumo del sector publico y el doméstico, las
actividades de generacion de electricidad, de extraccion de hidrocarburos, de

refinacion y otras actividades industriales.

Estudios recientes indican que México contribuye con alrededor del 1.67% (493
Millones de toneladas) de las emisiones de COz, de igual manera, lo sefialan como
un pais vulnerable a sufrir mayor intensidad afectaciones ambientales derivadas
del cambio climatico (CFE, 2012).

Hoy en dia existe el interés de realizar estudios y nuevas tecnologias que ayuden
a la captura y reduccion de las excesivas emisiones de CO2 generados. Dentro
estas tecnologias esta la captura de CO:2 por medio de microorganismos
fotosintéticos como las microalgas, las cuales toman el CO2 de la atmdsfera como

fuente de carbono para realizar el proceso de fotosintesis para su crecimiento.
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Esta propiedad de las algas puede utilizarse para capturar el CO2 presente en los
gases procedentes de la combustion. Las microalgas captan y almacenan carbono
para su crecimiento proveniente del COgz, y posterior a esto lo convierten en
oxigeno. Tienen elevadas tasas de crecimiento, llegando a doblar su poblacién en

aproximadamente de 24 a 48 horas (Plata et al., 2009).

Existen distintos tipos de cultivos de la microalgas, estas pueden ser en sistemas
abiertos o cerrados. La primera puede utilizar luz natural o artificial, requieres
grandes areas de cultivo, sin embargo, este método presenta ciertas desventajas,
como las dificultades en el control de las condiciones de cultivo, evaporacion del
medio y la disminucidn de la intensidad de luz cuando se incrementa la
profundidad (Benavente-Valdes et al., 2012). Ahora los sistemas cerrados,
llamados también fotobiorreactores son un sistema que proporciona un ambiente
controlado y permite una alta productividad de microalgas. Estos facilitan el control
de las variables ambientales de cultivo como la velocidad y suministro de CO:2y
nutrientes, la temperatura 6ptima de crecimiento, la exposicién eficiente a la luz, la

densidad de cultivo, los niveles de pH, agitacion, etc. (Shabnam, 2015).

El propdsito de este trabajo es la evaluacion de las variables ambientales
(Nutrientes, Luminosidad y CO2) de la microalga Chlorella spp con respectos a su
densidad celular, carbohidratos, lipidos, proteinas y clorofilas, ya que esta puede

obtener gran cantidad de biomasa y puede soportar niveles altos de estrés.

Asi mismo para el cumplimiento de los objetivos especificos se presentara el
disefo, construcciéon e implementaciéon de un fotobiorreactor a escala piloto dentro
del Instituto Tecnoldgico de Orizaba. La microalga Chlorella spp sera puesta en
crecimiento y se implementaran las variables recomendables obtenidas,
evaluando a su vez la calidad de la biomasa y la tasa de fijacion de CO2 obtenido

en la digestidon anaerobia.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar las condiciones recomendables de operacion del proceso de fijacion

de COz2 y su implementacion en fotobiorreactores tubulares a escala piloto.

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de las variables ambientales: luminosidad, nutrientes y
COz2 sobre la densidad celular, proteinas, carbohidratos, lipidos y clorofila.

e Disefiar un fotobiorreactor tubular airlift para el cultivo de microalgas a
escala piloto

e Implementar las variables ambientales recomendables de operacién en un
fotobiorreactor tubular a escala piloto.

e Evaluar y caracterizar la biomasa obtenida y la tasa de fijacion de CO2 en el

fotobiorreactor tubular a escala piloto.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. Situacion actual de las emisiones de CO2 en México

México ocupa el undécimo lugar entre los paises con mayores emisiones de
Gases de Efecto Invernadero (CFE, 2012), comparado con los paises
industrializados sus emisiones son relativamente bajas con un valor de 705 Mton
de COz2e, sin embargo, México contribuye con 1.67% del total de las emisiones
anuales. Segun (Semarnat, 2013) reporté que en México se emiten tan solo de
CO2 492.3 Mton y dentro de los sectores que contribuyen en el inventario son:
generacion eléctrica; petroleo y gas; fuentes moéviles de autotransporte y no
carreteras; industria; agropecuario; uso del suelo, cambio de uso del suelo y

silvicultura (USCUSS); residuos, residencial y comercial.

Total de Emisiones de GEI por pais
1 China f
2Estados unidos |
3Unicn europea |
4 Brazil |
3 Indonesia |
6 Rusia \
7 India \
8 Japon \
9 Alemania |
10 Canada |
11 Mexico —
12 Reino Unido |
15 Iran \
14Corea del Sur |
15 Italia |
16 Austraha 1
17 Francia ‘
18 Ucrania
19 Venazuela

MtCOze

20 Nigana

L

) L) L) Bl L . L) .

1000 2000 300G 4000 5000 6000 7000 8000

(=]

Figura 1.1 Principales paises con mayor volumen de emisiones anuales de GEI a nivel mundial,

expresado en Millones de toneladas de CO2 (CFE y Secretaria de Energia, 2012).
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Dentro de las emisiones de GEIl y emisiones de CO2 la Convencién Marco de
Naciones Unidas sobre Cambio Climatico (CMNUCC, 2012) reportdé que la
contribucion en México fue de 60 % en la produccion y uso de combustibles
fosiles, y de las emisiones de CO2 fue del 75 %. Con esto se destacan las fuentes
que mayormente generan emisiones de CO2 como: la generacion de electricidad
que contribuyé con un 28%, la industria generadora de energia (extraccion,
refinacion, etc.) con un 10% y la industria y otras actividades corresponden al 15
% restante (CFE, 2012).

Industnal

15%
Residencial
5%

Agropecuario

Transporte / Comercialy
39% pubhco

Industria
generadora
de cnergla

Generacion de

electricidad

28%

Figura 1.2 Emisiones de CO; por consumo energético por sector (Secretaria de Energia y
CFE, 2012).

1.1.1. Digestion anaerobia y la produccién de CO2

La digestion anaerobia consiste en la descomposicion de material biodegradable

en ausencia de oxigeno para dar como resultado el biogas (compuesto
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mayoritariamente por un 60% de metano, 38% de CO2y trazas de otros gases)
(Agroenfoque, 2012). Dentro de estos gases se encuentra también el sulfuro de
hidrégeno (H2S) y varios hidrocarburos de menor importancia formados dentro de

este mismo proceso.

El biogas producido a partir de la digestion anaerobia es considerado un
combustible potencial para la generacién de energia. Sin embargo la presencia de
COz2reduce el poder calorifico y aumenta las emisiones de mondxido de carbono a
la atmdsfera y H2S trae como consecuencia la corrosion de motores, tuberias y

estructuras de almacenamiento (Kao et al., 2012).

El CO:2 es considerado el segundo gas que mayor se produce dentro del proceso
de digestion anaerobia y su captura es esencial para aumentar la utilidad del
biogas producido. En la actualidad existen diversas estrategias para el secuestro

del COz2 tales como los métodos fisicos, quimicos y biologicos.

1.1.2. Tecnologias para la captura y fijaciéon de CO2

La captura y fijacion de CO2 son una forma que podrian utilizarse para reducir las
emisiones de la misma, provocadas por las actividades humanas. Esta podria
aplicarse para aquellas emisiones que provengan de grandes centrales eléctricas

o plantas industriales.

Dentro de las principales tecnologias para captura y fijacion de CO2 son las

siguientes:
= Adsorcion

La adsorcion es un proceso por el cual atomos, iones o0 moléculas son atrapados o
retenidos en la superficie de un material, acumulandose dichas moléculas en una
determinada superficie interfacial entre dos fases. El resultado es la formacién de
una pelicula liquida o gaseosa en la superficie de un cuerpo sélido o liquido. La

adsorcién es considerada una opcion atractiva para la captura COz2; sin embargo,
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la captura eficiente de dicho gas requiere adsorbentes solidos que presenten no
solo una elevada capacidad de adsorcidén sino también una elevada selectividad

para retener preferentemente COz2 frente a otros gases (Vargas et al., 2014).
= Separacion de gases mediante membranas

Existen dos tipos de membranas que permiten separar el COz2: las membranas de
separacion de gases que permiten separar el CO2 del resto de los componentes
debido a su diferente permeabilidad a través del sdélido poroso que constituye la
membrana y las membranas de absorcion de gases son aquellas son aquellas que
separan una corriente gaseosa de una liquida permitiendo el paso selectivo del
CO2 que se absorben en el liquido. La utilizacion de membranas requiere de
inversiones grandes y produce una reduccion de las eficiencias por lo que son
necesarias las membranas capaces de operar a altas temperaturas (Becerra,
2010).

= Absorciéon

La separacion de gases mediante procesos de absorcion descansa en el principio
de que diferentes especies de gases son capaces de pasar de la corriente de
alimentacion a la fase liquida del absorbente o disolvente. El liquido y los gases se
ponen en contacto y, en funcion de la solubilidad de los componentes de los gases
de alimentacion, las tipologias de gases pueden ser absorbidos de manera
selectiva por el disolvente liquido, mientras que el resto de gases de la corriente
de alimentacion atraviesan el disolvente y se emiten a la atmdsfera. Al final del
proceso, el disolvente, rico en COz2, se regenera mediante la aplicacién de calor o
presion, dependiendo del disolvente. EI CO2 capturado se separa del absorbente y
se captura, mientras que el absorbente se recicla. La separacion de dioxido de
carbono por absorcion puede alcanzarse mediante procesos de absorcion fisica,

quimica o hibridos.
= Separacion criogénica

Los procesos de criogenizacién se han utilizado ampliamente para separar gases

en corrientes de aire muy puras. La separaciéon de CO:2 de otros gases implica una

8
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alta presion, por encima de 5.1 atm, y muy baja temperatura, -56.6 °C. En
consecuencia, se trata de un proceso intensivo en energia, con un consumo
tedrico de 1.9 kJ/kg de CO:a.

= Carbonatacion mineral

Especial interés esta adquiriendo la tecnologia de la adsorcion quimica ya que
permite capturar el CO2 a través de la carbonatacién, para luego mediante la
calcinacion obtener nuevamente el disolvente. El ciclo carbonatacion - calcinacion
del CO2 puede emplearse para la separacion tanto en post-combustion como en
precombustion. EI mayor inconveniente de esta alternativa es que se requieren
grandes cantidades de disolvente debido al proceso de degradacién que se

presenta durante el proceso de adsorcion (Mufioz et al., 2011).
» Captura de CO2 mediante algas

Las algas, como cualquier otra especie vegetal, toman el CO2 de la atmdsfera
para realizar el proceso de fotosintesis para su crecimiento. Esta propiedad de las
algas puede utilizarse para capturar el CO2 presente en los gases procedentes de
la combustion en una planta de generacion eléctrica o una planta industrial (Kao et
al., 2012).

Esta tecnologia consiste en el desarrollo de un Fotobiorreactor (FBR) que, a partir
de aguas residuales y del CO:2 presente en los gases de salida, sea capaz de
producir algas microscopicas que, tras un proceso de decantacion y secado, se
puedan utilizar como biocombustible en sustitucion de combustibles fésiles. Los
reactores industriales para cultivo de microalgas generalmente son estanques
abiertos, fotobiorreactores y sistemas cerrados basados en placa tubular, plana u
otros disefios. La produccion de microalgas en sistemas cerrados como
fotobiorreactores tiene un costo elevado. Sin embargo, los sistemas cerrados
requieren mucho menos luz y para el cultivo de las microalgas (Muhoz et al.,
2011).
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1.2. Algas

Son Organismos heterogéneos eucariotas capaces de llevar a cabo la fotosintesis.
Estas presentan un variedad de formas, grupos y de tamafos, asi mismo de
estructura celular, metabolismo, composicion quimica, ciclos de vida y habitats.
Presentan cloroplastos con clorofila donde se tiene la capacidad de capturar la

energia luminosa como fuente de energia.

Las algas son plantas, principalmente acuaticas que viven tanto en agua dulce
como en agua salada. Son organismos muy antiguos que practicamente habitan
en todos los ecosistemas del planeta, se consideran plantas talofitas, es decir, no
poseen raiz, tallo y hojas (Salamanca, 2005); no desarrollan embridén, son
organismos autétrofos, debido a que tienen la capacidad de sintetizar su propio
alimento. Su diferencia de formas ha permitido clasificar las algas en diferentes
grupos, de acuerdo a sus caracteristicas estructurales como tipo de célula, de
reproduccion, de nutricion, de pigmentos, entre otros. Su sistema de clasificacion
varia segun el autor, aunque se conocen tres grandes grupos de algas como son,
las algas verdes (Chlorophyta), las algas rojas (Rhodophyta) y las algas pardas o
café (Phaeophyta) mencionados por (Garibay-Hernandez et al.,, 2009) vy
(Villalobos-Zapata, 2010). Otro grupo de algas con caracteristicas disimiles
corresponde a las cianoficeas o algas azul-verdosas (Cyanophyta) la cual aunque
es procariota, un tipo de bacteria, son considerados en este grupo artificial en
términos de sus pigmentos y su funcién en el ecosistema (Graham y Wilcox, 2000)

citado por (Aznar et al., 2011).
1.2.1. Importancia econémica de las algas

Las algas son un grupo de organismos con cuyos productos se tiene contacto
cotidiano. Su importancia radica desde el consumo como alimentacion hasta la
obtencion de compuestos para la industria. Dentro de la industria se pueden
obtener yodo para productos farmacéuticos, potasa y sosa, y son ricas en
compuestos de varios metales. Dentro de los principales productos obtenidos de

algunas algas son los derivados de los componentes de la pared celular: los

10
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alginatos, el agar, la carragenina y la diatomita. Los tres primeros son utilizados

por su capacidad de hacer soluciones viscosas y gelatinizantes y la ultima como

abrasivo y filtro. Los alginatos se obtienen de feofitas especialmente de aguas

templadas y son utilizados en una gran variedad de productos (Gonzalez, 1987):

En la siguiente tabla se presenta la importancia econémica de las microalgas.

Tabla 1. 1 Importancia econdmica de las algas (Gonzalez, 1987).

Importancia negativa

Importancia positiva

Interferencias en la industria de papel y

pulpa por la formacion de limos (baba)

Productos medicinales

Danos a humanos: alergias de la piel,

enfermedades pulmonares y digestivas

Productos comerciales derivados de

algas marinas y tierra de diatomeas

Muerte de seres humanos por
ingestion de peces y mariscos

envenenados

Alimento humano y para peces

Muerte de animales: efecto de toxinas
en ganado vacuno, ovino, porcino,

equino y aves de corral

Fijacidn de nitrogeno y
acondicionamiento de suelo y su

conservacion

Obstruccion de filtros de agua

indices en los niveles de

contaminacion

Putrefaccion de aguas domesticas e

industriales

Purificacion de corrientes

Industria petrolera

Parasitos en plantas: té, citricos,

platano

Bioensayos en investigacion sobre
cancer, limnolégica y oceanografica,

paleontologica

11
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Otra aplicacién que también se le ha dado a las algas es en el tratamiento de las
aguas negras para obtener aguas limpias y con bajo contenido de sales minerales
antes de descargarlas en rios o lagos. Dentro de esto, la acuacultura emplea el
cultivo masivo de algas para la produccion de especies comestibles y comerciales,

tanto marinas como dulceacuicolas.
1.3. Microalgas

Organismos fotosintéticos que poseen pigmentos y clorofilas que les permiten
convertir la energia luminica del sol en energia quimica y en oxigeno (Andersen,
2005). Tienen una alta capacidad para fijar el CO2 y aprovechar la energia solar
para producir biomasa. Asi como son ubicuas, son el primer eslabén en la cadena
trofica (Chisti, 2007). En comparacion con otros organismos fotosintéticos
superiores, las plantas poseen un alto grado de diferenciacién; mientras que las
microalgas, organismos eucariotas unicelulares con un tamafo aproximado de 5-
50 um y con diversas morfologias. Estas contienen pigmentos que dan colores
variados como son la clorofila-a y la clorofila-b (color verdoso), la clorofila-c en
algas pardas y diatomeas, la clorofila-d presente en algas rojas y algunos tipos de

carotenoides como en el caso de las cianobacterias (Barsanti y Gualtieri, 2014).

Las microalgas tiene la capacidad de crecer en sistemas acuaticos de agua dulce
y en agua salada. Asi mismo el ambiente en que se desarrolle influye en su
composicion bioquimica. Estas estan compuestas principalmente de proteinas,
lipidos y carbohidratos que varia segun el tipo de microalga, lo que las hace

atractivas para diversos campos de aplicacion (Barsanti y Gualtieri, 2014).
1.3.1. Crecimiento

Existe un patron estandar de crecimiento de las microalgas y cianobacterias

indicado por las siguientes fases (Romo-Pifera, 2002):

» Lag o fase de adaptacion: En donde no ocurre incremento en el numero
de células, pudiendo incluso llegar a disminuir en numero con respecto al

indculo inicial.

12
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= Exponencial: Ya una vez adaptadas al medio de cultivo, las microalgas
comienzan a multiplicarse; puesto que la division da lugar a nuevas células
que son capaces de dividirse, el aumento en numero de microalgas se
acelera continuamente en forma exponencial.

= De declinacién relativa de crecimiento: En este caso, conforme el cultivo
va creciendo se da una disminucion de nutrientes, cambios de pH y
alteracion de otros factores como consecuencia del incremento de la
poblacion; de ahi que las microalgas disminuyan su tasa de division celular.

» Estacionaria: Ya no se aprecia una division celular neta, esto es que el
numero de células alcanzado se mantiene constante por cierto periodo de
tiempo debido al balance entre la natalidad y la mortalidad que presenta la
poblacion en cultivo.

*» De muerte: Las células pueden durar en la fase anterior semanas e incluso
meses, aunque lo mas normal es que comiencen a morir, es entonces

cuando se presenta esta fase.

Densidad
celular 2

Tiempo

Figura 1.3 Curva representativa de crecimiento de un cultivo de microalgas en un volumen limitado
(Romo-Pifera, 2002). 1. Fase de adaptacion. 2. Fase de crecimiento exponencial. 3. Fase de

declinacion relativa de crecimiento. 4. Fase estacionaria. 5. Fase de muerte.
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1.4. Condiciones ambientales para el crecimiento de las microalgas

Las microalgas siendo organismos fotosintéticos, requieren de ciertos parametros
que deben ser evaluados, determinados y medidos para que su crecimiento se
realice con éxito. Dentro de los parametros que se pueden considerar son los

siguientes:
1.4.1. Luz

La intensidad luminica es uno de los principales parametros a considerar en un
cultivo. La disponibilidad de luz determina la velocidad especifica a la que se
realiza la fotosintesis y, como consecuencia, determina también la tasa especifica
de crecimiento. El crecimiento de las microalgas se incrementa conforme la
intensidad de luz aumenta. Cuando la tasa de crecimiento llega a su punto
maximo, ésta disminuye con el incremento de la intensidad de la luz debido a la
fotoinhibicion (Benavente-Valdes et al., 2012). Existen dos tipos de iluminacion: la
natural, usando como fuente la luz solar y la artificial, usando lamparas de
tungsteno o halégeno, diodos emisores de luz (LED), lamparas fluorescentes, fibra
optica y laser. La radiacion luminica en que las microalgas son capaces de realizar
fotosintesis y crecimiento celular esta entre 400 y 700 nm (Ramirez-Mérida et al.,
2013).

Energialuminosa

Zonafética

Trayectoria
delaLuz

Oscuridad Luz Oscuridad e) Célula
Tiempo

Figura 1.4 Trayectoria de la luz y de los ciclos luz/oscuridad (Contreras-Flores et al., 2003)

modificado por Benavente-Valdés et al., 2012)
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(Lu y Vonshak, 1999) citados en (Contreras-Flores et al., 2003) mencionan que en
todos los sistemas de cultivo, las células mas cercanas a la superficie iluminada
impiden la penetracién de la luz hacia el seno del medio de cultivo y producen un
efecto de sombreado sobre las células mas alejadas de la superficie (Figura 1.4).
En algunos cultivos se ha estimado que la luz penetra solo de 1 a 2 mm mas alla
de la superficie, de manera que la zona fética representa solo una pequehia

fraccion (10-30 %) del volumen total del cultivo.
1.4.1.1. Ciclos de luz-oscuridad

La energia luminosa administrada es necesaria para los procesos fotosintéticos.

Estos procesos se pueden dividir en dos fases (Robles, 2003):

» Fase luminosa: en ella se generan los intermediarios que seran utilizados
en la fase (ATP y NADPH) en la que las moléculas foto-receptoras, son las
que atrapan la luz y estan ubicados en las membranas tilacoidales.

» Fase obscura: EI ATP y NADPH son utilizadas para formar los enlaces C-C
de los carbohidratos, estas reacciones ocurren en el estroma, en los que se

fija el CO2atmosférico gracias al ciclo de Calvin.

Los ciclos de luz-oscuridad son primordiales debido a que la concentracién de
las células cambia, a su vez los requisitos de luz también varian. Para esto el
crecimiento de las microalgas esta limitado por poca luz, pero un exceso puede
provocar que sea venenoso. Los organismos fotoautdtrofos deben recibir
suficiente luz, superior a su punto de compensacion para su crecimiento neto,
la insuficiente division de las células, resta al crecimiento neto del cultivo

debido a la pérdida respiratoria (Radmer et al., 1987).

El aumento de la luz mas alla de la compensacién da como resultado un
aumento en la tasa de crecimiento, hasta que el cultivo se sobresature de luz y
conforme aumenta la intensidad, puede provocar efectos de fotoinhibicion por
exceso de luz (Nilsen y Orcutt, 1996). Si la iluminacién es constante, la

intensidad fotosintética aumenta con la concentracion de CO2 en el medio,
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debido a que a mayor concentracion de CO2 mayor sera la velocidad a la que

la ribulosa-difosfato-carboxilasa fijara el CO2 en el ciclo de Calvin.

La intensidad de la iluminacion aumenta el rendimiento de la fotosintesis,
cuantos mas fotones de luz lleguen a los fotosistemas, mas cantidad de ATP y
NADPH, y como consecuencia mas CO2 se podra fijar en la fase obscura. Si la
concentracion de CO2 es muy baja, la iluminacién no influenciard en gran
medida sobre la intensidad fotosintética ya que no hay suficiente CO2 para fijar
en la fase oscura. Sin embargo, a partir de un cierto valor en la concentracion
de COz, la intensidad de iluminacién se convierte en un factor limitante para el

proceso fotosintético (Figura 1.5) (Bionova, 2007).

C02 limitante
A { 10000 lux
'-_II_.-
lluminacién limitante
6 000 lux
2000 lux
667 lux
| | -
% CC)2

Figura 1.5 Concentracion de CO- e iluminacion durante el anabolismo (Bionova, 2009)

El flujo de luz es medido en lumen (Im); la intensidad de la iluminacion se expresa

en lux (Im.m2),
1.4.2. Temperatura

La produccion algal aumenta proporcionalmente con la temperatura hasta alcanzar

la temperatura O6ptima de cada especie. Por encima de esta, aumenta la
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respiracion y la fotorrespiracién reduce la productividad global. La temperatura
optima para el cultivo de microalgas se encuentra generalmente entre los 20 y 24
°C, no obstante, estas pueden variar dependiendo del medio de cultivo, la especie
y la cepa utilizada. Los cultivos de microalgas toleran temperaturas de entre 16 y
27 °C, en donde a temperaturas menores a 16 °C disminuyen el crecimiento,
mientras que una temperatura mayor a los 35 °C resulta ser letal para un gran

numero de especies (Benavente-Valdes et al., 2012).

=

=
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Intensidad luminosa

Figura 1.6 Tasa de crecimiento en funcion de la intensidad luminosa a distintas

temperaturas (Abalde et al.,1995), citados por (Plasencia, 2012).

De acuerdo con (Abalde et al., 1995) citados por (Plasencia, 2012) existe un nivel
de iluminacién optimo para cada temperatura de cultivo como se muestra en la

Figura 1.6.
1.4.3. Agitacion

La agitacion asegura la distribucion homogénea de las células y los nutrientes
dentro del cultivo, dejandolos disponibles para su mejor aprovechamiento, mejora
la distribucion de Iluz a las células, asegurando que permanezcan
fotosintéticamente activas, evitando que se sedimenten y previene una

estratificacion térmica (Romo, 2001).
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En cultivos pequenos o escala, la agitacién puede complementarse con la adicion
de COz2 para lograr la agitacion y enriquecer el cultivo con mas carbono para el

metabolismo celular.
1.4.4. pH

La medida del pH se ve influenciada por varios factores como pueden ser: la
productividad algal, la respiracion, la alcalinidad y la eficiencia del sistema de
adicion de CO2. La medicion del pH puede convertirse en una evaluacion
cuantitativa de la cantidad de biomasa en el medio. A mayor biomasa, mayor
degradacion de bicarbonato y por consiguiente se eleva la concentracion de
grupos hidroxilos en el medio, aumentandose asi el pH (Rodriguez y Triana,
2006), asi tambien apreciado en la Figura 1.7. Cada una de las especies de
microalgas tiene requerimientos necesarios de pH para que permita un
crecimiento 6ptimo. A niveles de pH alcalinos, la disponibilidad de CO:2 puede ser
limitante para el crecimiento y la fotosintesis de microalgas. El rango de pH para la
mayoria de los cultivos de microalgas esta entre 7 y 9, con un rango 6ptimo de 8.2
as8.r.

Punto de vire del Punto de la
anaranjado de metilo fenciftaleina (rojo
(amarillo naranja) clara)
@ 1.00
g
= H,CO, co-
= Acido bu;urt
. car a
2 050 carbonico
= (CO,+ H,O)
E i
q
| | ] |
0 2 4 -] g 10 12 14

pH

Figura 1.7 Dependencia del pH de las especies quimicas del sistema carbonato (Cortjjo,
2013)
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Un pH 6ptimo en el cultivo generalmente es mantenido gracias a la aeracién con
aire enriquecido con CO:2 (Benavente-Valdés et al., 2012). En el caso de los
cultivos de alta densidad celular, la adicion de dioxido de carbono corrige un
incremento del pH, el cual puede llegar a un valor limite de 9 para el crecimiento

de la microalga.
1.4.5. Nutrientes

El CO2 es la fuente de carbono mas utilizada en cultivos de microalgas junto con el
Nitrégeno (Hernandez y Labblé, 2014). Al consumirse el carbono, el oxigeno es
producido por fotolisis del agua y este es diluido en el medio de cultivo
(Benavente-Valdés et al., 2012).

Las microalgas, requieren para su crecimiento macronutrientes, que son utilizados
para sintetizar compuestos organicos y micronutrientes. Estos son utilizados como
catalizadores; el desbalance entre la proporcion se manifiesta como un descenso
del crecimiento o hasta la detencion del mismo. Otras sustancias requeridas son
las vitaminas entre las que se encuentran la tiamina (B1), cianocobalamina (B12),
y biotina (B6).

1.4.6. Diéxido de carbono

La fijacion biologica del CO2 puede llevarse a cabo por plantas superiores vy
microalgas, sin embargo las microalgas poseen una mayor capacidad de fijar COa.
El CO2 puede provenir de diversas fuentes: CO2 atmosférico, de las industrias, de

los gases de escape como son gases de combustién.

Estudios han demostrado que una aireacion rica en CO2 provee este gas en
mayor cantidad a las microalgas incluso el doble (Hernandez y Labblé, 2014), lo
que desoxigena el medio y evita la fotooxidacion. La concentracion éptima de CO2
para la produccién de microalgas en fotobiorreactores, ha mostrado que el uso de
aire enriquecido con 5 o 10 % (v/v) de CO2 a una velocidad de 0.025 vvm
(volumen de aire por volumen de trabajo por tiempo) es efectivo para el cultivo de

biomasa (Benavente-Valdés et al., 2012).
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1.5. Microalga Chlorella spp

El nombre Chlorella proviene del griego Chloros, que significa verde, y del latin
ella, que significa cosa pequena, y fue descubierta y nombrada por el Holandés
M.W. Beyerinck en 1890 (Camacho-Quezada et al., 2009).

Tabla 1. 2 Clasificacion cientifica del género Chlorella (Sistema de informacion de
biodiversidad, 2014)

Reino: Plantae (Primoplantae)
Division: Chlorophyta

Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella

Tabla 1. 3 Caracteristicas de la microalga Chlorella spp. (Adaptado de Arrde-Zuniga, 2013
y Alvear-Alayoén et al., 2011)

Chlorella spp
Temperatura maxima tolerable (°C) 40 °C
Concentracion maxima de COz tolerada (v/v) 40%
Productividad volumétrica de biomasa (mg - L - dia™1) 25-250
pH 7-9
Tiempo de duplicacion (dia) 2.34

El género Chlorella, encierra un conjunto de algas verdes que poseen la
capacidad de llevar a cabos la fotosintesis, producir azucares a partir del CO2y luz
solar como fuente de energia. Este género esta conformado por alrededor de 10
especies genéticamente clasificadas. Estas células tienen un diametro aproximado
de 2-12 ym de forma esféricas o elipsoidal encontradas en lagos y pantanos de
todo el mundo. Chlorella pertenece a la division Chlorophyta y a la clase de las
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Trebouxiophyceae (Tabla 1.2) (Infante et al., 2012). Esta microalga aparecio en la
Tierra hace aproximadamente 1.5 o 2 mil millones de afos y fue una de las
primeras formas vegetales con un nucleo bien definido, segun muestran fosiles
datados del periodo precambrico (Camacho-Quezada et al., 2015). En su
composicion tiene un alto contenido de clorofilas y esta se multiplica con gran
rapidez, llegando hasta dividirse en cuatro células cada veinte horas. En la Tabla

1.3 se muestran algunas caracteristicas mas importantes de la microalga.

Chlorella tiene la capacidad de crecer en condiciones autotréficas, heterotroficas y
mixotréficas. Cabe mencionar que aparte de los cultivos en condiciones
autotroficas, los cultivos heterotréficos son también cultivados. Chlorella es la
especie mas importante en la industria de las microalgas, es cultivada y vendida

esencialmente como suplemento alimenticio (Richmond, 2004).
1.5.1. Aprovechamiento

Las aplicaciones que se le ha dado al género Chlorella han sido ampliamente
estudiadas; debido a su composicion estructural y los metabolitos que esta

produce, entre las aplicaciones mas relevantes se tienen:
= Como materia prima para la elaboraciéon de combustibles

Chlorella spp, posee la capacidad de producir grandes cantidades representativas
de lipidos (hasta el 40% dentro de la estructura microalgal), estos lipidos estan
compuestos por acidos grasos poli-insaturados, que son de gran utilidad como

materia prima para la elaboracion de biodiesel (Shen-Yi et al., 2011).
= Como medicina y suplemento nutricional

Ha sido administrada como medicina, estas mejoran el desempefo del sistema
inmunitario y adicionalmente, sirven como suplemento nutricional siendo fuente de

proteinas, lipidos y carbohidratos. (Gonzalez-Delgado, 2009).
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=  Como método de biorremediacioén

Asi mismo ha sido estudiada en la remocién de nitrégeno, fésforo y DQO de aguas
residuales urbanas, ya que estas poseen la capacidad de remover cantidades
significativas de N y P durante su crecimiento, asi mismo las microalgas pueden
absorber metales y aceleran los procesos de inactivacion de bacterias patogenas
(Chacodn, 2004).

1.6. Sistemas de cultivo para las microalgas

Existen dos disefios basicos (Contreras-Flores et al., 2003): los cultivos abiertos,
donde la biomasa esta expuesta a las condiciones medioambientales; y cerrados,
denominados fotobiorreactores o PBR (por sus siglas en inglés), con poco o

ningun contacto con el medio externo.
1.6.1. Comparacion de sistemas de cultivo

La Tabla 1.4 muestra una comparacion entre los fotobiorreactores (tubular,
paneles y columna) y los sistemas abiertos ajustada por Dragone et al., 2010
donde muestra las ventajas y limitaciones de los mismos para diferentes

condiciones de cultivo y parametros de crecimiento.

Tabla 1. 4 Ventajas y limitaciones de varios sistemas de cultivo de microalgas (Dragone et

al., 2010).
Sistema de cultivo Ventajas Limitaciones
Sistema abierto Vv Relativamente * Los cultivos se
econdémico contaminan facilmente
Vv Facil de limpiar « Poco control de Ilas
Vv Facil mantenimiento condiciones de cultivo

vV Bajo consumo de < Bajo en mezclado, luz y

energia consumo de COz2

Siguiente
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Continuacion de Tabla 1.4 Ventajas y limitaciones de varios sistemas de cultivo de

microalgas (Dragone et al., 2010).

Sistema de cultivo

Ventajas

Limitaciones

Fotobiorreactor tubular

Relativamente barato
Gran  superficie  de
iluminacion

Adecuado para cultivos
al aire libre

Buena productividad de

biomasa

Gradientes de pH,
oxigeno disuelto y CO2
a lo largo de los tubos
Cierto grado de
crecimiento en la pared
Requieren un amplio
espacio para operar

Fotoinhibicion

Relativamente barato
Facil de limpiar

Gran superficie de
iluminacion

Bajo consumo de
energia

Buena  productividad
de biomasa
Adecuados para

cultivos al aire libre

Bajo nivel de
acumulacion de
oxigeno

Dificultad para escalar
Dificil control de
temperatura

Un cierto grado de
crecimiento en la pared
Estrés  hidrodinamico
en algunas cepas de
microalgas

Baja eficiencia

fotosintética

Siguiente
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Continuacién de Tabla 1.4 Ventajas y limitaciones de varios sistemas de cultivo

de microalgas (Dragone et al., 2010).

Fotobiorreactor de columna v Bajo consumo de <« Pequefa superficie
energia de
Vv Buen mezclado » Disminucion del
v Alta eficiencia area superficial
fotosintética iluminada al escalar
v Mejor exposicion a < Caro comparado
los ciclos de luz- con los estanques
obscuridad abiertos
v Fotoinhibicion + Costos de
reducida mantenimiento
Vv Reduccion de la iluminacion
fotoinhibicion + Materiales de
Vv Facil esterilizar construccion
v Foto-oxidacion sofisticados
reducida » Escalabilidad
modesta
+ Cierto grado de

crecimiento en la

pared

1.6.2. Fotobiorreactores con microalgas

Un fotobiorreactor puede ser definido como un contenedor o recipiente biolégico
artificial en el cual se pretende obtener las condiciones ambientales internas
capaces de permitir que los microorganismos, células o tejidos fotosintéticos en el
contenedor puedan crecer, desarrollarse y realizar sus funciones metabdlicas en

presencia de luz (Acuia, 2011).
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Para la obtencién de microalgas, los fotobiorreactores se usan principalmente con
el fin de fijar CO2, aumentando la produccion de la biomasa mediante la
fotosintesis. Estas microalgas al ser organismos fotoautotréfos, fijan el CO2 que se
ha administrado a través de flujos de COz inyectado directamente en un medio de

cultivo enriquecido con (N) y (P) (Fernandez et al., 2014).

Los sistemas cerrados son generalmente mas costosos de construir y automatizar,
permiten el trabajo con un volumen de cultivo no muy grande, inferior a los
sistemas abiertos, a pesar de ello los sistemas cerrados constituyen sistemas
altamente intensificados con diversidad de disefios y con los que se pueden
obtener altos rendimientos en la produccion de biomasa. Algunos modelos
permiten incluso el control absoluto sobre las variables primordiales en un cultivo

microalgal como la luz, el pH y la temperatura (Shabnam, 2015).

El cultivo en fotobiorreactores permite mejorar notablemente la densidad celular, la
productividad y con esto la economia de los cultivos. Implica que el
aprovechamiento de la energia luminosa sea maximizada (Contreras-Flores et al.,
2003).

1.6.3. Fotobiorreactores airlift

Los reactores tipo airlift son una variacion de los reactores tubulares. La principal
diferencia entre los reactores airlift y las columnas de burbujeo radica en el tipo de
flujo del fluido o mezcla gas-liquido. En una columna de burbujeo o también
reactor tubular, no se controla la interaccién entre el gas y el liquido (Morales-
Lopez, 2009). Por el contrario en los reactores tipo airlift separan fisicamente los
flujos ascendentes de los descendentes y existe mayor control entre la interaccion
gas-liquido. Los biorreactores airlift cuentan con estructuras bien definidas
(Fernandez, 2013):

« Columna de burbujeo (riser o upflow): guia las burbujas hacia el separador

de gases. En ella el flujo es ascendente.
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« Columna de flujo descendente (Downcomer o downflow): en esta parte no
hay burbujas y se establece un flujo descendente debido a una mayor
densidad aparente en el riser.

+ Separador de gases: esta ubicado en la parte superior del biorreactor, en
esta parte ocurre la separaciéon de las burbujas que llegan por el riser,
donde posterior se une con el downcomer.

+ Base: es la parte inferior del biorreactor, parte donde se unen el riser y el

downcomer. En esta parte se introducen las burbujas por el riser.

El riser, separador de gases, el downcomer y la base enmarcan una continua
corriente de mezclado. En la Figura 1.8 se nombran las partes de un a) Airlift

tubular de riser concéntrico y otro b) con downcomer concéntrico.

Salda de gas

de aira >

‘ "o T:"T\‘Tubccw/ l *

Downcomer ®

Riser |
; /// \\ i 1 e

TS

e Aire

Figura 1.8 Partes caracteristicas de un biorreactor airlift (Doran, 1998 citada por
Fernandez, 2013)

26



Capitulo 1 Fundamentos teéricos

Los biorreactores airlift pueden ser de circulacion interna o externa. El primero
poseen un tubo colocado en el interior del tanque donde delimita las dos zonas
(airlift de tubos concéntricos), también puede estar separado verticalmente por un
bafle (airlift de cilindro seleccionado). En la Figura 1.9 se muestra las vistas
superiores de las distintas configuraciones de los biorreactores airlift (Guevara-
Lopez, 2008).

Este tipo de biorreactores han sido utilizados en diversas areas, como en el cultivo
de células bacterianas y levaduras, fermentaciones con hongos, cultivo de células
animales y vegetales, tratamientos de aguas residuales y cultivo de microalgas
Morales-Lopez, 2009; Sousa et al., 2013; Fernandez, 2013.
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Figura 1.9 Configuraciones de biorreactores airlift. a) Airlift de tubos concéntricos, b) Airlift
de cilindro seleccionado y c) Airlift de recirculacion externa. Tomado de Chisti y Moo-
Young, 2002; Fernandez, 2013.

1.6.3.1. Ventajas y desventajas de los biorreactores airlift

Dentro de las ventajas que se pueden mencionar son numerosas, entre las que se

pueden mencionar son las siguientes:
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+ Débiles fuerzas de cizalla en su interior al remplazar una agitacion
mecanica por una neumatica. Esta cualidad ha sido aprovechada para
cultivar células o tejidos fragiles que se estropearan en reactores agitados
con aspas.

« Su disefio no involucra ejes o motores eléctricos por lo que su construccion
es sencilla, robusta, de facil mantenimiento y gran eficiencia energética.

» El burbujeo de aire a través del medio liquido facilita la transferencia de
masa, enriqueciendo el medio con algun gas o por lo contrario

despojandolo de gases residuales de reaccion (Fernandez, 2013).

Asi mismo estos biorreactores no son recomendables cuando el medio del cultivo
es muy viscoso o contienen particulas solidas muy densas. En esto mismo
depende mucho la construccion y los accesorios, asi mismo pueden 0 no

esterilizarse (Jiménez y Rojas, 2011).
1.6.4. Materiales de construccion

Los fotobiorreactores se deben fabricar con materiales de construccion que
cumplan con caracteristicas de alta transparencia, flexibilidad, durabilidad,
toxicidad nula, resistencia a los productos quimicos, resistencia a la intemperie y

bajo costo.

Entre los principales materiales de construccidn, se pueden considerar: el acrilico,
el polietileno y el vidrio flotado. (Conde et al., 2013) compara estos tres materiales
debido al efecto sobre el medio de cultivo y el crecimiento de la biomasa los
cuales son: el calor especifico, la conductividad térmica, transmision de luz, la
energia retenida en las paredes del material. La Tabla 1.5 muestra las

propiedades de cada uno de los materiales:
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Tabla 1. 5 Propiedades de materiales para construccion de fotobiorreactores (Conde et
al., 2013).

Polietileno de

Propiedad Acrilico rigido Vidrio flotado
alta densidad
Calor especifico
1465 2936.7 750
(J/kg K)
Conductividad
0.18 0.29 1
térmica (W/m K)
Transmision de luz
92 80 90
(%)
Densidad (kg/m?3) 1180 (940-965) 2500
Energia retenida
13.5 72.8 15.9

(MJ kg m™)

1.7. Parametros de diseiio de un fotobiorreactor

De acuerdo con (Acuia, 2011), los parametros basicos que deben ser controlados

para el disefio son:

» La dinamica de fluidos (Burbujeo, agitacion, caudal de recirculacion)

» La densidad celular, temperatura, pH, salinidad

* Fuentes de flujo luminico homogéneo de alto rendimiento y bajo consumo

= Geometria, facil limpieza y cosecha de las microalgas

» Automatizacion de sistema de flujo de gases (Aire, CO2)

» (Cantidad y calidad de nutrientes necesarios

» Fisiologia, bioquimica y biologia de la microalga
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1.7.1. Similitudes influyentes en los sistemas

De acuerdo con (Bailey y Ollis, 1986) hace mencion de las similitudes influyentes

en los sistemas, como pueden ser:

e Similitud geométrica: las razones que relacionan las formas, longitudes y
volumenes de los contenedores deben ser iguales.

e Similitud cinematica: razén entre las velocidades, en este caso las
velocidades de crecimiento en ambos sistemas.

e Similitud dinamica: la razén de proporcionalidad entre fuerzas que influyen

sobre el los sistemas Kia, potencia e iluminacion, etc.

La similitud geométrica es primordial para el escalamiento dado a que esto
permite obtener idea de las razones de proporcionalidad que pudiesen afectar
el cultivo escalado. La escala de proporcionalidad nL es un parametro que
normalmente se calcula entre las longitudes verticales de los recipientes a ser
usados como referencia. Esta relacion de proporcionalidad es un modelo
matematico aplicado a semejanzas geométricas como se muestra en la

ecuacion 1.4
n, = (1.4)

Donde:

L = Longitud (Horizontal o vertical)
Lm = Longitud del modelo

Lp = Longitud del prototipo

Las similitudes cinematicas y dinamicas se van estableciendo en las primeras
etapas en lo que se desarrollan los métodos y se establecen para la produccién de

microorganismos.
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Hidrodinamica de cultivos microalgales

La circulacion es muy importante para garantizar una 6ptima iluminacion de las

algas, un intercambio gaseoso adecuado, asi como su temperatura y su pH. Si se

basa en el principio de reactores airlift o los de columnas de burbujeo, el cual tiene

un sistema interno o externo que permite mezclar y la circulacion de los fluidos son

el resultado de las corrientes de aire introducido mediante la creacion de las

diferencias en la densidad del agua en varias regiones del fotobiorreactor (Jutglar,

2005). Los tipos de fluidez son los siguientes:

El régimen homogéneo que se genera mediante bajas velocidades
superficiales del gas (aproximadamente debajo de 5cm/s), en esta se crean
burbujas con un tamano relativamente pequefio que tienden a ascender, lo
que permite una distribucién suave y uniforme de las burbujas en la
columna.

El régimen heterogéneo, se genera mediante altas velocidades
superficiales del gas, por arriba de 5 cm/s. Es desequilibrada comparado
con el sistema homogéneo, esta presenta un movimiento turbulento y forma

grandes burbujas de poca duracion.

Los tamaros de burbuja pueden ser distinguidos de acuerdo con la velocidad que

se suministre el gas, al igual que el area por donde transcurre el mismo. En la

Figura 1.10 se visualiza los dos tipos de régimen:

Burbujeo Burhujeo
perfecio imperfecto
(homogeneo) (heterogéneo)

Figura 1.10 Régimen de flujo homogéneo y heterogéneo
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Las microburbujas son esenciales y de vital importancia para la realizacién de
procesos fotosintéticos a través del suministro de CO2 presente en el aire. Segun
(Zimmeran, 2011) report6é que las microburbujas tienen una superficie mucho mas
amplia de contacto en relacion al volumen de burbujas mas grandes producidas
por los sistemas de aireacion convencionales. Esta caracteristica es aprovechable
para aumentar la transferencia de masa durante el contacto directo que existe

entre el gas y el liquido.
1.9 Importancia del secuestro de CO:2

El rapido desarrollo de las actividades humanas ha traido consigo una grave
problematica causada por el aumento de la demanda energética mundial, el
agotamiento de los combustibles fésiles y el impacto ambiental causado por el
aumento de los gases de invernadero y el calentamiento global (Garibay-
Hernandez et al., 2009). Los GEI son indispensables en la atmosfera para
mantener la temperatura promedio de la tierra, pero el aumento excesivo de
dichos gases, en especial el CO2 ha causado cambios climaticos notorios.
Teniendo en cuenta que en la actualidad la mayor proporcion de GEI presente en
la atmosfera es de CO2 y ademas dicho gas es indispensable para el proceso de
fotosintesis que llevan las plantas y seres vivos, por lo cual la importancia del
secuestro de CO2 radica en reducir las altas concentraciones y utilizarlo como
fuente de carbono para microorganismos, plantas y otros seres vivos.

La necesidad de capturar el CO2 se vuelve uno de los principales objetivos, por lo
cual se buscan tecnologias limpias, orientadas al cuidado del medio ambiente que

faciliten la reduccion, captura y fijacion de CO2 (Mufioz et al., 2011).

1.10 Estudios de los procesos biolégicos de secuestro de CO:2 para la

depuracion de corrientes

En la actualidad existen pocos estudios orientados al secuestro de CO2 utilizando
procesos bioldgicos con la finalidad de ser amigables al medio ambiente. Estos
estudios han utilizado organismos microscopicos como las microalgas que son

capaces de capturar o biofijar CO2 y en corrientes de biogas.
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Dentro de los estudios se encuentra el realizado por (Jacobo-Lopes, 2009) quien
evaluo el efecto de los fotoperiodos sobre la produccion de biomasa y la velocidad
de fijacion de CO2 utilizando un fotobiorreactor de columna y la microalga
Aphanothece microscopica Négeli. Utilizando concentraciones por arriba de 15%

v/v COz2 y flujos de aire enriquecido de COo..

Otro de los estudios utilizando procesos bioldgicos, es el realizado por Cheng et
al., 2006 quienes construyeron una membrana fibrosa en un fotobiorreactor que
fue utilizada para la fijaciéon de COz2 y remover las concentraciones suministradas
de 1% v/v CO:2 esterilizado antes de ser suministrado y utilizando la microalga

Chlorella vulgaris. Siendo una alternativa prometedora,

También (Sumardiono et al., 2013) utilizaron la cianobacteria Spirulina Platensis
evaluando el suministro de biogas como fuente provisora de CO2. Ellos evaluaron
dos formas: el aire directamente y el aire con biogas, obteniendo que con el biogas
hubo un decremento en el pH. A su vez evaluaron el modelo de cinética de
crecimiento utilizando la ecuacién modificada de Gompertz. El biogas utilizado
contenia un 42.37% de CHa4, 48.97% CO2y 1.92% CO y otros gases.

Estos aspectos son esenciales para esta investigacion ya que en la actualidad las
emisiones de COz2 son de las principales problematicas que enfrentamos lo cual
necesitamos tecnologias innovadoras y prometedoras que ayuden a la
sustentabilidad de los recursos que aun poseemos y a la preservacion de dichos
recursos para futuras generaciones. Por lo tanto, la finalidad de cada uno de los
aspectos tedricos mencionados en este capitulo son el de enriquecer y contribuir a
esta investigacion sustentando cada uno de los métodos utilizados y la

comparacion de los resultados obtenidos.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

En el presente capitulo se describe la metodologia que se empleara para el
desarrollo de este trabajo de investigacion, la cual se dividid en 5 etapas, que se
describen en la Figura 2.1 y se pueden numerar de manera general de la siguiente

forma:

I.  Evaluacion de las variables ambientales: Luminosidad, nutrientes y COz2
[I.  Disefo de un fotobiorreactor tubular a escala piloto

[lIl.  Montaje del fotobiorreactor en plantas piloto

IV. Implementacion de las variables recomendables a escala piloto

V. Evaluacién y caracterizacion de la biomasa producida a escala piloto

Evaluacioén de las variables ambientales
en la produccion y calidad de biomasa

Disefio de fotobiorreactor
tubular airlift a escala piloto

Fm——————

e Ingenieria l

conceptual, | Montaje del fotobiorreactor tubular PTTTTTTITmmmommsooees
! basicayde - . ' e Densidad
. ! airlift a escala piloto |
! detalle : ! celular
i o Diagrama i i e Proteinas
! de flujo i ' e Carbohidratos
i e Diagrama i A i e Lipidos
! deP&ID Implementacion de las variables , ¢ Clorofila
! e Diagrama . . !
: de bloques '] ambientales recomendables de operacion LT PSR
|« Layoutde | en el fotobiorreactor tubular airlift a escala :
i planta i !
! piloto i l i
b e ' !
Evaluacién y caracterizacion de la biomasa y la i
tasa de fijacion de CO2 obtenida en el €k
fotobiorreactor tubular airlift a escala piloto

Figura 2.1. Metodologia
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2.1. Etapa |. Evaluacion de las variables ambientales: Luminosidad,
nutrientes, CO2

2.1.1. Obtencion y adaptacion de la microalga Chlorella spp.

De acuerdo con la investigacion realizada por (Gonzalez-Falfan, 2015) con
respecto a los medio de cultivo se utilizaron dos para Chlorella spp. los cuales
fueron: MBB (Medium Bold Basal) y f/2 de Guillard y Ryther (1973). Los mejores
resultados que obtuvo en crecimiento celular fueron utilizando MBB, por lo que se
uso la formulacién del medio de cultivo utilizado en su experimentacion. Los

mejores resultados que obtuvo son mostrados en la Tabla 2.1.

Durante esta etapa se adapté la microalga (Figura 2.2) a temperatura ambiente y
se le aplicd una agitacién por burbujeo de aire y una iluminacién en fotoperiodos
de 12 horas luz-obscuridad mediante dos lamparas fluorescentes de luz fria de 20

watts.

Figura 2.2. Adaptacién de la microalga Chlorella spp

Tabla 2. 1 Variables ambientales obtenidas por (Gonzalez-Falfan, 2015) para el

crecimiento de Chlorella spp.

Luminosidad Nutrientes CO:

2000 lux 1 mL/L 2% viv
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La microalga Chlorella spp es de agua dulce esta fue obtenida del Centro de

Estudios Técnicos del Mar (C. E. T. Mar 07) en Veracruz, Veracruz.
2.1.2. Adecuacion del diseiio experimental

Para la determinacion del efecto de las variables ambientales, se evaluo diferentes
concentraciones de luminosidad, nutrientes y CO2. La Tabla 2.2 muestra los
valores a los que se trabajaron y que fueron implementados en analisis

experimentales.

Tabla 2. 2 Variables ambientales consideradas para su evaluacion

Variable Nivel Nivel

ambiental bajo medio Nivel alto
Luminosidad (lux) 2000 3000 4000
Nutrientes (mL/L) 0.5 1 1.5
CO2 (% viv) 2 7 12
21.21. Determinacion de la dosis recomendable de nutrientes

Para determinar la dosis recomendable de nutrientes, se utilizdé el medio de cultivo
MBB formado por 10 soluciones stock (Figura 2.3) que se enlistan en el Anexo B
para su preparacion. Seguido a esto se llevaron a cabo cinéticas en matraces
Erlenmeyer de 500 mL, con un volumen util de 400 mL, los cuales se mantuvieron

durante 40 dias en condiciones de cultivo.

Figura 2.3 Soluciones stocks
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La manera que se evalué fue por medio de un disefio unifactorial, donde solo se
consideraron las dosis de 0.5, 1.0 y 1.5 mL/L de nutrientes con muestra y dos
replicas, teniendo como variable de respuesta la densidad celular. En la Tabla 2.3

se muestra los factores y los niveles evaluados en el disefio de experimentos.

Tabla 2. 3 Niveles del diseno unifactorial
Experimento Dosis

0.5
0.5
0.5
1.0
1.0
1.0
1.5
1.5
1.5

© 00 N OO a0 A ODN -

Al finalizar las cinéticas se realizd6 un analisis de varianza mediante el software

NCSS 2007 y asi determinar la mejor dosis de nutrientes.
2.1.2.2. Determinacion de dosis recomendable de luminosidad y CO2

Obtenida la dosis recomendable de nutrientes se procedié a hacer un disefio de
experimentos 3% en el cual se tienen dos factores a evaluar y tres niveles,
teniendo como variable de respuesta la densidad celular. En la Tabla 2.4 se
muestran las variables codificadas y naturales correspondientes a la luminosidad y

COz2 evaluados.

Estos se llevaron a cabo en matraces de 2000 mL con un volumen efectivo de
1200 mL, estos se mantuvieron durante 15 dias en condiciones de cultivo como se
muestra en la Figura 2.4. Diariamente se tomaron muestras para evaluar pH,

absorbancia y conteo celular por camara de Neubauer, todos los analisis se
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realizaron por duplicado. Posteriormente el analisis de varianza se realizdé en el
software NCSS 2007.

Figura 2.4. Evaluacion de CO; y luminosidad con la dosis recomendable

Tabla 2. 4 Factores y niveles del disefio 3?

Variables codificadas Variables naturales
Experimento Luminosidad Luminosidad
CO2 % viv CO2 % viv

(Lux) (Lux)

1 -1 -1 2 2000
2 0 -1 7 2000
3 1 -1 12 2000
4 -1 0 3000
5 0 0 3000
6 1 0 12 3000
7 -1 1 4000
8 0 1 4000
9 1 1 12 4000

2.1.3. Caracterizacion de la biomasa producida

2.1.3.1. Determinacion de la densidad celular

Para la realizacion de las curvas de calibracidon de realizé un conteo celular con un

hematocitometro o camara de Neubauer. El célculo se expreso en células/mL. A
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los datos obtenidos se les realizara un analisis de regresién lineal para obtener la
ecuacion de la recta de la especie Chlorella spp. en cada volumen de cultivo.
Estas ecuaciones son las que se utilizaran para conocer la concentracion en

cel/mL del cultivo

Para el calculo de la densidad celular se utilizé la siguiente formula realizando los
conteos en los cinco cuadros del block central de la camara de Neubauer:
Numero de celulas contadas * 250000

D= - (2.1)

Donde:

D = densidad celular (cel/mL)

5 = numero de cuadros

2.1.3.2. Tasa de crecimiento celular

De acuerdo a Band (1997) y Morris (2004), con los valores obtenidos de densidad
celular en los cultivos, se va a determinar la velocidad o tasa de crecimiento

celular, tiempo de duplicacién y numero de generaciones:
La tasa de crecimiento celular (u)

_ InX; —InX,

I (2.2)

1l

Donde:

M= velocidad o tasa de crecimiento.
X1= densidad celular al tiempo t.

Xo= densidad celular al tiempo inicial.
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El tiempo de duplicacion (td):

[,2
t, = — 2.3
a=" 23)
Donde:
td = tiempo de duplicacion.
M = velocidad o tasa de crecimiento.
2.1.3.3. Determinacion de la densidad celular-absorbancia

Para obtener las lecturas de absorbancia por medio de un espectrofotometro,
primeramente se realizé una curva de calibracién en fase exponencial, donde esta
a su vez se encuentre a distintas concentracion (1:10-10:10) mL. De esta manera
seran relacionados los datos de densidad celular realizando un conteo con la
camara de Neubauer y haciendo tomas de absorbancia a 750 nm para Chlorella
spp. (Caballero, 2012). Los datos fueron graficados relacionando la absorbancia

con el numero de células contadas.

2.1.3.4. Determinacion de proteinas

La determinacién de proteinas se hizo por medio del método descrito por Lowry et
al., 1951. La absorbancia de la muestra se determiné en un espectrofotometro a
una longitud de onda de 750 nm. Las concentraciones fueron calculadas por

medio de una curva de calibracion.
2.1.3.5. Determinacion del contenido de carbohidratos

La determinacion del contenido de carbohidratos, se realizé por el método de
fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956). La absorbancia se determiné a una longitud
de onda de 492 nm. Las concentraciones se calcularon mediante una curva de

calibracion con glucosa (Anexo A).
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2.1.3.6. Determinacion de lipidos

La cuantificacion del contenido de lipidos se realiz6 con el método de Soxhlet
(Official Methods of Analysis A.O.A.C. 15th Edition, U.S.A.1990) utilizando el

solvente organico para facilitar la extraccion.
21.3.7. Clorofilas

La determinacién de clorofilas a y b que son caracteristicas de la microalga
Chlorella spp se determin6é por medio del método de (Jeffrey y Humprey, 1957)
extrayendo los pigmentos mediante un solvente organico. Las absorbancias se

leyeron a longitudes de onda de 445 nm y 660 nm (Anexo A).
2.1.3.8. Productividad de la biomasa

Para el calculo de la productividad maxima se determin6 por medio de la ecuacion

reportada por (Jacobo- Lopes et al., 2009).

%~ %o ) (2.4)

Prax = (
max t_to

Donde:

X, concentracion de la biomasa (g/L) al tiempo que esta el cultivo t;

X, concentracion de la biomasa (g/L) al tiempo inicial t,

2.1.3.9. Determinacion de la tasa de fijacion CO:2

El calculo de la tasa de fijacion de COz2 (P¢,) se evaluo relacionando el contenido

del carbono en las células y la productividad maxima de la biomasa de las
microalgas. Esta se determind de la siguiente ecuacién (2.5) (Jacobo- Lopes et al.,
2009):

MCO
PCOZ = CcPnax (M_z) (2.5)
C
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Donde:
P,ax Productividad de la biomasa (g/L d)
Mco, es el peso molecular del COz2 (g/mol)
M, es el peso molecular del carbono (g/mol)

C. es la cantidad de carbono en las células de la microalga

2.2. Etapa ll. Diseino de un fotobiorreactor tubular Airlift a escala piloto

Para el disefio del fotobiorreactor airlift se emplearon ecuaciones de (Fernandez et
al., 2014) que permitieron el dimensionamiento del equipo donde se especifica el
diametro del downcomer (Dd) y el riser (Dr), el volumen y la altura total, asi como

el volumen y la altura de operacion.

Para el calculo del diametro de downcomer se despejo Dd de la ecuacion 2.6
tomando como limite superior del rango 0.6 con el fin de obtener el valor maximo

de dicho diametro.
D, =[0.3a0.6]D, (2.6)

Para la altura total del equipo (H) en la ecuacion 2.7 de igual forma se tomé el

valor superior de este rango.
H=[3a6]D, (2.7)

Para el volumen total del downcomer (V;;) dado en la ecuacion 2.8 esta
expresada en funcién de diametro donde se tiene en cuenta el volumen de un

cilindro se expresa en funcion del area (Apgse = %Dé) y la altura (H), obteniendo

la siguiente:

. _nHDg; )8
Td = T4 (2.8)

Para el calculo del volumen total del equipo se determina la suma del volumen
total del downcomer (V;4) y las tapas del equipo (V;). El volumen de las tapas se

calcula teniendo en cuenta su geometria y posicion. El volumen del equipo viene
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dado por la ecuacion 2.9. Para este caso V; es cero ya que no cambia su volumen

interno.
Vp =Vrqg =V, (2.9)

En el calculo del volumen de operacion (1,,,) se calcula mediante la ecuacion 2.10

tomando un valor intermedio de los valores (0.8).
Vyp ~ [0.7 @ 0.9]V7 (2.10)

Posterior al calculo de cada uno de valores para el dimensionamiento del
fotobiorreactor se procedié hacer un disefio primario en 3D en el software Autocad
2010 de la planta piloto con la finalidad de visualizar y detallar cada parte del

disefo inicial. Posteriormente se realiz6 los disefios en Edraw Max 7.9.
2.2.1. Ingenieria conceptual

Esta etapa del disefio del fotobiorreactor se identifico la viabilidad técnica, es decir
un estudio previo para el desarrollo de la ingenieria basica y de detalle. Este inicia
con las especificaciones del fotobiorreactor, descripcién del proceso de fabricacion

y lista preliminar de equipos. Lo principal que se analizé es lo siguiente:

e Productos y capacidad de la produccién
e Normativa y regulacion
e Descripcion general de instalacién

e Diagramas de bloques, distribucion de salas y diagrama del proceso
El software utilizado para el desarrollo de los diagramas fue Edraw Max 7.9.

2.2.2. Ingenieria basica y de detalle

En esta etapa se realizé el calculo del caudal y la potencia de la bomba. Asi
mismo se realizé una revision detallada de los diagramas DTl (Diagrama de
tuberias e instrumentacion) también conocido por sus siglas en inglés P&ID
(Piping and Instrumentation diagram), planos de detalle de instalacion y diagramas

isométricos.
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En este mismo se hizo el célculo de caudal y potencia de la bomba que se

selecciond para la recirculacion de medio de cultivo en los fotobiorreactores.

Asi mismo se realiz6é una lista de los equipos, materiales y accesorios que fueron
ocupados dentro de la instalaciéon del fotobiorreactor. También se dan las
especificaciones funcionales de los equipos que conforman el fotobiorreactor y a

su vez se dan las especificaciones técnicas de los equipos.
El diagrama P&ID fue realizado en el Software Edraw Max 7.9.
2.3. Etapa lll. Montaje del fotobiorreactor tubular Airlift a escala piloto

En esta etapa se realizdé la puesta en marcha de cada una de las partes

disefadas. Tres partes que se revisaron son:
« El material y construccién del fotobiorreactor.

Lo primero que se hizo, fue revisar la existencia de las medidas requeridas de los
tubos de acrilico dentro del catalogo del proveedor, el grosor del tubo de acrilico y
la altura calculada. Posteriormente fue confeccionado, barrenado y montado el
tubo de acrilico que servira como el cuerpo del fotobiorreactor. Dentro del disefio

se contempla una base para colocar el fotobiorreactor (Anexo C).
* Luminosidad

Dentro de lo que también ser revis6 fue el numero de lamparas, la cuantificacion
de los luxes que emiten por medio de un luxémetro Steren (HER-410) en la
superficie del fotobiorreactor, la posicién adecuada para un buen suministro de luz
y las lamparas fluorescentes de luz fria dentro de las cuales fueron del tipo que se

solicitaron.
+ Bombas y recirculacion

Se realizd el analisis del tipo de bombas que se pueden utilizar para la
recirculacion. Asi mismo la verificacion del diametro de las tuberias que van

conectadas al fotobiorreactor para hacer recircular el medio de cultivo como nueva
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adaptaciéon de los fotobiorreactores Airlift. Después de esto se solicitan al
proveedor y una vez adquiridas se realizaron pruebas hidraulicas para ver si no

hay fugas y observar el funcionamiento de las bombas.
+ Soportes y abrazaderas para fotobiorreactores

El disefio de soportes y abrazaderas de acuerdo al tamafo de Ilos
fotobiorreactores se construyeron y se supervisaron las medidas que fueran las

adecuadas.
e Flujos de aire y COz2

Se verifico los flujos de suministro de aire, asi mismo en el riser que haya tenido
un buen funcionamiento, que la burbuja a su salida tenga un flujo homogéneo y
que los flujos de ascendentes y descendentes puedan proporcionar

homogeneidad al sistema.

En el suministro de CO2 se revisdé el flujo en mL/min adecuandolo a las
condiciones establecidas, asi mismo las valvulas check y conexiones que este

mismo necesita.

2.4. EtapalV. Implementacion de las variables ambientales recomendables
en el fotobiorreactor a escala piloto

Lo que se llevd a cabo dentro de esta etapa fue la implementacion de los mejores
resultados obtenidos de iluminacién, CO2 y nutrientes. Los valores tomados fueron
comparados con respecto al crecimiento celular que obtuvo y a la calidad de la

biomasa obtenida.

Tabla 2. 5 Condiciones recomendables obtenidas

Nutrientes Luminosidad CO2

1.5 mL 4000 lux 2% viv
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El medio de cultivo junto con la microalga Chlorella spp se puso en crecimiento
con un minimo de 45 dias de operacion donde fue monitoreada y evaluada la

biomasa.

2.5. EtapaV. Evaluacion y caracterizacion de la biomasa producida a
escala piloto

2511. Determinacién de la densidad celular

En esta etapa se realiz6 un conteo celular con un hematocitometro o camara de

Neubauer. El célculo se expresd en células/mL, utilizando la ecuacién 2.1 para la

obtencion de resultados durante 45 dias.

2.5.1.2. Determinacion de proteinas

La determinacion de proteinas se hizo a partir de la determinacion de nitrégeno
total por medio del método Kjendahl, tomada a partir de los métodos estandares

para el analisis de aguas y aguas residuales (NOM 4500- norg- B- SM).
2.5.1.3. Determinacién del contenido de carbohidratos

La determinacion del contenido de carbohidratos, se realizé por el método de
fenol-sulfurico (Dubois et al.,, 1956) y se tomé la lectura de absorbancia a una
longitud de onda de 492 nm. Las concentraciones se calcularon mediante una

curva estandar hecha con glucosa (Anexo A).
2514. Determinacion de lipidos

La cuantificaciéon del contenido de lipidos se realizé con el método de Soxhlet
(Official Methods of Analysis A.O.A.C. 15th Edition, U.S.A.1990) utilizando el

solvente organico para facilitar la extraccion.
2.51.5. Determinacion de clorofilas

La determinacion de clorofilas a y b que son caracteristicas de la microalga
Chlorella spp se determin6é por medio del método de (Jeffrey y Humprey, 1957)
extrayendo los pigmentos mediante un solvente organico. Las absorbancias se

leyeron a longitudes de onda de 445 nm y 660 nm (Anexo A).
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2.5.1.6. Determinacién de la tasa de fijacion CO:2

El célculo de la productividad de la biomasa fue calculado por la ecuacion (2.4) y
la tasa de fijacion de CO2 expresada por la ecuacién (2.5) de acuerdo a (Jacobo-

Lopes et al., 2009) se determiné el % de CO2 consumido utilizando los resultados
del cromatografo de gases.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se describe los resultados experimentales que fueron obtenidos
para dar cumplimiento a los objetivos planteados. Se trabajo con el alga Chlorella
spp. primeramente a nivel laboratorio y posteriormente se realizd el

dimensionamiento en planta piloto.

EE Curva de calibracion de Chlorella spp.

Durante la etapa de adaptaciéon de la microalga Chlorella spp se tomaron datos de
absorbancia con respecto al crecimiento celular lo que sirvid como base para
realizar una curva de calibracion y observar la adaptacién del alga en el MBB. Se
obtuvo un valor R2= 0.9743 (Figura 3.1), con lo cual la curva de calibracion puede
ser considerada para conocer la densidad del cultivo utilizando la absorbancia

como variable independiente (Dominguez, 2014).

Curva de calibracion
50000000

40000000

30000000

20000000

No. de celulas

10000000

-10000000

Absorbancia

Figura 3. 1 curva de calibracion de alga Chlorella spp
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EE Diseio unifactorial

3.21 Densidad celular

En la Figura 3.2 el promedio del crecimiento celular de Chorella spp. en las
cinéticas de crecimiento aplicando diferentes dosis de nutrientes en un periodo de
40 dias, se obtuvo un mayor crecimiento en la dosis 1.5 mL de 7.26 x 107 cel/mL.
El menor crecimiento se obtuvo en la dosis 0.5 mL siendo de 4.60 x 107 cel/mL. El
valor maximo alcanzado por cada una de las dosis de nutrientes aplicadas, y
donde se mostraron los mejores resultados fue en la dosis 1.5 mL, mientras que
las dosis 1 mL mostré un buen crecimiento hasta el dia 19 en donde la falta de
nutrientes detuvo su crecimiento manteniéndola en una concentracidon mas baja.

Asi la dosis de 0.5 mL llegando a un buen crecimiento hasta el dia 15.

Se realiz6 el monitoreo de la dosis 0 mL, el cual muestra el crecimiento de la alga
Chilorella spp. Sin MBB, obteniendo un crecimiento hasta el dia 8 donde la falta de

nutrientes propicio la inhibicion del desarrollo de la microalga.

Densidad celular

7.10E+07
6.10E+07
5.10E+07
4.10E+07

Cel/ml

3.10E+07

2.10E+07

1.10E+07

1.00E+06

0mL 0.5mL 1mL 1.5mL

Figura 3. 2 Densidad celular promedio a diferentes dosis de medio de cultivo
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3.2.2 Determinacién de dosis recomendable de nutrientes
Se llevé a cabo un analisis de varianza y una prueba de Duncan, para comparar
las medias obtenidas durante los experimentos utilizando el software NCSS 2007

y se emple6 como variable de respuesta el crecimiento de la microalga.

En la Tabla 3.1 se muestran los resultados obtenidos en el analisis de varianza, el
cual demostro que la dosis de medio de cultivo influye significativamente sobre el
crecimiento de la microalga Chlorella spp. Realizando la comparacién de la F
estadistica de Fisher, la F tablas fue de 4.07 y la F de prueba calculada fue 95.35
lo que podemos comprobar lo dicho anteriormente. La dosis correspondiente a 1.5
mL/L obtuvo la mayor media estadistica y se opto por utilizar esta relacién como la
dosis recomendable. Se obtuvo una velocidad especifica de crecimiento de 1.99
divisiones/dia. Se ha reportado para la microalga Chlorella pyrenoidosa una
velocidad de 1. 74 dias™' (Liao, 2014).

Tabla 3. 1 ANOVA para las cinéticas de aplicacién de micronutrientes, macronutrientes y

vitaminas
Suma de Media de Prueba Prob.
Término DF Alpha=0.05
cuadrados cuadrados F nivel

A:Nutrientes 3 4446575 14.82192 95.35 0.000001*  1.00000
S(A) 8 1.243589 0.1554486

Total (Ajustado 11 45.70934

Total 12

*Término significativo de alpha=0.05

Por otra parte, en la Tabla 3.2 se observan los resultados obtenidos en la prueba
de media de cuadrados de Duncan, en la cual se aprecia que, el control (dosis 0

mL) resulta ser significativamente diferente a las demas dosis, con una media de
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0.5503 debido al poco crecimiento de la microalga, y muy por debajo de las
medias obtenidas en el resto de las cinéticas. La dosis 1 mL/L y 0.5 mL/L no
presentan diferencia significativa entre ellas, sin embargo, la dosis 1.5 mL/L
obtuvo la mayor media estadistica con respecto al crecimiento de la microalga, por
lo cual se optd por utilizar ésta relacion de micronutrientes, macronutrientes y

vitaminas.

Tabla 3. 2 Prueba de Duncan para cinéticas de aplicacion de micronutrientes,

macronutrientes y vitaminas

Grupo Orden Media Diferencia entre grupos
0 3 0.5503333 1,0.5,1.5
1 3 4.180666 0,15
0.5 3 4.453333 0,15
1.5 3 5.726333 0,1,05

3.2.3 Caracterizacion de la biomasa producida

3.2.3.1. pH

Los valores obtenidos de pH de la microalga durante los primeros 40 dias se
mantuvieron dentro de los valores aceptables. El pH nos indica que puede ser una
forma cuantitativa de la cantidad de biomasa, esto es a mayor biomasa mayor
degradacion de bicarbonatos, por lo que existe una elevacion de la produccion de
grupos hidroxilos, aumentandose asi el pH (Rodriguez y Triana, 2006). Apreciando
la Figura 3.3, se observa que las dosis evaluadas durante las cinéticas de
crecimiento tienen una elevacién de pH como consecuencia mayor produccion de

biomasa.

Khalil ZI et al. (2010) citados en Gong et al. (2014) demostraron que Chlorella es
capaz de crecer en un amplio rango de pH (4-10) teniendo el mayor rendimiento

de biomasa bajo condiciones alcalinas (de 9 a 10).
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Figura 3. 3 Comportamiento promedio de pH
(Morris et al., 2004) reporté valores de pH entre 6.15-8.24 dentro de su desarrollo.
(Li-Hai Fan et al., 2008) obtuvo valores de pH de 7.02 a 8.25 alcanzados en un
fotobiorreactor operado con la microalga Chlorella vulgaris. Los valores obtenidos
en el presente estudio demuestran que el pH a una dosis de 0.5 mL va
incrementandose hasta el dia 10, posterior a esto va disminuyendo lo que puede
deberse a la falta de nutrientes y a la poca producciéon de biomasa. En la
concentracion 1 mL se observa con valores similares durante su crecimiento y en
la dosis de 1.5 mL se observa que los valores de pH van incrementando hasta
llegar a un maximo de 9 por lo que se mantiene debido a la gran cantidad de

biomasa generada.

3.2.3.2. Densidad celular por espectrofotometria

En la Figura 3.4 se muestran los datos promedio de las diferentes dosis, entre
cada una de estas mostran el crecimiento progresivo de la microalga y
observandose poca diferencia entre cada dosis. (Infante y Angulo, 2012)
reportaron que en los primeros dias de crecimiento celular la absorbancia obtenida

estaba entre el rango de 0.010 a 0.568. Comparando los resultados vemos que los
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datos obtenidos muestran una absorbancia similar, en la dosis 0.5 mL se
observaron valores mayores considerando que se debid a tuvo buena
productividad desde el inicio del cultivo pero conforme fue creciendo no supero a

la dosis 1.5 mL.

Absorbancia

o
[&]
[
@©
2
o
n
O
<
—o—DOSIS 0.5 DOSIS1.0 —a—DOSIS15
Figura 3. 4 Comportamiento promedio de absorbancia
3.2.3.3. Tasa de crecimiento celular

En la Tabla 3.3 se muestran los datos obtenidos de la velocidad especifica de
crecimiento (divisiones/ dia) y el tiempo de duplicacién (dias). (Liao et al., 2014)
reportd para la microalga Chlorella pyrenoidosa una velocidad de 1.74 dias™'. De
acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo la dosis 1.5 mL presenta
una mayor velocidad de crecimiento especifica, es decir, crece progresivamente y
se divide en 1.99 = 2 células por dia y el tiempo requerido para que cada célula se
divida es de 0.34 dias. En cambio la dosis 1 mL tiene una menor velocidad de
crecimiento pues presenta una division de células de 1.52 células por dia en 0.45

dias.
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Tabla 3. 3 Tasa de crecimiento celular.

Férmula 0.5 mL 1mL
Velocidad
especifica de InX. — InX
crecimiento y= nay — tdo 1.95 1.52
(divisiones/dia) t2—1tl
Tiempo de
ddulpllcamon t :ln_z 0.36 0.45
(dias) a=7
3.2.3.4. Determinacion de carbohidratos

1.5 mL

1.99

0.34

En la Figura 3.5 se muestra la curva de calibracion para la determinacion de

carbohidratos por el método de Dubois obteniendo un R2=0.9602 para la

evaluacion con el alga Chlorella spp. En la Figura 3.6 se muestra una comparativa

de los carbohidratos obtenidos en las diferentes dosis, observandose que en la

dosis 0.5 y 1.5 mL existe mayor produccién de carbohidratos.

Curva de calibracion Carbohidratos
160

Carbohidratos microg/mL
5 3 8 8 8 3

N
o

Absorbancia

O— Calibracion

Lineal (Calibracion)

Figura 3. 5 Curva de calibracion de glucosa
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A pesar de que el contenido de carbohidratos por célula para la concentracion de

1.5 mL fue bajo, el cultivo tuvo la mayor afinidad y productividad volumétrica.

Determinacion de carbohidratos
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Conc. 0.5 mL Conc. 1.0 mL Conc. 1.5 mL
m Determinacion de carbohidratos 79.781 45.532 66.489
Figura 3. 6 Determinacion de carbohidratos a diferentes concentraciones
3.2.3.5. Determinacion de lipidos

(Cobos y Castro, 2010) realizaron un estudio con cinco diferentes microalgas para
obtener el contenido de lipidos totales de cada especie. Las especies que
acumularon mayor cantidad de lipidos totales (mg/g biomasa seca) fueron
aquellas cultivadas en medios sin nitrégeno: A. nannoselene (316 mg/g biomasa
seca), Ankistrodesmus spp. (263.6 mg/g biomasa seca), y Scenedesmus spp.
(243.3 mg/g biomasa seca), con respecto a S. quadricauda y Chlorella spp. que
mostraron menor contenido lipidico, con 159.1 mg/g biomasa seca y 221.1 mg/g
biomasa seca respectivamente, y con lo cual se menciona que la Chlorella spp. no

posee un alto contenido de lipidos totales.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la dosis 1.5 mL obtuvo un maximo de
lipidos presentes en la microalga Chlorella spp. con un valor de promedio de

16.10g/100 g biomasa, comparado con la dosis 0.5 mL donde se obtuvieron 13.20

56



Capitulo 3 Resultados y discusion

g/100g biomasa y para la dosis de 1mL 14.28g/100g biomasa como se observa en

la Figura 3.7.
Determinacion de lipidos
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m Determinacion de lipidos 13.2 14.28 16.1

Figura 3. 7 Determinacion de lipidos a diferentes concentraciones

3.2.3.6. Determinacioén de proteinas

El resultado obtenido en la presente investigacion fue de 260.61 mg/L para la
dosis 1 mL siendo el valor mas alto obtenido, seguido de la dosis 1.5 mL con un
resultado promedio de 258.341 mg/L. en la Figura 3.8 se muestran los resultados

obtenidos.

Chacén et al. (2004) reportaron un valor proteico de 461.5 + 48 pg/mL para
Chlorella spp. cultivada en fase estacionaria en agua residual filtrada. Sin
embargo, el resultado obtenido en el mejor tratamiento en este disefio

experimental fue bajo (7.51 pg/mL).
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Determinacion de proteinas

300

250

200

—
>
£
wn
e 150
2
S
o
100
50
0
Conc. 0.5 mL Conc. 1.0 mL Conc. 1.5 mL
m Determinacion de proteinas 130.462 260.61 258.341
Figura 3. 8 Determinacion de proteinas a diferentes concentraciones
3.2.3.7. Determinacion de clorofilas

En la Figura 3.9 se muestran los resultados obtenidos de clorofila a y b,
obteniendo un valor maximo de clorofila a de 30.6185 mg/L, y de clorofila b de
18.623 mg/L, este valor corresponde a una concentracion de 1.5 mL, seguido de
14.2385 mg/L de clorofila a y 8.5439 mg/L de clorofila b para una concentracion de
1.0 mL. Y finalmente se obtuvo un valor de 10.9075 mg/L de clorofila a y 5.8705

mg/L de clorofila b para una concentracion de 0.5 mL.

Gonzalez-Falfan, (2015) realiz6 un estudio sobre los pigmentos fotosintéticos
promedio de la microalga Chlorella spp. Obteniendo un rango de clorofila a de 30
a 43 mg/L y de clorofila b de 13 a 25.5 mg/L.
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Determinacion de clorofilas
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clorofila b 5.87 8.544 18.623

Figura 3. 9 Determinacion de clorofila a y b a diferentes concentraciones

BE Diseio 32

3.3.1 Determinacién de dosis recomendable de luminosidad y CO2

Realizando una comparaciéon de los valores obtenido, se decidié realizar cultivos
con la dosis 1.5 mL debido a su buena produccion de biomasa y carbohidratos,
estas se realizaron en 9 Matraces Erlenmeyer, nombrados fotobiorreactores (FBR)
de 2 L, con un volumen util de 1.5 L, bajo iluminacién de fotoperiodos 12:12 h en
diferentes Lux (2000, 3000 y 4000), y suministro de CO2 a diferentes
concentraciones (2%, 7% y 12% v/v) con periodos de 2 dias con y 2 dias sin

suministro.

Se llevé a cabo un andlisis de varianza y una prueba de Duncan, para comparar
las medias obtenidas durante los experimentos utilizando el software NCSS 2007

y se emple6 como variable de respuesta el crecimiento de la microalga.

Los resultados obtenidos en la Tabla 3.4 nos muestran el analisis de varianza, el
cual demostro que la luminosidad tiene una diferencia significativa sobre el
crecimiento de la microalga Chlorella spp. Realizando la comparacion de las F

estadisticas de Fisher, la F tablas de CO:2 fue de 6.94 observandose una minima
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diferencia entre el valor de la F calculada que fue de 5.25. Contrastando los
valores anteriores, la F tablas de la luminosidad es de 6.94 y la F calculada es de
12.77 resaltando una diferencia mucho mayor sobre la luminosidad. Lo que
podemos decir es que con la luminosidad existe un nivel de probabilidad mayor de

que crezca o afecte mas su crecimiento.

Tabla 3. 4 ANOVA para cinéticas en la evaluacién de CO, y luminosidad

; Prueba Prob
Termino pr  Sumade  Mediade Alfa=0.05
cuadrados cuadrados F nivel
A: CO2 2 1.422867 0.7114334 5.25 0.076064 0.487672
B: 2 3.458867 1.729433 12.77 0.018344* 0.846232
Luminosidad
S 4 0.5418667 0.1354667
Total 8 5.4236
(ajustado)
Total 9

Valor ajustado al =0.05

Tabla 3. 5 Prueba de Duncan para cinéticas de aplicacion de luminosidad y CO2

Grupo Orden Media Diferencia entre grupos
3000 3 4.386667 4000
2000 3 4.403333 4000
4000 3 5.71 2000, 3000

En la Figura 3.10 se muestra un diagrama donde se hace la comparacion de los

tres niveles de CO2 suministrados, lo que nos lleva teniendo un impacto mayor en
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el crecimiento celular de la microalga Chlorella spp en la dosis 2 % v/v de COz2
seguida de 7% y 12%. En el caso de la luminosidad se evaluaron tres niveles,
donde se tiene un mayor crecimiento celular es en niveles bajos de luminosidad

con 4000 lux en comparacion con 2000 lux.
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Figura 3. 10 Diagrama de evaluacién de CO- sobre la densidad celular
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Figura 3. 11 Diagrama de evaluacion de luminosidad sobre la densidad celular

Por otra parte, en la Tabla 3.5 se observan los resultados obtenidos en la prueba
de media de cuadrados de Duncan, lo cual se demuestra que la luminosidad tiene
mayor influencia en el crecimiento a mayor intensidad, es decir, se mostré que la

luminosidad de 4000 lux tiene una diferencia significativa en comparacion con las
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luminosidades de 2000 y 3000 luxes con respecto al crecimiento celular de la

microalga.

Teniendo estos resultados estadisticos con respecto a la influencia de la
luminosidad y el CO2 sobre el crecimiento celular se optd por utilizar el 2 % v/v de
CO2 y 4000 lux de luminosidad para su implementacion en fotobiorreactores

tubulares con la microalga Chlorella spp.

3.3.2 Densidad celular y pH

Como se observa en la Figura 3.12, con respecto al crecimiento celular de las
diferentes cinéticas, el FBR 7, 8 y 9 de 4000 lux tuvieron el mejor crecimiento
celular con respecto a las demas, de la cual el FBR 7 (4000 Lux y suministro de

CO2 2% viv) tuvo el mejor crecimiento con 5.8 x 107 cel/mL al final del proceso.

Con este resultado podemos decir que si se desea obtener altas concentraciones
de biomasa y crecimiento celular, se recomienda utilizar las condiciones de 4000

Lux y suministro de CO2z al 2% v/v.
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Figura 3. 12 Crecimiento celular en relacién con el suministro de CO y luminosidad
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Por otra parte, en la Figura 3.13 se muestra el pH tomado de los FBR 1, 2,y 3
durante el proceso de suministro de COz2 e iluminaciéon donde se evaluaron las
luminosidades de 2000 lux con las tres concentraciones de CO2. Aqui se muestra
que a partir del dia 11 los valores estan por arriba del recomendable que es 8.5y
dentro del rango de los valores aceptables de 4-10 segun los reporta Khalil ZI et
al. (2010) citados en Gong et al. (2014) teniendo el mayor rendimiento de la

biomasa bajo condiciones alcalinas (de 8.5 a 10).

pH con Luminosidades de 2000 lux
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Figura 3. 13 Comportamiento de pH durante el suministro de CO2 y luminosidad de 2000 lux

En la Figura 3.14 se puede observar el comportamiento del pH de los FBR 3,4y 5
donde se evalud a una luminosidad de 3000 lux, estos se encuentran por arriba de
pH 8.5 a partir del dia 5 que es el considerado como recomendable para la mayor
obtencién de biomasa. En la Figura 3.15 se evalu6 el pH de los FBR 7, 8 y 9 a
luminosidades de 4000 lux, donde se mostr6 un pH dentro de los valores
recomendados. Los 5 primeros dias los FBR 7 y 8 se mantuvieron por debajo de
un pH de 8.5, posteriormente se vio un incremento de los 3 FBR’s dentro del
rango de 8.5 a 10 para una mejor produccion de biomasa. EI FBR 9 tuvo un
descenso en el dia 10 con un pH de 8.2 donde posteriormente incremento sus

valores de manera normal llegando de la misma forma a valores por arriba del
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recomendable de 8.5. Segun lo reporta (Benavente-Valdés et al., 2012) los rangos
de pH dentro de los cultivos se mantienen debido al suministro de aire enriquecido
de CO2 por lo que en estos cultivos reflejan valores entre 8-10, asi se puede
considerar que la elevacién del pH pueda deberse al incremento de la edad del

cultivo donde existe la acumulacién de minerales y oxidacion de nutrimentos.
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Figura 3. 14 Comportamiento de pH durante el suministro de CO2 y luminosidad de 3000 lux
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Figura 3. 15 Comportamiento de pH durante el suministro de CO2 y luminosidad de 4000 lux
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3.3.3 Oxigeno disuelto

Los valores de Oxigeno Disuelto (OD) en los FBR se mantuvieron en un rango de
3.2y 16.1 mg/L. En la Figura 3.16 se ilustran los FBR 1, 2 y 3 con una luminosidad
de 2000 lux donde se observa el incremento de OD, siendo el FBR 1 (2000 lux y
CO2 2% vlv) el que tuvo mayor valor del 12.6 mg/L en el dia 6 en comparacion con
los FBR 2 y 3. En la Figura 3.17 se muestran los FBR 4, 5 y 6 donde se evalud la
luminosidad de 3000 lux teniendo como resultado mayor de 14.4 mg/L de OD en el
FBR 6 (3000 lux y CO2 12% v/v) en el dia 6. Sin embargo, en la Figura 3.18 los
FBR 7, 8 y 9 fueron los que tuvieron un mayor incremento de OD, los cuales
fueron sometidos bajo iluminacion de 4000 lux. El FBR 7 (4000 lux y CO2 2% v/v)

fue el que alcanz6 el maximo nivel 16.1 mg/L de OD.

Con esto podemos decir de manera indirecta que hay una buena fijacion de COz2
en el disefio experimental, lo que hace que haya un aumento en la produccién de
oxigeno dentro del sistema. Comparando con las condiciones del FBR 8 con una
iluminacién de 4000 lux y 7% v/v de COg, llega de igual modo a una concentracién
maxima de OD de 16.1mg/L. Sin embargo el FBR 9 (4000 Lux y 12% v/v de COz2)
el OD se ve disminuido. Observando esto se muestra que las mejores condiciones
de obtencion de biomasa y produccion de oxigeno fueron a 4000 lux y una

concentracion de 2% v/v de COx.

Aunque los valores de OD en la microalga se encontraron por arriba de los limites
aceptables de acuerdo con (Munoz-Penuela et al., 2011), quienes evaluaron el
efecto del medio de cultivo en el crecimiento y produccion de proteinas en
Chilorella vulgaris monitoreando valores de OD. Ellos reportaron un rango de 6.2-
7.5 mg/L de OD a temperaturas de 23 y 26.5 °C.
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Figura 3. 16 Produccion de oxigeno disuelto durante el suministro de CO2 y luminosidad 2000 lux
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Figura 3. 17 Produccion de oxigeno disuelto durante el suministro de CO2 y luminosidad 3000 lux

66



Capitulo 3 Resultados y discusion

OD con Luminosidad de 4000 lux
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Figura 3. 18 Produccion de oxigeno disuelto durante el suministro de CO2 y luminosidad 4000 lux

Esto puede ser por lo que reporta (Rendén-Castrillon et al., 2015) que cuando el
oxigeno se encuentra a concentraciones mayores, se puede llegar a inhibir el
crecimiento (fotorrespiracion). Es necesario para evitar esto agitar el cultivo para
que exista un intercambio con la atmdsfera y el oxigeno pueda llegar al equilibrio.
Aunque cabe destacar que el crecimiento celular tuvo un maximo de 5.8 x 107

cel/mL ante esas condiciones.

Bl Diseno de un fotobiorreactor tubular airlift a escala piloto
Para el disefio del fotobiorreactor airlift se emplearon distintas ecuaciones
mencionadas en el capitulo anterior, por lo que se obtendra el valor del riser, el

downcomer, altura y volumen total.

Para determinar el diametro del riser (Dr) se tomd la ecuacién (2.6). Considerando
un valor de 6 in equivalente a 15.24 cm, como el diametro del downcomer (Dd) (es
un diametro propuesto de tubo de acrilico que se encuentren con esas medidas en

el mercado) se obtiene el valor del Dr:
D, =[0.6]15.24cm = 9.144 cm

Valor que tendra el tubo concéntrico del fotobiorreactor
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Para la altura total del equipo (H) se toma el valor superior de este rango.
H =[6]15.24cm = 91.44 cm

Para la realizacion del disefio se consideré tener una altura mayor para el
fotobiorreactor por lo que se propuso una altura de 180 cm (1.8 m), por
consiguiente el diametro del downcomer tendria que aumentar, pero se pudo
observar segun reportdé (Alvarez et al., 2012) que el didmetro de los
fotobiorreactores se ve limitado a una medida como maximo de 0.2 m (20 cm) y
ésto para permitir la penetracion de luz, al centro del tubo, donde el coeficiente de
luz y la velocidad de crecimiento lineal del cultivo disminuyen con el crecimiento
del diametro. Por lo tanto el diametro sera de 15.24 cm con una altura de 180 cm.

El disefio propuesto del fotobiorreactor airlift se encuentra en el Anexo C.
Para el calculo del volumen total del downcomer

mHD; (180 cm)(15.24cm)?

frmy 3 =
2 2 32834.64 cm 32.83L

Via =

En el calculo del volumen de operacion (V,,,) se calcula mediante la ecuacion 2.10

tomando un valor intermedio de los valores (0.8).

Vop = [0.7 a 0.9]Vy = [0.8]32834.64 cm?® = 26267.71 cm® = 26.27 L

Ya establecidas las dimensiones del fotobiorreactor se realizé el calculo de la

relacion area/volumen dando como resultado un valor de 0.985 = 1.

3.41 Relacién de proporcionalidad

Para el escalamiento del cultivo se buscdé la similitud geométrica cilindrica para
que cumpliera con las proporciones aproximadas del fotobiorreactor. La escala
proporcionalidad se calculé con la ecuacion 1.4. Estos mientras se conserve la
misma proporcién (n;) entre el prototipo y el modelo la semejanza geométrica
sera cumplida. Por lo que en la Tabla 3.6 se muestran las proporciones de los
recipientes utilizados y los resultados obtenidos fuero que cumplen con la similitud

geomeétrica.
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Tabla 3. 6 Razones de proporcionalidad (nL) geométrica

Dimensiones utilizadas en el escalamiento (ny)
L: 53 cm
FBR de 900 mL (n;) =0.53
D: 9cm
L: 100 cm
FBR de 1500 mL
D: 9.5cm (n;) =0.55
FBR de 26000 mL L: 180 cm
Escala piloto D:15.24 cm

L: longitud de fotobiorreactor (cm), D: diametro del fotobiorreactor (cm)

3.4.2 Ingenieria conceptual

3.4.2.1 Factibilidad técnica

La microalga Chlorella spp es un organismo fotosintético que ha demostrado tener
un buen crecimiento celular, para esto se debe tener el control de las condiciones
de cultivo, esto con el fin de reducir las elevadas concentraciones de CO2 emitidas
a la atmadsfera y favoreciendo a la produccion de Oo.

Para esta problematica se propuso el desarrollo de los fotobiorreactores tubulares
airlift ya que son equipos que facilitan el desarrollo de las microalgas. Ademas de
ser un sistema compacto presenta altas transferencias de masa, buen mezclado,
bajo consumo de energia, reduccion de la fotoinhibicidon y mejor exposicion a los
ciclos de luz y obscuridad, lo que favorece la fijacion de CO2 suministrado. Estos
fotobiorreactores se disefiaron para su implementacion dentro del Instituto
Tecnoldgico de Orizaba como parte de un proceso integral, se espera tratar el CO2
generado lo que hara que la planta piloto cuente con un proceso autosustentable.
Debido a lo anterior en planta piloto se cuenta con la tecnologia disponible, area

de trabajo y equipos que ayudaron a integrar el proceso en general.
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3.4.2.2 Diseio de equipos y accesorios
En el anexo C se encuentran especificados cada uno de los disefios que incluyen:
e Fotobiorreactor airlift
e Base para el fotobiorreactor
e Bridas
e Gabinete de bombas
¢ Mini base para el soporte del fotobiorreactor
e Recirculacion
e Soporte para recirculaciéon
e Abrazaderas para fotobiorreactores
o Abrazaderas para tanque de CO2

e Suministro de CO2

3.4.2.3 Productos y Capacidad de la produccion

El trabajar con Chlorella spp se tiene como productos finales los pigmentos,
biomasa enriquecida con carbohidratos y lipidos segun las condiciones a la que
sea sometido el cultivo.

Los fotobiorreactores fueron llenados con medio de cultivo MBB (Anexo B se
encuentra el modo de preparacion) para el crecimiento de la microalga. En la
Tabla 3.7 se muestra el volumen de operacion, lo que nos muestra la capacidad

de la produccion del fotobiorreactor y el volumen total.

Tabla 3. 7 Volumen de operacion calculado del fotobiorreactor
Tipo Volumen total Volumen de operacion
Fotobiorreactor 32.86 L 26.27 L

3.4.2.4 Normativa y regulacioén
La normativa fue implementada en el disefio de los fotobiorreactores. Se utilizé la

norma ISA (Instrument Socierty of America) que tiene como finalidad la
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identificacion funcional de los instrumentos. Este cuenta con un cddigo
alfanumeérico que debe cumplir ciertas caracteristicas.

ISA recomienda ciertas clases de lineas que representan el flujo del proceso,
define simbolos para valvulas vy libertad en la representacién de equipos. Lo que
permitié realizar el diagrama PI&D mostrados en el Anexo C. En el Anexo D

vienen especificados la simbologia que utiliza ISA y las reglas para utilizarse.

3.4.2.5 Descripcion general de instalacion
Primeramente dentro de la instalacion se coloco la base de los fotobiorreactores
junto con las lamparas utilizadas, dichas se colocaron en la parte central de la
base y se fijaron. Se hizo la conexidon necesaria al panel de control de operacion
para sistematizar las lamparas y las bombas. Las bombas se colocaron en la parte
baja de la base de los fotobiorreactores. Seguido a esto se hizo la instalacién de
los fotobiorreactores que estan soportados con una mini base. Después se
sujetaron los fotobiorreactores con abrazaderas acorde a su diametro con la base
lateral para evitar el movimiento del mismo. Posteriormente se instalaron las
conexiones de la recirculacion y del suministro COz2. Finalizando con la instalacion
del tanque de CO: artificial asi como las conexiones necesarias para su posterior
utilizacion.
3.4.2.6 Diagramas funcionales y del proceso
En el Anexo C se integran los diagramas siguientes:
e Diagrama de flujo del proceso
En este diagrama se ven reflejados graficamente cada uno de los pasos de
la planta piloto desde la obtencién de la materia prima (lodo porcicola) para
su implementacion en el proceso de digestion anaerobia, seguido por la
desulfuracion del biogas, el almacenamiento del mismo, el generador
eléctrico y finalmente los fotobiorreactores.
e Diagrama de bloques
En este diagrama se destaca el nombre de cada una de las partes del
proceso y para su comprension.

e Layout de la planta piloto
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En este diagrama se expresan las areas que dispone cada uno de los
equipos dentro de la planta piloto. Entre las que estan: area del proceso de
digestion anaerobia, area de columnas desulfuradoras, area de
almacenamiento y generador eléctrico, y finalmente el area de los
fotobiorreactores. En este también se integran las rutas de evacuacion y las

entradas y salidas de planta piloto.

3.4.3 Ingenieria basica y de detalle

3.4.3.1 Calculo de caudal y potencia de la bomba

En el Anexo E se realizé el calculo de la potencia de la bomba y el caudal,
dandonos como resultados los de la Tabla 3.8, lo que nos dice que se requiere
una bomba con una potencia mayor de 40 W, esto es para que exista una buena

recirculacion en el sistema lo que favorecera a una adecuada homogenizacion.

Tabla 3. 8 Potencia de la bomba y caudal
Bomba Potencia teodrica Potencial real Caudal
Peristaltica 3248 W 38.218 W 0.0146 m3/s

Aunque se puede observar que el trabajo real de la bomba es mucho mayor al que
puede tener, lo que nos dice que se requiere hacer un cambio de dicho equipo
para obtener mejores condiciones de homogenizacion y prolongar la vida util del

equipo.

3.4.3.2 Diagrama P&ID

En el Anexo C se encuentra el diagrama de tuberias e instrumentacion en el cual
se hace el desarrollo de la instrumentacion correcta implementada en el proceso.
En este diagrama viene especificados los accesorios y equipos utilizados
visualizados de manera simbdlica de acuerdo a la norma ISA. Dentro de algunos
de los simbolos utilizados son los que se muestran en la Figura 3.19.
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SIMBOLOGIA
B | WALVIILA MANUAL MF | MEDIDOR DE FRESION
M WALVULA CHECK GE | GENERADOR ELECTRICO
v LAMPARA
MF | MEDIDOR DE FLUJO CLUDRESCENTE
TH TRAMPA DE B BOMBA PERISTALTICA

HUMEDAD

Figura 3. 19 Simbologia de diagrama P&ID

En este diagrama se encuentra codificados los equipos con un sistema

alfanumérico que permitira la localizacién de cada una de las valvulas, medidores

de flujo y de presion, equipos, entre otros.

3.4.3.3 Lista de equipos
Dentro de los equipos utilizados en planta piloto para el desarrollo del proceso se

Nombre

Tanque de CO2

Bombas

peristalticas

Lamparas
fluorescentes luz

blanca fria

Panel de control

de bombas

encuentran los de la Tabla 3.9:

Especificacion
Capacidad: 20 kg
Gas COz2 industrial

No inflamable

Velocidad. 127 rpm
Bombeo: 190 L/h

Potencia

Color: luz blanca fria
Poder: 39.5 W
Voltaje: 101 W

Flujo luminico: 2500 Im
Operacion manual: Si
Operacion automatica: Si
Semaforos de encendido: Si
Semaforo de apagado: Si

Tabla 3. 9 Listado de equipos en fotobiorreactores

Funcioén
Tanque de almacenamiento
de COz2 para el suministro
alternativo a las microalgas.
Bombas que tiene la finalidad
de recircular el sistema
dentro del fotobiorreactor con
el fin de homogenizar el

medio

Las lamparas suministran luz
a las microalgas como una

fuente de luz artificial
Controlador del

funcionamiento de las

bombas
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Cada uno de estos equipos fue incluido debido a que es utilizado dentro del

proceso de fijacién de CO:2 en fotobiorreactores.

3.4.3.4 Lista de accesorios y materiales
En la Tabla 3.10 se muestra los accesorios utilizados dentro de la instalacion de

los fotobiorreactores, soportes, abrazaderas, bombas y equipos en general dentro

del proceso.
Tabla 3. 10 Lista de accesorios y materiales

Nombre Cantidad (pz) Medida
Tubo clase 16 (tuboplus) 9m 22 mm (72")
Tubo cpvc (Flowguard Gold) 12 m Iz
Codos de 90° 6 V2"
Codos de 45° 2 Iz
Codos cpvc de 90 ° SCH 40
Tee 2 V2"
Reducciones 2 YVa' X V2"
Conector hembra con espiga 2
termofusion X
Tuerca union mixta 4 V2"
Valvula de esfera 5 Iz
Valvula de PVC de tipo bola 4 VZa
Valvula check 2
Termofusor 1 Iz
Tijera corta tubo 1 1”
Medidor de presién 1 cm?/kg
Medidor de flujo de biogas 1 m3/dL
Empaque 4 D: 21 cm
Brida (naylamid) 4 D: 21 cm

D: diametro
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3.4.3.5 Especificaciones técnicas de equipos y materiales
En el Anexo F se detallaron las especificaciones técnicas de las bombas, las

lamparas y tuberias.

3.4.3.6 Especificaciones funcionales
En el apéndice G se detallé la forma de operacion de cada uno de los equipos y

para su correcto funcionamiento. Esto ayudara al buen manejo de los equipos y a
evitar accidentes en el desarrollo de las actividades aplicando todas las medidas

de seguridad.

BB Montaje del fotobiorreactor tubular airlift a escala piloto

En esta etapa se desarrolla el proceso de construccion del fotobiorreactor y la
puesta en marcha de cada una de las partes que lo integran. Se implemento en la
ultima seccidon de plantas piloto adecuando cada una de las areas de los equipos
como se propuso en el Layout del proceso. En la Figura 3.20 se muestra el area
seleccionada donde seria posicionados los equipos. Las columnas desulfuradoras
y el generador eléctrico ya integraban los equipos inventariados del Instituto
Tecnoldgico de Orizaba, asi que como nueva implementacion de equipos para la
integracion al proceso fue la bolsa de membrana recolectora de biogas, el tanque

de COz industrial y los fotobiorreactores con los equipos que lo complementaran.

s R

- -

Figura 3. 20 Area seleccionada para implementacion de los fotobiorreactores
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3.5.1 Material de construccion del fotobiorreactor

Dentro de los materiales propuestos para la construccion del fotobiorreactor, el
acrilico fue seleccionado ya que poseia mejores ventajas con un buen porcentaje
de transmision de luz y una buena conductividad térmica de 1 W /m K segun los
reporta (Fernandez et al., 2014). Dentro del catalogo de tubos de polietileno se
buscé medidas que concordaran al diametro calculado, teniendo como resultado
que el Dd se pudo obtener a las medidas requeridas en contraste con el Dr que no
hubo. Asi que la medida adquirida para el riser fue de 7.3 cm de diametro. En la
altura del fotobiorreactor se propuso aumentar su tamafio ya que a la medida
calculada investigaciones anteriores se habian trabajado, lo que se propuso fue
aumentar la altura sin cambiar el diametro, esperando buenos resultados con la
nueva modificacién. En la Tabla 3.11 se muestran los parametros de disefio del
fotobiorreactor de los cuales fueron utilizados para la seleccion del material.

Tabla 3. 11 Parametros de disefio del fotobiorreactor

Parametro Unidad Descripcion Medida
Dd cm Diametro Downcomer 15.26
Dr cm Diametro Riser 7.30
H m Altura 1.80
Hr m Altura Riser 1.53
Vop L Volumen de operacién 26.27
Vtotal L Volumen total 32.86

3.5.2 Construccion del fotobiorreactor

Las especificaciones, caracteristicas y disefnos del fotobiorreactor son
proporcionados a personal de confianza que nos apoyaron en la maquila de los
fotobiorreactores.

Como primera parte se realizaron las bridas de naylamid, las especificaciones de
disefo se encuentran en el Anexo C, con 6 barrenos configurando un hexagono.
En estas mismas se le colocaron empaques de plastico que sirvié para darle esa

hermeticidad al fotobiorreactor.
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Figura 3. 21 Construccion de bridas e implementacion en fotobiorreactores

En la Figura 3.21 se puede observar las bridas ya construidas, barrenadas y con la
integracion en medio de ella un empaque para el sellado del equipo.

Posterior a esto se recorté el Downcomer a una altura 1.80 m y el riser a una
altura 1.53 m. El riser se le hizo recortes para que el medio de cultivo pudiera estar
en constante ascenso y descenso. Después para su fijacion se le adapto unos
tornillos que harian que el riser se mantuviera fijo dentro del Downcomer, en la
parte baja y superior del riser. Lo ultimo se le hizo fue la instalacion de la tuberia
en la base del fotobiorreactor para facilitar y promover la recirculacion, y a su vez
se barreno para la entrada del suministro de CO2 en la Figura 3.22 podemos

observar como quedo su configuracion final.
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“
L

Figura 3. 22 Construccion de fotobiorreactor y adaptacion de suministro de CO2

3.5.3 Instalacion de la base para fotobiorreactores

Los fotobiorreactores requerian una base para ser soportados junto con el sistema
de iluminacion. En el Anexo C se muestra el disefio propuesto de la base. En la
Figura 3.23 se muestra la base propuesta barnizada con una pintura para evitar la
corrosion y por ultimo una capa de pintura azul que permitié darle vista al disefio.
Esta base fue empotrada a la pared para un mejor soporte y se tomé en cuenta el
sistema de iluminacion que estaria en la parte central y en la parte baja las
bombas. Se dejo un espacio de 75 cm para el facil acceso del personal a la hora

de monitorear el fotobiorreactor.
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Figura 3. 23 Base para fotobiorreactor, lamparas y control de bombas

3.5.4 Instalacion de lamparas y panel de control

Las lamparas fueron instaladas en el centro de la base de los fotobiorreactores
como se muestra en la Figura 3.23. Estas lamparas tienen una longitud de 2 m,
teniendo un voltaje de 101 V, y de 39.5 W, emitiendo una eficiencia luminica de 63
Im/W.

El controlador es un gabinete que permite tener sistematizado el proceso. Este
cuenta con unos semaforos que indican cuando la bomba se encuentra en
funcionamiento o si esta detenida. A si mismo permite que el sistema pueda
operarse de forma manual o automatica segun lo requiera la persona que la opere.
3.5.5 Instalacién de fotobiorreactores, soportes y abrazaderas

Los fotobiorreactores fueron instalados una vez que la base y las lamparas se
encontraban en el lugar correspondiente. En la Figura 3.24 se muestra como son

instaladas las mini bases que permitiran darle mas soporte al fotobiorreactor y las
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abrazaderas que sujetaran a los mismos. Los disefios de los soportes y las

abrazaderas se muestran en el Anexo C.

Figura 3. 24 Instalacion de mini base, abrazaderas y fotobiorreactores

3.5.6 Instalacién de bombas y tuberias de recirculacién

Una vez instalados los fotobiorreactores se procedié a instalar la bomba con las
conexiones de la recirculacion. Para esto se requirié de tuberia, conocida como
tuboplus de %", codos, llaves, valvula de esfera y tuercas unidén para hacer las
conexiones correspondientes de la recirculacion. Se dejoé una valvula de esfera en
la parte inferior para el desfogue del sistema de cultivo y en la tuberia de
recirculacion se colocé una llave para la toma de muestra y para que el
muestrador tenga facil manipulacion. En la Figura 3.25 se observa cédmo se hacen
las instalaciones de las tuberias, ya que estas son unidas con un termofusor que
tiene como principio unir dos piezas por medio de calor, también se observa como
es instalado el soporte para la fijacion de la tuberia de recirculacion. Este soporte

se encuentra en Anexo C para visualizar las medidas del disefo.

80



Capitulo 3 Resultados y discusion

Figura 3. 25 Instalacion de tuberias y soporte para recirculacion

3.5.7 Instalacion de tuberias para suministro de CO2

En esta parte se utilizo tuberia de 2" de cpcv, codos de 90°, valvulas de tipo bola
y valvulas check de cobre. Este disefio de se encuentra en Anexo C con
especificaciones y medidas. En la Figura 3.26 se puede observar como esta
configuradas las conexiones de manera que pueda haber un adecuado suministro
y en el que también se pueden ver los accesorios que la incluyen. Esta tuberia
esta conectada a dos fuentes, al tanque de COz2 industrial que se tiene de reserva
y el generador eléctrico donde las emisiones de CO2 generadas con arrastradas

para ser introducidas en los fotobiorreactores.

Figura 3. 26 Instalacion de tuberias para suministro de CO..
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3.5.8 Pruebas hidraulicas y de operacién

En esta ultima parte se realizaron pruebas hidraulicas que ayudaron a ver si en el
sistema habia alguna falla, fugas o si algun equipo e estaba operando de manera
inadecuada. Asi mismo esto servia para familiarizarse con la operacién de los
fotobiorreactores. En la Figura 3.27 se puede observar la planta piloto con cada
uno de los equipos que conforman el proceso y posicionados en sus areas
designadas. Llegar a esta etapa permitio poder dar continuar a la implementacion

de las mejores variables ambientales obtenidas a nivel laboratorio

Figura 3. 27 Pruebas hidraulicas en fotobiorreactores

E® Implementacion de las variables ambientales recomendables en el
fotobiorreactor a escala piloto

Las mejores variables ambientales obtenidas a nivel laboratorio se implementaron
a nivel planta piloto. La concentracién fue de 1.5 mL de nutrientes en el MBB,
4000 Lux de luminosidad y 2% v/v de CO:a.

Como parte inicial de la implementacion se esterilizaron 26 L de MBB que fueron
agregados a los fotobiorreactores junto con el inoculo de microalgas Chlorella spp.
a un 3% del volumen total y 97% de MBB, esto es 0.75 L de microalga y 25.22 L
de MBB. En la Figura 3.28 se puede observar cdmo se cuantifican los litros que
son ingresados al fotobiorreactor. Al término se procedié hacer el sellado de las

bridas ya que es un sistema cerrado en que se opero.

82



Capitulo 3 Resultados y discusion

Figura 3. 28 Implementacién de variables ambientales en fotobiorreactores en planta

piloto

Este sistema trabajé con fotoperiodos de 12:12, es decir, 12 h de luz y 12 h de
oscuridad, adecuando a la microalga a su proceso natural de la fotosintesis. El
periodo de monitoreo fue de 45 dias, tomando muestra para la cuantificacién y
determinacion de su crecimiento. ElI bombeo y recirculacion se mantuvieron

durante el cultivo lo que favorecio al crecimiento y evitando su sedimentacion.

Bl Evaluacion y caracterizacion de la biomasa producida a escala piloto
3.7.1 Densidad celular

En la Figura 3.29 se muestra el crecimiento celular que desarrollo la microalga
Chlorella spp en el fotobiorreactor airlift en la planta piloto. Esta inicid con una
concentracion celular de 1.0 x 10° cel/mL, obteniendo un crecimiento maximo de
2.1 x 107 cel/mL en el dia 31. Otras investigaciones acerca de Chlorella spp,

reportado por (Benitez et al., 2015) mencionan que en el dia 14 la microalga
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alcanzé una densidad celular de 2.6 x 107 cel/mL. Por otro lado (Robles-Heredia et
al., 2016) reportaron el crecimiento Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor airlift
anular de 1.18 x 107 cel/mL en un periodo de 4-6 dias. Aparentemente no se
presentd un inconveniente en el resultado de la densidad celular de la microalga,
aunque la demora de su crecimiento en dias se le puede atribuir la causa a una

disminucién extrema de la temperatura entre 7-11 ° C.

Densidad celular

©O— Densidad celular

2.50E+07
2.00E+07
1.50E+07

1.00E+07

Densidad celular (Cel/mL)

5.00E+06
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Dias

Figura 3. 29 Densidad celular del fotobiorreactor airlift a escala piloto

En los capitulos anteriores se mencioné que la temperatura de las microalgas
debe ser entre 20 y 24 °C para obtener adecuado crecimiento, pero a
temperaturas menores de 16 °C el crecimiento disminuye, mientras que a
temperaturas mayores de 35 °C es letal para la mayoria de las microalgas.

(Zhang et al., 2015) realizaron un experimento en el cual mostraron que la
microalga Chlorella spp. era capaz de crecer en un rango de temperaturas de 12

°C a 25 °C, pero a una temperatura de 38 °C dificiimente crecia.

84



Capitulo 3 Resultados y discusion

3.7.2 Tasa de crecimiento celular
Los valores que se obtuvieron en la densidad celular permitieron que se obtuviera
la tasa de crecimiento celular (u), el tiempo de duplicaciéon (td) y el numero de

generaciones (ng). Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.12:

Tabla 3. 12 Crecimiento celular, tiempo de duplicacion y generaciones en fotobiorreactor

x; =2.5x10°
x, =2.10 x 107
At = 31
p(Cel -mL~1d™1) ‘ 0.1429
tg dia™1 ‘ 4.8506
ng dia! ‘ 6.3923

3.7.3 pH y alcalinidad

Dentro del monitoreo de pH realizado al fotobiorreactor airlift durante 45 dias, se
puede observar en la Figura 3.30. Este inicié con un valor de 7.88 de pH. Dentro
de los primero 10 dias se mantuvo dentro de los limites adecuados para la
especie. A partir del suministro de CO:2 en el dia 11, los valores de pH comenzaron
a descender llegando a valores por debajo de 7. Estos valores hacen referencia a
que existié un aumento en la formacion de acido carbonico (H2CO3) en el sistema.
Aunque el proceso normal de la conversion de CO2 en H20, tiene como producto
final la produccion de bicarbonatos (HCO3') y carbonatos (COs?), se debe tener en
cuenta que antes de este existid la produccién de H2COs. Este proceso depende
de la temperatura y anteriormente se menciondé que el fotobiorreactor se
encontraba a temperatura ambiente en el rango de 7-11 °C donde solo el H2CO3
aumentaba provocando la disminucion del pH y por ende la acidificacion del

sistema.
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pH
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Figura 3. 30 pH en fotobiorreactor airlift en planta piloto

Quevedo, (2006) citado por Ovalle y Manrique, (2011) mencionan que uno de los
factores mas importantes en el cultivo es el pH y éste se ve afectado por la
cantidad de COz2 disuelto y la temperatura que a su vez controla la solubilidad de
CO2, la actividad metabdlica y la fuente de nitrégeno suministrada para su
crecimiento.

Khalil ZI et al., (2010) citados en Gong et al. (2014) demostraron que Chlorella es
capaz de crecer en un amplio rango de pH (4-10) teniendo el mayor rendimiento
de la biomasa bajo condiciones alcalinas (de 9 a 10).

Ante dicha problematica se buscd un sistema amortiguador de bicarbonato que
reaccionara con el componente acido del sistema, en este caso con el H2COs,
utilizando NaOH. Este reacciond con el sistema produciendo NaHCO3 y H20,
teniendo como resultado que el sistema se mantuviera dentro de los limites

adecuados de pH y teniendo una buena produccion de biomasa.

Los valores de alcalinidad en el fotobiorreactor se mantuvieron en el rango 50-500
mg de CaCOs. El aumento de la alcalinidad se relaciona con el aumento de la
densidad celular del cultivo, observandose que el fotobiorreactor obtuvo un mayor
incremento en la alcalinidad durante los dias 20-40, en estos mismos dias la

densidad celular aumento como se muestra en la Figura 3.31.
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Zhang et al., (2014) plantearon la hipotesis de que el aumento de la alcalinidad
después de 8 dias de cultivo podria ser por el consumo de nitrato, la absorcion de

CO2 y la exudacién de las algas en la fase estacionaria.
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Figura 3. 31 Alcalinidad de fotobiorreactor airlift en planta piloto

3.7.4 Peso seco

El total de la cantidad de biomasa generada en el fotobiorreactor puede medirse
en términos de peso seco por unidad de volumen. Para poder obtener la biomasa
seca contenida se utilizaron 10 mL del cultivo, filtrando a vacio a través de un filtro
Whatman GFC, posteriormente se sometido a un secado a 75 °C en una estufa
durante 8 h. este se obtuvo por diferencia de pesos.

El peso seco de Chlorella spp en el fotobiorreactor airlift en plata piloto a los 31

dias de cultivo fue de 2.18 g/L.

3.7.5 Lipidos, proteinas y carbohidratos

Los resultados de la caracterizacion de la biomasa de Chlorella spp en el
fotobiorreactor airlift se muestra en la Tabla 3.13. El contenido de lipidos obtenidos
fue de 14.56 %. Praveenkumar et al., (2012) reportaron que Chlorella sp. Tuvo un
contenido de lipidos de 31.12 % bajo condiciones de privacion de nutrientes como

el nitrogeno. Fernandez et al., (2012) citados por Robles-Heredia et al., (2016)
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reportan que la produccion de lipidos a partir de microalgas no solo depende de la
produccion de biomasa alcanzada sino el contenido de aceite celular, esto es que
cuando la microalga es sometida a estrés por limitacion de nutrientes el
crecimiento celular tiende a disminuir mientras el contenido de lipido aumenta. Asi
también Zhao et al., (2014) obtuvo un 32 % en la produccion de lipidos utilizando
un co-cultivo de dos cepas de microalgas entre ellas Chlorella sp. lo cual favorecié
su produccion de biomasa y contenido lipidico. En contraste con la microalga
Chlorella vulgaris, el mayor resultado de contenido de lipidos obtenido por
Quintero Rangel, (2014) fue de 13.9 % sometiendo al cultivo a una limitacion de
nitrato de sodio, acetato de sodio y fosfato de sodio.

Ante dichas comparativas, los valores obtenidos de Chlorella spp son menores a
los reportados por diversos autores, aunque se encuentra dentro de los
porcentajes citados por Rodriguez et al., (2016) los cuales varian entre 4-43 %
[Rhodes, (2009); Saucedo, (2011); Montero et al., (2012)] de produccion de
lipidos. Cabe destacar que dentro de los factores que afectan la produccion y
crecimiento de acidos grasos que constituyen los lipidos se encuentra la
composiciéon del medio, la temperatura, la intensidad de iluminacioén, la relacion del

ciclo de luz/oscuridad y la tasa de aireacion, etc.

Tabla 3. 13 Caracterizacion de la biomasa producida de Chlorella spp en fotobiorreactor

airlift en planta piloto

Determinacion Resultado
Lipidos
14.56

(%)
Proteinas

200
(mg/L)
Carbohidratos

135
(ng/mL)

El contenido de proteinas obtenido en este estudio fue de 200 mg/L. Barajas-

Solano et al., (2012) reportaron que Chlorella vulgaris tuvo una produccién de total
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de proteinas que iba desde 290 mg/L a 780 mg/L en concentraciones altas de
acetato y nitrato de sodio. Lo que demuestran que la microalga a diferentes
concentraciones de nitrogeno y acetato es variable en términos de contenido de
proteinas, es decir, un medio con baja fuente de nitrégeno y acetato producira
poco contenido proteico. Quintero Rangel, (2014) reporté un valor de 953 mg/L en
Chlorella vulgaris sometido a concentraciones altas de acetato de sodio y nitrato

de sodio lo que beneficia la produccion de proteinas.

La produccion de carbohidratos fue de 135 pg/mL. Rosales et al., (2008) evaluaron
la cianobacteria Synechococcus sp. Obteniendo un contenido proteico de 530
mg/L y su produccion de carbohidratos fue de 408.94 ug/mL, estos resultados
estan dados en funcion de baja irradiancia. Por otro lado, Quintero Rangel, (2014)
obtuvo un contenido de carbohidratos de 1008 ug/mL sometiendo al cultivo a la
variacién de acetato de sodio a los 15 dias, donde se relaciona que el contenido
de carbohidratos esta relacionado con la concentracion de acetato en el medio.
Los resultados obtenidos son bajos en comparacién con otros autores ya que el
rango promedio de la microalga Chlorella vulgaris en la produccion de

carbohidratos es del 12-17 %, es decir, de 244-172 ug/mL (Becker, 2004).
3.7.6 Clorofilas

Una de las caracteristicas de Chlorella spp es que poseen Clorofila b, incluso se
han identificado grupos de microalgas que tienen clorofila ¢, d y e [Camacho et. al,
(1987)]. Ademas una de las caracteristicas es que posee una pared celular de
celulosa muy rigida la cual requiere de un proceso de molienda para romper la
pared celular y se pueda extraer la mayor cantidad de pigmentos.

En este estudio se obtuvo de contenido de Clorofila a 24.32 mg/L y clorofila b
19.15 mg/L presente en Chlorella spp en fotobiorreactores airlift como se puede
observar en la Figura 3.32.

Ortega et al., (2004) reportan que la produccion de clorofilas esta relacionado con
una baja intensidad luminosa. Rosales et al., (2008) trabajaron con Dunaliella
viridis con variacion de iluminacion, obteniendo como resultado de Clorofila a

40.44 mg/L a baja iluminacién. Por otro lado, Marchetti et al., (2013) sefialaron que
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en un cultivo con luz LED y un bajo suministro de CO2, el contenido de
carbohidratos disminuye y el de proteinas aumenta. Mientras que para la clorofila
a y la actividad fotosintética el contenido es mayor. La microalga Chlorella vulgaris
contiene una alta cantidad de clorofila por gramo, se ha reportado hasta 30 mg/g,
en un proceso de mejoramiento de secuestro de CO2 en fotobiorreactores a escala

laboratorio (Barajas-Solano et al., 2012).

Clorofilas

Clorofila a clorofila b

clorofila b |I|||

Clorofila a

Chlorella spp en fotobiorreactor

Clorofila mg/L

Figura 3. 32 Clorofilas en fotobiorreactor airlift en planta piloto

3.7.7 Tasa de fijacion y porcentaje de CO2 consumido

Durante el suministro de CO:2 en el fotobiorreactor airlift se evalué la productividad
volumétrica durante el crecimiento de la microalga Chlorella spp como se observa
en la Tabla 3.14. La mayor productividad volumétrica obtenida fue entre los dias
32-34 donde se obtuvo el mayor crecimiento celular. Jacobo-Lopes et al., (2009)
reportaron que las variaciones de productividad volumétrica y el crecimiento
celular estan en funcién de los ciclos de luminosidad a los que se expone el
cultivo. Ellos obtuvieron productividades de 0.301 g L'd"! con la cianobacteria
Aphanothece microscopica Négeli utilizando fotoperiodos 12:12 h mismos que
fueron utilizados en esta experimentacion. Quevedo et al., (2008) sefialaron que
cuando las productividades obtenidas son bajas y se pretende comparar con las

de otros investigadores, resulta que estas ultimas son mayores. Esto se debe a

90



Capitulo 3 Resultados y discusion

que los experimentos se realizaron en cultivos en continuo y semi-continuo, donde
las productividades son mayores comparadas con un cultivo por lotes.

La tasa de fijacion de la microalga Chlorella spp en el fotobiorreactor airlift se
muestra en la Tabla 3.14, datos que se encuentran relacionados con la biomasa
producida. Estos datos tomaron en cuenta los dias en el que se suministré COz. El
mejor resultado obtenido en la tasa de fijacion fue en el dia 32, con un valor de
0.6297 g L1 d™.

Jacobo-Lopes et al.,, (2009) obtuvieron una tasa de fijacion de 0.936 con la
cianobacteria Aphanothece microscopica Négeli trabajando con fotoperiodos 4:20
h en sistema batch y con un suministros de 15% v/v COs..

Garcia-Cubero, (2014) trabajoé con la microalga Chlorella spp obteniendo una tasa
de fijacion de CO2 de 0.6 g L' d*! resultados muy similares a los obtenidos en esta
investigacion.

Tabla 3. 14 Productividad volumétrica y tasa de fijacién de CO: en el fotobiorreactor

Pmax PCO2
Dia Product’ivi-dad Tasa de fijacion
cultivo volumétrica gLt dt
mg-Lt-d?!
11 0.38021 0.00000
13 0.41799 0.05424
15 0.44567 0.02695
17 0.44225 0.12195
18 0.44082 0.05290
21 0.43737 0.29498
23 0.52631 0.02868
25 0.56760 0.24095
27 0.63369 0.22088
29 0.82014 0.53448
31 0.87483 0.23264
32 0.93872 0.62965
34 0.99386 0.51625
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En la Tabla 3.15 se muestran los resultados del analisis cromatografico y la
alcalinidad que se tomo del fotobiorreactor airlift, aqui se muestra como el COz2 se
encuentra disuelto en el cultivo y como fue consumido con ayuda de la microalga
Chlorella spp.

El suministro del COz2 se inici6 en la fase exponencial del cultivo para maximizar el
crecimiento de la microalga. Se determinaba la velocidad de flujo del tanque de
COg2 y el tiempo de suministro, haciéndose los calculos correspondientes al 2% v/v
seleccionado. En el primer dia se hizo una prueba cromatografica para determinar
el porcentaje de los componentes del aire dentro del fotobiorreactor antes del
suministro de CO2. Este obtuvo un 47.07 % de aire, 41.97% de nitrégeno y 10.96
% era de oxigeno. Este se dejo dos dias para dejar que la microalga pudiera

absorber la mayor cantidad posible CO:2 en el fotobiorreactor.

Tabla 3. 15 Resultados de analisis cromatografico durante el monitoreo del fotobiorreactor

airlift en planta piloto

Dia Suministro %CO; Alcalinidad
cultivo de CO; % CO: % 02 a2 YeAire consumido mg CaCOas/L
11 A 0.000 10.961 41.969 47.070 0.000 105.60
13 D 3.539 12519 29.691 54.251 0.000 160.00
15 A 1.649 13.833 34.681 49.836 53.400 172.80
17 D 7.520 7964 27.617 56.899 0.000 192.00
18 A S0 loaelels S eliEE 56.470 230.40
21 D 18.394 9.940 20.621 51.044 0.000 192.00
23 A 1486 13.154 58.788 26.572 91.920 192.00
25 D 11.577 9.135 36.487 42.800 0.000 425.14
27 A 9.506 8.930 34.712 46.852 17.880 480.00
29 D 17.774 7.554 32919 43.278 0.000 420.00
31 A 7.253 47.665 35.854 9.228 59.100 470.40
32 D 18.293 10.581 40.364 30.761 0.000 480.00
34 A 14.167 11.348 32.317 42.169 22.550 480.00

A: antes del suministro; D: después del suministro
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Antes de la cuantificaciéon de COz2, a partir del tercer dia se determiné que hubo un
consumo de 53.4 % de COz2, posteriormente se pudo observar que en la mayoria
de las otras determinaciones consumia mas del 50%. Asi, el mayor consumo de
CO2 fue 91.92% en el dia 23 y en el ultimo dia se mostré con un valor de 22.55%
que fue bajo en comparacion con los anteriormente resultados obtenidos. También
se tomo en cuenta el pH, ya que este influyo para que hubiese una buena fijacion,
ya que este empezo6 a descender cuando se suministré el COz2 influenciado por la
temperatura.

La alcalinidad se mantuvo con valores de 105 a 192 mg CaCOs/L hasta el dia 21,
incrementando posteriormente a valores de 425 a 480 mg CaCOs/L, lo cual
indicaba la presencia de carbonatos en el medio de cultivo y la disolucién de COo..
En la Figura 3.33 se aprecian los porcentajes producidos de Oz y CO2 en el
fotobiorreactor, estos valores muestran las variaciones de dichos gases
observandose que cuando hay mayor porcentaje de COz2 hay una disminucion de
O2 y viceversa. La mayor producciéon obtenida de Oz fue en el dia 31 con un
47.665% y una disminucion de CO2 con un valor de 7.253%, lo cual nos dice que

hubo un mayor consumo de COx.

CO, y O, en el fotobiorreactor

——C02 ——02

21.000 60.000
18.000 50.000
15.000 40.000
5'12.000 ~
8 30,000 S
= 9.000 -
6.000 20.000
3.000 10.000
0.000 0.000

Muestra

Figura 3. 33 Porcentajes de CO, y O- en el fotobiorreactor airlift
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Benavente-Valdés et al., (2012) reportaron que Chlorella spp es capaz de tolerar
concentraciones de hasta 40% v/v. Barajas-Solano et al, (2012) utilizaron
Chlorella vulgaris para estudiar el efecto de la inyeccidn continua de CO:2 sobre la
productividad de la biomasa. Utilizaron una temperatura de 23 °C, un fotoperiodo
12:12 h y un flujo continuo de CO2 del 2.3 y 3.8 % v/v, obteniendo mayor
productividad de biomasa en concentraciones altas de 3.8 % v/v.

Sung k et al., (1999) citados por Oscanoa et al., (2015) experimentaron con
Chlorella spp RK-1 obteniendo 6ptimos resultados con suministros del 5% v/v de
COz2 incrementando su productividad en la biomasa de un 10 %. Oscanoa et al.,
(2015) evaluaron distintos tiempos de inyeccion de COz2 los cuales fortalecieron la
fase de crecimiento exponencial llegando a una densidad poblacional 30% sobre

lo establecido en esta fase.
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Figura 3. 34 Comparativo del crecimiento celular y el porcentaje de CO2y O2

Tang et al., (2011) evaluaron la capacidad de Scenedesmus obliquus y Chlorella
pyrenoidosa para fijar CO2 y acumular lipidos en el intervalo de 0.03 % - 50 % de
CO2 y encontraron que las dos microalgas pueden crecer en todo el intervalo

estudiado, pero la mayor productividad de biomasa se presenté a 5 % y 10 % de
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CO2 para S. obliquus y C. pyrenoidosa respectivamente, ademas de que altos

niveles de CO2 (> 30 %) favorecieron la acumulacion de lipidos.

En la Figura 3.34 muestra el crecimiento celular con respecto a los porcentaje de
CO2 y O2 en el fotobiorreactor, se observa como fue incrementando Chlorella spp
en la fase exponencial con ayuda del suministro de COz2, porcentaje de dicho gas
se ve disminuido, favoreciendo a la produccién de O2. Esto contribuye a lo que
diversos autores han reportado, donde evaluan el efecto de CO2 sobre el
crecimiento celular, obteniendo buenas productividades de biomasa, sin embargo
esto varia segun la especie y altas concentraciones pueden inhibir el crecimiento

celular.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion se concluye lo

siguiente:

El MBB (Medio Bold Basal) presenta una influencia directa en la densidad
poblacional de Chlorella spp. pero también en su contenido de
carbohidratos, lipidos, proteinas y clorofilas, ya que a mayor concentracion
de nutrientes (1.5 mL) contenidos en el Medio Bold Basal mayor es la
produccion de lipidos (16.1 %) y clorofilas (a: 30.6719y b: 18.623 mg/L). Se
observo que una menor concentracion de nutrientes (0.5 mL) favorecio el
contenido de carbohidratos; a una dosis intermedia de nutrientes (1 mL)
obtuvo una mejor produccion de proteinas (260.61 mg/L). Cabe destacar
que las diferencias entre las concentraciones fueron minimas, por lo que es
importante desarrollar estudios que identifiguen la cantidad maxima de
nutrientes que la microalga pueda consumir y su relacién con la cantidad
producida de carbohidratos, lipidos, proteinas y clorofilas ante dichas

concentraciones .

Los resultados sugieren que cuando mayor es la luminosidad, al menos
hasta las intensidades que fueron evaluadas (2000, 3000 y 4000 lux), la
concentracion celular es la mayor obtenida en estas condiciones
experimentales, sin embargo aun no se detectan regiones que delimiten el
crecimiento poblacional. Aun son necesario estudios para determinar los

limites en los cuales la luminosidad permita el desarrollo poblacional.

Se demostroé que las condiciones de luminosidad que permiten el maximo
crecimiento poblacional obtuvieron las mejores concentraciones de
carbohidratos (69.75 ug/mL) y proteinas (374.2 mg/L), esto se debe a que
dentro del medio del cultivo existe mayor contenido de fosfatos, nitratos y

una fuente de carbono, lo que favorece la produccion de carbohidratos y
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proteinas. En contraste, la produccion de clorofilas fue menor (a: 7.02 y b:
1.99 mg/L) y esto se debe a que la produccion de clorofilas a y b esta en
funcién de la intensidad luminosa por lo que distintas investigaciones

sefalan que a menor intensidad mayor contenido de clorofilas.

Por otro lado, el MBB aporté 1.5 mL de nutrientes que permiti6 un alto
contenido poblacional, concentracion que supera a la reportada por otros
autores. Aunado a eso las condiciones de luminosidad fueron de 4000 lux lo
que también permiti6 una maxima densidad poblacional de 5.8 x 107
cel/mL, y como consecuencia del exceso de poblacion y del exceso de
nutrientes, hay un aparente resultado mayor de lipidos (52 %), sin embargo
no se atribuye a una delimitacion de nutrientes sino por el exceso de

biomasa.

En las condiciones de mayor concentracion poblacional con un maximo de
5.8 x 107 cel/mL, a una luminosidad de 4000 lux, un suministro de CO2 del
2% v/v y a una dosis de nutrientes de 1.5 mL, se obtiene la mayor cantidad
de Oxigeno Disuelto (OD) en el medio. Este puede ser considerado como
un indicador indirecto del CO2 que se esta fijando para promover las
reacciones de fotosintesis que dan lugar a la generacion de oxigeno como

liberacion del conglomerado bacteriano.

Se realiz6é el disefio de un fotobiorreactor con configuracion airlift, este
cuenta con un sistema de recirculacion. El equipo tiene una altura de 180
cmy 15.26 cm de diametro y un volumen de 32 L. Asi mismo se realizaron
los disefios y planos por medio del software Edraw Max 7.0, basados en la
normativa ISA. Posteriormente se construyé y se implementaron las

variables recomendables en planta piloto.

Al ser evaluado el fotobiorreactor a nivel planta piloto con las condiciones
recomendables seleccionadas se pudo apreciar que la especie tuvo un

maximo crecimiento de 2.1 x 107 cel/mL, valores cercanos a los obtenidos a
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nivel laboratorio. Este resultado fue a consecuencia de que el cultivo fue
expuesto a una temperatura ambiente de 7-11 °C, por lo que esta cepa
tiene mejores resultados entre valores por arriba de 12-25 °C. Se detecto
una relacién directa con la temperatura, ya que resulta limitante del

crecimiento poblacional de la microalga Chlorella spp.

El contenido de los carbohidratos obtenidos a nivel laboratorio (135 pg/mL)
fue superior al esperado, sin embargo comparado con distintos autores se
mantiene por debajo de lo normal (244-172 pg/mL). Asi a su vez el
contenido de proteinas, lipidos y clorofilas se mantuvieron dentro de los

rangos esperados comparados con los resultados a nivel laboratorio.

De acuerdo con la adicion de COz, el cultivo de la microalga Chlorella spp
obtuvo un maximo consumo de 91.92 % y un minimo de 17.88 %. Los
valores de pH mostrados durante el experimento se encontraron dentro del
rango aceptable para el crecimiento de la microalga, aunque valores
mayores a 8.5 de pH han mostrado mayores rendimientos en condiciones
alcalinas. El descenso de valores obtenidos pudieron ser causados por la

temperatura ambiental presente cuando se desarroll6 la experimentacion.

En general, la biomasa de microalga Chlorella spp. obtenida en el
fotobiorreactor airlift presenta valores cercanos a los obtenidos a nivel
laboratorio, por lo que el presente trabajo es viable aplicando las

condiciones evaluadas en este estudio.
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Conclusiones y recomendaciones

Recomendaciones
De acuerdo con los resultados obtenidos, se recomienda:

e Llevar a cabo distintas pruebas en las que se someta la microalga Chlorella
spp a condiciones de estrés para evaluar en contenido bioquimico y asi ser
implementado en distintas areas con valor agregado como la generacion de
biocombustibles.

e Disefiar e implementar una mampara fotoiluminada que promueva una area
de mayor temperatura circundante en el fotobiorreactor

e Realizar una evaluacién hidrodinamica del cultivo lo que incluye el tamafo
de la burbuja y la transferencia de masa del gas en el sistema.

e Realizar el analisis elemental de la microalga utilizando el analizador de
CHNS/O para conocer la composicién total de carbono absorbido.

e Implementar un detector electronico de CO2 en el fotobiorreactor que

permita evaluar las concentraciones de manera rapida.
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ANEXO A
Cuantificacion de Clorofilas

La determinacion de la concentracion de pigmentos fotosintéticos nos permite
estimar, la biomasa y la capacidad fotosintética del fitoplancton. La calidad,
distribucion y relacion entre las distintas clases de pigmentos nos indica el estado
fisioloégico de la comunidad y la composicion del fitoplancton en cuanto a grupos
algales.

La concentracion de pigmentos varia ampliamente y depende del metabolismo
algal y de factores fisico-quimicos como la luz, la temperatura y la disponibilidad
de nutrientes.

Los pigmentos algales consisten principalmente en clorofilas (a, b, ¢) y
carotenoides (carotenos y xantofilas). Para estimar su concentracion el método
consiste en extraer, los pigmentos mediante un solvente organico y leer en un
espectrofotometro la absorcién de luz a la longitud de onda especifica para cada
pigmento.

Pesar 0.05 gramos de muestra (o la cantidad equivalente en ml a su peso seco) y
triturar con una pequena cantidad de arena, para romper la pared celular y

favorecer la extraccion de los pigmentos.

Coloque en un tubo para centrifuga 0.05 g de muestra.
En caso de la especie Chlorella Spp. triturar la muestra con una pequefa cantidad
de arena, para romper la pared celular y favorecer la extraccion de los pigmentos

antes de colocarla en el tubo para centrifuga.

Agregar 10 mL de metanol.

Centrifugar a 5000 rpm durante 20 minutos.
Leer absorbancia de acuerdo a las siguientes formulas:

Para Chlorella Spp. que contiene clorofila a y b expresada en ug/mL:
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ClOT‘Oflla a-= 12.7 * A663 - 2.69 * A645
ClOT‘Oflla b = 22.9 * A645 - 4‘.68 * A663

Azucares totales por Dubois
(Carbohidratos)

El método de Dubois se basa en la formacién de un compuesto coloreado con
maximo de absorbancia de 490 nm, por reaccién del fenol con los glucidos
(azucares y sus metil derivados, oligosacaridos y polisacaridos solubles), en
presencia de acido sulfurico concentrado. El color es amarillo, naranja o rosado y
el color es proporcional a la concentracion.
La curva de calibracion se realiza utilizando en un rango de 10-100 ug/mL o mg/L
Reactivos:
1.- Fenol al 5% (p/v)
2.- Acido sulfurico concentrado 95%
3.- Solucién de glucosa de 100 mg/L
*Evitar dejar acido fuera de las celdas, mancha dedos y ropa.
*Recuerde trabajar sobre hojas de papel.
Tabla AA. 1 Curva estandar de glucosa

Concentracion de

glucosa mg/L 0 10 20 30 40 50 60 80 100

Agua (pL) 1000 900 800 700 600 500 400 200 0

Sol. De glucosa 0 100 200 300 400 500 600 800 1000
100mg/L(uL)

Procedimiento para macro ensayo
1.- Tomar 1 mL de solucion de analito o de blanco o de solucién estandar y

depositarlo en un tubo de ensaye de vidrio liso y largo.
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2.- Adicionar, al tubo con la muestra, 0.5 mL de solucién de fenol, 5%.

3.- Poner los tubos en bafio de hielo para enfriar, una vez frios,

4.- Adicionar de forma rapida 2.5 mL de &acido sulfurico concentrado. (Tener
cuidado, la reaccion es exotérmica muy violenta).

5.- Mezclar en vortex.

6.- Dejar reposar de 10 a 15 min.

7.- Poner en bafio de agua a temperatura ambiente por 15 minutos.

8.- Transferir a celda y leer a 495 nm.

9.- Disponer los residuos en un bote especifico para fenol sulfurico.
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Anexos B

Tabla AB. 1 Soluciones Stock para MBB (Medio Bold Basal).

Disolucion | Reactivo (s) Peso (g)
Stock
1 Nitrato de Sodio ( NaNO2) 25.0
2 Cloruro de calcio di hidratado (CaCl2*2H20) 2.5
3 Sulfato de magnesio hepta hidratado (MgSO * 7H20) 7.5
4 Fosfato mono basico de potasio (KH2PO4) 17.5
5 Fosfato dibasico de potasio (K2HPO4) 7.5
6 Cloruro de sodio (NaCl) 25
7 Sulfato ferroso hepta hidratdo (FeSO4*7H20) + 100uL 0.498
de H2SO4
8 Acido Borico (H2BOs3) 1.142
9 EDTA 5.0
Hidroxido de potasio (KOH) 3.1
Sulfato de zinc hepta hidratado (ZnSO4* 7H20) 0.882
Cloruro de magensio tetra hidratado (MnCl2*4H20) 0.144
10 Oxido de molibdeno (MoO2) 0.071
Sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4*5H20) 0.157
Nitrato de cobalto hexa hidratado [Co(NO2) 2*6H20] 0.049

Nota: Preparar 100 ml de cada una de las soluciones stock, conforme a la tabla.

Una vez preparadas las 10 soluciones Stock, se realizara MBB a tres

concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 mL; en un matraz de balén aforado con volumen

de 1 L se agrega 0.5 mL de cada una de las soluciones Stock y se afora. Para las

concentraciones 1.0 y 1.5 mL se agregara dicho volumen a cada matraz y se

afora.
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Anexos C

Disefio de fotobiorreactor airlift
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Figura AC. 1 Disefio de fotobiorreactor airlift
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Disefio de fotobiorreactor airlift
aseen Vista frontal y superior
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Figura AC. 2 Disefio de fotobiorreactor airlift vista frontal y superior
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Base para fotobiorreactor vista frontal
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Figura AC. 3 Base para fotobiorreactor vista frontal
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Base para fotobiorreactor vista

lateral
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Figura AC. 4 Base para fotobiorreactor vista lateral
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Bridas vista superior
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Bridas vista lateral
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Gabinete para bombas
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Figura AC. 7 Gabinete de bombas, vista frontal y lateral
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Mini base para soporte de

fotobiorreactor
Vista frontal Vista superior
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Figura AC. 8 Mini base para soporte de fotobiorreactores
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Recirculacion en
fotobiorreactores
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Figura AC. 9 Recirculacion en fotobiorreactores
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Recirculacién en
fotobiorreactor vista lateral
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Figura AC. 10 Recirculacion en fotobiorreactores vista lateral
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Soporte para recirculacion
vista frontal
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Figura AC. 11 Soporte para recirculacion vista frontal
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Soporte para recirculacion
vista superior
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Figura AC. 12 Soporte para recirculacion vista superior
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Soporte para fotobiorreactores
vista superior
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Figura AC. 13 Soporte para fotobiorreactores vista superior
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Soporte para fotobiorreactores
vista lateral
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Figura AC. 14 Soporte para fotobiorreactores vista lateral
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Soporte para tanque de CO
vista superior
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Figura AC. 15 Soporte para tanque CO; vista superior
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Soporte para tanque de CO
vista lateral
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Figura AC. 16 Soporte para tanque CO; vista lateral
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Suministro de CO3 en
fotobiorreactores vista lateral
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Figura AC. 17 Suministro de CO: en fotobiorreactores vista lateral
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Flowchart pilot plant
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Block Diagram of plant pilot
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Instrumentacion ISA

ISA (Instrument Society of America)

ANSI/ISA-S5.1 (Identificacion y simbolos de instrumentacion)

Esta norma establece de manera uniforme y estandar los medios de representacion, la
identificacion y funciones propias de los instrumentos o dispositivos, sistemas de
instrumentacién utilizados para la medicidén, seguimiento y control, presentando un

sistema de designacion que incluye sistemas de identificacion y simbolos graficos.

Diagrama de instrumentaciéon P&ID (Piping and instrumentation Diagram)

También conocido como diagrama de instrumentacion y canalizaciones de la planta,
este es un esquema donde se registra toda la instrumentacion sobre un diagrama de
flujo de proceso.

Los simbolos y nomenclatura que se utilizan en los diagramas de instrumentacion estan
desarrollados en diversos estandares. Una norma muy difundida a nivel mundial son las
publicadas por ISA en particular la S5.1. Los sistemas de control de procesos se
representan en diagramas de tuberias e instrumentos (P&ID) utilizando simbolos
normalizados. Se representan: instrumentacién, tuberias, bombas, motores y otros
elementos auxiliares. Los instrumentos del lazo de control se representan por un circulo
con las letras de designacién del instrumento asi como el numero identificativo del lazo

de control al que pertenecen (Norma ISA-S5.1).
Identificacion del Instrumento
En la Figura AD.1 se muestra un ejemplo y el nombre completo de equipo, nombre que

no se repetira en la planta o en el plano para ningun otro equipo.

El cédigo completo del instrumento es: 20-FT-1982 A
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v' La primera parte (unidad), se pueden leer dos digitos: “20”, representa la

unidad a la que pertenece el equipo. El algunos proyectos, en especial cuado
son muy grandes, dividen el proyecto en distintas unidades, aunque en otras es
poco comun.

La segunda parte (tipo de instrumento), el cddigo muestra dos letras “FT”, estas
letras indican el tipo de instrumento, en el caso de un transmisor de caudal
(Flow-meter). Otros ejemplos: analizador (AT), caudalimetro (FT), transmisor de
temperatura (TT), transmisor de nivel (LT). Considerando que las letras son de
las palabras en inglés, aunque también puede seleccionar u definir las dos letras

segun el equipo con que se esté trabajando.

Codigo completo del instrumento

20-FT-1982 A 3’
[T T-sufijo
I,

b Numero del lazo
- Tipo de instrumento

R G’%

Figura AD. 1 Codificacion de un instrumento en un P&ID

Tercera parte (numero de lazo), “1982” cada lazo de control se le da un
numero consecutivo. El lazo de control es el numero de equipos, cuya légica de
control este directamente relacionada.

Cuarta parte (sufijo), se puede poner una ultima letra en el cédigo, para indicar
que el equipo es redundante. Se ponen equipos redundantes en lazos criticos,

para que en caso de fallo de un equipo, actue el otro.

Letras de identificacion

La identificacién funcional de un instrumento o su equivalente funcional consiste de

letras tomadas de la Figura AD.2, que incluye una primera letra la cual es para designar
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la edicidn o variable inicial, y una o mas letras sucesivas las cuales designan las

funciones ejecutadas.

Simbolos de lineas de conexion de instrumento a instrumento.

En la Figura AD.3 se muestra los simbolos y flechas que indican la direccién del flujo y

los distintos tipos en las que pueden ser utilizados.

Letras de identificacion
Primera Latra Letras Sucesivas
Variable medida Modificador Funcidn de lectura  Funcidn de salida |
A Analisis Alarma
B (Cuemador, combusbion Seleccion del usuario usuario
C  Seleccion del usuano Controladar
D Seleccion del usuario Ciferencial
E Tension _ Sensor (elementn
F | Ratade fup Relacitn ormana
G ZSeleccion del usuano Dspositive de vidnio,
H Manual | mirilia
| | Comients (eléctica) Indicacian
J Potencia Mugsireo
K Tiempo | Ratade fiemps _ Estacsn de control
L Ky Luz
M Humedad Momentaneo
N Seleccion del usuano | Selecoindel usuano  Sefeccidn oel
0 Seleccion del usuario Oinficio, restriczidn Lsuaro
F | Presion vacio Punto de prueba
@ Cantidad Integrador total |
R | Radiaciin Registiador
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Figura AD. 2 Letras de identificacion para equipos (Norma ISA S5.1, pag. 30)
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Simbolos de instrumentos secundarios

Los instrumentos secundarios son aquellos que son utilizados para medir y tener el
control de dispositivos que incluyen hardware y no se limitan a visores de nivel,
manometros, termoémetros y reguladores de presidon como se observa en la Figura AD.
4.

. | | | LA —_———
L L L P
Saiitido Linga de Litwa de Linea de
del flujo transin siin uransmisida cerramiento
hidrdulica [1T=gihy =yt
__________ [N LV M
] FANVAN
3 B4
Senal elotrica Sefial Linea e Carmbic
de: instrurnento electromagnética tubo capilar aspecificacitn
e linen

Figura AD. 3 Simbolos de lineas de conexion de instrumento a instrumento

Y 9 9

Insuuroento de Insuurneshio de Transmisor
sefial montade en sefial montdo en raontado en
LA PO pratie] irin o, )
Transtrozor de Transtvosor de Transtmszor de Transtsor de
candal montade presidn monidoe femperanita tivel monlado an
£ CATO £ A ot acks & Catipo CAITP

Figura AD. 4 Simbolos de instrumentos secundarios (Norma ISA S5.1)

133



Anexos D
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Figura AD. 5 Simbolos de elementos finales de control (Norma ISA S5.1)
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En la Figura AD. 5 se muestran las valvulas de control de procesos y actuadores lo cual

estos tienen como objetivo regular el flujo de las lineas de proceso.

134



Anexos D

Simbologia de equipos del proceso
La unificacion de simbolos de instrumentos para todas las areas de la ingenieria es
importante, por tal razén, en la siguiente Figura AD. 6 se muestran los simbolos de

quipos que hacen parte de los procesos.

Saparador
eyelanles
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anchaguetada

Reacror

T
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Tanque | vessal]

Turbina
Tarres ds

T T T | dastilaciin
Pracipltadar

elactrostitico

o v

g — @ —
-

—

Figura AD. 6 Simbologia de equipos del proceso (Norma ISA S5.1)
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ANEXO E
Calculo de potencia de la bomba
Cada una de las variables consideradas para el calculo de la potencia de la bomba que

se utilizaron las siguientes:

p = Densidad del cultivo (1000.176 kg/m3)

V = Velocidad del flujo del fotobiorreactor (5.277 m/s)
u = Viscosidad (1.55x10° cp)

D = Diametro de la tuberia (0.022 m)

¢/D = Rugosidad relativa PVC (0.006)

Q = Caudal (0.01463 m?3/s)

= Calculo del Numero de Reynolds

Para este calculo se utilizé la ecuacion (E1). Se sustituyeron los datos obteniendo y a
su vez compraron en el diagrama de Moody mostrado en la Figura AE.1, obteniendo lo

siguiente:

D-V-p
U

NRe =

(E1)

_ (1000.176 - 5.277 - 0.022)

Re = = 74912
¢ (1.55x10-5) 7491253

Utilizando la rugosidad relativa y el Numero de Reynolds se encuentra el coeficiente de
friccion en el diagrama de Moody obteniendo lo siguiente:

f =0.033
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= Calculo de la longitud equivalente (Leq)

La longitud equivalente de la tuberia esta comprendido por la longitud de la tuberia
lineal y la longitud equivalente de los accesorios que participan en la linea de suministro

y recirculacion. Este esta dado por la siguiente ecuacion (E2):
Leq = L + Legaccesorios

La longitud de la tuberia es: 3.03 m

Diametro del tubo: 0.022 m

Para la longitud equivalente de los accesorios se consideran los 4 accesorios presentes
en la recirculacion teniendo codos de 90° por lo que la longitud equivalente de los

accesorios se calcula de la siguiente manera:
Legiace. = LD
Leg1acc. =3.03m+0.022 m = 0.066 m/accesorio
Por lo tanto la longitud equivalente de los accesorios es:
Leg 4 ace. = 0.066 - 4 = 0.2666
La longitud total es:
Leqg = 3.03m + 0.2666 = 3.2964 m

Con estos datos ser determinara la perdida de la carga total (hy, , )

h _ (f “Leg 'Vz)
ftotar — T

, (0.033-3.2964 - (527)) 30212 __
fotal = 2(0.022)(9.8) T 04312 T m
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= (Calculo de la carga de trabajo de la bomba

Con los calculos anteriores se determina la carga de trabajo de la bomba (Hg) a partir

de la siguiente formula:

2

HB :hftotal+p,g+2_g+ZZ_Z1
hy,,,., = 7.0064m
P, = 1.6 x10°% kg - m/seg?
p = 1000.176 kg/m3
g =9.8m/seg?
V =527m/s
Zz == 2.5 m
Z,=033m
1.6 x10° kirzn (5_27@)2
Hp = 7.0064 m + T o S +2.5m—0.33m=
Y. -9.8
1000176 %98 0 seg?

Hg = 7.0064 m + 163.23 + 1.4169 + 2.17 =
Hp =173.8233m

= (Calculo de la potencia de la bomba (P)

Para el calculo de la potencia se utiliza la ecuacién siguiente:

P=Hg-p-g-Q

3

kg m m
P=17382m- 1000.176$ 9.8 : 0.01463T

seg?
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kg - m?

P =24926.12 ———
seg

El calculo de la potencia tedrica de la bomba considerando la equivalencia de 1 HP=745
w

24926.12
p=—_"_"""

745 = 3346 W
La eficiencia de la bomba tiene un 85. Calculando la potencia real de la bomba es:

33.46

HPreal - W - 39362 w

Por lo tanto la potencia tedrica del motor de la bomba seria el inmediato superior de 50

W por lo que es necesario un motor mas grande y con una potencia mayor.

Diagrama de Moody
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Figura AE. 1 Diagrama de Moody
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ANEXO F

Especificaciones técnicas de los equipos

Tabla AF. 1 Especificaciones técnicas de los equipos

Equipo Especificaciones
Diametro T8 (26 mm)
Lamparas Base G-13
Philips Potencia 20 W

indice de rendimiento de color: 85
Flujo luminoso: 1 mil 650 lumenes (20 W)
Vida util promedio: 40 mil horas

Voltaje de alimentacion de controlador integrado:120-

277V

Modelo 0.430

Dimensiones del cuerpo de la bomba: 35x95x103
Bombas Dimensiones del motor: 75x105
Peristalticas Alimentacion del motor: 270 V 50 Hz/24 Hz CC

Peso 1.5 kg aproximadamente

Tuberia de 3,2 mm x 2,6 mm Verderprene con
conectores de polipropileno

Rotor con 4 rodillos

Rpm: 127

1.011 L/min

60.47 L/h

siguiente
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Continuacién Tabla AF.1 Especificaciones técnicas de los equipos

Equipo Especificaciones
Tuberia hidraulica Tubos y conexiones producidos con polipropileno
Tuboplus Copolimero Random (PP-R).

Las piezas son unidas por termofusion, proceso que las
convierte en una sola pieza (union molecular).

Soporte a temperaturas extremas de agua (-5°, 90° C).
Alta resistencia a la presion del agua (24 kg/cm? a
temperatura ambiente 20° C).

Capa protectora externa UV que proporciona proteccion
al tubo contra los rayos ultravioletas.

Capa interna antibacterial AB que inhibe la reproduccion

de bacterias

Tuberia pvc La Tuberia Hidraulica de PVC Cedula 40 cementar
V2" (Schedule 40 Pipe) se fabrica bajo la norma americana
ASTM D-1785 y la norma nacional NMX-E-145/1, se
fabrica con Resina (materia prima) virgen 12454-b de
acuerdo a la norma americana ASTM D-1784, la longitud
de esta Tuberia Hidraulica de PVC son de 6.0 m en
tuberia Nacional y 20 pies (6.10m m). La Temperatura
maxima que se recomienda es de 140 °F (60 °C), su
fabricacion es de Color Blanco y esta listada por el NSF-
PW Standard 61 & Standard 14, se puede conectar con
cualquier conexién de sistema Ingles la mas
recomendada seria Cedula 40, incluso la conexién de
Cedula 80 es compatible para esta tuberia.
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Equipo

ANEXO G

Especificaciones funcionales de los equipos

Tabla AG. 1 Especificaciones funcionales de los equipos

Operacién de equipos

Lamparas

Bombas y tablero

. Asegurese que las lamparas estén energizadas en el

tablero. De no ser asi, se mueve el switch a ON en la linea
correspondiente con el nombre de “lamparas” para
encender las mismas.

Posteriormente se prueban las lamparas que funcionen de
manera correcta y se selecciona el switch de acuerdo a las

lamparas que se deseen mantener encendidas.

. Al término del periodo de tiempo seleccionado, se mueve

el Switch a OFF cuando se desee apagar las lamparas.

. Abrir el tablero y mover el switch ON correspondiente con

el nombre de “bombas” para encender las mismas. Esta
mandara una sefal al tablero de los fotobiorreactores
encendiendo el semaforo de color rojo que indica que esta
detenida la bomba. Cada bomba pertenece a cada
fotobiorreactor, por lo que en el tablero se puede operar
segun la bomba que se requiere.

En el tablero existen 4 botones (2 de color verde y 2 de
color rojo) que indican que la bomba esta detenida (rojo) o
encendida (verde) segun la bomba correspondiente.
Debajo de estos estan otros 4 botones, 2 corresponden a
la bomba A y 2 que corresponden a la bomba B. Estos
serviran para dar funcionamiento a la bomba. Si se desea
encenderla se presiona el boton verde. Si se desea deterla

se presiona el botdn rojo.

. Al término del periodo de tiempo seleccionado, se mueve

el Switch a OFF cuando se desee apagar la bomba.

Siguiente
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Continuacion Tabla AG.2 Especificaciones funcionales de los equipos

Equipo

Tuberia y llaves

Fotobiorreactor airlift

Operacion de equipos
Las tuberias de pvc estan conectadas del generador
eléctrico a los fotobiorreactores y de igual forma del tanque
de CO; a los fotobiorreactores. Estas tuberias se unen con
un conector T, seguido con una llave de bola que servira
para dar paso al CO,. Posteriormente cuenta con una
valvula check que servira para evitar el retorno del liquido y
dar paso al gas.
Las llaves de bola permaneceran cerradas, solo se abriran
cuando se abra el Tanque de CO; para el suministro o el
ingreso del gas proveniente del generador eléctrico.
Para ingresar el cultivo, el fotobiorreactor debe estar
completamente limpio y sin ningun residuo. En la parte
inferior del fotobiorreactor se encuentra una llave de bola
que servira para desfogar el sistema. Esta debe cerrarse
completamente.
Posterior a esto, en la parte superior se debe quitar todos
los tornillos, la brida y el empaque.
Después se ingresa el medio de cultivo y el inoculo de la
microalga que se desea monitorear. Se colocan de nuevo
el empaque, la brida y los tornillos de manera que estén
bien sellados y se evite que se fugue el gas suministrado.
Al final se enciende el tablero para dar funcionamiento a
las bombas y que se mantenga en recirculacion segun el
tiempo que se desea, lo que beneficiara la homogenizacién
del sistema. Cuando se desee tomar muestra, se debe
abrir la llave que esta en la recirculacion.
Al término del cultivo, se debera abrir la llave de bola

inferior para desfogar el sistema y limpiar el fotobiorreactor.
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