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Resumen

RESUMEN

DESARROLLO DE ESTRATEGIAS DE OPERACION DE FOTOBIORREACTORES
PARA LA PRODUCCION DE PIGMENTOS Y NUTRIENTES A PARTIR DE
MICROALGAS

Elaborada por: M.C.I.Q. Margarita Caballero Garcia
Dirigida por: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras

Co dirigida por: Dr. Guillermo Cortés Robles

El objetivo de este estudio fue desarrollar las estrategias de operacién de
fotobiorreactores, estableciendo las condiciones recomendables en las cuales se obtiene
la maxima produccién de pigmentos y nutrientes a partir de microalgas (Chlorella spp. y
Spirulina mdxima). La caracterizacion de ambas especies de microalgas muestra que son
ricas en macronutrientes como carbohidratos, lipidos y proteinas, asi como alto contenido
de pigmentos como clorofilas tipo a y b. Se establecieron las dosis recomendables para el
6ptimo crecimiento de Chlorella spp. con 1.5 mL/L de medio Bold Basal y para Spirulina
mdxima de 150% de medio Utex. Las mejores condiciones a escala laboratorio para la
absorcion de COz fueron 4000 lux de intensidad luminosa y suministro al 2% v/v de CO2
utilizando la microalga Chlorella spp. Estas condiciones fueron implementadas a escala
piloto en un fotobiorreactor airlift (26 L) durante 60 dias con un suministro 2% v/v de
CO2 proveniente de un generador eléctrico acoplado a un proceso de digestion anaerobia
de lodos fisicoquimicos. El maximo %CO2 consumido fue de 91.92 alcanzado durante el
séptimo ciclo de suministro, la produccion de biomasa obtenida fue de 2.18 g/L.

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que los fotobiorreactores tipo
airlift son los complementos adecuados para las tecnologias de digestiéon anaerobia de
lodos fisicoquimicos a fin de reducir las emisiones de gases de efecto invernadero

producidos durante la combustién de biogas.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF OPERATING STRATEGIES OF PHOTOBIOREACTORS TO
PRODUCTION OF PIGMENTS AND NUTRIENTS FROM MICROALGAE

Elaborated by: M.C.I1.Q. Margarita Caballero Garcia
Advisor: Dr. Juan Manuel Méndez Contreras

Co advisor: Dr. Guillermo Cortés Robles

The aim of this study was to develop photobioreactor operation strategies, establishing
the recommended conditions in which maximum production of pigments and nutrients
are obtained from microalgae (Chlorella spp. and Spirulina maxima). The characterization
of both microalgae species shows that they are rich in macronutrients such as
carbohydrates, lipids and proteins, as well as a high content of pigments such as
chlorophylls type a and b. The recommended doses to optimal growth of Chlorella spp. is
1.5 mL / L of Bold Basal medium and 150% of Utex medium to Spirulina maxima.

The best conditions at a laboratory scale were performed in an airlift photobioreactor
(FBR) at pilot-scale plant (26 L) during 60 days with a CO2 supply of 2% v/v from an
electric generator coupled to an anaerobic digestion of physicochemical sludge process.
The maximum %CO2 consumed was 91.92 which was reached in the seventh supply cycle
and biomass production was 2.18 g/L.

The results obtained showed that airlift type photobioreactors are a suitable complement
for anaerobic digestion of physicochemical sludge technologies in order to reduce

emissions of greenhouse gases produced during the combustion of biogas.
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Qntroduccion

INTRODUCCION

Desde la era preindustrial, la concentracién atmosférica de los gases invernadero ha ido
aumentando de forma significativa. Estos incrementos son debido a emisiones de los gases
invernadero, causadas fundamentalmente, por actividades antropogénicas como lo son la quema
de combustibles fosiles, produccion de refrigerantes, deforestaciéon, cambio de uso de suelo,

quema de biomasa, etc. (PNUMA, 2015).

Entre la gran cantidad de emisiones de gases ala atmésfera, el CO; es el gas que mas ha contribuido
al efecto invernadero. El nivel actual de concentracion de di6xido de carbono es el mas alto de las
ultimas décadas, aumentando aceleradamente de 200 a 338 ppm, y con esto aumentan los desafios
extraordinarios que los cambios climaticos y eventos naturales extremos cada vez mas frecuentes
y peores. Para finales de este siglo, se espera que la temperatura media global en la superficie
incrementard entre 1.5 °C y 6 °C. Se pronostica que el nivel del mar se eleve entre 9 y 88 cm en los
préoximos cien afnos y con esto se incrementan significativamente los riesgos para los seres
humanos y los ecosistemas, sufriendo dafios irreversibles. Ademas, esta el riesgo de la elevacion
del nivel del mar debido al derretimiento acelerado de los glaciares del mundo y la expansion

térmica de los océanos (SEMARNAT, 2016).

La repercusion del calentamiento global sobre la vida humana, el sustento y las economias puede
ser significativa. Se requiere, por lo tanto, desarrollar nuevas tecnologias y estudios que
contribuyan a reducir las emisiones excesivas de diéxido de carbono, generadas por la combustion

gases y otros procesos.

Una de las alternativas para disminuir la concentracién del CO2, puede ser la fijaciéon por medio de
microorganismos fotosintéticos, como las microalgas que se desarrollan naturalmente en medios
acudticos y utilizan el CO2 como fuente de carbono para la sintesis de componentes organicos. Las
microalgas captan y almacenan carbono para su crecimiento proveniente del CO, tienen elevadas
tasas de crecimiento, llegando a doblar su poblacion en aproximadamente de 24 a 48 horas (Plata,

2013).

En el cultivo masivo de microalgas, los fotobiorreactores tubulares y de placas planas han recibido

mucha atencidn ya que permiten establecer cultivos de alta densidad celular, tres o mas veces en
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comparacion con los sistemas convencionales. Tiene como ventajas la factibilidad para cosechar
biomasa, mantenimiento del cultivo sin contaminacién, mejor control de las condiciones de
cultivo, mejor inversion de capital en el fotobiorreactor; éste ultimo factor es un elemento
importante en el costo de produccién de productos derivados de microalgas (Contreras et al.,

2013).

Por lo tanto, las tecnologias basadas en fotobiorreactores con microalgas podrian proporcionar
una herramienta clave para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero. Debido a que
son ricas en lipidos y pueden crecer a diferentes condiciones, se puede obtener una biomasa rica
en nutrientes para consumo humano, y por otra parte obtener pigmentos de origen natural mas

econOmicos que los existentes para materias primas (Mora et al., 2014).




6éz‘etivos

OBJETIVOS

Objetivo General

@,
0’0

Desarrollar las estrategias de operacién de fotobiorreactores para la produccién de

pigmentos y nutrientes a partir de microalgas.

Objetivos Especificos

Determinar la dosis recomendable de nutrientes para el optimo crecimiento de la
microalga Chlorella spp y Spirulina mdxima.

Evaluar el efecto de las variables ambientales en el contenido de clorofila, carbohidratos,
lipidos y proteinas en las microalgas Chlorella spp y Spirulina mdxima.

Estudiar la calidad y propiedades reoldgicas de la biomasa obtenida al final de los
tratamientos.

Disefiar un prototipo de fotobiorreactor, asi como su implementacién y operacién en
planta piloto.

Identificar los problemas inventivos en el disefio del fotobiorreactor.
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JUSTIFICACION

La produccién y el consumo de energia son fundamentales para el desarrollo de las actividades
humanas en las sociedades modernas, indispensables en el transporte, la industria y el comercio,

y en actividades basicas para la supervivencia como la conservacion y coccion de alimentos.

La relacion entre la energia y la actividad econdémica es estrecha, por ello, la puesta en marcha de
las soluciones a los problemas planteados por el cambio climatico, particularmente la mitigacion
de las emisiones de los gases de efecto invernadero, implican el reto de no afectar el desarrollo de

las naciones.

Es previsible que en paises como México, con economias en desarrollo, continuaran
incrementandose las emisiones de gases de efecto invernadero asociados al aumento en la
generacion y el consumo de energia, estos ultimos indispensables para impulsar el desarrollo

econémico y demandados por el rapido crecimiento demografico.

Los gases de efecto invernadero, en especial el CO2, son considerados como el principal factor que
contribuye a los problemas de calentamiento global. Por lo tanto, controlar los niveles de CO; en
el ambiente, y reducir eficazmente las emisiones de CO», son un medio practico de controlar el
problema del calentamiento global. Los investigadores se han dedicado a la evolucion técnica para
mejorar la eficiencia energética o la utilizacion de la energia sostenible para reducir el consumo
de combustibles foésiles convencionales, como el carbén y petrdleo, con el fin de reducir las

emisiones de CO; a la atmosfera (Fang-Fang, 2015).

La captura y almacenamiento de CO; es un método directo para reducir las emisiones de CO;
debido al uso de combustibles fosiles. En los dltimos afios, diversos estudios se han llevado a cabo

para mitigar las emisiones de CO; en el sector industrial.

Por lo tanto, es necesario y valioso desarrollar una técnica que permita eliminar o fijar
directamente el CO,. Los organismos autétrofos, tales como las microalgas son un candidato
prometedor para la técnica de captura de CO2 (Kumar, 2016), y una alternativa de tratamiento es
el disefio, construcciéon e implementacion de un biorreactor de microalgas para remocion de

biéxido de carbono.
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El presente proyecto plantea la posibilidad a partir de la remocién de CO, de definir los
mecanismos de crecimiento de microalgas, estableciendo los factores y niveles de las diversas
variables estudiadas, tales como la temperatura, intensidad luminosa, etc., para las diferentes rutas
metabolicas: obtencién de biomasa y/o pigmentos; ademas de su estudio en el comportamiento
de las propiedades reoldgicas con el fin de establecer las bases en los pardmetros necesarios para

el disefio de un prototipo de fotobiorreactor.

Este dltimo punto es de gran importancia ya que nuestro pais presenta un atraso tecnoldgico
significativo, asi, tiene un valor agregado impulsar tecnologias generadoras de energia y que
ademas sus productos pueden ser aprovechados en otros campos de la investigacion en beneficio
humano, impulsando asi la disminucién de emisiones contaminantes hacia la atmosfera,
obteniendo un producto de valor agregado (biomasa) que puede ser utilizado como fuente de
nutrientes para consumo humano o como pigmentos de origen natural (materia prima) para

diversas industrias como la cosmética.




dftipétesis

HIPOTESIS

Hipétesis general

Mediante el uso de las herramientas de innovacion y el aprovechamiento de mecanismos de alto
rendimiento de crecimiento poblacional de microalgas mediante una configuracion tipo airlift es
posible mejorar sustancialmente los procesos actuales de remociéon de CO; y la obtencién de

biomasa rica en nutrientes y pigmentos en fotobiorreactores.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Antecedentes

Los gases de efecto invernadero, en especial el CO2, son considerados como el principal factor que
contribuye a los problemas de calentamiento global (UN, 2015). Por lo tanto, controlar los niveles
de CO2 en el ambiente y reducir eficazmente las emisiones de CO, es un medio practico de
controlar el problema del calentamiento global. Los investigadores se han dedicado a la evolucién
técnica para mejorar la eficiencia energética o la utilizacidn de la energia sostenible para reducir
el consumo de combustibles fésiles convencionales, como el carbon y petréleo, con el fin de reducir

las emisiones de CO; a la atmosfera (Fang-Fang et al., 2011).

La captura y almacenamiento de CO; es un método directo para reducir las emisiones de CO;
debido al uso de combustibles fosiles. En los dltimos afios, diversos estudios se han llevado a cabo
para mitigar las emisiones de CO; en el sector industrial, desarrollandose técnicas fisicoquimicas,
tales como la absorcion, la inyeccidn directa en los océanos y estratos geoldgicos y la fijacion
biol6gica. No obstante, los materiales adsorbentes como el LiOH requieren un espacio significativo
para el almacenamiento. Estos métodos presentan desafios significativos, incluidos los requisitos
de espacio y la necesidad de separar y purificar el CO; de los gases de combustién, lo que resulta
en un costo elevado (Metz et al., 2005). Por lo tanto, la mitigacidn bioldgica es la Uinica tecnologia

econdémicamente viable y ambientalmente sostenible a largo plazo.

1.2 Contexto nacional de las emisiones de CO2

De acuerdo con el Inventario Nacional de Gases de Efecto Invernadero 2014-2016, México emitio
514 Mton de CO; en 2016, que representan aproximadamente el 2.5% de las emisiones mundiales.
Durante el mismo afio se emitieron 691 Mton de bidéxido de carbono, de las cuales, el 74%

correspondieron a CO>, el 24% a CH4 y el 2% a N,O (SEMARNAT, 2016).

El 32% de las emisiones nacionales de GEI en 2014 fue el resultado de procesos de combustién,
incluyendo aqui a las originadas por los procesos de combustién interna para el transporte (219

Mton de CO; equivalente), como se puede observar en la figura 1.1.
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Fuaitivas Industriales
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Transporte
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23%

Figura 1.1 Distribuciéon de emisiones por sectores en México (SEMARNAT, 2014)

Durante el afio 2016, la zona metropolitana del Valle de México emitié 57.4 Mton de CO, lo que

representa el 8.2% de las emisiones nacionales (figura 1.2). Este porcentaje relativamente bajo se

explica en parte porque las industrias petrolera y de generaciéon de energia eléctrica (que se

encuentran entre las mayores emisoras) estan ubicadas fuera de la zona metropolitana del Valle

de México.

Oxido Nitroso
Metano 0.2%
6.2%
Bioxido de
Carbono
93.6%

Figura 1.2 Emision de gases de efecto invernadero en la zona metropolitana del Valle de México

(SEMARNAT, 2014)
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Las principales emisiones de biéxido de carbono y éxido nitroso provinieron del consumo de
combustibles y electricidad, los cuales generaron 99% del CO; y 93% del N20, respectivamente;
mientras que la principal fuente emisora de metano fueron los residuos sé6lidos al generar 95% de

este gas.

La energia, entendida como el consumo de combustibles incluidos los destinados a la generacion
de electricidad, es la principal fuente de emisiones de GEI. Cuatro energéticos son responsables
del 96% de las emisiones de GEI originadas en la quema de combustibles: gasolina (48%), gas

natural (22%), GLP (15%) y el diesel (11%).

De acuerdo con las emisiones por PIB y per capita, México esta a gran distancia de los principales
emisores de carbono, si bien en términos de emisiones totales ocupa el catorceavo lugar, lo que es
comprensible dada la magnitud de su poblacién, la extensiéon de su territorio y su nivel de

desarrollo (INE, 2013).

1.3 Digestion anaerobia y la produccion de COz

Los procesos industriales, cualquiera que sea, independientemente de su calidad y cantidad de
produccién, deben considerar el cuidado al medio ambiente y el tratamiento de sus residuos
peligrosos como parte de su proceso integral. El proceso de digestion anaerobia que si bien es una
alternativa para el tratamiento de residuos organicos, produce metano (55%-70%) y diéxido de
carbono (30%-45%) como producto final (Varnero et al., 2012), este ultimo debe ser tratado para

evitar su emision a la atmosfera.

La planta piloto de digestion anaerobia ubicada dentro del instituto Tecnolégico de Orizaba, espera
obtener una produccion diaria de 5 m3 de biogas, lo que generaria 1000 L de diéxido de carbono.
Como parte de un proceso integral, se espera tratar el diéxido de carbono que sera generado, lo
que hara que la planta piloto cuente con un proceso autosustentable, y una vez demostrada su
aplicabilidad, podra ser implementado en todos los procesos de digestion anaerobia al igual que

en otros procesos que generen didxido de carbono.

1.4 Tecnologias de captura y almacenamiento de CO:

De acuerdo con Mufioz et al., (2011), las tecnologias de captura y almacenamiento de CO, pueden

dividirse en:

10



1. fundamentos ¢feéricos

R/

s Adsorcién

La adsorcidn es un proceso por el cual &tomos, iones o 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 solido o liquido. Los procesos de adsorcion por cambio de presion se
utilizan fundamentalmente para la producciéon de oxigeno mediante la separacién del nitrégeno

del aire.

@,

« Separacion de gases mediante membranas

La separacion de gases mediante membranas no requiere un cambio de fase, por lo que hay un
ahorro energético significativo. Adicionalmente, las unidades de separacion de gases suelen tener
un tamano menor que otras instalaciones de captura de CO2, por lo que suimpacto medioambiental
también es menor. Las técnicas de separacion de gases mediante membranas se pueden considerar

un proceso intermedio entre la adsorcidén y la absorcién.

0,

% Absorcién

La separacion de gases mediante procesos de absorcién descansa en el principio de que diferentes
especies de gases son capaces de pasar de la corriente de alimentacién a la fase liquida del
absorbente o disolvente. El liquido y los gases se ponen en contacto y, en funcién de la solubilidad
de los componentes de los gases de alimentacidn, las tipologias de gases pueden ser absorbidos de
manera selectiva por el disolvente liquido, mientras que el resto de gases de la corriente de
alimentacidn atraviesan el disolvente y se emiten a la atmdsfera. Al final del proceso, el disolvente,
rico en COy, se regenera mediante la aplicacion de calor o presion, dependiendo del disolvente. El

CO; capturado se separa del absorbente y se captura, mientras que el absorbente se recicla.
¢+ Separacidn criogénica

Cuando los gases tienen diferentes puntos de ebullicidn, se pueden separar enfridndolos hasta que
alcanzan dos estados diferentes. Los procesos de criogenizacién se han utilizado ampliamente
para separar gases en corrientes de aire muy puras. La separacién de CO; de otros gases implica
una 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 teérico de 1.9 kJ/kg de CO..

11
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R/

s Carbonatacion mineral

Permite capturar el CO; a través de la carbonatacién, para luego mediante la calcinacién obtener
nuevamente el disolvente. Las reacciones de los elementos (Calcio y Litio) para formar los
carbonatos se producen a altas temperaturas (~ 600 °C). La calcinacién (o regeneracién) también

se produce a altas temperaturas (~ 1,000 °C) en otro reactor.

R/

« Captura de CO; mediante algas

Las algas, como cualquier otra especie vegetal, toman el CO, de la atmoésfera para realizar el
proceso de fotosintesis para su crecimiento. Esta propiedad de las algas puede utilizarse para
capturar el CO; presente en los gases procedentes de la combustidn en una planta de generacion

eléctrica o una planta industrial.

Esta tecnologia consiste en el desarrollo de un fotobiorreactor (FBR) que, a partir de aguas
residuales y del CO; presente en los gases de salida, sea capaz de producir algas microscépicas que,
tras un proceso de decantacidn y secado, se puedan utilizar como biocombustible (biodisel) en

sustitucion de combustibles fosiles (Gonzalez-Lépez et al., 2011; Moreira et al.,, 2016).

Los reactores industriales para cultivo de microalgas generalmente son estanques abiertos, y
sistemas cerrados comunmente llamados fotobiorreactores. La producciéon de microalgas en
sistemas cerrados como fotobiorreactores tiene un costo elevado. Sin embargo, los sistemas

cerrados requieren mucho menos luz para el cultivo de las microalgas (Demirbas et al.,, 2010).

1.5 Las algas

Las mas sencillas de las plantas no vasculares (sin tejido especializado para transportar el agua y
el alimento a través del cuerpo de la planta) son las algas, no se clasifican dentro del reino vegetal,
es decir, no son plantas. Se trata de un grupo polifilético o artificial, y no tiene, por lo tanto, uso en
la clasificacidn cientifica moderna, aunque sigue teniendo utilidad en la descripcién de los sistemas

acuaticos (Catzim y Lépez, 2011).

La cantidad de grupos actualmente reconocidos como parte de las algas es grande y por supuesto,
con diversas sus caracteristicas. Abarcan desde organismos unicelulares hasta plantas de mas de

diez metros de longitud.

12
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Las algas viven tanto en agua dulce como en agua salada. Se consideran taldfitas, es decir, no
poseen raiz, tallo y hojas; no desarrollan embrién, 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

reproduccidn, de nutricién, de pigmentos, entre otros

1.6 Clasificacion de las algas

El sistema de clasificacion de las algas varia segin el autor, siendo el nimero de clasificaciones
entre cuatro y nueve. Esta variaciéon es explicada en parte por la posicion asignada a las algas azul-
verdosas, consideradas recientemente como un tipo de bacterias por su afinidad y tipo de célula
procariética (un tipo de célula con menor grado evolutivo); adicional a este grupo se reconocen
tres grupos de algas eucaridticas (un tipo de célula con mayor grado evolutivo): Las algas verdes
(Chlorophyta), algas rojas (Rhodophyta) y las algas pardas (Phaeophyta) (Pefa et al.,, 2005). Otro
grupo de algas con caracteristicas disimiles corresponde a las algas azul-verdosas, consideradas
como un tipo de bacterias, particularmente por su célula primitiva. Las algas ademas de proveer
cerca de la mitad de produccién primaria total del mundo, de la cual dependen gran parte de los
productores secundarios acuaticos, participan en los diferentes ciclos biogeoquimicos globales,

con la produccién de oxigeno atmosférico y la regulacién del clima.

1.6.1 Algas verdes

Tienen paredes celulares de celulosa, contienen clorofila a y b y almacenan almiddn al igual que
las plantas. Se cree que dieron origen a las plantas terrestres. Casi todas las algas verdes son
microscépicas, aunque pueden ser unicelulares o multicelulares. Su distribucién es muy amplia y

estan presentes en todos los ambientes acuaticos como los rios, lagos y mares.

Dentro de esta division existen dos grupos importantes llamados cominmente diatomeas y
dinoflagelados. Ambos subgrupos se distribuyen ampliamente en aguas saladas y dulces y juegan

un papel muy importante como constituyente de la vegetacion acudtica (Pefia et al.,, 2015).

13
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1.6.2 Diatomeas

Son un tipo de algas verdes unicelulares sin ningtn tipo de flagelo y su principal caracteristica es
la presencia de un esqueleto de silice que rodea la célula y le confiere una dureza especial. Su
cubierta esta conformada por dos valvas que encajan una con otra. Cuando esta especie de
esqueleto se acumula por muchos anos en el fondo del agua, constituye la llamada tierra de
diatomeas, producto comercial utilizado para varios fines como pulimento de metales y pasta de
dientes, filtracion de liquidos, en el control de temperaturas de hornos industriales y como

material inerte el na fabricaciéon de dinamita (Shabnam et al.,, 2015).

1.6.3 Dinoflagelados

Son algas unicelulares dominantes en el agua de mar y en menor proporcién en el agua dulce,
reciben el nombre colectivo de plancton (Tortora et al., 2007) y una de sus caracteristicas
principales son los flagelos de donde derivan su nombre. Los dinoflagelados son los responsables
de las mareas rojas, fenémenos que ocurre en aguas costeras por la ploriferacién de estas algas en
especial de dos géneros: Gonyaulax y Peridinium. Estos poseen pigmentos rojos disueltos en

glébulos de aceite que en grandes cantidades le imprimen un color rojizo (Shabnam., 2015).

1.6.4 Algas rojas

Son llamadas también florideas por su almidén de reserva y constituyen un grupo de algas mas
diverso y dominante en el agua de mar. Se diferencian de las demds por no poseer ningun tipo de
flagelo y por la presencia de un pigmento fotosintético caracteristico llamado ficobilina
(ficoeritrina y ficocianina) que da el color propio a las algas rojas. Sus células contienen también

otros pigmentos como los carotenos y las xantofilas que aparecen también en la zanahoria.

1.6.5 Algas pardas

Deben su nombre a su coloracién predominante: determinada en gran parte por los tipos de
pigmentos: clorofila a, c, beta-caroteno, violaxatina y fucoxantina. Constituyen un grupo
importante con alrededor de 1500 especies, no presentan formas unicelulares ni etapas

vegetativas (no reproductivas) mdviles. La reserva alimenticia principal se conoce como
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laminarina, un polimero de la glucosa que es el principal azicar de las plantas. También cuenta
como reserva en su pared celular con el acido alginico que tiene un alto valor comercial y es
utilizado como emulsificante y estabilizante en la industria alimenticia y farmacéutica (Harun et

al, 2010).

1.6.6 Algas azul-verdosas 0 cianobacterias

Son caracterizados como organismos procariéticos. Su estructura celular posee caracteristicas de
una célula primitiva, tales como la ausencia de una membrana que rodee el ntcleo de la célula y
ausencia de cromosomas. No poseen estructuras internas tales como los cloroplastos o
mitocondrias, las cuales cumplen funciones especificas para el funcionamiento de la célula. La
utizacion del microscopio electrénico y nuevos métodos bioquimicos ha permitido conocer
muchos aspectos y establecer afinidades con la estructura de las bacterias. Aunque se asemejan a
las algas eucariontes y a menudo ocupan los mismos nichos ambientales se trata de una
denominacion errénea porque son bacterias, no algas, sin embargo llevan a cabo la fotosintesis

como producciéon de oxigeno (oxigénicas) como lo hacen las plantas y las algas eucariontes.

Las especies que crecen en el agua suelen tener vacuolas de gas que les proporcionan flotabilidad
y ayudan a que la célula flote en un ambiente favorable; las cianobacterias que se mueven sobre
una superficie so6lida utilizan el mecanismo de deslizamiento. Presentan variaciones morfoldgicas
en las que figuran formas unicelulares que se dividen por simple fisién binaria, formas coloniales
que se dividen por fisién multiple, y formas filamentosas que se reproducen por fragmentacion de

los filamentos.
1.7 Microalgas

Son organismos microscopicos fotosintéticos eucariotas que pueden crecer de manera autotrofica
o heterotrdfica, capaces de producir oxigeno a partir de la radiacidn solar. Esta actividad la llevan
a cabo gracias a unas estructuras especiales denominadas cloroplastos, en las cuales se encuentran
diversos pigmentos (clorofilas, ficobilinas, carotenos y xantofilas) capaces de “atrapar” la luz solar

(Barrientos, 2005) (Siddiqui et al., 2015).
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Tienen una alta capacidad para fijar el CO;y aprovechar la energia solar para producir biomasa.
Asi como son ubicuos, tienen una gran diversidad taxonémica. Son el primer eslabén en la cadena
troéfica. Se calcula que 100 toneladas de microalgas cultivadas absorben 180 toneladas de diéxido

de carbono (Camacho-Rodriguez et al, 2015).

En el crecimiento de las microalgas se reconoce un patrén estandar de crecimiento que comprende

las siguientes fases:

e Fasederetraso o fase de adaptacion: ocurre cuando se observa un incremento limitado en
el nimero de células, pudiendo incluso llegar a disminuir en nimero con respecto al
indculo inicial.

e Fase de crecimiento exponencial: Ya una vez adaptadas al medio de cultivo, las microalgas
comienzan a multiplicarse; siendo proporcional la tasa de crecimiento de células a la
concentracion de éstas.

e Fase de declinacion relativa de crecimiento: En este caso, conforme el cultivo va creciendo
se da una disminucién de nutrientes, cambios de pH y alteracién de otros factores como
consecuencia del incremento de la poblacién; de ahi que las microalgas disminuyan su tasa
de divisién celular.

e Fase estacionaria: Ya no se aprecia una division celular neta, esto es que el nimero de
células alcanzado se mantiene constante por cierto periodo debido al balance entre la
natalidad y la mortalidad que presenta la poblacién en cultivo.

e Fase 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

(Romo, 2002).

16



1. gfundamentos gfedricos

Densidad
celular 2

Tiempo
Figura 1.3 Curva representativa de crecimiento de un cultivo de microalgas en un volumen
limitado (Romo, 2002). 1.- Fase de adaptacién. 2.- Fase de crecimiento exponencial. 3.- Fase de
declinacion relativa de crecimiento. 4.- Fase estacionaria. 5.- Fase de muerte

Las microalgas han atraido mucha atencion debido a su alto valor nutricional y alto valor quimico
como pigmentos y vitaminas, alta tasa de crecimiento en comparacion con las plantas superiores
y la capacidad para utilizar la energia de la luz. Ademas, las microalgas contienen diversos
componentes bioactivos; por ejemplo, la biomasa seca puede ser usada como alimentos de alto

valor proteinico para animales como el camarén y peces (Demirbas, 2010).

Es por esto que, las microalgas tienen reciente interés en diferentes campos de la investigacion.
Debido a las propiedades que poseen como antioxidantes han sido relacionadas en numerosos
estudios para la prevencion de ciertos tipos de cAncer humano. En la industria alimentaria pueden
ser utilizadas para la produccién de alimentos saludables ricos en proteinas; ademds ha dedicado
también sus esfuerzos en la producciéon de pigmentos naturales a partir de microalgas hasta el
punto de considerar, hoy en dia, a estos organismos como la principal fuente natural de ciertos
pigmentos altamente demandados en el mercado internacional, como el b-caroteno o la
astaxantina. La biomasa obtenida de los cultivos de microalgas puede ser utilizada en la
elaboracion de biocombustibles (biodisel), ya que constituyen una fuente ain no suficientemente
explotada de energias limpias, cuya ventaja es que no compite con otros cultivos destinados a la

alimentaciéon humana.

Las microalgas constituyen, ademads, un 6ptimo agente para la fijacion de CO, atmosférico, lo que
podria contribuir a la reduccién de las emisiones de este gas, principal responsable del efecto

invernadero.
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1.7.1 Cultivo de microalgas

El concepto de produccién masiva de microalgas se llevd a cabo por primera vez en Alemania
durante la II Guerra mundial, dirigido a la produccién de lipidos para su uso como fuente de
combustible. Se utilizaron las microalgas Chlorella pirenoidosa y Nitzschia palea. Después de la II
Guerra mundial comenz6 a considerarse la biomasa microalgal como un suplemento importante e
incluso, capaz de reemplazar las proteinas animales o vegetales convencionales para consumo

directo del ganado o del hombre, acortando la ineficiente cadena alimentaria proteica.

Asi, a partir de 1948, un grupo de cientificos de la Carnegie Institution de Washington, realizaron
el primer trabajo sistematico que establece los fundamentos cientificos del cultivo masivo de
microalgas. El objetivo de este proyecto era utilizar el alga verde Chlorella para la produccion a

gran escala de alimentos.

Durante los afios 50, el interés mundial por la busqueda de proteinas para la alimentacién amplié
los estudios a otras microalgas de agua dulce como Scenedesmus, Coelastrum y Spirulina, ademas
de encontrar otras aplicaciones. Se ha sugerido la aplicacién de cultivos masivos de microalgas
para el tratamiento de aguas residuales y produccién de proteinas simultdneamente, asimismo se
desarrollaron sistemas para la produccién masiva de microalgas para la bioconversion de energia
solar en metano. En los afios 60 se desarrollaron sistemas cerrados de cultivo de microalgas para
utilizar en misiones espaciales, ademas se hicieron las primeras pruebas utilizando Chlorella en la

dieta humana (Gonzalez et al., 2011).

En la década de los 70 los trabajos de Woods Hole estimularon el desarrollo de sistemas para el
cultivo masivo de microalgas marinas, junto con importantes investigaciones basicas. En la década
de los 80 se establecen ya numerosas industrias para la produccién de microalgas, sobre todo de
Spirulina y Dunaliella. La produccién de Dunaliella fue pronto considerada como una de las mas

prometedoras, por su contenido en f3-caroteno y sus propiedades terapéuticas.

Dependiendo de la composicién de su pared celular, el tipo de clorofila y de pigmentos, entre otras
caracteristicas utilizadas para clasificar a estos microrganismos, permiten que de la gran
diversidad de géneros, se puedan seleccionar aquellas que puedan cultivarse. No todas las especies
incluidas en este grupo son fotoautotrofas, algunas otras son verdaderamente heteré6trofas debido

a que no requieren de luz y toman la energia de compuestos organicos tales como los azicares y
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acidos organicos, de igual forma, muchas especies son mixotroéficas, esto es, que pueden

reproducirse en presencia de luz o en la oscuridad (Hoff y Shell, 2001 citado por Romo, 2002).

Las microalgas fotoautdtrofas tienen la capacidad de obtener la energia heterotréficamente,
dependiendo de sus necesidades alternando en la utilizacién de la energia luminosa y su

transformacion a la energia quimica utilizando biéxido de carbono, asi como sustancias organicas.

1.7.2 Aspectos importantes del cultivo de microalgas

Los siguientes aspectos fueron tomados en cuenta ya que se consideran como parte medular
dentro del cultivo de microalgas. La contaminaciéon de los cultivos de microalgas puede ser
bioldgica, quimica o fisica, sin embargo, puede afectar de manera particular o ser una combinacién

de estos tres tipos.

R/

% Luz

Para el cultivo de microorganismos fototroficos, 1a luz es un requerimiento esencial. El suministro
de una luz adecuada, al mismo tiempo que se controla la temperatura, no es una tarea sencilla.
Exponiendo los cultivos a la luz del dia puede obtenerse una iluminacién relativamente
incontroladay discontinua. Debe evitarse la exposicion directa alaluzdel sol, porque la intensidad
puede ser demasiado elevada y la temperatura puede subir hasta un punto en donde el crecimiento
se detiene. Muchos microorganismos fototréficos pueden tolerar una iluminacién continua y su
desarrollo es mucho mas rapido bajo estas condiciones, por lo que las fuentes de luz artificial son

mas ventajosas (Dominguez, 2014).

La radiacion luminosa es aquella que estd comprendida entre 380 y 750 nm. Dentro de esta se
engloba la radiacidn que tiene influencia en la fotosintesis o Radiacién Fotosintéticamente Activa

(PAR, del inglés Photosynthetically Active Radiation) (Plasencia, 2012).
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Oscuridad  — 7~ Oscuridad
Tiempo - —

()celula
Figura 1.4 Trayectoria de la luz y de los ciclos luz/oscuridad (Contreras et al., 2013).

En todos los sistemas de cultivo, las células mas cercanas a la superficie iluminada impiden la
penetracion de la luz hacia el seno del medio de cultivo y producen un efecto de sombreado sobre
las células mas alejadas de la superficie. En algunos cultivos se ha estimado que la luz penetra solo
de 1 a 2mm mas alla de la superficie, de manera que la zona fética representa solo una pequefia

fracciéon (10-30%) del volumen total del cultivo.

22°C
16°C
/— 10°C
5°C

o°C

Tasa de crecimiento (doblajes dia”)

Intensidad luminosa

Figura 1.5. Evolucién de la tasa de crecimiento en funcién de la intensidad luminosa para

distintas temperaturas (Abalde, 1995).
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+ Temperatura

La temperatura del cultivo depende principalmente de la microalga que se emplee y de sus
caracteristicas, pero por otra parte el valor éptimo puede variar en funcion de los valores de los
demads parametros. Asi, la temperatura en condiciones naturales generalmente no coincide con la
temperatura 6ptima en condiciones de cultivo porque los parametros de cultivo difieren a su vez
de los que se dan en su ambiente natural (Plasencia, 2012), como se puede observar en la figura

1.5 existe un nivel de iluminacién adecuado para cada temperatura de cultivo.
« Agitacion

La agitacion asegura la distribucién homogénea de las células y los nutrientes dentro del cultivo,
para asi, disponer mejor su aprovechamiento; mejora la distribuciéon de la luz a las células,
asegurando que permanezcan fotosintéticamente activas, evitando que se sedimenten y
previniendo una estratificacién térmica. En el caso de cultivos a escala laboratorio, la agitacion
puede realizarse a través de un compresor de acuario y/o ser complementada con la adicion de
CO; para lograr la agitacion y enriquecer el cultivo con mas carbono disponible para el

metabolismo celular (Giordano et al., 2015).

o pH

Lamedida del pH en el medio de cultivo es una referencia clave para el desarrollo de un cultivo. El
medio de cultivo se alcaliniza por el consumo de la fuente de carbono, lo que genera bases como el
NaOH. La medicion del pH puede convertirse en una evaluacién cuantitativa de la cantidad de
biomasa en el medio. A mayor biomasa, mayor degradacién de bicarbonato y por consiguiente se
eleva la concentracion de grupos hidroxilos en el medio, aumentandose asi el pH (Rodriguez y

Triana, 2006) (De Godos et al,, 2014).

R/

< Macronutrientes, micronutrientes y vitaminas

Los requerimientos nutricionales de las microalgas son semejantes a los de las plantas superiores,
a excepcion de que varias especies requieren vitaminas para dar una expresion maxima de su
potencial de crecimiento. En la naturaleza, en la vida de las microalgas, los nutrientes son

almacenados en exceso en cuanto a su requerimiento usual. Esto quiere decir que el crecimiento
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puede continuar por algin tiempo después de que se ha llegado al valor mas bajo posible de
nutrientes en el medio. De manera general se ha encontrado que las microalgas requieren diversos
nutrientes y vitaminas, donde la cantidad de éstos dependen de la especie de la microalga (Garcia,

2009).

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 proporciéon se manifiesta como un descenso del crecimiento o hasta la detencién del

mismo.

Por macronutrientes se consideran la fuente de nitratos, fosfatos y en el caso de las diatomeas la
adicién de silicatos. Con respecto a los micronutrientes son aquellos que se suministran en poca
cantidad (trazas) en comparacidon con los anteriores mencionados. Ademas de los macro y
micronutrientes, existen otras sustancias que son requeridas por las microalgas para obtener
mejor crecimiento, éstas sustancias requeridas son las vitaminas entre las que se encuentran la

tiamina (B1), cianocobalamina (B12), y biotina (B6) (Giordano et al., 2015).

1.7.3 Pigmentos naturales

R/

< Clorofila

La concentraciéon de pigmentos fotosintéticos varia ampliamente y depende del metabolismo algal
y de factores fisicoquimicos como la luz, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes. Los
pigmentos algales consisten principalmente en clorofilas (a, b y c) y carotenoides (carotenos y
xantofilas). Para estimar su concentracion el método consiste en extraer los pigmentos mediante
un solvente organico y leer en un espectrofotémetro la absorcién de luz a la longitud de onda

especifica para cada pigmento (Cafiizares-Villanueva y Perales, 2012).

R/

« Xantofilas

Los carotenoides son moléculas con capacidad de absorber energia luminosa en ciertas longitudes
de onda, debido a la presencia de multiples enlaces dobles conjugados. Estos compuestos estan

constituidos por carbono e hidrégeno y presentan colores en el rango del amarillo al rojo. Las
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xantofilas se caracterizan por tener presencia de oxigeno dentro de su molécula (Cafizares-
Villanueva y Perales, 2012). Quimicamente la mayoria de los carotenoides son tetraterpenoides,
compuestos de 40 dtomos de carbono formados por ocho unidades de isoprenoides o terpenos
(hidrocarburo de 5 4&tomos de carbono) unidas de forma que la secuencia se invierte en el centro
de la molécula. Los carotenoides pueden dividirse en dos grandes grupos: carotenos que son
hidrocarburos y xantofilas que contienen dtomos de oxigeno (Meléndez-Martinez et al., 2007)

(Kasiri et al., 2015).

La figura 1.6 muestra la clasificacién de los pigmentos naturales contenidos en las algas,

principalmente divididas en carotenoides y clorofilas.

Pigmentos naturales

Carotenoides Clorofilas
o Clorofila a — Plantas y algas

e Clorofila b — Plantas y algas verdes
e Clorofila C2 — Algas cromofitas
e Clorofila C1 — Algas cromofitas

e Clorofilad —algas rojas y
Carotenos por Carotenos Xantofilas cianobacterias
hidrocarburos e B-caroteno e Clorofila f —algunas
cianobacterias

Reino vegetal Reino animal
e Flavoxantina e Luteina (Yema de
e Luteina huevo)
o Criptoxantina e Cantaxantina
e Rubixantina (exoesqueleto de
e Violaxantina crustaceos)
e Cantaxantina

e Zeaxantina
e Astaxantina

Figura 1.6 Clasificacion de los pigmentos naturales (Meléndez-Martinez et al., 2007).
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1.8 Reologia

El término reologia fue inventado por el profesor Eugene Bingham Lafayette en 1929 y fue definido
como “Ciencia que estudia el flujo y la deformacion de la materia bajo fuerzas externas”, mas tarde
la reologia también fue establecida como la ciencia de la deformacién y flujo de la materia.

Bird et al,(2006) la definen como la ciencia que incluye todos los aspectos del estudio de la

deformacién y el flujo de s6lidos no-hookeanos y liquidos no-newtonianos.

1.8.1 Parametros reoldgicos

La figura 1.7 muestra un fluido sometido a una deformacién simple entre dos platos paralelos. El
plato inferior es estacionario, mientras que el plato superior se mueve a una velocidad v como

consecuencia de una fuerza F aplicada al mismo.

Figura 1.7 Perfil de velocidades para un fluido entre platos paralelos

El movimiento del plato establece un gradiente de velocidad en el fluido. Esta geometria puede ser

usada para definir algunos parametros reolégicos tales como:

Esfuerzo de corte o cizalla (t): Se define como la fuerza por unidad de area necesaria para

alcanzar una dada deformacion, ecuacion 1.1.

F (Fuerza) dina
T= - = > (1.1
A (Area) cm
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Velocidad de corte o cizalla (Y): Se define como el cambio de velocidad v a través de la distancia
h entre los dos platos. La velocidad de corte se incrementa a medida que la velocidad del plato

superior aumenta y la distancia entre los dos platos se hace mas pequeia, ecuaciéon 1.2.

cm
yio dv[_] S 15
_dh_cm_S (1.2)

Donde:
dv= Cambio de velocidad

dh= Cambio de la distancia entre los platos

El fluido entre los platos resiste el movimiento del plato superior y esta resistencia al flujo es

determinada por la viscosidad del fluido.

Viscosidad aparente (1,): Se define como la relacion entre el esfuerzo de corte aplicado y la
velocidad de corte adoptada por el fluido. La viscosidad en el sistema de unidades cgs se expresa

en Poise, ecuacion 1.3.

_ T (Esfuerzo de corte)
B Y (Velocidad de corte)

a = Poise o Pascal * s (1.3)

Esfuerzo de corte inicial (z(): Se define como el umbral de esfuerzo o cantidad de movimiento,
necesario para que el fluido comience a fluir, desde el valor inicial de la velocidad o tasa de corte

cero (Y,), segun la ecuacion 1.4.

To = T|Tlj—g (1.4)

Existen tres métodos para su determinacién:
e Método de extrapolaciéon
e Método de relajacion

e Meétodo directo (Vane)
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De los cuales los dos primeros son inexactos, el tercero se considera el mas exacto debido a
que es el método experimental que utiliza el accesorio de Vane para muestras con un esfuerzo

de corte.

1.9 Biofijacion de didxido de carbono por microalgas

La fijacién bioldgica del CO; puede llevarse a cabo por plantas superiores y microalgas sin
embargo, las microalgas poseen una mayor capacidad de fijar CO. El1 CO, puede provenir de
diversas fuentes: CO; atmosférico, de las industrias, de los gases de escape como son gases de

combustion.

Las microalgas pueden crecer practicamente en todos los lugares donde la luz del sol sea
suficiente. Las microalgas y algunas plantas, utilizan la fotosintesis para convertir la energia solar
en energia quimica, y almacenan esta energia en forma de aceites, hidratos de carbono, y proteinas.
Estos microorganismos realizan la fotosintesis mas rapido, y debido a esto, su tasa de crecimiento

es alta.

La tolerancia de varias especies de microalgas en la concentracion de CO; es variable, sin embargo,
las concentraciones de CO; en la fase gaseosa, no necesariamente reflejan la concentracién de CO»
a la que esta expuesta durante su suspension en el cultivo, que depende del pH y del gradiente de

concentracién de CO; creado por la resistencia a la transferencia de masa (Kumar et al. 2010).

Con el fin de tener un rendimiento 6ptimo, estos microorganismos necesitan tener CO; en
cantidades suficientes en las cuencas o biorreactores donde crecen. Por lo tanto el sistema de
biorreactores puede acoplarse con hornos de combustién que producen CO», suministrandolo al

biorreactor, y es asimilado por las microalgas.

Las tecnologias basadas en microalgas podrian proporcionar una herramienta clave para reducir
las emisiones de gases de efecto invernadero de las centrales eléctricas de carbén y otros procesos
industriales intensivos de carbono. Debido a que las microalgas son ricas en lipidos y pueden
crecer a diferentes condiciones, muchas empresas estdn apostando a que se pueden crear

combustibles u otros productos quimicos mas baratos que los existentes para materias primas.
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El objetivo de la biofijacion de CO; por microalgas en sistemas a gran escala es remover una
fraccion significativa del suministro de CO inicial, obteniendo principalmente oxigeno y biomasa

(Caballero, 2013).

1.10 Biorreactores para la produccion de microalgas

En la década de 1950 se postul6 por primera vez el uso de luz solar y agua marina para el cultivo
masivo de microalgas ricas en proteinas de alta calidad, podria ser una buena alternativa para

obtener alimento para el humano.

En el transcurso de los afios se pudieron diversificar las areas donde las microalgas eucariotas y
cianobacterias cultivadas masivamente tienen aplicaciones prometedoras, especialmente en la
produccién de productos quimicos finos y combustibles en el tratamiento de aguas residuales

como intercambiadores iénicos y biofertilizantes (Raeesossadati et al., 2014).

Gran variedad de estudios de investigacion de diferentes estrategias para la captura de CO; se han
llevado a cabo desde 1990, de los cuales, los métodos bioldgicos, en particular la biofijacién
utilizando microalgas en fotobiorreactores, han ganado mayor interés. Las microalgas tienen una
mayor capacidad de fotosintesis que las plantas terrestres, lo cual plantea la posibilidad de que se

pueden utilizar con efectividad para la remocién de CO.. (Liao et al, 2014).

Existen algunos reportes publicados sobre la eliminacién de CO, y recuperacién de O en espacios
cerrados usando la produccion fotosintética de microalgas, que esta siempre acompafiado por el

consumo de CO; y la generacion de O, (Chaudhary et al, 2018).

A través de la fotosintesis, se puede eliminar el CO2, mientras que se produce oxigeno (02), por lo
que no sera dificil satisfacer la demanda de limpieza de aire. La eliminacién del CO; en un entorno
cerrado, por microalgas cultivadas en un biorreactor, es uno de los métodos de bioregeneracion

mas importante para garantizar un medio ambiente seguro y confiable (Shabnam, 2015).

Por otro lado, los métodos de alimentacién de CO; necesitan mejorarse ain mas. A pesar de que
un intercambio eficiente del gas es uno de los cuatro objetivos basicos para la alta densidad en el

cultivo de microalgas autétrofas en fotobiorreactores cerrados, el transporte directo por las
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burbujas siempre ha sido el método cominmente adoptado para el de suministro de gas (Ward et

al, 2014).

Existen dos disefios basicos para la produccion de microorganismos fotoautotroficos: Los sistemas
abiertos en los que el cultivo esta expuesto a la intemperie, y los sistemas cerrados, comiinmente

denominados fotobiorreactores, en los que el cultivo tiene poco o nulo contacto con el exterior.

Los fotobiorreactores tubulares y de placas planas han recibido mucha atencién ya que permiten
establecer cultivos de alta densidad celular, tres o0 mas veces en comparacién con los sistemas
convencionales de carrusel. Tiene como ventajas la factibilidad para cosechar biomasa,
mantenimiento del cultivo sin contaminacién, mejor control de las condiciones de cultivo, mejor
inversién de capital en el fotobiorreactor; éste Gltimo factor es un elemento importante en el costo

de produccion de productos derivados de microalgas (Wang et al, 2012).
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Figura 1.8 Tipos basicos de fotobiorreactores a) Tipo carrusel, vista superior, los bloques negros
indican propelas. b) Tipo plano, vista horizontal. c) Con iluminacién interna, los bloques blancos
indican espacios de iluminacion. d) Tipo serpentin. e) Tipo tubular horizontal con sistema airlift
(burbujeo). (Contreras et al, 2003).

Teniendo en cuenta que los sistemas cerrados ofrecen mas ventajas sobre los sistemas abiertos,

entre las que se encuentran mejor calidad en la biomasa producida, un alto control de las
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condiciones de cultivo y eficiencia del proceso, bajo riesgo de contaminaciéon del cultivo,
flexibilidad de operacién y cero dependencia del clima, se han propuesto una gran variedad de
disefios en sistemas cerrados tales como los fotobiorreactores, que van desde nivel laboratorio
hasta escala industrial, sin embargo a pesar de la variabilidad de los fotobiorreactores, los cuales
han estado bajo condiciones de desarrollo durante la década pasada, solo algunos pueden ser

utilizados para la produccién de biomasa 6ptima (Singh et al., 2012).

Por ello, uno de los mayores retrocesos en la produccion de biomasa es la falta de

fotobiorreactores eficientes para mejorar la productividad de las microalgas.

Por lo tanto, se hace necesario disefiar un sistema y modo de operacién de un fotobiorreactor que
sea adaptable a diferentes condiciones, para ofrecer una mayor productividad y calidad de la

biomasa generada.

1.10.1 Desarrollos recientes en fotobiorreactores

A continuacién se detallan los principales resultados de la vigilancia tecnolégica o monitoreo
tecnolégico mediante el andlisis de patentes relacionadas con fotobiorreactores para el cultivo de
microalgas y que permiten identificar y valorar los avances que podrian ser relevantes para el

desarrollo de un proyecto actual.

Tabla 1.1 Vigilancia tecnologica de fotobiorreactores

Autor/No. R . -

Documento Descripcion Ventajas/Aplicaciones
Puede realizar la correccion
Fotobiorreactor de placa planapara del pH para mantener un
el cultivo de microalgas. Mide el valor constante através de un
Yang Ji Won et al, crec1.m1ento de . microalgas acidoy/o una base cor,lec’Fada
(2017) mediante el cambio de la con el exterior. Ademas tiene
KR20150010127 sensibilidad fotdénica de acuerdo al una estructura que se puede

crecimiento de microalgas a través aplicar tanto a un método de
de un sensor de luz, mide el valorde cultivo de lote 0o un método de
pH en tiempo real. cultivo continuo.

Fotobiorreactor capaz de controlar
de manera eficiente la energia
luminosa necesaria para el cultivo
de microalgas.

Lee Choul G. et al,
(2017)
KR20140120433

Una parte del contenedor de
cultivo tiene una estructura
flexible capaz de controlar la
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Chen Chunyan et
al, (2016)
CN203877974

Gomis Antonio et
al, (2015)
W02014044883

William R. et al,
(2015)
US2014284271

L. Wells et al,
(2014)
US20140287488

Martin Anthony
Gross
(2014)

US20140273174

Bafiuelos J. et al,
(2013)
MX2013011700

Zheng Zheng et al,
(2013)
CN102992497

Fotobiorreactor para purificar el
biogds mediante el uso de
microalgas.

Fotobiorreactor combinado tipo
air-lift para la produccién de
biomasa. Comprende un cuerpo
vertical de forma cilindrica,
medidor de pH, temperatura, un
conducto de salida del cultivo, un
conducto de entrada de gas
adaptado para la circulaciéon de
gases.

Conjunto de fotobiorreactores de
tubos transparentes y verticales del
mismo radio de tal manera que la
intensidad de la luz esta disponible
en el centro de cada tubo para una
densidad de cultivo maxima
esperada para el microorganismo
Sistema de acuicultura que incluye
un conjunto de bombas, y un
depésito mezclador de algas,
nutrientses, agua y diéxido de
carbono.

Sistema de crecimiento de algas
que incluye un reactor vertical de
hoja flexible

Fotobiorreactor para la produccion
de biodiesel a partir de microalgas
proporcionando el control de
temperatura, nutrientes, luz, fuente
de carbono y agua purificada

Método capaz de purificar y
mejorar simultdneamente el biogas
para un reactor de multiples etapas
que se forma mediante la conexion
de una pluralidad de
fotobiorreactores.

anchura o la altura del
recipiente de cultivo.

Comprende una valvula de
descarga, equipo de
iluminacién, esterilizacion,
un tubo de entrada de CO»,
sensor de pH, iluminacién y
de nivel de liquido.

Presenta un conducto de
recirculacion interno que
permite combinar los efectos
air-lift 'y  columna de
burbujas.

Suministro de aire capaz de
mantener  una  presion
positiva, un purificador de
agua, y un suministro de agua
conectado al purificador.

Colector solar comunicado
con una salida del sistema, un
reforzador de nutrientes y
regulador de pH se conectan
con el tanque.
Puede ser configurado para
facilitar el crecimiento y la
fijacion de algas.

Sistema para la extraccién de
grasas, que no implican el uso
de temperaturas, disolventes
y / 0 maquinaria cara para la
obtencion del  producto
deseado.

El método descrito tiene las
ventajas de alta viabilidad y
buen beneficio econémico.
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Los métodos son
particularmente utiles para
la produccién de microalgas

Tang C. Mark etal,  Registra un método y sistema de  ricas en grasas como materia
(2013) fotobiorreactor para el cultivo de prima en la produccion de
W0201304854 organismos fotosintéticos. biodiesel, productos
quimicos, y subproductos de
alimentos para animales, etc.

Modelo de utilidad que El sistema puede supervisar
. proporciona un sistema para el la actividad fisiologica de las
Zhlgelilo(glgrllze)t al, control del contenido de oxigeno y microalgas, el cambio del
CN202450092 la actividad fisioldgica de contenido de O; y de
microalgas en un fotobiorreactor fluorescencia de clorofila.
cerrado.
Comprende un dispositivo
Zaglio Enrico Dispositivo agitador de fluido para que tiene al menos un
(2011) facilitar el desarrollo de algas o modulo fotovoltaico
CN103347599 microalgas en bandejas o destinado a absorber la
fotobiorreactores radiacién de luz con el fin de
producir energia eléctrica.
Sistema de fotobiorreactores que
Sang Junbao etal, contienen una solucion de Reduccién en el consumo de
(2011) nutrientes, un dispositivo de

CN103184141 agitacion que se utiliza para agitar energia, costo de produccion.

la soluciéon de nutrientes

Si bien el desarrollo de fotobiorreactores ha estado bajo estudio desde la década pasada, uno de
los mayores retrocesos en la produccion de biomasa es la falta de fotobiorreactores eficientes para

mejorar la productividad de las microalgas.

Por lo tanto, se hace necesario disefiar un sistema configuracién y modo de operaciéon de un

fotobiorreactor para ofrecer una mayor productividad y calidad de la biomasa generada.

1.11 Creacion de conocimiento y generacion de ideas

El continuo aumento en los cambios ambientales, pone exigencias a las organizaciones para un
continuo conocimiento basado en la creatividad y la innovacién. La organizacién que desee hacer
frente de forma dindmica con los cambios del entorno tiene que ser uno que crea la informacioén y

el conocimiento. El papel fundamental de la creatividad en las organizaciones ha sido ampliamente
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reconocido por la comunidad académica. La creatividad esta asociada con la parte del proceso de
innovacion llamada generaciéon de ideas. Este enfoque es compatible con la definicion de
creatividad como: la sintesis de nuevas ideas y conceptos, donde la innovacién es la aplicacion de

la creatividad (Vinodh et al, 2013).

Aunque las definiciones de generacion de ideas, creatividad e innovacion existen, el concepto de
creacion de conocimiento (KC) por sus siglas en inglés, es descrito como una composicién de
descriptores (como parte del proceso de la creatividad). La capacidad de originar idea novedosay
util. Cuando una empresa adquiere y adopta conocimiento de otros, modifica el conocimiento para
que sea adecuado (Gairin et al., 2012). Por lo tanto, la creaciéon de conocimiento no es un proceso
metodoldgico, sino un fendmeno multi-fuente, que puede conducir a la generacién de una idea.
Por otra parte, KC esta vinculado a la estrategia de las organizaciones, el liderazgo en términos de

agilidad, se considera que es una parte critica de la gestion del conocimiento (Brix, 2017).

La Gestion de Calidad Total (TQM) se considera que tiene un papel clave en la generacion de ideas,
ademas de la creacién de conocimiento. Una cultura critica TQM es consistente con la generacion
de ideas. Los programas pueden catalogarse por ser mecanicista (basandose en estadistica
histdrica), o organicista (en base a la cultura y la gente), principalmente con elementos sociales.
TQM mecanicista es similar a la solucién de problemas que conduce continuas mejoras mientras
que TQM organicista se enfoca a dar lugar a la reformulacién y avance. Asi, las organizaciones
pueden utilizar TQM como base para la generacién de ideas proporcionando un desarrollo, lo que

conlleva a la creacion de conocimiento y la generacién de ideas (McAdam, 2004).

1.12 Software de Innovacion Asistida por Computadora

La Innovacion Asistida por Computadora CAIl (por sus siglas en inglés) ha tenido avances
significativos en las ultimas décadas. Adicionalmente, el proceso para el desarrollo de nuevos
productos (NPD) ha cambiado por completo en los dltimos afios en muchas empresas e industrias.
En las tltimas décadas los procesos para desarrollar nuevos productos han sido caéticos y de ritmo
lento, y en el mejor de los casos apoyados por software estandar como programas de calculo, hojas
de calculo o procesadores de texto. Actualmente los procesos de innovacién a menudo se definen
como procesos complejos con software sofisticados de soporte y multiples factores internos y

externos. La creciente oferta de software de innovacidn ha ayudado a introducir nuevos métodos
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para el Desarrollo de Nuevos Productos, lo cual dio paso a la categoria de Innovacion Asistida por

Computadora.

Con el fin de lograr que el complejo proceso desde la concepcién de la idea hasta la difusion en el
mercado practicantes, estudiantes de diferentes disciplinas como gestion empresarial, ingenieria
de sistemas y de la informacién trabajan para mejorar las oportunidades de éxito, la eficiencia y el
tiempo de comercializacion del proceso del Desarrollo de Nuevos Productos (NPD). Con nuevas o
mejores herramientas, los métodos de innovacién y teorias (por ejemplo TRIZ), la creacién de
conceptos de innovacion, como los modelos de procesos o las innovaciones tecnoldgicas, el
progreso ha mejorado las capacidades de innovacion de las empresas reduciendo
significativamente los tiempos y costos para la creacién de los nuevos productos. En este contexto,
el software y las herramientas especificas para apoyar los métodos y actividades de innovacion
emergieron para agilizar mas el proceso de Desarrollo de Nuevos Productos y guiar a los equipos
de investigacion a través de la generacion de informacion y difusion de actividades. Aunque la
resultante de la etapa de invencion es el desarrollo de nuevos productos, una visiéon general
concibe sistemas CAI que integren el proceso completo de innovacién integral. El objetivo final de

CAI, porlo tanto, es apoyar a las empresas a través del proceso de innovacién (Stefan et al., 2011).

1.13 Teoria pararesolver problemas de innovaciéon

“TRIZ” proviene de un acrénimo ruso que significa Teoria para Resolver Problemas Inventivos o
de Innovacién. Fue desarrollado por Genrich Altshuller et alaboradores, quienes estudiaron cerca
de 400,000 patentes tecnoldgicas y de éstas sacaron ciertas regularidades y patrones basicos que
rigen los procesos de resolucion de problemas, la creacién de nuevas ideas e innovacion. TRIZ fue
desarrollado originalmente para problemas relacionados con la tecnologia, sin embargo, su

aplicacioén se ha visto en diversos campos (Yang, et al., 2011).

TRIZ se basa en la premisa de que la evolucién de la tecnologia y el proceso de invencién no es un
proceso aleatorio, sino un proceso predecible y regido por ciertas leyes. Es una légica analitica y
una manera sistematica de pensar. Este enfoque sistematico proporciona una estructura general

para la aplicacion de un conjunto de herramientas y técnicas de TRIZ (Imoh M. Ilevbare et al.,
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2013). TRIZ proporciona un enfoque sistematico para la busqueda de soluciones a los problemas

técnicos.

Esta herramienta posee una considerable ventaja sobre otros métodos aplicados a la resolucién
de problemas y la innovacién. Métodos tales como lluvia de ideas, mapas mentales, pensamiento
lateral, analisis morfoldgico, etc., tienen la capacidad para identificar o descubrir un problema y su
causa-raiz, pero carecen de la capacidad para sefialar en realidad las probables soluciones al
problema. Por otro lado, TRIZ ayuda a identificar los problemas y ofrece alternativas para

desarrollar soluciones que producen valor (V. V. Sushkov et al., 1995).

TRIZ es el conjunto de soluciones conceptuales a los problemas técnicos. Este conjunto de
soluciones son una colecciéon de los principios de la invencidén, las tendencias de la evolucién
técnica y soluciones estandar establecidas por TRIZ. Para poder aplicar cualquiera de las
herramientas de TRIZ, un problema técnico debe transformarse para poder compararlos con
modelos abstractos. En su forma conceptual, el problema entonces se puede manejar con una o
mas soluciones. La solucién conceptual identificada puede transformarse en una solucién

especifica, lo que representa una respuesta al problema original.

Este enfoque es el principal proceso de solucion de problemas basados en TRIZ. Una caracteristica
distintiva de TRIZ, que lo distingue de otros métodos de resoluciéon de problemas convencionales
(lluvia de ideas) atiende a encontrar soluciones especificas a los problemas especificos

directamente (Imoh M. llevbare et al, 2013).

1.14 Las contradicciones como un medio de resolver problemas

Un problema inventivo es un problema que contiene al menos una contradiccién. Con la finalidad
de comprender la naturaleza de este tipo de problemas, es necesario definir el significado de una

contradiccion en el contexto de la teoria TRIZ.

Altshuller decia con respecto a las invenciones y a las contradicciones lo siguiente: “desde el punto

de vista de la ingenieria, una invenciéon manifiesta siempre la superacién completa o parcial de una
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contradiccion” (Altshuller, 1999). Esencialmente, la identificacion, formalizacion y finalmente la

supresion de una contradiccién es el proceso mas eficaz para crear (pero no el inico).

De manera general y desde la perspectiva de TRIZ, una contradiccién surge cuando en un sistema,
la tentativa por mejorar un cierto parametro ocasiona la degradaciéon inaceptable de otro

parametro también 1til y viceversa [Cortes, 2003].

Existen dos tipos esenciales de contradicciones: la contradiccién técnica y la contradiccion fisica,

descritas a continuacion:

e (Contradiccion fisica

Esta contradiccion exige la existencia simultinea de dos estados mutuamente exclusivos,
correspondientes a una funciéon o componente del sistema, como lo son las piezas del sistema que
deben ser lisas o rugosas al mismo tiempo, frias o calientes, suave y duro, etc. Este tipo de
contradicciones es resuelto utilizando los principios de separacion.

Ejemplo: durante la construccion de grandes edificios, es frecuente la necesidad de insertar en el
suelo pilares y barras de metal para reforzar la resistencia mecanica de una estructura. La
contradiccion fisica que se manifiesta es la siguiente: es necesario que el pilar termine en una
punta para facilitar su colocacién. Al mismo tiempo es necesario que el mismo pilar termine en

una base mas ancha que el resto del pilar para incrementar la resistencia mecanica.

e Contradiccién técnica

La contradiccion técnica es un tipo de contradiccion donde, la mejora de un parametro o
caracteristica util de un sistema, provoca la degradaciéon de otro parametro o caracteristica
también util y viceversa. Este tipo de contradicciones es resuelto mediante la Matriz de Resolucién
de Contradicciones Técnicas (MRC). Ejemplo: Durante la carga y descarga de un avion es necesaria
una grua. Sin embargo éste mecanismo aumenta el peso total del avidn, lo cual demanda un motor
mas potente, es decir, existe una contradiccién entre la necesidad de realizar una funcién y el peso

del avion.
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CAPITULO 2 METODOLOGIA

En el siguiente apartado se describe la metodologia que se llevo a cabo para cumplir con los
objetivos de la presente investigacion. En la figura 2.1 se muestra esquematicamente las etapas

metodoldgicas, las cuales pueden describirse de manera general en:

1) Obtencién y caracterizacion de las microalgas

2) Determinacion de la dosis recomendable de medio de cultivo Bold Basal y medio Utex.

3) Definicién de los niveles recomendables de las variables luminosidad y CO, para la
obtencion de pigmentos y biomasa.

4) Estudios de la calidad y propiedades reolégicas de la biomasa obtenida al final de los
tratamientos en el fotobiorreactor tubular.

5) Diseno, construccidn y operaciéon de un prototipo de fotobiorreactor, utilizando software

de innovacion asistida por computadora (CAI por sus siglas en inglés).
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4 Etapa 1 h

Obtencion y caracterizacién de
la microalga Chlorella spp. y
Spirulina maxima

!

( ) 4
Etapa 2 Obtencién de la curva de
Determinacion de la dosis crecimiento, densidad de
recomendable de MBB y Utex poblacién.

!

—
\ \_
(Obtencién de:
Etapa 3 e Pigmentos
Definicién de los niveles e Biomasa
recomendables de las variables Cuantificacién de clorofila,
luminosidad v CO2 ] proteinas, carbohidratos,
1 \hDIdOS, peso seco. )

Etapa 4

Estudios de las propiedades —
reoldgicas de la biomasa

\_ J

~

e Temperatura
e Viscosidad
e Esfuerzo de corte

obtenida
Etapa 5 Disefio, construccion y
Disefio de un prototipo de operacion del fotobiorreactor a
fotobiorreactor escala piloto. Innovacion

Asistida por Computadora CAl.

Figura 2.1 Metodologia experimental

2.1 Etapa 1: Obtencion y caracterizacion de las microalgas

La muestra de microalga de agua dulce del género Chlorella se obtuvo del Centro de Estudios
Técnicos del Mar (C.E.T Mar 07) en Veracruz, Veracruz, donde es cultivada de manera continua en
un area especifica llamada cuarto hiimedo, provista de aireacion, temperatura controlada a 20 +
2°C, y bajo condiciones de iluminacién permanente las 24 h, mediante una serie de lamparas de
luz fluorescente. Debido a la importancia de ésta area, se tomaron en cuenta normas y medidas de

limpieza, asi como precaucién en condiciones asépticas (Caballero, 2013).
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La muestra de microalga de agua dulce del género Spirulina mdxima se obtuvo de la Coleccion
Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del Centro de Investigacion y de Estudios

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV).

Durante esta etapa se adapté la microalga a temperatura ambiente con el objetivo de mantener
el cultivo en la fase exponencial de crecimiento para la posterior inoculacion de los

fotobiorreactores utilizados en el disefio experimental.

Figura 2.2 Adaptacion de las microalgas

2.2 Etapa 2: Determinacion de la dosis recomendable de MBB y Utex

Dentro de los requerimientos quimicos necesarios para un buen crecimiento, se encuentra el
balance entre los macronutrientes y los micronutrientes; un desbalance en la proporcion
suministrada de estos nutrientes, se manifiesta ya sea como un descenso en el crecimiento o hasta
la detencién del mismo.

Para la microalga Chlorella spp. se utiliz6 el medio de cultivo Bold Basal (MBB) y para la microalga

Spirulina mdxima el medio Utex (Dominguez, 2014).
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El Medio Bold Basal estd compuesto por 10 soluciones stock de diferentes compuestos (Anexo A),

mientras que el medio de cultivo Utex esta compuesto por dos soluciones de metales traza (Anexo
B).
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Figura 2.3 Soluciones stock medio Bold Basal

Para la definicion de la dosis recomendable, se realizaron cinéticas de crecimiento en matraces
Erlenmeyer de 500 ml, con un volumen util de 400 ml, los cuales se mantuvieron durante 40 dias
para evaluar tres dosis diferentes equidistantes (0.5, 1 y 1.5 mL/L) de medio de cultivo y un control
(0 mL) para la especie Chlorella spp. Estas dosis fueron establecidas de acuerdo a la formulacién
del medio Bold Basal, tomando % unidad volumétrica mas y % unidad volumétrica menos de lo

establecido en la norma NMX-AA-087-SCFI-2010 y mostradas en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Dosis suministradas a Chlorella spp.

Medio Bold Basal
Dosis mL/L
0 (control) 0
1 0.5
2 1
3 1.5

Mientras que para Spirulina mdxima se ocuparon dosis de 50,100y 150% p/v y un control (0%),
como se puede apreciar en la tabla 2.2. Mediante un disefio de experimentos unifactorial con
muestray 3 réplicas, teniendo como variable de respuesta el crecimiento de la microalga medido

diariamente mediante conteo directo de células en cAmara de Neubauer. Durante el monitoreo de
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las cinéticas se mantuvieron bajo iluminacién de 4000 lux en periodos de 12 h luz/oscuridad y se

evalud el pH y produccién de biomasa.

Tabla 2.2 Dosis suministradas a Spirulina mdxima

Medio Utex
Dosis %
0 (control) 0
1 50
2 100
3 150

En la dosificacion de aire se utilizaron dos bombas de aire (Elite 802). La cantidad de in6culo a

utilizar fue entre 3y 10% v/v tomado de un cultivo en fase exponencial (Hernandez et al., 2014).

2.3 Etapa 3: Definicion de los niveles recomendables de las variables luminosidad

y CO:

Para determinar los valores adecuados para la mayor produccion de pigmentos fotosintéticos y
biomasa en la microalga Chlorella spp.y Spirulina mdxima se realizé un disefio factorial 32 con tres
niveles y dos factores, los cuales se detallan en la Tabla 2.3. El tiempo de adiciéon de CO, depende
del flujo al cual es suministrado el gas durante dos dias consecutivos y suspendiendo la adicion

para observar la disolucién del CO; en el medio de cultivo y asi poder evaluar su desempeio.

Tabla 2.3 Factores y niveles del disefio factorial

Factor Nivel bajo Nivel Medio Nivel alto
[luminacién 2000 lux 3000 4000 lux
Concentracion 2% (v/v) 7% (v/v) 12% (v/v)

de COZ
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En la Tabla 2.4 se muestran las condiciones a las que se sometié cada fotobiorreactor. Se realiz6

un duplicado para validar datos experimentales.

Tabla 2.4. Condiciones de operacién de los fotobiorreactores

Factor
Fotobiorreactor  jlyminacién  Concentracién de CO;
(Lux) (% v/v)
1 2000 2
2 2000 7
3 2000 12
4 3000
5 3000
6 3000 12
7 4000
8 4000
9 4000 12

Se realizaron cinéticas de crecimiento en matraces Erlenmeyer de 500 mL con volumen util de
400 mL durante 40 dias para la evaluacion de las 4 diferentes dosis de medio de cultivo. A cada
matraz se le adicion6 entre 3-10% de microalga 'y 90-97% de medio de cultivo (%v/v) con la

finalidad de iniciar el cultivo con una densidad celular de 1X10¢ cel/mL.

Durante esta etapa, las condiciones de operacién con respecto a la iluminacién y la cantidad de

CO, etc., seran controladas como se describe a continuacion.

2.3.1 Intensidad luminosa

Se reguld por medio de un control manual de iluminacién construido ex profeso para ajustar la
intensidad luminosa. La lectura se realiz6 con un medidor digital de luminosidad Steren (modelo

HER-410).
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Figura 2.4 Medidor de intensidad luminosa (Luxémetro)

2.3.2 pH

Las lecturas diarias del pH se realizaron con un potenciémetro Orion (modelo 250-A), con el fin

de mantener el cultivo de la microalga dentro de los limites tolerables (fig. 2.5).

Figura 2.5 Potenciémetro

2.3.3 Alcalinidad total

Se define a la alcalinidad como la capacidad del agua para neutralizar acidos o aceptar protones.
Esta representa la suma de las bases que pueden ser tituladas en una muestra. Dado que la
alcalinidad esta determinada generalmente por el contenido de carbonatos, bicarbonatos e

hidréxidos, ésta se toma como un indicador de dichas especies idnicas.

Esta determinacion se realiz6 mediante la técnica utilizada en la NOM-041-SSA1-1993, que

consiste en llevar a cabo la titulacién de la muestra con un potenciémetro hasta alcanzar un pH de
4.6.
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El cdlculo se realizé a través de la ecuacion 2.1:

CaCO0; _ A x B x50 000
L " mL de la muestra

Alcalinidad (mg de (2.1)

En donde:
A =mlL de acido gastado

B = normalidad del acido

2.3.4 Densidad celular

Se determin6 mediante la cdmara de Neubauer o hematocitometro (fig. 2.6), el volumen
que hay entre el portaobjetos y el cubreobjetos en la cuadricula, es una diezmilésima de
mililitro, el calculo se expresa en células/mL. Cuando el cultio estaba muy concentrado, se

realizaron diluciones (1:2, 1:5, 1:10, etc. segin fue necesario) para facilitar el conteo.

o ©
0o °

e
0% o

Figura 2.6 Camara de Neubauer

2.3.5 Biomasa por peso seco

La biomasa se cuantific6 por método gravimétrico, se filtraron 10 mL de cultivo, a través de un
filtro Whatmann GF/C de 1.2 um de tamafio de poro, con una presién de vacio no mayor de 15 mm
Hg, previamente llevado a peso constante. El filtro junto con la muestra se secé por un periodo de
6-8 horas en una estufa con una temperatura de 60 °C, posteriormente se coloc6 en un desecador
durante 1 hora y se pesé nuevamente en balanza analitica. El peso seco de la muestra se determiné

por diferencia de peso mediante la siguiente formula:
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Peso seco (%) = (PFM — PF) R (2.2)

En donde:
PFM = Peso seco del filtro mas la microalga
PF = Peso seco del filtro

R=Larazon L/mL filtrados (1000/ x ml)

2.3.6 Contenido de carbohidratos

La determinacion del contenido de carbohidratos, se realizé por el método de fenol-sulftirico
utilizado universalmente (Dubois et al., 1956) y se tomo la lectura de absorbancia a una longitud
de onda de 490 nm en un espectrofotometro Thermo Scientific modelo Genesys 20. La muestra de
1 mL de microalga para la reaccién de fenol con los glucdsidos (azucares y sus metil derivados,
oligosacaridos y polisacaridos solubles), en presencia de acido sulfirico concentrado. El color es
amarillo-naranja 6 rosado y es proporcional a la concentracién. Las concentraciones se calcularon

mediante una curva estandar realizada con glucosa.

Figura 2.7 Espectrofotémetro
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2.3.7 Lipidos

Los lipidos son moléculas compuestas principalmente de carbono e hidrégeno aunque también
pueden contener oxigeno, nitrégeno, azufre, etc. Debido a su composicién son hidréfobas, por lo
que su extraccion se lleva a cabo empleando solventes organicos como cloroformo, hexano, etc. La
determinacién de lipidos se llevo a cabo por el método de extraccién Soxhlet; la muestra fue
separada por filtracién y extraida con un solvente en equipo Soxhlet, posteriormente se evaporé
el solvente y se cuantifico gravimétricamente el material (Official Methods of Analysis A.0.A.C.

15th Edition, U.S.A. 1990).

Figura 2.8 Sistema de extraccion Soxhlet

2.3.8 Proteinas totales

La determinacién de proteinas se realizé a partir de la determinacion de nitrégeno total por medio
del método Kjendahl, tomada a partir de los métodos estdndares para el andlisis de aguas y aguas

residuales (NOM4500-norg-B-SM).
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Figura 2.9 Equipo Kjendahl

2.3.9 Determinacion de pigmentos

La determinacion de clorofilas tipo a y b que son caracteristicas de la microalga Chlorella spp. y
Spirulina mdxima se realiz6 por medio del método utilizado universalmente de Jeffrey y Humprey,
(1975) extrayendo los pigmentos mediante un solvente organico. Las absorbancias se leyeron a

longitudes de onda de 445 nm y 660 nm.

2.3.10 Tasa de crecimiento celular

Con los valores obtenidos de densidad celular en los cultivos, se determind la velocidad o tasa de

crecimiento celular p (Band, 1997) con la Ecuacién 2.3.

_InX;=InX,
=1 (2.3)

Donde:

wes la velocidad o tasa de crecimiento.

X1 es la densidad celular al tiempo t.

Xo es la densidad celular al tiempo inicial to.
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2.3.11 Tasa de fijacion de CO;

La tasa de fijacién de CO2 (Pco2) se evalu6 como la relacion entre el contenido de carbono en las
células y la productividad de biomasa de las microalgas (Jacob-Lopes et al., 2009) de acuerdo con

la ecuacion 2.4.

(2.4)

Donde

Cc es la cantidad de carbono en las células de Chlorella spp.
€0; es el peso molecular del CO;

C es el peso molecular del carbono

Pmax es la productividad de la biomasa

2.4 Etapa4: Estudios de la calidad y propiedades reoldgicas de la biomasa obtenida

La determinacion de las propiedades reoldgicas es un aspecto importante en su caracterizacion
quimica, ya que nos proporciona una amplia informacidn del tipo de flujo que presenta el cual nos
ayuda a entender mejor sus propiedades.

Se realizaron estudios de la calidad y propiedades reolégicas de la biomasa obtenida durante el
proceso, tales como la viscosidad, temperatura, esfuerzo de corte, etc. En esta etapa se utilizé un
redmetro Anton Paar modelo MCR 301 (fig. 2.10), con plato peltier para el control de temperatura

y una geometria de 4 palas rectas o geometria “Vane”.

Para el analisis reolégico se tomaron muestras de 40 ml diariamente durante todo el cultivo de la
microalga. La temperatura de las muestras fue acondicionada a temperatura ambiente (25°C)
utilizando el peltier del equipo con la finalidad de reproducir las condiciones del proceso durante

el cultivo y una velocidad de corte en el redmetro entre 2 y 1000 s
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Antes de realizar las mediciones, el equipo fue calibrado utilizando el método de calibracién rapida
proporcionada por el equipo y una vez al mes se hizo una calibracion larga con la finalidad de
mantener las mismas condiciones de mediciéon en cada muestra.

La medicion y captura de los datos obtenidos se realiz6 utilizando las rutinas de andalisis del

software Rheoplus /32 V2.81 con el que se opera el reémetro.

Figura 2.10 Redmetro Anton Paar

2.5 Etapa 5: Disefio de un fotobiorreactor 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 didmetro del downcomer (Dd)
y el riser (Dr), el volumen y la altura total, asi como el volumen y la altura de operacioén.

Para el calculo del diametro de downcomer se despejo Dd de la ecuacion 2.5 tomando como limite

superior del rango 0.6 con el fin de obtener el valor maximo de dicho didmetro.

D, = [0.3a 0.6]D, (2.5)

Para la altura total del equipo (H) en la ecuacion 2.7 de igual forma se tomo el valor superior de
este rango.

H = [3a6]D, (2.6)
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Para el volumen total del downcomer (V;4) dado en la ecuacion 2.7 esta expresada en funcion de

didmetro donde se tiene en cuenta el volumen de un cilindro y se expresa en funcién del area

(Abase = Zﬂ Dﬁ) y la altura (H), obteniendo la siguiente ecuacion:

2
VTd = (27)

Para el calculo del volumen total del equipo se determina la suma del volumen total del
downcomer (Vy4) y las tapas del equipo (V). El volumen de las tapas se calcula teniendo en
cuenta su geometria y posicién. El volumen del equipo viene dado por la ecuacién 2.8. Para este

caso VT €S cero ya que no cambia su volumen interno.
VT = VTd - Vt (28)

Para el célculo del volumen de operacion (V,,) se calcula mediante la ecuacion 2.9, tomando un

valor intermedio de los valores de 0.8.
Vop = [0.7 @ 0.9]Vr (2.9)

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 disefio inicial. Posteriormente se realizaran los

disenos en Edraw Max 7.9.

2.5.1 Montaje del fotobiorreactor airlift a escala piloto

En esta etapa se realizé la puesta en marcha de cada una de las partes disefiadas. Las partes

importantes que se revisaron fueron:

e El material y construccién del fotobiorreactor.
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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).

e Luminosidad
Numero de lamparas, la cuantificacion de los luxes que emiten por medio de un luxémetro Steren
(HER-410) en la superficie del fotobiorreactor, la posiciéon adecuada para un buen suministro de

luz y las lamparas fluorescentes de luz fria.

e Bombas y recirculaciéon

Se realizé el andlisis del tipo de bombas que se pueden utilizar para la recirculacién. Asi mismo la
verificacion del didmetro de las tuberias que van conectadas al fotobiorreactor para hacer
recircular el medio de cultivo como nueva adaptacién de los fotobiorreactores airlift. Una vez
adquiridas se realizaran pruebas hidraulicas para ver si no existen fugas y observar el

funcionamiento de las bombas.

e Soportes y abrazaderas para fotobiorreactores
El disefio de soportes y abrazaderas de acuerdo al tamafo de los fotobiorreactores se

construyeron y se supervisaron las medidas que fueran las adecuadas.

e Flujos de aire y CO-

Se verific6 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 CO; se reviso el flujo en mL/min adecudndolo a las condiciones establecidas,

asi mismo las valvulas check y conexiones que este mismo necesita.

2.5.2 Operacion del fotobiorreactor airlift a escala piloto

En esta etapa se realizé la implementacion en el fotobiorreactor a escala piloto de los mejores

niveles de nutrientes, intensidad luminosa y suministro de CO, obtenidos en las etapas previas
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teniendo como variable de respuesta el crecimiento celular. Para evaluar la calidad de la biomasa
obtenida al finalizar la operaciéon y monitoreo del fotobiorreactor a escala piloto, se realiz6 la
caracterizaciéon correspondiente (carbohidratos, lipidos y proteinas) mediante las técnicas

descritas anteriormente.

2.6 Resolucion de contradicciones

Dentro de la teoria TRIZ, existe una herramienta para guiar la busqueda de problemas analogos o
estdndar y de las soluciones estandar utilizadas. Este enfoque es la base de una de las
herramientas mas populares de TRIZ: la matriz de resolucién de contradicciones técnicas (MRCT)
que relaciona los 40 Principios de Resolucién de contradicciones y los 39 parametros genéricos,
esta relacidn fue dispuesta en una matriz de 39*39. La matriz actual reposa sobre el analisis de

mas de 2.5 millones de patentes (Altshuller, 2005), (Savransky, 2000).

El problema a resolver en el presente trabajo se trata de un fotobiorreactor tipo airlift utilizado
para el cultivo de microalgas con el objetivo de obtener biomasa rica en nutrientes y pigmentos.
Proceso de resolucion:
1) Se identificaron las contradicciones presentes en el fotobiorreactor.
2) Se identificaron los parametros correspondientes a cada contradiccién (parametro a
mejorar pardmetro que se degrada).
3) Se utilizé la matriz de resolucién de contradicciones para obtener los principios de
solucidn.

4) Se proponen soluciones basadas en cada principio o la combinacién de estos.

52



—

J RESULTADOS [

/




3. Resultados

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El capitulo tres describe los resultados obtenidos en las etapas experimentales para el
cumplimiento de los objetivos generales y particulares con la finalidad de obtener los mejores
tratamientos que ofrezcan el mayor contenido de pigmentos y biomasa en cada una de las especies

de microalgas estudiadas.

3.1 Obtencion y adaptacion de las microalgas

La muestra de microalga de agua dulce del género Chlorella spp. y Spirulina mdxima fueron
adaptadas dentro de las instalaciones del Laboratorio Ambiental II del Tecnolégico Nacional de

México campus Orizaba.

En las figuras 3.1a y 3.1b se muestra la obtencién de cada una de las microalgas.

Figura 3.1 Obtencién de la especie: a) Chlorella spp. y b) Spirulina mdxima

Las muestras de microalgas se adaptaron a temperatura ambiente con el objetivo de mantener el
cultivo en las condiciones de trabajo. Una vez adaptadas se mantuvieron los cultivos en la fase

exponencial de crecimiento para la inoculacion de los fotobiorreactores.
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Figura 3.2 a) Microalga Chlorella spp. b) Microalga Spirulina mdxima

Las figuras 3.2a muestra la microalga Chlorella spp. y 3.2b la microalga Spirulina mdxima cada
una vistas en microscopio con un objetivo de lente 40X. Se puede observar la especie Chlorella
spp. unicelular color verde de forma esférica y tamafio entre 5 y 20 um, mientras que Spirulina

mdxima presenta forma de espiral y puede llegar a medir hasta 40 um de longitud.

3.2 Medios y condiciones de cultivo

En el presente trabajo se realiz6 la preparacion del medio de cultivo Bold Basal (MBB) para la
especie Chlorella spp., y medio Utex para la especie Spirulina mdxima que, mediante la
determinaciéon de la dosis recomendable, puede o no sufrir algunas modificaciones. La
composicidn especifica del medio de cultivo utilizado, asi como la preparacién de éste, se

encuentran en los Anexos Ay B del presente trabajo.

Las condiciones de cultivo mantenidas en cada uno de los fotobiorreactores se especificaron en la
tabla 2.2 y bajo iluminacién por fotoperiodos de 4000 lux de 12:12 luz:oscuridad mediante 2
lamparas fluorescentes de luz fria de 20 Watts cada una, a temperatura ambiente, y con sistema
de aireacion constante mediante burbujeo, esto con el objetivo de que las microalgas no se

sedimenten y la luz pueda penetrar de forma uniforme al cultivo.
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3.3 Determinacion de la dosis recomendable MBB para Chlorella spp.

En la figura 3.3 se observa el crecimiento celular de Chlorella spp., obtenido para cada una de las
dosis, se observa que existen diferencias significativas en términos de crecimiento de la microalga
expresado en namero de células por mililitro, obteniéndose un punto maximo crecimiento de 7.26
X107 al dia 15 con la dosis de 1.5 mL/L de medio de cultivo, siendo esta la dosis recomendable
demostrando que favorece el crecimiento microalgal, mientras que para las dosis de 0, 0.5y 1 mL
fueron de 2.16 X107, 4.6 X107, y 5.63 X107 cel/mL respectivamente, éstos se obtuvieron al dia 8
para la dosis control, al dia 15 parala dosis de 0.5 y al dia 19 para la dosis de 1 mL/L de medio de

cultivo.
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Figura 3.3 Cinéticas de crecimiento de Chlorella spp. a diferentes dosis de MBB

Se llevé a cabo un analisis de varianza y una prueba de Fisher, para comparar las medias obtenidas
durante los experimentos utilizando el software NCSS 2007 y se empled como variable de

respuesta el crecimiento de la microalga.

La tabla 3.1 muestra los resultados obtenidos en el analisis de varianza, empleando el crecimiento
celular como variable de respuesta, el valor de alpha ofrece el intervalo de confianza para aceptar
la hipotesis alterna la cual demostré que la dosis de Medio Bold Basal aplicada en el cultivo influye

significativamente en el crecimiento de la microalga Chlorella spp.
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Tabla 3.1 ANOVA para las cinéticas de diferentes dosis de MBB

Suma de Media de Prueba Prob.

Termino DF cuadrados cuadrados F nivel Alpha=0.05
A:Nutrientes 44465 14.821 9535  0.000001*  1.00000
(mL/L)

S(A) 8 1.2435 0.1554

Total (Ajustadc 11 45.709

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 Fisher, en la
cual se aprecia que el control (dosis 0) resulta ser significativamente diferente a las demas dosis,
con una media de 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 optdé por utilizar ésta relacién de

micronutrientes, macronutrientes y vitaminas.

Tabla 3.2 Prueba de Fisher paralas cinéticas de diferentes de dosis MBB

Grupo Orden Media Diferencia entre grupos
0 3 0.55033 1,0.5,1.5
1 3 4.1806 0,1.5
0.5 3 4.4533 0,1.5
1.5 3 5.7263 0,1,05

3.3.1 Comportamiento de pH en Chlorella spp.

Con respecto al pH, un estudio previo (Gonzalez, 2015) report6 valores entre 6.15-8.24, Li-Hai Fan

(2008) obtuvo valores de pH de 7.02 a 8.25 alcanzados en un fotobiorreactor operado con la
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microalga Chlorella vulgaris, mientras que un estudio realizado por Morris report6 valores entre
6.15-8.24, en el presente estudio el pH minimo fue 7.35 en la dosis de 1 mL/L y el maximo de 10.03
obtenido en la dosis 0.5 ml/L, valores que estan cercanos del rango reportado por los autores

mencionados anteriormente y dentro de la tolerancia de la especie de microalga.

En la Figura 3.4 se observa el comportamiento del pH durante las cinéticas de crecimiento. El rango
de pH para las dosis aplicadas se encuentra ente 7.35 y 10.03, sin embargo, se aprecia un pH mas
estable en la dosis de 1.5 mL, esto se debe a que ésta dosis cumple con los requerimientos de
nutrientes y vitaminas de la microalga, proporciondndole un mayor equilibrio para realizar su

ciclo de reproduccion celular (Farrelly et al, 2013).
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Figura 3.4 Comportamiento de pH en Chlorella spp. a diferentes dosis de MBB

En la tabla 3.3 se presentan los resultados de pH obtenidos durante las cinéticas de crecimiento

de la microalga, de acuerdo a las dosis aplicadas al cultivo.
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Tabla 3.3 Comportamiento de pH durante las cinéticas

pH
(z(;.s/iz) Minimo Maximo Promedio  Desv std
0 7.45 9.17 8.01 0.676
0.5 7.55 9.45 8.29 0.582
1 7.35 9.45 8.10 0.636
1.5 7.92 10.03 9.13 0.699

3.3.2 Curva de calibraciéon Chlorella spp.

El crecimiento se puede considerar como el aumento sincronizado de todos los constituyentes
quimicos de un organismo, lo cual, para los organismos unicelulares conduce a un aumento en el

numero de individuos en la poblacién.

Los modelos cinéticos pueden ser usados para describir la relacion entre las principales variables
y para explicar el comportamiento del crecimiento. Cuando el cultivo se encontré en su maximo
punto de crecimiento, se tomd una muestra de microalga y se llevaron a cabo 10 diluciones con la
finalidad de obtener la curva de calibracion de la especie Chlorella spp. A los datos obtenidos se
les realiz6 un andlisis de regresion polinomial de segundo orden para obtener la ecuacién de la
recta, esta informacién (ecuaciones) se pueden utilizar para conocer y analizar la concentracién

en cel/mL del cultivo, utilizando la lectura de absorbancia como la variable independiente.

En la figura 3.5 se observa la curva de calibraciéon tomando en cuenta la absorbancia respecto al
crecimiento; y ajustada a un modelo de segundo orden con una R?=0.985 de acuerdo al modelo y=
-1e+08x2 + 2e+08x - 2e+06, estas mediciones se realizaron por triplicado. Los resultados
obtenidos durante la etapa de adaptacidn, nos indican que se obtuvo una buena adaptacion del

cultivo a las condiciones ambientales y al medio de cultivo MBB.
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Figura 3.5 Curva de calibracion de la microalga Chlorella spp.

El modelo anterior explica el 98.5% de los datos obtenidos durante la curva de crecimiento, con
esto se puede predecir el comportamiento del cultivo, y teniendo el valor de la absorbancia con

longitud de onda de 750 nm se puede conocer de manera rapida y confiable la densidad celular.

3.4 Determinacion de la dosis recomendable UTEX para Spirulina maxima

En la figura 3.6 se observa el crecimiento celular de Spirulina mdxima, obtenido para cada una de
las dosis, se observa que existen diferencias significativas en términos de crecimiento de la
microalga expresado en numero de células por mililitro, obteniéndose un punto maximo
crecimiento de 1.81 X 106 al dia 25 con la dosis de 150% de medio de cultivo, siendo esta la dosis
recomendable demostrando que favorece el crecimiento de las microalgas, mientras que para las
dosis de 0, 50 y 100% el crecimiento fue de 2.15X102% 9.05X105 y 1.59X10¢ cel/mL
respectivamente, éstos se obtuvieron al dia 6 para la dosis control, al dia 26 para la dosis de 50%

y al dia 30 para la dosis de 100% de medio UTEX.
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Figura 3.6 Cinéticas de crecimiento de Spirulina mdxima a diferentes dosis de medio Utex

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

respuesta el crecimiento de la microalga.

La tabla 3.4 muestra los resultados obtenidos en el andlisis de varianza, el cual demostré que la
dosis de Medio UTEX aplicada en el cultivo de la microalga, influye significativamente en el
crecimiento de la microalga Spirulina mdxima, el valor de alpha brinda los elementos estadisticos
necesarios para aceptar la hipdtesis alterna y rechazar la hipétesis nula (la dosis de nutrientes no

influye significativamente sobre el crecimiento de la microalga).

Tabla 3.4 ANOVA para las cinéticas de diferentes dosis de medio UTEX

Suma de Mediade Prueba Prob. Alpha=

Termino DF cuadrados  cuadrados F nivel 0.05

ANutrientes 5 g56er11  328e+11 3035  0.000728* 0.9996

(%)
S(A) 6 6.48e+10 1.08e+10
Total
(Ajustado) 8 7.21e+11
Total 9

*Término significativo de alpha=0.05
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Por otra parte, en la tabla 3.5 se observan los resultados obtenidos en la prueba de Fisher, en la
cual se aprecia que el control (dosis 0) resulta ser significativamente diferente a las demas dosis,
con una media de 5.7x10¢ cel/mL debido al poco crecimiento de la microalga, y muy por debajo
de las medias obtenidas en el resto de las cinéticas. La dosis 100 y 150% no presentan diferencia
significativa entre ellas, sin embargo, la dosis 150% obtuvo la mayor media estadistica con

respecto al crecimiento de la microalga, por lo cual se opté por utilizar ésta relacién medio UTEX.

Tabla 3.5 Prueba de Fisher para las cinéticas de diferentes dosis de medio UTEX

Grupo Orden Media Diferencia entre

grupos
0 3 5778943 50, 100, 150
50 3 1066667 100, 150
100 3 1570000 50,0
150 3 1690000 50,0

3.4.1 Comportamiento de pH en Spirulina mdxima

Silva et al,, (2010) demostraron que la especie Spirulina es capaz de crecer en un rango de pH
entre 8-11. Un estudio previo realizado por Dominguez (2015) reporté valores de pH entre 9.15 a
10.12 alcanzados en un fotobiorreactor operado con la microalga Spirulina mdxima, mientras que
Vasquez et al, (2014) reportaron valores de pH entre 8.0 10.0. En el presente estudio el pH
minimo fue 8.0 en la dosis de 100% y el maximo de 10.65 obtenido en la dosis 150%, valores que
estan cercanos del rango reportado por los autores mencionados anteriormente y dentro de la

tolerancia de la especie de microalga.

En la figura 3.7 se observa el comportamiento del pH durante las cinéticas de crecimiento. El rango
de pH para las dosis aplicadas se encuentra ente 8-11, dentro de los limites minimos y maximos

tolerables por esta especie.
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Figura 3.7 Comportamiento de pH en Spirulina mdxima a diferentes dosis de medio UTEX

En la tabla 3.6 se presentan los valores de pH obtenidos durante las cinéticas de crecimiento de

la microalga, de acuerdo a las dosis aplicadas al cultivo.

Tabla 3.6 Comportamiento del pH durante las cinéticas de Spirulina mdxima

pH
Dosis % Minimo Maximo Promedio Desv std
50 8.43 10.34 9.49 0.452
100 8.0 10.43 9.18 0.545
150 8.0 10.58 9.39 0.584

3.5 Definicion de los niveles recomendables de luminosidad y CO:

Para confirmar la importancia del suministro de CO; y luminosidad sobre el crecimiento de las
microalgas y sus propiedades fisicoquimicas, se realiz6 el cultivo de las microalgas durante 30
dias en fotobiorreactores a escalalaboratorio sometidos a las condiciones establecidas en la tabla

2.4.
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3.5.1 Diseiio experimental 32 para Chlorella spp.

Debido a que casi el 50% de la biomasa de microalgas se compone de carbono, este elemento
constituye el principal macronutriente para el crecimiento y productividad de las microalgas y
cianobacterias. El di6xido de carbono es la fuente del carbono en el crecimiento de células foto
autotrdficas. Incluso cuando una intensa mezcla del cultivo es proporcionada, la simple difusién
del CO; del aire (0.03% CO3) en el agua, es demasiado lenta para remplazar el CO; asimilado por
las algas que crecen rapidamente. La induccion de CO, a los fotobiorreactores, debe ser
considerada dentro del disefio, proveer este gas a las microalgas y cianobacterias ayuda a
desoxigenar el medio y evitar la fotooxidacién (Benavente-Valdés et al., 2012). Por lo tanto, los
cultivos de algas en fotobiorreactores son generalmente limitados por CO; y el CO; adicional debe
ser suministrado en el medio para asegurar el satisfactorio crecimiento (Chioccioli et al., 2014).

De acuerdo al disefio experimental planteado, se monitorearon los 9 fotobiorreactores a escala

laboratorio de acuerdo a los siguientes parametros.

3.5.2 Densidad celular

La figura 3.8 muestra los resultados del disefio experimental 32 (explicado en la seccién 3.5) con
respecto al crecimiento celular de las diferentes cinéticas, los fotobiorreactores 1, 2 y 3 bajo las
condiciones de 2000 luxy 2%, 7%y 12% CO; respectivamente tuvieron crecimiento celular similar
a los fotobiorreactores 4, 5 y 6 bajo las condiciones de 3000 lux y 2%, 7% y 12% CO2. los
fotobiorreactores 7, 8 y 9 con una intensidad luminosa de 4000 Lux tuvieron el mejor crecimiento
celular con respecto a las demas, de los cuales el Matraz 7 (en condiciones de 4000 Lux y

suministro de CO2 2% v/v) tuvo el mejor crecimiento con 5.8x107 cel/mL al final del proceso.

Se ha reportado un aumento en la productividad de la biomasa y en las tasas de absorcién de CO;
al aumentar la intensidad de la luz. De hecho, la tasa fotosintética es directamente proporcional a
la intensidad luminosa, lo que resulta en un aumento de la productividad de la biomasa y en la
absorcion de CO; (Goncalves et al, 2014). Esto se puede observar en la Figura 3.8, donde los
resultados muestran que se obtuvo un mayor crecimiento (6.3 x107 cel/mL) en el FBR 7 bajo 4000
lux que el crecimiento observado bajo 2000 y 3000 lux (3.9 x107y 3.6x107 cel/mL) que se obtuvo

en los FBR’s 2 y 6, respectivamente.
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Figura 3.8 Crecimiento celular de Chlorella spp. a diferentes condiciones de luminosidad y CO

Se llevé a cabo un andlisis de varianza y una prueba de Fisher, para comparar las medias obtenidas

durante los experimentos utilizando el software NCSS 2007 y se empledé como variable de

respuesta el crecimiento de la microalga.

La tabla 3.7 muestra los resultados obtenidos en el analisis de varianza, empleando el crecimiento

celular como variable de respuesta (Montgomery, 2014), demostré que la intensidad luminosa

aplicada en el cultivo de la microalga, influye significativamente en el crecimiento de la microalga

Chlorella spp.

Tabla 3.7 ANOVA del crecimiento celular a diferentes condiciones de luminosidad y CO»

P Suma de Mediade Prueba Prob. _
Termino DF cuadrados cuadrados F nivel Alpha=0.05
A:CO; (v/v) 2 1.4228 0.71143 5.25 0.0760 0.4876
B:Luminosidad 3.4588 1.7294 12.77  0.0183*  0.8462

(lux)

S 4 0.5418 0.13546
Total (Ajustado) 8 5.4236

Total 9

*Término significativo de alpha=0.05
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Comparando la prueba de Fisher, el valor estadistico F de tablas para el CO; fue 6.94 y el valor
critico F calculado fue 5.25. Se observa que hay una diferencia minima entre ambos valores; la
estadistica F para la intensidad luminosa fue de 6.94 y la F calculada fue de 12.77, destacando una
mayor diferencia sobre la intensidad de la luz. Por lo tanto, hay un mayor nivel de significancia que

la intensidad luminosa beneficiara o afectara el crecimiento de la microalga.

El comportamiento en el presente estudio es comparable con los resultados encontrados por Gong
et al., (2014) quienes indicaron el efecto de la intensidad luminosa sobre el crecimiento de
Chlorella vulgaris mostraron que, en términos de intensidad luminosa, la densidad celular fue
mayor en 3960 lux. En este estudio, la densidad celular mas alta fue bajo luminosidad de 4000 lux.
Ota et al. (2015) reportaron resultados similares con la microalga Chlorococcum littorale y
demostraron que la intensidad de la luz afect6 el crecimiento celular y se explicé en un modelo

matematico.

De acuerdo con Li et al, (2010) la productividad de microalgas al 2% de CO; fue mayor que la de
8% de CO; utilizando microalga Chlorella vulgaris, concluyeron que la baja productividad de
microalgas del 8% de CO; se debia a que el exceso de CO; disuelto inhibia el crecimiento de las
microalgas. En este estudio, la densidad celular mas alta fue con suministro de 2% de CO.. La
mayor densidad celular observada en los FBR 7, 8 y 9 (fig. 3.8) puede obtenerse manteniendo una
intensidad de luz adecuada (4000 lux). Ademas, considerando que hubo un mayor crecimiento en
FBR 7 y en base a la discusién anterior, el fotobiorreactor debe operarse a 4000 lux con suministro
de CO; al 2% v/v para obtener la mayor concentracién de crecimiento celular. Lo que conduce a

una mayor capacidad de eliminacién de CO..

Por otra parte, en las tablas 3.8 y 3.9 se observan los resultados obtenidos en la prueba de Fisher,
para el término del suministro de diéxido, el cual no resulto ser significativo para la variable de
respuesta. Para el término de luminosidad, las intensidades de 2000 y 3000 lux, sélo presentan
diferencia significativa con 4000 lux, sin embargo, la intensidad de 4000 lux obtuvo la mayor
media estadistica con respecto al crecimiento de la microalga, por lo cual se opt6 por utilizar esta

intensidad luminosa.
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Tabla 3.8 Prueba de Fisher crecimiento celular: término luminosidad.

Término A: Diéxido Respuesta: Crecimiento celular

Grupo Orden Media Diferencia entre

grupos
2% 3 4.47
7% 3 4.643
12% 3 5.387

Tabla 3.9 Prueba de Fisher crecimiento celular: término CO;

Término B: Luminosidad Respuesta: Crecimiento celular

Diferencia entre

Grupo Orden Media grupos
2000 3 4.387 4000
3000 3 4.403 4000
4000 3 5.71 2000, 3000

Los efectos de interaccidn se muestran en las figuras 3.9, 3.10, y 3.11. Se observé que para el caso
de la interaccién “CO2-Crecimiento” se evalud que el efecto de la variable de respuesta es mayor
cuando el suministro es de 2%. En la interaccion “Iluminacién-Crecimiento” se observé que el

crecimiento de la microalga aumenté con la iluminacién a 4000 lux.
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Figura 3.9 Grafico de interaccién “CO;-Crecimiento”
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Figura 3.10 Gréfico de interaccion “lluminacién-Crecimiento”
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Figura 3.11 Gréfico de interacciones “CO»- [luminacién-Crecimiento”

Con este resultado y de acuerdo a las figuras anteriores se puede deducir que si se desea obtener
altas concentraciones de biomasa y crecimiento celular, se recomienda utilizar las condiciones de

4000 Lux y suministro de COz al 2% v/v.

3.5.3 pH

Los valores de pH se monitorearon durante el proceso del suministro de CO; e iluminacion. Khalil

et al, (2010) demostré que Chlorella puede crecer en un amplio rango de pH (4-10) y el
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rendimiento maximo de biomasa se obtuvo en condiciones alcalinas (pH a 9 y 10). Como se
muestra en las figuras 3.12 y 3.13, con una intensidad luminosa de 2000 y 3000 lux, el rango de
pH obtenido en los FBR’s 1-3 y 4-6, respectivamente, fluctu6 de 7.0 a 9.5, mientras que el pH bajo
intensidad luminosa de 4000 lux (fig. 3.14) fluctué de 8.0 a 10.0 (condiciones alcalinas) y bajo estas
condiciones se alcanz6 el mayor crecimiento. Los niveles alcalinos del medio son producto del
metabolismo de las microalgas y es mayor con un pH controlado a 10.0 (Walker, 2002). Esta puede

ser la principal razén de la mayor densidad celular alcanzada en el FBR 7.

El suministro de CO; durante el cultivo de microalgas es un proceso determinante en el desarrollo
eficiente de microorganismos porque contribuye al proceso fotosintético y controla el pH del
cultivo. El pH aumenta debido al consumo de CO3, cuando el CO; se disuelve en el agua, tres tipos
de carbono inorganico estan presentes en la fase acuosa: CO; (aq), bicarbonato e iones de
carbonato. El pH del cultivo también aumenta y puede retener el contenido de carbono inorganico

en la fase acuosa (Zhang et al., 2015).

En el presente estudio, el pH minimo fue de 8.25 y el maximo fue de 9.89, esto demuestra la
capacidad de la microalga Chlorella spp. para tolerar un amplio rango de pH con crecimiento
satisfactorio, lo cual resulta benéfico para el estudio y tratamiento del CO; con esta microalga

(Zuhniga et al, 2013).
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Figura 3.12 Comportamiento de pH a diferentes concentraciones de CO; y luminosidad de 2000

lux
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3.5.4 Caracterizacion de la biomasa obtenida durante las pruebas a nivel laboratorio

Para la evaluacién de biomasa que se generd al final del cultivo de Chlorella spp. y de Spirulina
mdxima se evaluaron carbohidratos, lipidos, proteinas, clorofila y peso seco cuyos resultados se

describen a continuacién y se pueden observar de manera resumida en las tablas 3.7 y 3.8.

e Carbohidratos

Para la obtencion de carbohidratos se realiz6 una curva de calibracion (figura 3.15) en la cual se
relaciond la concentracion y la absorbancia, con un ajuste de datos Rz del 97.1%, con la cual se
obtuvieron los datos y mediante una interpolacién se determiné la concentracién de 608.11 mg/L
para la especie Chlorella spp.

Dominguez en 2014 reporté un valor promedio de carbohidratos para Chlorella spp. de 593.92

mg/L.
14 y = 0.0132x - 0.0086
12 R2=0.971 X
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o
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Figura 3.15 Curva patrén de Carbohidratos
e Lipidos

Miguel (2012) reporté la acumulacién y productividad de lipidos contenidos en Chlorella spp.
variando los factores contenido de CO», irradiacion, fotoperiodo y aireacién. La productividad de
lipidos 6ptima predicha por el modelo estadistico dentro del intervalo estudiado fue 69.7 + 5.9

mg-L -1 .diaL
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En el presente trabajo realizado se determind la cantidad de lipidos totales presentes en la
microalga con las mejores condiciones obtenidas de las cinéticas anteriormente mencionadas. El
resultado que se obtuvo fue de 13.20 g/100g de biomasa para la especie Chlorella spp. y de 5.34
g/100g de biomasa para la especie Spirulina mdxima, ambos resultados obtenidos durante el

suministro de la dosis alta (1.5 mL/L y 150% respectivamente) de medio de cultivo.

Recalcando que los factores iluminacién, temperatura, suministro de CO; y concentracién del

medio indicado intervienen en los resultados obtenidos dentro de esta investigacion.

e Proteinas

De acuerdo con Barajas et al, (2012) la concentraciéon de proteinas contenidas en la microalga
Chlorella Vulgaris varia entre 150-280 mg/mL. En el presente estudio la microalga Chlorella spp.
el valor de proteinas fue de 233.74 mg/mL obtenido en la dosis alta de 1.5 mL/L de MBB, valor
que se encuentra dentro del rango reportado por el autor anteriormente mencionado. En cuanto a
Spirulina mdxima el valor obtenido fue de 189.54 mg/mL; con esto se puede observar que en
cuanto a proteinas la especie Chlorella spp presenta mayor contenido que la especie Spirulina

mdxima.

e Clorofila

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 CO; en fotobiorreactores a escala
laboratorio (Barajas-Solano, 2012) realiz6 extracciones de pigmentos en Chlorella spp. que habia

sido irradiada con luz ultravioleta, obteniendo hasta 65 pg/mL de clorofila total.

En el presente trabajo se registr6é un resultado de 49.23 mg/L totales, los cuales corresponden
30.61 mg/L para clorofila tipo ay 18.62 mg/L para clorofila b para la especie Chlorella spp. El valor
mas elevado de clorofila tipo a, se debe a que éste pigmento es el que interviene de forma directa

en el proceso de fotosintesis para la transformacion de la energia luminosa a energia quimica.

Los valores reportados para la especie Chlorella vulgaris fueron de 11 pg/mlL, la especie se cultivo
en aguas residuales, con una alta concentraciéon de CO; y alta temperatura (30 °C) segln

(Chinnasamy, 2009).
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En cuanto a la especie Spirulina mdxima Ginicamente presenta clorofila tipo a, con un valor maximo

de 15.65 mg/g obtenida en la dosis alta de medio de cultivo.

En las tablas 3.10 y 3.11 se muestra la caracterizacion de la microalga Chlorella spp.y Spirulina

mdxima respectivamente.

Tabla 3.10 Caracterizacién de la biomasa de Chlorella spp.

Dosis Bold Biomasa Carbohidratos ;l/pllg 8; Proteinas Clorofilamg/g
Basal (mL) (g/L) mg/L biomasa mg/mL a b
0.5 0.27 579.73 16.10 474.89 10.90 5.87

1 1.16 597.74 14.28 44990 14.23 8.54

1.5 1.71 608.11 13.20 433.74 30.61 18.62

Tabla 3.11 Caracterizacién de la biomasa de Spirulina mdxima.

i ini Clorofila
Dosis Biomasa Carbohidratos Lipidos Proteinas
UTEX /1) mg/L (g/100g (mg/mL) mg/g
(%) 8 g biomasa) g
50 1.34 502.45 3.12 289.37 11.21
100 3.24 589.76 4.28 357.45 12.91
150 7.19 615.31 5.34 389.54 15.65

e Tasa de crecimiento celular

En la tabla 3.12 se muestran los datos obtenidos de la velocidad especifica de crecimiento
(divisiones/ dia) y el tiempo de duplicacién (dias). Liao (2014) reporto6 para la microalga Chlorella
pyrenoidosa una velocidad de 1.74 dias 1. De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente
trabajo la dosis 1.5 ml presenta una mayor velocidad especifica de crecimiento, 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 3.12 Tasa de crecimiento celular

Férmula 0.5 ml 1 ml 1.5 ml

Velocidad
especifica de _

crecimiento U= M 1.95 1.52 1.99

(divisiones/dia) t2—tl
Tiempo de
duplicacién _n2
(dias) ty = P 0.36 0.45 0.34

e Pesoseco

La cantidad total de biomasa presente en la muestra puede medirse en términos de peso seco por
unidad de volumen (Garcia, 2012). Como se aprecia en la figura 3.16, el peso seco obtenido del
cultivo fue de 0.61 g/L, ligeramente superior a lo reportado por Alvarado (2011) y Chiu et al,
(2008) quienes obtuvieron una productividad de biomasa de la microalga Chlorella sp. de 0.370 y
0.530 g/L respectivamente. Brenes et al, (2014) reportaron la maxima produccién de biomasa

alcanzada de la especie Chlorella spp, es de 0.574 gramos por litro.

Esto puede deberse a las condiciones a las cuales fue sometida la microalga en el presente estudio:
mayor intensidad luminosa (4000 lux), concentracion de nutrientes (1.5 mL/L medio Bold Basal),

y suministro de COz (2% v/v).

Figura 3.16 Peso seco de la microalga Chlorella spp.
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3.6 Propiedades reoldgicas de la biomasa obtenida

Conocer el comportamiento reoldgico de los fluidos es de gran importancia en la actualidad, ya que
representan estrategias para el control y monitoreo de bioprocesos ambientales, disefio,

evaluacion, operacion de equipos y desarrollo de productos.

3.6.1 Reologia de la microalga Chlorella spp.

El mejor resultado que se obtuvo de biomasa en las etapas previas (4000 Lux, 2% CO; v/v) fue el

que se utilizo para tomar las muestras del analisis reolégico.

La medicion y captura de los datos obtenidos se realizé utilizando las rutinas de analisis del
software Rheoplus /32 V2.81 con el que se opera el redometro. A partir de dicho estudio se
obtuvieron los datos de velocidad de corte (1/s), esfuerzo de corte (Pa), y Viscosidad (Pa/s) en las
diferentes etapas de cultivo: inicial (fase inicial de crecimiento), intermedio (fase exponencial de
crecimiento) y final (punto maximo de crecimiento), para mayor informacion consultar los Anexos

C,DyE.

La ecuacion de Herschel-Bulkley da como resultado modelos mas precisos de comportamiento
reologico cuando se dispone de datos experimentales adecuados, es por esto que se realizé el
ajuste de los datos a este modelo, reflejados en las graficas 3.17, 3.18.y 3.19, asi como sus

coeficientes de regresion respectivos.

T =1y + ky" (3.1)

Dénde:
T = esfuerzo de corte, To = esfuerzo de corte inicial, k = indice de consistencia, y = tasa de corte y

1 = indice de comportamiento de flujo
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El comportamiento reocinético de la microalga fue monitoreado durante su operacion batch en un
tiempo de 40 dias. El primer pardmetro analizado fue el comportamiento del perfil esfuerzo de
corte Vs velocidad de corte, el cual es mostrado en la figura 3.17. La microalga mostré un
comportamiento de un fluido no Newtoniano tipo dilatante, en el cual se puede apreciar un
incremento en el esfuerzo de corte al incrementar la tasa de corte formado curvas tipicas de un
fluido dilatante (figura 3.17). Este comportamiento pudo corroborarse al observar los valores de
los indices de comportamiento de flujo superiores a la unidad (1 >1), caracteristicos de los fluidos
dilatantes.

La figura 3.17 nos muestra el ajuste de los datos experimentales en la fase inicial de cultivo contra
el modelo de Herschel-Bulkley, obteniendo Indice de consistencia K de 7.1635x10-5 cP, Indice de

comportamiento de flujon: 1.87 y Esfuerzo de corte inicial t,: 0.05 con un R2=0.985

35 Esfuerzo de corte —&— Esfuerzo de corte H-B 0.035
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Figura 3.17 Datos experimentales vs Modelo H-B (Fase inicial de cultivo)

Si la viscosidad aparente aumenta con el incremento de la relaciéon de deformacidn, es decir, que
1n> 1, el fluido se nombra dilatante; aqui el fluido se engruesa con un aumento en la tasa de corte

(Shames, 1995).
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La figura 3.18 nos muestra el ajuste de los datos experimentales en la fase exponencial de
crecimiento contra el modelo de Herschel-Bulkley, obteniendo Indice de consistencia K de
6.71x10-5 cP, Indice de comportamiento de flujon: 1.88 y Esfuerzo de corte inicial T,: 0.05 con un

R2=0.98
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Figura 3.18 Datos experimentales vs Modelo H-B (Fase exponencial de cultivo)

Cristianini & Silva (2015) realizaron estudios reoldgicos en suspensiones de la microalga Chlorella
spp- donde concluyeron que dichas suspensiones, en cualquier condicién de proceso, presentan un

comportamiento reolégico tipico de un fluido dilatante, ya que obtuvieron valores de n >1.

De acuerdo a lo mencionado por Shames (1995), se observd que los valores de indice de
comportamienton indican un comportamiento no newtoniano, con caracteristicas de fluido
dilatante dentro de la gama de valores utilizados para la velocidad de deformaciéon y la
concentracion de biomasa, ya que el software arrojo resultados para indice de comportamiento de

flujon > 1.
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La figura 3.19 muestra el ajuste de los datos experimentales en el maximo punto de crecimiento
de la microalga contra el modelo de Herschel-Bulkley, obteniendo Indice de consistencia K de
6.59x10-5 cP, Indice de comportamiento de flujon: 1.8811 y Esfuerzo de corte inicial t,: 0.06 con

un R2=0.992
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Figura 3.19 Datos experimentales vs Modelo H-B (Fase maxima de crecimiento)

Un medio que contiene microorganismos es normalmente newtoniano, y la viscosidad es cercana
a la del agua pura, sin embargo cuando el medio contiene concentraciones muy elevadas de
biomasa, el fluido pasa a ser no newtoniano de tipo pseudoplastico o dilatante. De acuerdo a la Ley
de la potencia de Ostwald, valores de n<1 el comportamiento del fluido es pseudoplastico y n>1

indica que el comportamiento del fluido es de tipo dilatante.

Debido a que en los casos presentados anteriormente 1 es mayor a 1 con valores de 1.87, 1.88 y
1.88 se concluye que el fluido tiene un comportamiento no newtoniano de tipo dilatante. Este
comportamiento es caracteristico de suspensiones y se presenta cuando al aumentar la velocidad

de corte produce un aumento en la viscosidad del fluido.
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En todos los resultados el valor de R2 fue superior a 0.98, por lo que se consideran como resultados
satisfactorios. El estadistico R? indica que el modelo explica la variabilidad del esfuerzo de corte

con el gradiente de velocidad.

3.6.2 Reologia de la microalga Spirulina mdaxima

La mayor concentracién de biomasa obtenida al final de los experimentos en las etapas previas fue

la que se utilizé para tomar las muestras del analisis reoldgico.

Se obtuvieron los datos de velocidad de corte (1/s), esfuerzo de corte (Pa), y Viscosidad (Pa/s) en
las diferentes etapas de cultivo: inicial (fase inicial de crecimiento), intermedio (fase exponencial
de crecimiento) y final (punto maximo de crecimiento), para mayor informacién consultar los

Anexos F, Gy H.

Se realizé el ajuste de los datos al modelo de Herschel-Bulkley, debido a que la ecuacién da como
resultado modelos mas precisos de comportamiento reolégico cuando se dispone de datos
experimentales adecuados, reflejados en las graficas 3.20, 3.21y 3.22, asi como sus coeficientes

de regresion respectivos.
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Figura 3.20 Datos experimentales vs Modelo H-B (Fase inicial de cultivo)
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La figura 3.20 nos muestra el ajuste de los datos experimentales en la fase inicial de cultivo contra
el modelo de Herschel-Bulkley, obteniendo un indice de consistencia (K) de 1.33x10-4 cP, Indice
de comportamiento de flujo n: 1.781 y Esfuerzo de corte inicial t,: 0.0529, el coeficiente de

determinacién para este estudio fue de R2=0.986.

El fenémeno de dilatancia se produce debido a la fase dispersa del fluido en el cual tiene lugar un
empaquetamiento de las particulas, dejando a la fase continua casi sin espacio. Si a continuacion
se aplica un esfuerzo, el empaquetamiento se altera y los huecos entre las particulas dispersas
aumentan. Ademas, conforme aumenta la velocidad de deformacion aplicada, mayor turbulencia
aparece y mas dificil es el movimiento de la fase continua por los huecos, dando lugar a un mayor
esfuerzo cortante, este incremento puede apreciarse graficamente en la figura 3.21 donde a mayor
tasa de corte, mayor esfuerzo de corte en el fluido. Este comportamiento se modeld
matematicamente con los datos experimentales por lote mediante el modelo de Herschel-Bulkley
(HB) el cual esta descrito en la ecuacion 3.1. Dicho modelo matematico presenté coeficientes de

correlacion matematica de R2> 0.99.

La figura 3.21 nos muestra el ajuste de los datos experimentales en la fase exponencial de
crecimiento contra el modelo de Herschel-Bulkley, obteniendo indice de consistencia K de
9.57x10-5 cP, Indice de comportamiento de flujon: 1.829 y Esfuerzo de corte inicial t,: 0.0544 con

un R2=0.993

Se observé que los valores de indice de comportamiento n indican un comportamiento no
newtoniano, con caracteristicas de fluido dilatante dentro de la gama de valores utilizados para la
velocidad de deformacién y la concentraciéon de biomasa, ya que el software arrojé resultados para

indice de comportamiento de flujon > 1.
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Figura 3.21 Datos experimentales vs Modelo H-B (Fase exponencial de cultivo)

El comportamiento reocinético de la microalga fue monitoreado durante su operacion batch en un
tiempo de 40 dias. El primer parametro analizado fue el comportamiento del perfil esfuerzo de
corte Vs velocidad de corte, el cual es mostrado en la figura 3.22. La microalga mostré un
comportamiento de un fluido no Newtoniano tipo dilatante, en el cual se puede apreciar un
incremento en el esfuerzo de corte al incrementar la tasa de corte formado curvas tipicas de un
fluido dilatante (figura 3.22). Este comportamiento pudo corroborarse al observar los valores de
los indices de comportamiento de flujo superiores a la unidad (1 >1), caracteristicos de los fluidos

dilatantes.

La figura 3.22 nos muestra el ajuste de los datos experimentales en el maximo punto de
crecimiento de la microalga Spirulina mdxima contra el modelo de Herschel-Bulkley, obteniendo
Indice de consistencia K de 6.87x10-5 cP, Indice de comportamiento de flujo n: 1.877 y Esfuerzo

de corte inicial t,: 0.0562, el valor del coeficiente de determinacién fue de R?2=0.995 .
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Figura 3.22 Datos experimentales vs Modelo H-B (Fase m&xima de crecimiento)

Un medio que contiene microorganismos es normalmente newtoniano, y la viscosidad es cercana
a la del agua pura, sin embargo cuando el medio contiene concentraciones muy elevadas de
biomasa, el fluido pasa a ser no newtoniano de tipo pseudoplastico o dilatante.

De acuerdo a la Ley de la potencia de Ostwald, valores de n<1 el comportamiento del fluido es

pseudoplastico y n>1 indica que el comportamiento del fluido es de tipo dilatante.

Debido a que en los casos presentados anteriormente 1 es mayor a 1 con valores de 1.78, 1.83 y
1.88 se concluye que el fluido tiene un comportamiento de tipo dilatante.

En todos los resultados el valor de R? fue superior a 0.98, por lo que se consideran como resultados
satisfactorios. El estadistico R? indica que el modelo explica la variabilidad del esfuerzo de corte

con el gradiente de velocidad.

La informacion obtenida de los estudios de las propiedades reoldgicas permitié efectuar
oportunamente cambios de disefio y operacionales en el fotobiorreactor y con esto disminuir los
riesgos de roturas, obstrucciéon de tuberias y fallas operacionales en el sistema de bombas de

recirculacion.
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3.7 Correlacion de propiedades reologicas

Conlos resultados obtenidos en los estudios de las propiedades reoldgicas, se realiz6 la correlacion
del indice de comportamiento de flujo (1) y la viscosidad con la densidad celular del cultivo para
obtener dos graficos representativos de éstas dos variables. La figura 3.23 representa la
correlacidn del crecimiento celular de la microalga con el indice de comportamiento y, la figura
3.24 muestra la correlacion de la viscosidad (Pa/s) con la densidad celular del cultivo; éstos
graficos presentan gran importancia ya que es posible predecir el nivel de concentracién celular
del cultivo de la microalga a través de la medicién reolédgica del indice de comportamiento de flujo
(n) o de la viscosidad y puede ser utilizada como una herramienta de respuesta rapida para el
monitoreo del cultivo.

La correlacion mostrada en la figura 3.23 se ajust6 mediante una regresion logaritmica a los datos
experimentales con R2=0.976, lo cual indica que existe una correlacién satisfactoria con respecto

a estas dos variables.
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Figura 3.23 Correlacién de n con densidad celular

La tabla 3.13 muestra los datos de la densidad celular con su respectivo pardmetro reolégico del

indice de comportamiento de flujo durante el crecimiento de la microalga. Se puede observar una
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relacion directamente proporcional a medida que crece el nimero de células, aumenta el indice de

comportamiento de flujo.

Tabla 3.13 Densidad celular e indice de comportamiento
Densidad celular

Muestra (cel/mL) n[-]
1 7.93x103 1.8421
2 8.1x104 1.8549
3 5.12x105 1.8692
4 1.72x106 1.8772
5 1.26x107 1.8811

La correlacion mostrada en la figura 3.24 entre la densidad celular y la viscosidad se ajust6
mediante una regresion logaritmica a los datos experimentales con R2=0.967, lo cual indica que

existe una correlacidon satisfactoria con respecto a estas dos variables.

0.035

0.03

y = 0.0033In(x) - 0.0207
R?=0.967

=
o o
o o
o Ul

Viscosidad (Pa/s)
S
-

0.01 x

0.005
1.00E+03 5.00E+06 1.00E+07 1.50E+07

Densidad celular (cel/mL)

Figura 3.24 Correlacion de viscosidad con densidad celular

La tabla 3.14 muestra los datos de la densidad celular en relaciéon con la viscosidad del cultivo
durante el crecimiento de la microalga. Se puede observar una relacion directamente proporcional

a medida que crece el numero de células, aumenta la viscosidad.
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Tabla 3.14 Densidad celular y viscosidad

Densidad Viscosidad
Muestra celular [Pa/s]
(cel/mL)
1 7.93x103 0.00987
2 8.1x104 0.0146
3 5.12x105 0.0218
4 1.72x106 0.029
5 1.26x107 0.0324

La correlacion satisfactoria entre una variable reoldgica y la densidad celular del cultivo obtenida
en la presente investigaciéon es una contribucién al conocimiento cientifico que constituye el
resultado de la actividad cientifica realizada. Los resultados sugieren que es posible desarrollar
estudios para el desarrollo de modelos matematicos que correlacionen la viscosidad y el indice de
comportamiento de flujo con el crecimiento celular de las microalgas.

Estos modelos permiten que la viscosidad o el indice de comportamiento puedan ser utilizados
como una variable de respuesta rapida durante el desarrollo de este tipo de bioprocesos utilizando

microalgas.

3.8 Diseiio de un fotobiorreactor 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 didmetro del riser (Dr) se tomo la ecuacion (2.5) considerando un valor de 6 in
equivalente a 15.24 cm, como el didmetro 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]15.24 cm = 9.144 cm

Valor que tendra el tubo concéntrico del fotobiorreactor

Para la altura total del equipo (H) se toma el valor superior de este rango.

H = [6]15.24 cm = 91.44 cm
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Para la realizacion del disefio se consider6 tener una altura mayor para el fotobiorreactor por lo
que se propuso una altura de 180 cm (1.8 m), por consiguiente el didmetro del downcomer tendria
que aumentar, pero se pudo observar segiin reporté (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 didametro 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 cdlculo del volumen total del downcomer:

_ mHD§  m(180 cm)(15.24 cm)?

ra == ; = 32834.64 cm® = 32.83 L

En el calculo del volumen de operacion (V;,)) se calcula mediante la ecuacion 2.9 tomando un valor

intermedio de los valores (0.8):

Vop ~ [0.7 a 0.9V = [0.8]32834.64 cm? = 26.27 L

Ya establecidas las dimensiones del fotobiorreactor se realiz6 el calculo de la relacion

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

El disefio del fotobiorreactor se basé en la ingenieria conceptual, ingenieria basica e ingenieria de
detalle (Anexos F, G) para su implementacién a escala piloto (Herrera, 2017). El sistema de
fotobiorreactores se acoplé como parte complementaria del proceso de digestién anaerobia
(Anexo H), asf como el diagrama de tuberfas e Instrumentacion P&ID y el disefio de la seccion de
fotobiorreactores utilizando AUTOCAD 2013 se pueden observar con detalle en los anexos [, y ] del

presente trabajo.

La teoria TRIZ o teoria de resolucion inventiva de problemas

La teoria TRIZ es producto de un hombre, Genrich S. Altshuller, quien se rehusé a aceptar los

paradigmas establecidos sobre la creatividad y el desarrollo tecnolégico. Esta vision lo llevé a
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sentar las bases de una nueva manera de percibir la creatividad y la evolucién de los sistemas
tecnoldgicos, e igualmente a la creacién de una dimension diferente del proceso de innovacion:
una dimension controlable y disponible sobre demanda.

Describir esta nueva perspectiva tecnoldgica no es tarea facil, TRIZ ha sido descrito como una
ciencia, una metodologia, una coleccién de métodos heuristicos y como una nueva disciplina, etc.
Sin embargo TRIZ es probablemente un poco de todo esto: una ciencia naciente que ofrece diversas
metodologias para resolver problemas complejos (ARIZ); una colecciéon de métodos heuristicos
basados en el conocimiento, capaces de dirigir la creatividad de un individuo durante la resoluciéon
de un problema inventivo (las 76 soluciones Standard, la matrice de resolucion de contradicciones
técnicas, etc.). Igualmente, el enfoque de TRIZ ha sentado las bases de una nueva disciplina: la
Innovacidén Asistida por Computadora o la Invencidn Asistida por Computadora (Computer Aided

Invention / Innovation).

Las bases tedricas de TRIZ
La teoria TRIZ fue desarrollada en la Unidn soviética de los afios 40, gracias a los esfuerzos de su
creador, G. Altshuller que intentaba identificar ciertos principios generales para guiar sus
actividades como inventor. Altshuller estaba particularmente interesado en la reduccion del
tiempo de concepcién de una invencion y en desarrollar un proceso bien estructurado, adaptable
y reutilizable para dirigir la resolucién de un problema (Savransky, 2000), (Salamatov, 1999).
Teniendo en cuenta estos objetivos, Altshuller y sus colaboradores buscaron los fundamentos de
tal teoria en cuatro areas esenciales:

(D Un vasto andlisis de las bases de patentes internacionales

(2) Un estudio sobre los métodos disponibles de resolucién de problemas

3) Un amplio andlisis de la literatura cientifica

(4) Un estudio sobre el comportamiento psicoldgico de los inventores

El analisis de estas cuatro areas condujo a la formalizacién de los principios fundamentales de
TRIZ, a la creacion de un conjunto de herramientas basadas en el conocimiento capaces de guiar
la resolucién de problemas complejos y a la identificacion de un conjunto de tendencias generales
para explicar la evolucidén de cualquier sistema técnico. Esto habria de sentar mas tarde, los
fundamentos de la primera base de conocimientos sobre la innovacion y por ende, de lainnovacién

basada en el conocimiento.
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El proceso de andlisis desplegado en los dominios anteriormente citados, permitio el desarrollo de

los conceptos fundamentales de TRIZ. Entre estos, deben subrayarse los siguientes (Altshuller,

2007):

Las tendencias de evolucién de los sistemas técnicos. La evoluciéon de un sistema
técnico estd regida por ciertas tendencias bien definidas. Entre estas la mas importante
es el concepto de sistema ideal, que implica que todo sistema evoluciona hacia el
incremento de su grado de perfeccionamiento. Este grado de perfeccionamiento puede
determinarse mediante la relacién que existe entre las funciones ttiles de un sistema y
la suma de los costos y efectos indeseables asociados al sistema.

La contradicciéon y el concepto de problema inventivo. En TRIZ un problema se
formaliza mediante una contradiccién, que puede definirse como la condicién en la cual
dos exigencias o requerimientos de un sistema son mutuamente exclusivos y sin
embargo deben estar asociados para alcanzar un mismo objetivo. La resolucion de la
contradiccién (mediante la aplicacion de las herramientas adecuadas), elimina el
conflicto entre ambos factores, contrariamente a los enfoques tradicionales que
favorecen el compromiso.

El proceso de innovacién puede desplegarse sistematicamente. La aplicacion de TRIZ
ha demostrado su habilidad a eliminar las barreras entre diferentes disciplinas. En
otros términos, que las herramientas de TRIZ permiten acceder a un conjunto de
mejores practicas, a soluciones y estrategias de resolucién de problemas inventivos
altamente creativas. Los conceptos fundamentales de TRIZ en coordinacién con su
variado y equilibrado repertorio de herramientas, permiten delimitar el espacio de
solucién de un problema y por este medio, producir de manera eficaz y casi sistematica

una solucion.

Las ventajas y limites de la teoria TRIZ

Varias de las miultiples ventajas de la teoria TRIZ han sido ya mencionadas (i.e. la capacidad de

TRIZ a eliminar las barreras entre disciplinas, a generar de manera casi sistematica una solucion,

a evitar el compromiso durante la resoluciéon de un problema, etc.), sin embargo, las siguientes

caracteristicas tienen un rol preponderante en el ambiente industrial y empresarial de nuestros

dias:
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TRIZ como un enfoque de resolucién de problemas, es un ambiente donde interactiian
de manera equilibrada dos dimensiones de la creatividad: una dimensidn técnica
(contenida en las herramientas de TRIZ y basadas en el conocimiento) y una dimensién
psicolégica (técnicas para disminuir la influencia de la inercia psicologica e
interpretacion de las vias de solucién propuestas).

La comprension y aplicacion de los conceptos y herramientas de TRIZ, permiten a los
individuos mejorar sus capacidades creativas. La razon de esto, reside en el proceso
convergente intrinseco a TRIZ. Este proceso conduce a conceptos que han probado su
eficiencia en problemas similares en diferentes dominios. Lo que a su vez permite la
creacion de analogias transversales, elemento capital en los procesos creativos.

Los procesos de pensamientos propios de este enfoque, ofrecen vias de soluciéon que
permiten explotar eficientemente los recursos disponibles dentro de una empresa.
Consecuentemente, las soluciones desplegadas ofrecen una relacién beneficio-costo
bastante positiva.

Ciertas herramientas de TRIZ al ser desplegadas, facilitan la deteccién de tendencias
de evolucidn en productos o tecnologias.

Como cualquier otro enfoque de resolucion de problemas, TRIZ posee varios limites,
entre estos, los siguientes son particularmente importantes en el contexto de este
documento.

TRIZ delimita el espacio de solucién de un problema. Sin embargo el usuario debe, cada
vez que enfrenta un problema, desplegar el proceso completo de resolucion de
problemas.

Las herramientas de TRIZ estdn basadas en el conocimiento general, de manera que
estas puedan ser empleadas en multiples disciplinas. El inconveniente ligado a esta
versatilidad es el siguiente: el conocimiento de naturaleza general produce un marco
para el razonamiento, no obstante, la aplicacién de este conocimiento en una situacion
especifica puede revelarse complicado. Esta limitacién se reduce mediante el
entrenamiento y formacion continua.

Algunas herramientas de TRIZ como el algoritmo ARIZ, requieren de mucho
entrenamiento y dedicacién para poder desplegarlo eficientemente.

Mucha informacioén de gran valor atin esta en traduccion en diferentes paises.
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A continuacidn, se presentan las situaciones en las que puede emplear TRIZ (Petrov, 2003):

] La solucién de problemas creativos e inventivos de cualquier complejidad y tendencia

sin exceso ni variantes.

] La solucion de problemas cientificos e investigativos.

. Identificar los problemas y tareas al trabajar con sistemas técnicos y durante su
desarrollo.

. Identificar y eliminar las causas de defectos y averias.

. Utilizacion efectiva del maximo de los recursos técnicos y naturales para la solucion de

muchos problemas.

] Pronésticos del desarrollo de sistemas técnicos (ST) y la obtencién de soluciones y
perspectivas.

] Valoracion objetiva de las soluciones.

] Sistematizacion del conocimiento en cualquier drea de la actividad humana, lo que

permite utilizarlo de un modo mas efectivo y desarrollar ciencias concretas sobre una

base en principio nueva.

] Desarrollo del pensamiento e imaginacion creativa.
. Desarrollo de la calidad de la personalidad creativa.
. Desarrollo de colectivos creativos.

Constataciones

La teoria de resoluciéon de problemas inventivos, es actualmente un enfoque ampliamente
aceptado por la industria y la academia para resolver los problemas tecnoldgicos relativos al
proceso de innovacion. Esta teoria ha sido exitosamente aplicada en diferentes areas técnicas, en

negocios y en areas no tecnologicas.

Su expansion y adopciéon ha seguido un ritmo exponencial en la industria en los dltimos 10 afios.
En nuestro Pais TRIZ ha recibido un gran impulso en el tltimo lustro. Es evidente que las empresas
en México que consigan apropiarse de las herramientas de TRIZ, podran derivar mayor valor de
sus recursos intelectuales y mejorar considerablemente la rentabilidad y competitividad en sus

mercados.
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Es necesario sefialar que el proceso de apropiacion de la teoria, requiere del apoyo incondicional
de la Direccion de la empresa, de paciencia y de esfuerzo constante, ademas de la oportunidad de

demostrar la valia y capacidad de este nuevo enfoque para administrar el proceso de innovacién.

Proceso de resolucion basico
La teoria TRIZ sugiere un proceso basico de resolucién de problemas que emplea tres conceptos:
el modelado de un problema como una contradiccidn, el planteamiento del concepto de sistema

ideal y el uso de los recursos de un sistema como base para el desarrollo de soluciones inventivas.

Contradicciones: Surgen cuando en un sistema, la tentativa por mejorar un cierto parametro
ocasiona la degradacién inaceptable de otro parametro también util o cuando un sistema exige dos
estados mutuamente excluyentes para alcanzar un objetivo (Savransky, 2000). Hay dos tipos de
contradicciones: (1) contradiccién fisica: Requiere la existencia simultdnea de dos estados o
condiciones mutuamente excluyentes en un solo componente o parametro en un sistema. (2)
contradiccion técnica: la mejora, modificacién o transformacién de una caracteristica util de un

sistema provoca la degradacién de otra caracteristica util o un bloqueo en el sistema.

Sistema ideal: Los sistemas evolucionan hacia un comportamiento ideal. La evoluciéon va en
direccién de aumentar los beneficios y disminuir los costos (Rantanen y Domb, 2008). El resultado
extremo de esta evolucion es el resultado ideal, donde los beneficios estan presentes y los costos

no. Es la solucién ideal a un problema técnico (Fiorineschi, Saverio, & Rotini, 2018).

Recurso: Segun TRIZ, la evolucién de cualquier sistema técnico depende de sus recursos
disponibles. Un recurso es, por ejemplo, un elemento disponible en un sistema o entorno que
permanece inactivo o subestimado, pero con el potencial de generar un efecto ttil o una accién
valiosa sin costo adicional o con un costo minimo. Algunos ejemplos de recursos son sustancias,

campos de energia, espacio, tiempo e informacién (Altshuller, 2007).
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3.8.1 Montaje de los fotobiorreactores airlift a escala piloto

Se implementaron los fotobiorreactores tubulares airlift ya que son equipos que facilitan el
desarrollo de las microalgas. Ademads de ser un sistema compacto presenta altas transferencias de
masa, buen mezclado, bajo consumo de energia, mejor exposicién a los ciclos de luz y obscuridad,
lo que favorece la fijacién de CO; suministrado. Estos fotobiorreactores se disefiaron para su
instalacién dentro del Instituto Tecnolégico de Orizaba como parte de un proceso integral, se
espera tratar el CO, generado durante el proceso de digestion anaerobia de lodos residuales, de lo

que hara que la planta piloto cuente con un proceso autosustentable.

En la figura 3.24 se observa la evolucidn en el montaje de la seccién de fotobiorreactores a nivel

planta piloto de acuerdo a los disefios antes mencionados.

Figura 3.25 Montaje de la seccion de fotobiorreactores nivel planta piloto

Durante la instalacion se coloc6 la base de los fotobiorreactores junto con las lamparas utilizadas,
dichas se colocaron en la parte central de la base. Se hizo la conexidn necesaria al panel de control
de operacién para sistematizar las ldmparas y las bombas. Las bombas se colocaron en la parte
baja de la base de los fotobiorreactores. Se hizo la instalacién de los fotobiorreactores con
abrazaderas acorde a su didmetro con la base lateral para evitar el movimiento del mismo.
Posteriormente se instalaron las conexiones de la recirculacién y del suministro CO». Finalizando
con la instalacién del tanque de CO; artificial asi como las conexiones necesarias para su posterior

utilizacién.
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La figura 3.25 muestra cada una de las partes que conforman la seccién de fotobiorreactores a
nivel planta piloto, que va desde los filtros desulfuradores para el posterior almacenamiento del
biogas en bolsas de membrana, el generador eléctrico y por ultimo la disposicion final del CO; en
los fotobiorreactores tubulares, conformado por un sistema de bombas peristalticas para la

recirculacién del medio, panel de control y 4 ldamparas de luz fluorescente.

Figura 3.26 Planta piloto de la seccién de fotobiorreactores

3.9 Operacion del fotobiorreactor con suministro de CO: a nivel planta piloto

3.9.1 Densidad celular y pH de Chlorella spp.

La figura 3.26 muestra la curva de crecimiento de Chlorella spp. en el fotobiorreactor airlift
durante 60 dias de operacién a 4000 lux y suministro de 2% CO.. Se puede observar la fase de
adaptaciéon de la microalga durante los primeros 10 dias, alcanzando subsecuentemente un
maximo crecimiento de 2.1 x 107 cel/mL en el dia 31. Robles et al. (2016) reportaron el crecimiento

de Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor airlift de 1.18 x 107 cel/mL en un periodo de 4-6 dias.
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El atraso para alcanzar el maximo crecimiento en el presente estudio es atribuido a un pronto
suministro de CO; durante la fase de adaptaciéon cuando la densidad celular se encontraba bajo
(2.56 x 10% cel/mL), las células de la microalga no eran capaces todavia de desarrollar el proceso
de fotosintesis. Ademas, la solubilidad del CO; suministrado provocé un pH bajo de 5.81. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Choix et al. (2018) quienes reportaron un valor de pH
de 5.60 en un cultivo de Chlorella sp. Esto ocurre cuando el CO; se disuelve en el agua produciendo
iones de carbonato y bicarbonato. Cuando el valor del pH es arriba de 6.3, el carbono inorganico

es estabilizado en la forma de iones bicarbonato.

Debido a que el CO; puede difundirse libremente dentro y fuera de la soluciéon acuosa, la mayor
concentracién de CO; disuelto en el agua disminuira el valor del pH y esto resultard en una
disminucion de la actividad carbdnica extracelular y finalmente inhibira el crecimiento de las
microalgas. Por lo tanto, un suministro adecuado de concentraciéon de CO, para el cultivo de
microalgas en la fase de registro puede enriquecer su contenido de carbono para aumentar la

produccién de biomasa (Xia et al. 2015).
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Figura 3.27 Curva de crecimiento de Chlorella spp. en el fotobiorreactor
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El comportamiento dinamico del pH se muestra en la Figura 3.27, donde el CO; aparece como
H,CO3, HCO3 0 CO3%> en el agua, segun el valor del pH. Una alta concentraciéon de CO; en el agua
resultaria en una disminucién del pH debido a la formacién de acido carbénico (Wong et al., 2013).
El valor de pH inicial se redujo rapidamente en el dia 10, que fue proporcional a la concentracién
de suministro de CO». A medida que se produjo la asimilaciéon de CO; por las microalgas, el valor
del pH aument6 debido al agotamiento del CO2; cuando el bicarbonato es la Unica fuente de
carbono, el pH del cultivo aumenta (Rost et al., 2013). Este efecto se puede observar en el dia 33
(Fig. 3.26) debido a que el cultivo de microalga estaba en la fase logaritmica y el pH aument6 hasta

que alcanzé un comportamiento estable.
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Figura 3.28 Comportamiento de pH en el fotobiorreactor

3.9.2 Produccion de biomasa y tasa de fijacion de CO;

La actividad fotosintética y las tasas de crecimiento de las microalgas estan limitadas por los ciclos
de luz proporcionados a los cultivos. Asi, Li et al. (2010) informaron que las variaciones en la

productividad volumétrica y el crecimiento celular se basan en los ciclos de luminosidad a los que
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estd expuesto el cultivo. Las tasas de fijacion del diéxido de carbono estan relacionadas con la
energia que las células reciben durante los ciclos de luz.

La tabla 3.13 muestra que la produccién de biomasa de Chlorella spp. en el fotobiorreactor se
obtuvo una concentracién maxima de 2.18 g/L. Estudios similares han sido publicados
previamente sobre especies relacionadas. Tejeda et al. (2015) informaron que Chlorella Vulgaris
obtiene valores de biomasa de 0.27 g/L y Chia et al. (2013) obtuvieron 0.84 g/L con Chlorella

vulgaris.

Tabla 3.14 Produccion de biomasa y tasa de fijaciéon de COz a 4000 lux

Productividad Tasa de fijacion

Microalga B;on;e:)s a maxima CO:
& (gLt d1) (gL1d1)
Chiorella 2.18 0.94 0.63
spp

En estos estudios, C. vulgaris mostré una menor produccién de biomasa en comparaciéon con Agwa
et al. (2014) que reportaron 2.47 g/L utilizando Chlorella spp. Esto demuestra que la microalga
Chlorella spp. utilizada en el presente estudio tiene una capacidad de producciéon de biomasa

congruente y ligeramente superior a la informada por los autores mencionados anteriormente.

La figura 3.28 muestra los porcentajes de CO2 y O; en el fotobiorreactor. Hay un aumento de
Chlorella spp. en la fase exponencial por el suministro de CO»; la remociéon de CO; (medida con
analisis cromatografico) muestra un valor maximo de 91.92% en el dia 23 y una mayor produccion

de Oz en el dia 31 con 47.66%.

Chaudhary et al. (2018) y Shabani et al. (2016) informaron una eliminaciéon de 76% y 84% de CO
respectivamente por Chlorella vulgaris, mas baja que los valores obtenidos en esta investigacion.
Esta diferencia se puede atribuir a que las diferentes condiciones de crecimiento de cada microalga

y la eficiencia de la eliminacién de CO, depende de cada especie en estudio.

Ademas, la fijacion puede deberse a las condiciones fisiologicas de las microalgas, como el
potencial de crecimiento celular y la capacidad de metabolizar el CO». Segin Rodas et al. (2016), la

productividad de la biomasa se ve afectada por varios factores, como la concentracion de
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nutrientes, la intensidad de la luz, el suministro de CO; y los medios de cultivo. Estos factores

influyen en el crecimiento y composicion de la biomasa producida.

La tasa de fijaciéon de CO; de la microalga Chlorella spp. se evalud en el fotobiorreactor, el mejor
resultado obtenido fue de 0.63 g/L. d en el dia 32, Shabani et al. (2016) reportaron 0.67 g/L d por
Chlorella spp. Por otra parte, Garcia (2014) obtuvo una tasa de fijacion de CO, de 0.6 g/L d
utilizando la microalga Chlorella spp., estos resultados son muy similares a los obtenidos en esta

investigacion.
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Figura 3.29 %Remocion de CO2 y produccion de Oz

3.9.3 Caracterizacion de biomasa de Chlorella spp.

La Tabla 3.14 muestra la caracterizacidn de la biomasa de Chlorella spp. sin suministro de CO, y en
las condiciones de los niveles recomendados (4000 lux y 2% de CO3).

En este estudio, la produccion de carbohidratos disminuyd con la adicién de CO,. Antes de
suministrar CO; el contenido fue 173.4 + 2.3 pg/mLy 135 * 2.8 pg/mL después del suministro de
CO2. El mismo comportamiento fue reportado por Moreira (2016), quien encontré que en
diferentes cultivos de microalgas, la concentracién de carbohidratos era menor debido a la adicién

de COa,.
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La concentracion de proteina mas alta (200 + 2,6 mg/L) se obtuvo con un 2% de CO; en
comparacion con el valor de 138 * 1,4 mg/L sin suministro de CO». Resultados similares fueron
encontrados por Barajas et al. (2012) quien inform6 que Chlorella Vulgaris tenia una produccion
total de proteinas de 150 mg/L a 280 mg/L. El andlisis de la composicién quimica de Chlorella spp.
muestra una relacion inversa entre el contenido de proteinas y carbohidratos. Se obtuvieron
niveles mas altos de proteina y niveles mas bajos de carbohidratos para las microalgas cultivadas
con 2% (v/v) de CO2. Wong et al. (2013) reportaron que el suministro de CO; aumentd el contenido

de proteinas y disminuyo el contenido de carbohidratos.

El contenido de lipidos disminuy6 cuando la microalga Chlorella spp. fue aireada con 2% de CO
obteniendo valores de 14.56 * 1.8%. Esto se contrasta con el valor de 16.1 + 2% obtenido sin
suministro de CO». Sin embargo, el contenido de lipidos en las células cultivadas al 2% de CO y sin
suministro de CO fue muy similar. De acuerdo con Cheng et al. (2017), el contenido de lipidos de
Chlorella fusca y Phaeodactylum tricornutum aumenté cuando las células se cultivaron en

concentraciones mas altas de CO,.

El resultado presentado no fue consistente con estudios previos. Estos resultados divergentes para
el contenido de lipidos de las microalgas cultivadas bajo suministro de CO; pueden deberse a las
diferencias en las especies de microalgas, el contenido del medio de cultivo y las condiciones de

cultivo.

Tabla 3.16 Caracterizacidn de biomasa de Chlorella spp.

Chlorella spp Proteinas Lipidos Carbohidratos
_ (mglY (%) (ug/mL)
Sin suministro 138+ 1.4 16142 732423
de COz
0,
(4002(1)‘1;(’ 2% 200+26 1456+18 135+ 2.8
2
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3.10 Contradicciones en fotobiorreactores airlift

Como parte de un proceso integral del tratamiento de digestiéon anaerobia, se acoplé la secciéon de
fotobiorreactores para la absorcién de las corrientes de CO,. Los fotobiorreactores presentan
contradicciones fisicas, las cuales se describen a continuacion y representan los conflictos sobre

los que es posible emplear las herramientas de TRIZ:

e Es necesario que las microalgas se reproduzcan de manera eficiente para lograr la
absorcion del COz, pero a su vez la densidad celular no debe ser excesiva que impida el paso
de la luz al cultivo.

e Elriser del fotobiorreactor debe ser pequefio para que haya circulacién interna del cultivo,
pero lo suficientemente largo para que el tiempo de residencia del CO, sea mayor.

e Las paredes del down comer deben ser gruesas para soportar el proceso, pero a su vez
delgadas para permitir el paso del luz al cultivo.

e El down comer debe estar cerrado en un instante de tiempo para llevar a cabo el proces,
pero abierto para liberar O, (presion).

e Lavelocidad del proceso (recirculaciéon) debe ser lenta para no dafiar la pared celular de
las microalgas, pero la necesaria (rapida) para evitar la sedimentacion.

e El fotobiorreactor ideal es aquel que en sus paredes no presentan adherencias de
microalgas durante el proceso de cultivo.

e Al aumentar la velocidad de recirculaciéon se disminuye la adherencia, pero exceso de

velocidad dafia las microalgas lo que provoca que no se lleve a cabo la absorcién de CO-.

Las contradicciones fisicas se resuelven mediante los principios de separacién. Los siguientes

puntos ofrecen una breve descripcion de estas estrategias de solucién:

1. Separacion en el espacio: Cuando un sistema debe ejecutar funciones mutuamente
excluyentes u operar bajo condiciones contradictorias, debe intentarse fraccionar al
sistema (en subsistemas), de modo tal que las funciones contradictorias puedan ser
satisfechas con sub-sistemas diferentes.

2. Separacion en el tiempo: Si un sistema debe satisfacer requerimientos contradictorios,

funciones mutuamente excluyentes o funcionar bajo condiciones opuestas, debe tratar de
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secuenciar las operaciones realizadas por el sistema, de manera tal que las exigencias,
funciones u operaciones sean realizadas en intervalos de tiempo diferentes.

3. Separacion bajo condiciones: Este tipo de contradicciéon se observa cuando uno de los
estados o funciones del sistema es eficaz cuando esta presente una cierta condicion en el
sistema y desaparece o pierde su eficiencia cuando esta condicién cambia. Una via de
solucién para este tipo de conflictos consiste en tratar de cambiar el sistema o el ambiente
que le rodea con la finalidad de crear las condiciones necesarias para que el proceso
deseado se realice. Es decir, es el propio medio ambiente el que realiza la accién deseada
en el sistema.

4. Separacion entre el sistema y sus partes: Si dos requerimientos mutuamente excluyentes
son exigidos en un subsistema, la separacion entre el sistema y sus componentes se puede
emplear, s6lo si un requerimiento existe al nivel del subsistema pero desaparece a un nivel

sistémico inferior o superior.

El principal problema dentro del fotobiorreactor es la adherencia de las algas a las paredes. Los
siguientes puntos ofrecen una serie de direcciones que deberan ser investigadas en un trabajo

futuro.

Separacion en el tiempo: hacer el flujo pulsante. En un momento hay mucho flujo y turbulencia.
Posteriormente se detiene para volver a comenzar nuevamente. Esto genera los siguientes
cuestionamientos: ;A qué intervalo se debe dispara el fluido?, ;Qué velocidad es la adecuada?
Igualmente, es necesario evaluar la posibilidad de evitar la adhesion en las paredes del reactor

mediante un impulso ultrasénico que incide en las paredes durante ciertos intervalos de tiempo.

Separacion en el espacio: Con la finalidad de disminuir la adherencia, se sugiere multiplicar los
puntos de entrada y salida de agua, asi se acelera el flujo y se logra mantener una mayor velocidad
de fluido. Ademas es posible hacerla pulsante. Pregunta: a qué velocidad se debe mantener el fluido

para evitar que se dafie el microorganismo?

Separacion bajo condiciones: el movimiento del fluido por si mismo reduce la adherencia en las
paredes. La idea es utilizar el movimiento del fluido para hacer funcionar un mecanismo interno

de limpieza. Un objeto se desplaza al interior del reactor y por friccién elimina la adherencia. El
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mecanismo para mover el objeto es mediante un sistema de engrane el cual que mueve
constantemente el objeto y produce la funcién util. El reactor se queda tal cual en su configuraciéon

actual, pero se adiciona un subsistema.

Separacién entre el todo y sus partes: se coloca al interior un objeto para limpiar con
propiedades magnéticas y al exterior un magneto que lo sujeta. Se limpia de manera mecdnica el

interior del bioreactor.

Otra linea de investigacidn consiste en la utilizacién de recursos: el microorganismo tiene carga
ionica. Utilizar un campo de fuerza que lo mantenga alejado de la superficie. Pregunta: ;Qué
mecanismo emplea el alga para adherirse a la pared del reactor? Estos organismos se encuentran
en un medio acuoso, por lo tanto tendran una carga ionica particular. La pregunta en consecuencia

es: Puede utilizarse esta carga ionica para mantener limpias las paredes del bioreactor?

Con respecto al concepto de sistema ideal, se propone la siguiente formulacién: El fotobiorreactor
ideal es aquel que en sus paredes no presentan adherencias de microalgas durante el proceso de

cultivo y permite el paso adecuado de la luz.

3.11 Estrategias de operacion de fotobiorreactores

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente investigacion sugieren que las dos especies
de microalgas utilizadas son una buena fuente de pigmentos y nutrientes ademas de ser capaces
de remover el di6xido de carbono proveniente de la combustion del biogas, dependiendo del

proposito y uso final de cada especie se pueden establecer las siguientes estrategias de operacién:
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I Propdsito l

Maxima remocién Méxima_ produccion Maxima pr_oducci()n
de pigmentos de nutrientes
de CO,
(30.61 mg/g (Carbohidratos,
(91.9 %) clorofila a) lipidos y proteinas)
*Chlorella spp. *Chlorella spp. *Spirulina mdxima.
1.5 mL/L MBB 1.5 mL/L MBB 150% Medio Utex
4000 lux 4000 lux 4000 lux
2% v/v CO, 2% v/v CO, fotoperiodo 12:12

Figura 3.30 Estrategias de operacion de fotobiorreactores

Como se observa en la figura 3.29, siendo el objetivo principal la remocién de CO; o la obtencién
de pigmentos se debe de utilizar la especie Chlorella spp. con dosis de 1.5 mL/L de medio de cultivo
Bold Basal bajo las condiciones de 4000 lux de intensidad y suministro de 2% v/v de CO..

Por otra parte, si el objetivo principal es la obtencién de biomasa como fuente de nutrientes se
debe de utilizar la especie Spirulina mdxima con dosis de 150% de medio de cultivo Utex e

intensidad luminosa de 4000 lux con fotoperiodos de 12:12 h.

3.12 Analisis bioquimico del proceso de absorcion de CO:

El mecanismo de absorcién de CO; realizado por las microalgas cumple una funcién vital para la

vida en el planeta y se puede describir de la siguiente manera:

La fotosintesis es el proceso mas importante en el metabolismo de las microalgas. Estas utilizan la

energia solar para metabolizar el di6xido de carbono (CO2) a metanal (CH20) liberando oxigeno
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molecular (O2). Las moléculas de CH;0 constituyen los bloques responsables de la formacion de

moléculas de glucosa en las microalgas.

La microalga Chlorella spp. cultivada con suministro de CO; proveniente del biogas del proceso de
digestidon anaerobia de lodos residuales con control de flujo al 2% v/v y con nutrientes a 1.5 mL/L
de medio Bold Basal bajo la maxima intensidad luminosa controlada artificialmente a 4000 lux
para poder absorber cantidades superiores de CO; de las que normalmente se encuentran en la
naturaleza, demostrando experimentalmente que se puede aumentar la eficiencia de fijacion de

COz hasta un 91.92%.
En este proceso de fotosintesis el CO, se metaboliza a compuestos organicos como azucares
utilizando una fuente de iluminacion que es absorbida por los pigmentos de la microalga

(clorofilas) para iniciar el proceso de quimiosintesis y metabolizar el CO; en glucosa.

Este mecanismo se puede observar en las figuras 3.30 y 3.31.

\ _ Controlada de manera

b Luz artificial a 4000 lux

)

'i' vg\

::::szul-‘n@ »f t@@

Chlorella spp co, + H,0 CH, O 0,
Cultivada con 1.5 mL/L Obtenido del biogés de la
de medio Bold Basal digestion anaerobia de

lodos residuales

Las moléculas de CH,O constituyen los

Las microaigas ulllizan lu energix bloques responsables de la formaciéon de

solar para metabolizar el CO, a
metanal (CH,0) liberando O,.

moléculas de glucosa en las microalgas.

Figura 3.31 Mecanismo bioquimico de absorcién de CO2
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Durante la fotosintesis, el CO, se
metaboliza a compuestos organicos
como azicares utilizando la energia

solar y liberando O,

Figura 3.31 Absorcién de CO2

104



CONCLUSIONES

-_—




Conclusiones

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio impactan al desarrollo cientifico y tecnoldgico de México ya

que los procesos estudiados representan alternativas viables para la solucion de problemas reales

a escala industrial.

Se logr6 determinar la dosis de MBB adecuada para un favorable crecimiento celular de la
microalga Chlorella spp. 1a cual fue de 1.5 mL/L de medio se obtuvo un valor maximo de
crecimiento celular de 7.10x107 cel/mL. Para Spirulina mdxima dosis de 150% de medio

Utex y crecimiento de 1.81.x10¢cel/mL.

Se evalud la tasa de crecimiento celulary el tiempo de duplicacion de la microalga Chlorella
spp., ya que proporciona informaciéon importante de crecimiento. En el presente estudio se
obtuvo una velocidad especifica de crecimiento de 1.99 = 2 divisiones de células por dia y

un tiempo de duplicacién de 0.34 dias-L.

El pH monitoreado durante este proyecto se mantuvo en un rango de 6.25-9 en la
microalga Chlorella spp. y de 8.0-10.43 para Spirulina mdxima, ambas especies se

mantuvieron dentro de los limites tolerables de pH.

El valor obtenido de biomasa seca en la dosis de 1.5 ml fue de 0.612 g/L y los resultados
arrojados en dichas pruebas con la dosis 1.5 fueron los siguientes: clorofila totales 24.89
mg/L, lipidos con valor promedio final 20.8 g/100g biomasa, carbohidratos con un valor

final de 545.64 mg/L y proteinas con un resultado promedio de 201.53 mg/mL.

De acuerdo a los resultados de ANOVA obtenidos en el diseiio 32, el suministro de CO2 no
influye significativamente sobre el crecimiento de la microalga Chlorella spp., mientras que
el término luminosidad fue significativo sobre la variable de respuesta. La microalga fue
capaz de creer adecuadamente con un suministro de gas del 2% v/v y una iluminacién de

4000 lux con lo cual obtuvimos un crecimiento celular satisfactorio de 5.44x107 cel/mL.

Tanto la microalga Chlorella spp. como Spirulina mdxima presentan un comportamiento no

newtoniano, con caracteristicas de fluido tipo dilatante dentro de la gama de valores
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utilizados para la velocidad de deformacién y la concentracién de biomasa. Este

comportamiento estd presente en los medios que son ricos en biomasa.

Con los resultados obtenidos de las propiedades reolégicas, se comprob6 que existe una
viscosidad y un esfuerzo de corte para cada crecimiento celular, con lo cual se logré
establecer un grafico representativo para la correlacién entre el indice de comportamiento
de flujo y la densidad celular del cultivo como contribucién al conocimiento cientifico con

R2=0.976.

El pH monitoreado en estas cinéticas se mantuvo en un rango de 7 - 10 para el efecto de la
adicion de COy, con eso se concluye que la microalga Chlorella spp., tiene la capacidad de

tolerar un rango amplio de pH con un crecimiento satisfactorio.

Se establecieron las condiciones para la maxima obtencién de nutrientes en la microalga
Spirulina mdxima las cuales fueron: 150% de nutrientes en el medio de cultivo Utex,

intensidad luminosa de 4000 lux y fotoperiodos de operacion de 12:12 h luz:oscuridad.

Finalmente se obtuvieron las mejores condiciones para la maxima producciéon de
pigmentos, fijacion de CO, y obtencion de O las cuales fueron: dosis 1.5 ml MBB,
iluminacion de 4000 Lux y un suministro de CO2 al 2% v/v. Con estas condiciones se cultivo
la microalga Chlorella spp. en el fotobiorreactor tubular a escala piloto disefiado en el
presente proyecto de investigacion, logrando asi la fijacion maxima de CO; hasta un

91.92%.

Como parte de un proceso integral para combatir los gases de efecto invernadero, se
estidio la mitigacion del CO, que se genera en los procesos de combustién para obtener
bioenergia mediante digestiéon anaerodbica. El proceso de mitigacion de CO; se puede
implementar en el proceso de digestion anaerébia de lodos u otros desechos organicos, asi
como en una amplia variedad de procesos que deben estudiarse para evitar la emisién de

dioxido de carbono a la atmosfera.

El estudio muestra que Chlorella spp. cultivado en un FBR tipo airlift tiene el maximo
crecimiento y mitigacién de CO2 a 4000 lux y 2% de CO.. Por lo tanto, Chlorella spp. es una

buena opcidén para mitigar el CO, de los gases de combustion.
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Debido al alto contenido de macronutrientes (carbohidratos, lipidos, proteinas) que se
encuentran en la biomasa, la microalga representa una valiosa materia prima para varias

industrias farmacéuticas y de nutricion.

Los resultados de este estudio representan alternativas viables para reducir los efectos

ambientales negativos causados por la emision de CO; a la atmosfera.

Finalmente, los esfuerzos deben dirigirse hacia la produccién de microalgas a gran escala,
asi como hacia la evaluacién de otros géneros de microalgas debido a la gran diversidad y

potencial biotecnolégico de cada cepa de microalgas.
El uso de ésta tecnologia de tipo airlift del fotobiorractor promueve la mejora del

crecimiento poblacional de las microalgas y su aprovechamiento para la remocién de CO;

y obtencién de biomasa.
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ABRSTRACT
The am of tha study was to evaluate the matigation of greerhouse gasses generated in the anaer-

feceteod 30 Nay 2008
Mxepted 17 Oecember 2018

d%mmmuaummmmnmﬂm w"'"."‘!“
(PRI at pilct-scale plant (26L) during &0 days with a CO; wpply of 2% vy ' from an electric gen- O*M-w €0 removat
etator coupled 10 an anssrobic digestion of physcochemicad sludge process. The masimum %002
¢Mm9|mwkhmn¢tdnnmnmw“mm .wmm

nzllgl . The resudts obtained showed that aFiR-5ype PER: e 2 sultabie complament for
amerobec digestion of technologies in order to reduce emissons of

physicochemical dudge
greenhouse gases produced during the combuston of blogas.

Introduction

The atmospherk concentration of greenhouse gases (GHGs)
has been significantly increased. This i mainly cansed by
anthropogenic activitics sach as fossil fuel burning, defoeest-
ation, biomass buming, ct<

Carbon dwxide represents 688% of GHGs emission into
the atmosphere and s a major contnbutor to global warm
ing!"! The Kyoto Protocol and the Paris Agreement set
ambitious goals and responsibilities for participating coun-
tries to curb GHGs cmission.

Industrial processes, irrespective of their guality snd
quantity of production, must consider caring for the envir-
onment and the treatment of their hazardous wastes as part
of an integral process. A previous study made by Lipez
et al'™ indicated that the anaerobic digestion process & an
aliernative o the trestment of organic waste that produces
methane (55-70%) that can be used asx & source of encrgy
and carbon dioxide (30-45%)"", which should be treated to
avoad 11s cmassion into the atmosphere.

Technologles for CO; removal and capture include physa
cochemical absorbents, direct mnjection into deep oceans or
geological strata, and biological fixation (or mitigation)
Thosw methads  present  significant  challenges, including
space requirements and provention of possible CO; leakage

Recently, biological matigation technologies are becomung
considered as economically vable and environmentally sus
tainable ¥ The most promising alternative for reducing the
concentration of C0O; b fixation by  photosynthetic

microorganisms, such as microalgse that are naturally devel-
oped in aquatic enviranments and use CO; & 2 source of
carbon for the synthesin of vrganic umtpunﬂlhl ’

Microalgse capture and store carbon from CO; for their
growth and they have 4 shoet duplication time of approxi-
mately 24-48h. Mainly duc 1o the high content of macronu-
tricnts ansd the fact that these microalgase can grow under
difforent conditions, it is pnmllk to obtain blomass with
high value as a raw matcrial

Closed systems such as arbft photobiorcactors (PIRs) play
important roles in the mass cultvation of microalgac it s a
highly attractive approach compared with the open-alr systems,
These systems have many adwvantages including: relatively sta
ble culture conditions, operation at higher concentrations, pre-
vention or reduction of water evaporation, and low capital
investment.””! The Litter factor Is an important element In the
cost of producing products derived from microalgac

Theredore, technodogics based on microalgas caltivation
in PRRs currently remaing an active arca snder investigation
as onc of the most promising bioremediation altermatives far
many sources of CO; emissions” The more relevant
rescarch related 10 the scope of ths work s decussed below,

Da Silva et al'*! developed nanofibers with potential for
the biological fixation of CO; When the nanofibers were
used together with the mxrodgu Chlarella fusca, higher
CO; blofixation (216.2mg L' day ') was obtained.

Neves et " evaluated productivity, €O, biofixation
and lipid content In beomass from the acidophilic microalga

CONTACT Jwan Maousl Mendez {ontreca
Irstmeto Tecnoiogico de Oszabe, . Onente

Q 9mabmumhmemrmumuam
Neo. 852, Col £. Zapata, CF. 94320, Onzaba, Veraona, Meeco

Color versions of one or mare of the figeres i the acie can be faund online at www tandionine. comyiesa.

€ 20w Tuye B M b D ALE

124



7 (W) M CARGLLMADGRNCIA KT 24

Chlamplomonas acidophila cultivated with five different car-
boa dicxide comcentrations. The microalga presented better
productivity when cultivated with 5 and 10% CO; injected
into the PRR

The studly by Duarte of o U demonstrated  Chloreile
fiwsca and Spirufing sp. have the potental to fix CO; from
coal flue gas and sequential momass production with differ-
ent bsotechnological destinations. The maximum daly CO;
from coal flue gas biofixatson was obtained with Chlordlla
fisca (360.12mg L' day ') Certain species can be culti
vated under 10-15% CO;, a concentration that Is usually
present in coal power plamt flue gases. However, high levels
of flue gas components sach & SOx, NOx and purticulate
matcrial  may  cause  inhibition of ccll  growth in
Mine q-nkl! .

In this comtext, the objoctive of this study was to mitigate
the GHGs {CO;) generated from the anacrobic digestion of
physicochemical sludges, by using an aighift PER at pdot
scale plant operated with Chlorells spp., and thus determine
the consumption and CO; removal, n addition to the com
position of macromolecules (carbohydrates, lipsds and pro
teins) in blomass from the microalga

Materials and methods
Microalgoe and culture conditions

Chiovella spp. 15 a gender r:ﬁ\oncd in lterature as having
potential for €Oy biofixation." 1t was obtalned from the
Culture Collection of the Instituto Politécnico Nacional
(Mexico). Stock cultures were maintsined in 1 L Erdenmeyer
flasks containing T00ml of cubture The noculum wis
grown ascptically in & mom at 22 ¢ 4°C under constant
lighting conditions in photoperiods of 12h light/12h dark,
and #t was continuously bubbled with asr. The culture media
used was Bold's basal with the following composition: 10
stock solutions per liter of a solution according to the
method described n NMX-AA-087-sCH-2010.

Experimental analyses of light intensity and CO, supply

I'o determune the appropriate values for greater btomass
production from the microalgs Chlorella spp. and to analyze
the elect of different CO; concentrations and light intesity
on the growth of microalgs and on their physicochemical
properties, the cultivation was carsied out for 30days in
PARs a1 a laboratocy scale in 251 Erlenmcyer flasks with
wscful volumes of 2L and matial bromass concentrations of
01g L ' and with photoperiods of 12 h ight/12h dark. The
dlumanation was provaded by 40W fluorocent lamps. The
acration was performed with an air pamp, Elite 01, and the
CO; was infected every day for 1 min during the light phase
of growth. A 3’ factorial design of experiments (DoE) was
applied (two replicates) In order to analyze the effect of
both factors considered and o specify the recommended
kevels for the operating conditions (see Table 1). The PRRs
1, 2 and 3 were performed at 2000 lux and 2, 7 and 12% v
v ! af €O the PBR» 4, 5 and 6 were performed at 3000 lus

JProductos fEcadémicos

Table 1. Facton and bewwh of faciorial dmign

Factor Low leved Nedum level agh lewwd
Lighting 2000 A 0% 4000 hux
€0, concentramon Mivy') Mhv'l M vy

Figure 1. Pikncale plant photobionecice

and 2%, 7% and 12% v v~ of COy, and the PBRa 7, 8 and
9 were rnﬁ-rmtd ot 4000 0ux amed 2%, 7% andd 12% v v ! of
COy, respectively

CO, supply during the growth of Chlorella spp. at
ptlot-scale plant

T'o evaluate the consumption of CO; by Chlorclla spp., the
best operuting conditions from the previous stage were used
in order 1o validate the results obtained at laboratory level
The process was scaded up in o pilot-scale PRR type airlift
(261), comstructed from acrylc polyvinylchloride and -
minated with fluorcscent lamps (40W) at 4000 hux located
on the external side (Fig 1) in photoperiods of 12h light/
12h dark as reccommended by Liao et al'' " The feeding and
discharge of the reactor were carned out with a Loctite
985401 peristaltic pamp at 127 rpm.

The cultivation of Chiorelln spp. was inoculated with 3%
of the microulga and was operatal in an aiddift PRR o
22 1 47°C for 60 days, which connisted of addimg 2'% v v ' af
COy per day from the clectric biogas generator as a comple
ment to the anaerobic digestion of the physicochemical
shadge process

Three milliliters of the inlet and output gases of the PRR
wers measticed by (RUCK

chromatographic  analysis
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Sclentific 310) w determine the consumption of CO; and
the production of Oy the resslts were presented as percen-
tages by the reader software Peaksimple,

The lxquad samples were collected to determine the con
centration of blomass, which was moaitored daily by meas
uring the optical density at 750 nm in & spectrophotometer
(Therma Fisher Scientific Gemesys 20 visible) with a calibra-
tion curve that corrclates the uglnxal density with the bio-
mass dry weight for mwl The pH of the cultsvation
was determined every 24h with a dagital pH meter (Orion
230-A).

At the end of the cultivation period, the corresponding
characrerization of the macromolecudes (Carbohiydrates, hip-
idds and protcing) in the biomass was evaluated

Analytical methods

This section describes the methods used for the characteriza-

tioe of the biomass obtained in the PER & pilot-scale plamt
with COy supply

The detcrmination of cut-ohy\imr content was measurcd
by the mtthodofpbmolmlnw which 1= based on the
formatson of a colored compound by the reaction of phenol
with the glycosides (sugars and their methyl derivatives, ali-
gosiccharides and soluble polysaccharides), In the presence
of concemtrased HSOy The colored compound has o max-
fmmm absorbance at 4% nm whach was measured with a
spectrophotometer  (Thermo  Pisher  Soxentsfic  Genesys
20 vissble).

The determination of lipids in & sample of dry biomass
was made by the Soxhlet method of solid-liquid extraction
using hexane as the solvent -

The mu'm comcentration was determined by the Lowry
method using a standard solution of bovine scroalbumina
and Lowry reagent The absorbunce of the microalgs
Chivrella spp. v determined in 4 spectrophotometer
(Therma Fisher Sacntific Genesys 20 visible) at & wave-
length of 750 nm.

The biomass concentratson at the end of the cultivation
was quantified by dry weight ™ The concentrution of the
blomass P, (g L") with the variation in cell concentration
in a tiene interval i shown in the Equation (1)

P.- - 'xl 4‘0,”“ ) (l)

Where

Xi= Biomass concentration (g L ) while the crop s 1

Xy~ Biomass concentration (g L ') to initial time fy

The determination of the rate of fixation of CO; Pep. (g
L 'day "), the carbon content of the cells, and the max
b peoductivity of the biomass were assessed as shown
in Equation (2)

Fro, = CcPas Mo, /M) 2)

Where
Cc = Amount of carbon in Chiorella spp cclls.

Mo, = Malecular weight of €O,

Mg = Malecular weight of carbon
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Prue = Biomass productivity

Statistical onalysis

The values presented in the tests are the average of two rep
licas and were evaluated by analysis of varlance (ANOVA)
and Tukey's test for comparison of the means ot a 93.0%
confidence level,

Results and discussions
Recommended levels of light intensity and €O, supply

Figure 2 shows the average resufts for the 3 factorial DoE
(explained in section “Experimental anadyses of light inten-
sity amd €Oy supply™). The PERs 1, 2 and 3 under condi-
tions of 2000 hux and 2, 7 and 12% €Oy, respectively, have
growth similar to the PBRx 4, 5 and 6 under conditions of
300 kux and 2, 7 and 12% €Oy The PBRs 7, 8 and 9 with »
light intensity of 4000lux and 2, 7 and 1% 0Oy, tq«l
tvely, reached the bcst ccll gm\nh (6.3 % 107, $6 % 10" and
58 %107 cell mL ). So, the PBR 7 (4000 lux and 2% CO;)
presents the highest growth at the end of the pro
cess (30 days).

An analysis of variance applied 1o the factorial DoE indi-
cates that the light tensity facsor had & ugnificant effect on
the growth of the tmmu?c Chlurelle spp., while the CO;
supply is not significant =’ Comparing the Fisher exact test,
the F-statistic valoe from the table for €03 was 694 and the
calculated ¥ critkal value was 525 It 1s noted there o a
minimal diffcrence between both values; the Fostatistic to
light intensity was 6.94 and the calculated F was 1277, high
lighting greater difference over light intensity. So, there is a
higher significance level that the light intensity will benefit
or affect growth. The behavior in our study is comparable
with the results found by Gong et sl who indicate the
effect of light intensities an the growth of Chiovella valgaris
in & Bght incobasor showed that in terms of light inlensity,
the cell density under 3960 lux s highest. In this study, the
highest cell demity was under 4000kix. Ota et ol
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reported similar results with microalgs Chlaracoccum lrtor-
ale and demonstrated that light intensity affected cell growth
and it was treated In @ mathematical model.

An increase i blomass productivities and in CO7 uptake
rates with increasing lght frradisnce has already been
described. In facy, photosynthetic rate is directly proportion-
ally to light irradiance, resulting i an increase in biomas
productivities and in €O, uptake '™ This can be observed
in Figure 2, where the resubts show that higher growth
{63 % 107 cell mL ") was obtained in PRR 7 under 4000 lux
than the growth obscrved under 2000 and 3000 lux
(39 %107 and 3.6 107 cell mL ') which was obtained in
PERs 2 and 6, respectively.

According 1o Li o ol microalgal productivity of 2%
CO; was higher than that of 8% CO; using microalga
Chvdarefla valgaris. They concluded that the bow microalgal
productivity of 8% COy was because cxcessive dissolved €Oy
inhibited microsigal growth, In this study, the highest ol
density was under 2% COy. The higher cell density obscrved
n PARS 7, & and ¥ can be cbtained by maintaming
adequate Light intensity. In addition, convidering that there
was a highcr growth in PBR 7 and based on the discussion
abave, the PRR should be operated at 4000 lux with €Oy
supply at 2% vv ' in order to obtain the highest concentra-
tion of ccll growth, whxh lcads to a greater capacity for
removal of CO;3.

pH

The pH values were measured during the process of supply-
ing CO; and lighung, Khalll et al. ™ showed that Chiorolls
can grow in a wide pH range (4-10) and the muximum bio-
mass yiedd was obtalned in alkaline conditions (pH at 9 and
10). As shown in Figures 3 and 4, with Eght intendty under
2000 and 3000 hux, the pH runge obtained in the PBRs 1-3
and 4-6, respectively, fluctuated from 7.0 to 9.5, whie the
pH under 3000 lux (Fig. 3) fluctuated from 8.0 50 10.0 (alka-
lize conditions) and these conditions reached the highest
growth. The cell demsity increased with the lncexe of pH
and it was highest with pH coatrolled at 100/ This may
be the main reason for the higher cell density reached in
PBER 7

The supply of COy to microalgas cultivation i 4 deter-
mining process in the officient devdopment of microoegan-
iume becatse # contributes to the photasynthetic process
and controls the pH of the culture.

The pH risex due to COp cansumption. When €Oy dis-
solves in water, three inorganic carbon specics are present in
the agueous phase: OOy, bicarbonate, and carbonate soms,
The pH of the culture also increases and can retain inor-
ganic carbon content in the aguoous phlm‘m As shown in
the present study, the minimum phl was 8.25 and the max-
imum was 989 This proves the capacity of the microalga
Chidarefla spp. 10 tolerate a wide range of pH with satistac-
tary growth, which s beneficial for the study and treatment
of COy with this mi:mdy."l
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Effect of CO, supply on Chiorella spp. at the pilot-
scale plant

Figure 6 shows the growth curve of Chlorella spp. In the ale-
Efi PBR during the 60 days it was operated at 4000 bux and
with a 2% CO) spply. Tt shows that the stage from 0 10
10days i a phase of adaptation of the microalgac llh" sub-
soquently it reached & maximum growth of 2.1 % 107 el
ml ' on day 31 Robles ot al*Y) reported that the growth
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of Chlorells Vidgaris in an aithift PBR was 118 x 107 cell
mi! n a period of 4-6 days. The delay in reaching the nwx-
imam growth in the proest study is attributed 10 an carly
swpply of ©O; during the kg phase of the microslgs while
the cdll density was still Jow (256 x 10° ol mL ') and the
Chlorella cclls were not able to perform the photosynthetic
process. Morcover, the solubality of the CO; supplied from
beogas also induced low pH, down to 351 (g 7). This is
comparable with Choix et al!™ who reported pH 5.60 1n cul
ture media of Chivrdlls sp. This happens when CO; dissolves
in water because carbomate jons, bicarbonate ions, and CO,
in aqueous foem will coexist. When the pH value s over 6.3,
the morgank carbon will be stabilived in the form of the
bacarbomate son. Since CO; can frecly diffuse in and out of
aqueoss salution, the kigher COz concentration dimolved m
water will lower the pH value and this results in a decrease in
the extraceliular carbonic anhydrase activity and finally inhib.
its microalgae growth. Hence, a suitable supply of CO; con.
centration for cultivation of microulgee i the log plase can
enrich ias carbon content to increase the algal biomuss ™'l

The dynamic bebavior of pH is shown in Figuee 7 whese
COy would appear av HxCOx HOOy  or CO5™ in waler,
depending on the pHl value. A high concentration of CO; in
water would result in a decline in pH duc to carbomic acd
formation. ™! The imitial pH value rapidly dropped in day 10,
which was proportional to the concentration of CO; supply.
As the assimilation of CO; by microalgae occurred, the pH
value Increased due o CO; depletion: when bicarbonate is
the only source of carbon, the culture pH will rise.”" This
effect can be obscrved on day 33 (Fig 6) because the micro-
alga cubiure wan in the log phase and the pH increased until
it reached a stable bohavior.

Biomass production and CO, fixation rate by Chlorelia
spp. at pilot-scale plant

Photosynthetic activity and growth rates of microalgae arc
lemited by the light cydes provided to the cops. Thus, Li
et al™® reported that variations in volumetnic productmaty
and cdl growth are based on the cydes of luminosity to
which the crop & exposed. Carbon dioxide fixation rates are
related to the emergy that cells receive during light cydes,

Table 2 shows that the biomuss production of Chiorelly
spp. in the PBR obtales o masium concestration of 218g
L' Simiar sudics have boen previowly poblished  aboet
related species. Tejoda et al ™Y reported that Chioredls Vaulgarss
obtains blomass values of 0.27 g L "and Chia et al™ obtatned
O84g L ' with Chlorella vadgarss. In these studies, C vadparis
showed a lower blomass production compared wath Agwa
et "™ who reported 247g L' using Chiorella spp. ‘This
shows that the microalgs Chiorelly spp. used in this study has
a capacity of blomass production congroent with or slightly
higher than that reported by the uuthoes mentiosad above

Figuare & s the percentages of €Oy and O in the PIR
There is an mxrease of Chlorells spp. in the expoanential phase
due to the CO; supphys COy removal (measured with chroma
tographic analysis) shows a maximum value of Y1.92% at day
23 and higher production of O; at day 31 with 47.66%.
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Chaudhary et al!’ and shabani et al™ reported 7o%
and 84% CO; removal respectively by Chiorella valgaris,
lower than the valucs obtained in this investigation. This
difference can be attributed to the differemt growth condi-
tons of cach miroalgae or the speaies dependent efficiency
of CO; removal. Also, fixatson may be due to physiclogical
conditons of microalgae, sich as the potentiad for cell
growth and ubllity w0 metsbolize CO;. According 1o Rodas
et ol bioenaw productivity is affected by several facton
such ax mustrient comcentration, light intennity, €Oy supply
and culture media. These factors influence the growth and
composition of the blomass produced.

The CO, fixation rate of the microalga Chiovella spp. was
evaluated in the PER and the best result obtained was aos§
L' day™! on day 32 (Shabuni et ol ™ repaned 0.67g L
day ! by Chiorella spp) On the other hand, Garcia'®
obtained a CO; fixation rate of 06g L * day ' by the
microalga Chiorella spp. and these results are very similar to
those obtained in this research.

Biomass characterization of Chiorella spp.

Tablc 3 shows the biomass charscterization of Chloretla app
without CO; supply and under the recommended levels
{4000 lux and 2% COy).
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Table 2. Biomass production, maxmum productiity and (0, fxation by Chlorelia spp. in PBR (4000 hax, 2% CO,)

Miaoalga Bomass producsion (g L ')

Maxmum productvity ig L ' day ')

€0, foation (g L ' day ')

Chiorells spp 218

0.94 063

10

14 18 22 26
Time (days)

Figure 8. Percentage of CO; removal and 0, production.

In this study, the production of carbohydrates decreased
with the addition of CO;. Before CO; was supplied, the con-
tent was 1734423 g mL ™' and it was 135228 g mL~!
lﬁﬂCO;mw,Thcumbehwiotmnpotkdby
Moreira et al™"'" who found that in different cultures of
microalgse, the concentration of carbohydrates was Jower
duc to the addition of CO3,

The highest protein concentration (200 +2.6mg L ') was
obtained with 2% CO; compared to the valuc of
1384 Ldmg L' without CO, supply. Similar results were
found by Barajas ct al'"! who rcported that Chlorella
Vulgaris had a total production of proteins from 150 to
280myg L. The analysis of the chemical composition of
Chlorella spp. revealed an inverse relationship between the
content of protein and carbohydrates. Higher levels of pro-
tein and Jower levels of carbohydrates were obtained for the
microalgae cultivated with 2% (vv ') CO; Wong et al*
reported the use of CO; increased the protein content and
decreased the carbohydrate content.

The lipid content decreased when the Chlorella spp. was
acrated with 2% CO; and 14,56 + 1 8% was obtained. This is
in contrast with the valoe of 16.1 £2% obtained without
CO2 supply. However, lipid content in the cells cultured at
2% CO; and without CO; were very similar. According to
Cheng et al™, the lipid content of Chlorella fusca and
Phacodactylum tricomutum increased when cells were grown
at higher concentrations of COz. Our result was not consist-
ent with these previous studics. Such divergent results for
lipid content of microalgae cultured under CO; supply may
be due to differences in microalgal species, content of cul-
ture medium, and culture conditions.

Conclusion

As part of a comprehensive process to combat GHGs, the
mitigation of CO; that is usually gencrated In the combus-
tion processes for obtaining bioenergy by anacrobic diges-
tion was analyzed. The mitigation process of CO; can be

Table 3. Biomass characterization of Chiorella spp.

Proteina
Oiloretia spp imgL ") Lipids (% (g mL ")
Wathout CO; supply 138214 16,122 1732221
(4000 hax, 2% CO,) 2002256 1456218 135228

implemented in the anacrobic digestion process of sludge or
other organic wastes as well as in a wide varicty of processes
that must be studied to avold the emission of carbon diox-
ide to stmosphere.

The study shows that Chlorella spp. cultivated in an airdift
PBR has the maximum growth and CO; mitigation at
4000 ux and 2% COy. Furthermore, the maximum cell con-
centration, CO; fixation rate, and CO; removal efficiency
were 21 %107 cell mL", 063g L' day ' and 91.92%,
respectively. Therefore, Chiorella spp. s a good cholce for
CO; mitigation of fluc gasses. Duc to the high content of
macronutrients (carbohydrates, lipids, proteins) found in the
biomass, It represents a valuable raw matenal for various
nutrimental and pharmaceutical industries.

The results of this study represent viable alternatives for
reducing the negative environmental effects caused by the
emission of this gas into the atmosphere. Finally, cfforts
should be directed towards microalgal production on a large
scake, as well as towards cvaluating other genera of micro-
alga duc to the high diversity and biotechnological potential
of cach microalgal strain.
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Hnexo ft

ANEXO A: Elaboracion de medio de cultivo Bold Basal (MBB)

La preparacion del medio de cultivo de Chlorella spp. se bas6 en el apéndice normativo B
de la Norma Mexicana NMX-AA-087-SCFI-2010

Preparar 100 mL de cada una de las Soluciones Stock, conforme a la siguiente tabla.

Disoluci
on Stock Reactivo (s) Peso (g)
1 Nitrato de Sodio ( NaNO2) 25.0
2 Cloruro de calcio di hidratado (CaClz*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 (KzHPO4) 7.5
6 Cloruro de sodio (NaCl) 2.5
; Sulfato ferroso hepta hidratdo (FeS04+*7H20) + 0.498
100uL de H2S04
8 Acido Borico (H2BOs3) 1.142
9 EDTA 5.0
Hidroxido de potasio (KOH) 31
Sulfato de zinc hepta hidratado (ZnSO4* 7H20) 0.882
Cloruro de magensio tetra hidratado (MnCl2*4H20) 0.144
10 Oxido de molibdeno (Mo0Oz2) 0.071
Sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4*5H20) 0.157
Nitrato de cobalto hexa hidratado [Co(NOz) 2*6H20] 0.049

Una vez preparadas las 10 soluciones Stock, se toma 1.5 mL de cada unay se aforaa 1 L.

Nota: Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.
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dinexo B

ANEXO B: Elaboracion de medio de cultivo Utex

Preparar las soluciones de metales traza A5 y metales traza B6 modificado de acuerdo a

las siguientes tablas:

Metales traza A5

Reactivo Peso
H3BOs3 286¢g
MnClz . 4H20 181g
ZnS04.7H20 0.222¢g
NazMoOs4 . 2H20 0.39g
CuSO04.5H20 0.079g
Co(NO3)2.6H:20 49.4 mg
Agua Destilada AforaralL
Metales traza B6
Reactivo Peso
NH4NOs3 0.23g
K2Cr2(S04)4 . 24H20 96.0 mg
NiSO4 . 7H20 47.8 mg
NazWO0s4 . 2H20 17.9 mg
Ti2(S04)3 40.0 mg
Agua Destilada AforaralL
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dinexo B

Preparar la solucion final de acuerdo a la siguiente tabla:

Reactivo Peso

NaHCOs3 168 ¢

K2HPO4 05¢g

NaNOs3 25¢g

K2504 10g

NaCl 10g

MgS04. 7Hz20 02g

CaClz. 2H20 0.04¢g

FeSO4.7H20 0.01g

EDTA 0.08g

Solucion de metales traza A5 1 mL

Solucion de metales traza B6 1 mL
Agua destilada AforaralL

Nota: Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.
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Jnexo €

ANEXO C: Datos reoldgicos fase inicial de cultivo

Se obtuvieron los siguientes parametros reoldgicos en la fase inicial del crecimiento de la

microalga Chlorella spp.:

Velocidad Esfuerzo de Viscosidad Esfuerzo de | Viscosida
Puntos | de corte co.rte experimental corte . d
Y (1/s) experimental (Pa/s) Modelo H-B | ajustada
(Pa) (Pa) (Pa/s)
1 35.7 0.105 0.00295 0.111 0.00311
2 71.4 0.281 0.00393 0.263 0.00368
3 107 0.593 0.00526 0.5 0.00467
4 143 .895 0.00626 0.818 0.00572
5 179 1.29 0.00723 1.21 0.00679
6 214 1.73 0.00809 1.68 0.00786
7 250 2.2 0.0088 2.23 0.00891
8 286 2.82 0.00987 2.85 0.00996
9 321 3.44 0.0107 3.53 0.011
10 357 4.04 0.0113 4.29 0.012
11 393 4.73 0.012 5.12 0.013
12 429 5.5 0.0128 6.01 0.014
13 464 6.4 0.0138 9.97 0.015
14 500 7.32 0.0146 8 0.016
15 536 8.45 0.0158 9.09 0.017
16 571 9.67 0.0169 10.3 0.0179
17 607 10.9 0.0179 11.5 0.0189
18 643 12.4 0.0193 12.8 0.0199
19 679 13.9 0.0205 14.1 0.0208
20 714 15.6 0.0218 15.5 0.0217
21 750 17.1 0.0228 17 0.0227
22 786 20 0.0254 18.5 0.0236
23 821 21.8 0.0265 20.2 0.0245
24 857 23.7 0.0277 21.8 0.0255
25 893 25.9 0.029 23.5 0.0264
26 929 28 0.0301 25.3 0.0273
27 964 30.3 0.0314 27.2 0.0282
28 1000 32.4 0.0324 29.07 0.0293
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ANEXO D: Datos reologicos fase exponencial de cultivo

Se obtuvieron los siguientes parametros reolégicos en la fase exponencial del crecimiento

de la microalga Chlorella spp.:

Puntos Velocidad Esfuerzo de Viscosidad Esfuerzo de Viscosidad

de corte corte experimental corte ajustada
Y (1/s) experimental (Pa/s) Modelo H-B (Pa/s)
(Pa) (Pa)

1 35.7 0.103 0.0029 0.11 0.00307
2 71.4 0.279 0.0039 0.257 0.0036
3 107 0.554 0.00517 0.488 0.00456
4 143 0.878 0.00615 0.799 0.00559
5 179 1.3 0.0073 1.19 0.00664
6 214 1.68 0.00786 1.65 0.00769
7 250 2.14 0.00856 2.18 0.00873
8 286 2.71 0.00949 2.79 0.00976
9 321 3.37 0.0105 3.47 0.0108
10 357 3.93 0.011 4.21 0.0118
11 393 4.61 0.0117 5.03 0.0128
12 429 5.47 0.0128 5.91 0.0138
13 464 6.36 0.0137 6.86 0.0148
14 500 7.24 0.0145 8.87 0.0157
15 536 8.34 0.0156 8.95 0.0167
16 571 9.49 0.0166 10.1 0.0177
17 607 10.7 0.0176 11.3 0.0186
18 643 12.1 0.0188 12.6 0.0196
19 679 13.6 0.0201 13.9 0.0205
20 714 15.2 0.0212 15.3 0.0215
21 750 16.6 0.0222 16.8 0.0224
22 786 19.4 0.0247 18.3 0.0233
23 821 21.3 0.0259 19.9 0.0242
24 857 23.3 0.0272 21.6 0.0252
25 893 25.4 0.0285 23.3 0.0261
26 929 27.5 0.0296 25 0.027
27 964 29.8 0.0309 26.9 0.0279
28 1000 31.9 0.0319 28.8 0.0288
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ANEXO E: Datos reolégicos maximo crecimiento

Se obtuvieron los siguientes parametros reoldgicos en la fase final del crecimiento de la

microalga Chlorella spp.:

Puntos Velocidad Esfuerzo de Viscosidad Esfuerzode Viscosidad

de corte corte experimental corte ajustada
Y (1/s) experimental (Pa/s) Modelo H-B (Pa/s)
(Pa) (Pa)

1 35.7 0.105 0.00293 0.11 0.00309
2 71.4 0.278 0.0039 0.258 0.00361
3 107 0.551 0.00514 0.49 0.00457
4 143 0.882 0.00618 0.801 0.00561
5 179 1.28 0.00717 1.19 0.00667
6 214 1.71 0.00796 1.65 0.00772
7 250 2.17 0.00868 2.19 0.00877
8 286 2.77 0.00971 2.8 0.00981
9 321 3.38 0.0105 3.48 0.0108
10 357 3.98 0.0111 4.24 0.0119
11 393 4.68 0.0119 5.06 0.0129
12 429 5.48 0.0128 5.95 0.0139
13 464 6.37 0.0137 6.9 0.0149
14 500 7.27 0.0145 7.93 0.0159
15 536 8.35 0.0156 9.02 0.0168
16 571 9.46 0.0166 10.2 0.0178
17 607 10.8 0.0178 11.4 0.0188
18 643 12.2 0.019 12.7 0.0197
19 679 13.7 0.0202 14 0.0207
20 714 15.2 0.0213 15.5 0.0216
21 750 16.7 0.0223 16.9 0.0226
22 786 19.6 0.025 18.5 0.0235
23 821 215 0.0262 20.1 0.0245
24 857 23.5 0.0275 21.8 0.0254
25 893 25.8 0.0289 235 0.0263
26 929 27.7 0.0299 25.3 0.0272
27 964 30.1 0.0312 271 0.0281
28 1000 32.2 0.0322 29.1 0.0291
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ANEXO F: Diagrama de bloques Planta Piloto
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ANEXO G: Diagrama de flujo Planta Piloto

Flowchart pilot plant
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ANEXO H: Diseiio de Planta Piloto
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ANEXO I: Diagrama P&ID Planta Piloto
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(Seccibén de Fotobiorreactores)
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ANEXO J: Diagrama AutoCAD
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