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Resumen

Resumen
Se presenta el efecto de cambios escaldn en Issid&al de luz, concentracion de didéxido de

carbono en fase gas, velocidad superficial de dasey frecuencia de exposicion a ciclos de
luz-oscuridad sobre la actividad fotosintética aerlicroalgaScenedesmus obtusiusculrs
fotobiorreactores. Se demuestra que el analisregfmiestas dinamicas permite obtener datos
de la tasa de produccion de ¥de la tasa de consumo de Ofdirante el crecimiento de la
microalga. El efecto de cambios escalon en la &t de luzindica una aclimatacion
fotosintética a corto plazo determinandot@sas maximas de produccion dede 103 y 207

mg O g, *h™ para irradiaciones de 141 y 505 umotsh para una concentracion de biomasa
de 0.13 gL™. Se valida un modelo matematico que considera parastedrodinamicos, de
transferencia de masa y cinéticos, para predeciespuesta dinamica de oxigeno y la
productividad de biomasa. Las simulaciones estiquema 38C y una irradiacién de 600pmol
m?s'se obtiene el valor maximo de productividad de lisan(0.78 @.d™). Este modelo
consta s6lo de parametros cuyos valores se obtigmesxperimentos. El efecto de cambios
escaldn en la concentracién @& muestra que para una concentracion de biomas# dg

la tasa de consumo de €@s de 3.3 gtd?, y ésta disminuye a 0.68 gt para una
concentracion de biomasa de 3.I'gEl balance de materia pa®aenedesmus obtusiusculus
demuestra que del carbono alimentado durante leacipe del reactor (39.2 g C-GPes
fijado el 90 (35.2 g C-CQ) para la produccién de biomasa. El efecto de casnéscaldn en

la velocidad superficial de la fase gasndestra que la tasa de fotosintesis se incrementa
debido al aumento en el mezclado induciendo uremento en la tasa de transferencia de
masa y en la frecuencia en ciclos internos de saznodad. Los valores que se obtienen de la
tasa de produccién de oxigeno en los cambios s@n 571 y 187 mg g, *h™* para los flujos

de la fase gas de 3.4, 6.5 y 9.5 L inespectivamente, para una concentracién de bimas
de 1.0 gL™. El efecto de cambios en la frecuencia de cickokid-oscuridad demuestra que la
productividad de biomasa es mas alta (@L"d") cuando la microalga se expone a
irradiacién continua de luz que irradiaciones imiéentes de luz de 0.0033 Hz (0.53 gb i

Y y 1Hz (0.05 gb [* h}).
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Abstract

This paper presents the short-term effect of ligitensity, gas phase carbon dioxide
concentration, superficial gas phase velocity amghtidark cycles frequencies on the
photosynthetic activity by the microalgé&cenedesmus obtusiusculugiltivated in
photobioreactors. The analysis of dynamic respopemgded information on the specific rate
of oxygen production and GQuptake during the growth of the microalga. Theeffof light
step-changes on the photosynthetic activity inditapseudo-steady states in the oxygen
concentration indicating a short-term photosynthetclimation. The highest values of the
oxygen production rate were 103 and 207 maySh™ for irradiation of 141 and 505 pmol m
s respectively, and for a biomass concentratiof.28 gL™. In addition, a mathematical
model was validated to estimate the oxygen conagotr and biomass productivity using
parameters obtanined from experiments considetieghtydrodynamics and mass transfer
within the system and a kinetic expression forimsic oxygen production rate representing
the photosynthetic activity under N-replete comatifi. The simulations predicted the highest
biomass productivity (0.78,5"d™) at 35°C and a irradiance of 600pumofsi. Furthermore,
the effect of gas phase ¢€@oncentration step-changes on the,€C@hsumption rate indecated
that the highest value was of 3.3 gL for a biomass concentration of 0.8.dand the lowest
value was of 0.68 gitd™ for a biomass concentration of 3.1 §lScenedesmus obtusiusculus
mass balance showed that during the operationeafeidctor the 90% of the carbon fed (39.2 g
C-CO,) was used to (35.2 g C-Gbiomass production. The effect of superficial ghsse
velocity step-changes indicated that the photoggithrate increases due to increment in the
mass transfer and the light-dark cycles frecuenidye values obtained of the oxygen
production rate were 57.5, 111 and 187 mggh™ to gas phase flows of 3.4, 6.5 and 9.5 L
min™, respectively, for a biomass concentration 4L0g The effect of the light-dark cycles
frecuencies indicated that biomass productivitiigher (1.1 gLd™®) when the microalga
was exponsed to continuous irradiation contrariytermittent light of 0.0033 Hz (0.53, 4.

h™?) and 1Hz (0.05 gb L h%).
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Introduccion

Introduccion

En la actualidad existe conciencia de la probleraael cambio climatico ocasionado por los
gases de efecto invernadero, sus origenes, del papda actividad humana ha jugado y de
las graves repercusiones que enfrentara la hunthrifgaprevé que existira un aumento en la
demanda de energia/combustibles y existe preocdupgcr el aumento en las emisiones de
efecto invernadero. Adicionalmente existe gran rimembre en la industria petrolera,
respecto a las reservas y existe gran interéslpmoede fuentes alternativas y renovables de
energia.

El uso de biocombustibles obtenidos a partir denbga se plantea como una alternativa para,
reducir de manera intensiva, las emisiones de dicoge carbono, que es el principal gas de
efecto invernadero, y contribuir, a través de urenan afectacion al medio ambiente, a
satisfacer la demanda creciente de combustibles.

La producciéon de biomasa a partir de microalgasires alternativa con la que podria ser
viable desarrollar proyectos tecnoldgicos en Méxiam reducir las emisiones de diéxido de
carbono (CQ) y elaborar combustibles renovables de tercerargeion. Las microalgas son
microorganismos fotosintéticos que convierten e @@ biomasa que puede usarse para la
obtencion de alimentos y productos de alto valoegagdo en la industria farmacéutica. Entre
los diferentes tipos de combustibles, que puedé&melse de ellas, se encuentran: el biodiesel
(ésteres de acidos grasos) a partir del aceitaidas de la microalga, la produccion de
metano por procesos de digestion anaerobia enoladsia microalgal, o la produccion de
hidrogeno a partir de procesos fotobioldgicos (CH607).

Las microalgas presentan una alta productividad ymidad de area de cultivo, alta area
(m?/m* de reactor) interfacial liquido-sélido, alta efiotia fotosintética, una alta tasa de
crecimiento en comparacion con la biomasa produgataalgunos cultivos oleaginosos, asi
como la capacidad de crecimiento en condicionesptas para el cultivo de alimentos, esto la
hace una fuente de materia prima promisoria papdduccion de aceite. Por otra parte, la
produccion de biomasa puede coadyuvar a reduciifisgtivamente las emisiones de £0

emitidas a la atmosfera por procesos industrideto, combinando la alta capacidad de las
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microalgas para la fijacién biolégica de £©on las emisiones de gas provenientes de
procesos de combustion; en concentraciones deapfas para el crecimiento de algas. Sin
embargo, a pesar de que actualmente existe inaegtig sobre diferentes especies de
microalgas, los costos actuales son altos paracamplnes en la produccion de
biocombustibles.

Por lo tanto es importante profundizar en el coméemto sobre aspectos de ingenieria basica
que permitan incrementar la productividad de bi@nasn la cual se podria disminuir los
costos de inversion y de operacion del proceso.trDetle los sistemas de cultivo, los
fotobiorreactores pueden proveer condiciones datasarrollo de microalgas, sin embargo se
requiere contar con una representacion lo masgargmsible de los fenbmenos bioldgicos
como lo es la fotosintesis (el crecimiento, produtcde oxigeno, fotoinhibicidon 6
fotolimitacion) y los aspectos fisicos mas releeantomo la hidrodinamica, la transferencia
de masa, la distribucion de la luz y la frecuemt@aciclos luz-oscuridad, (Luo y col., 2003).
Por lo tanto, es fundamental evaluar dichos fen@sen incluirlos en una representacion
tedrica que incluya, los aspectos fisicos que panmia) escalar los experimentos de
laboratorio a nivel industrial, b) validar el modehatematico y c) disefiar el equipo y simular
el proceso.

En el presente trabajo se explora:

a) el uso de una estrategia experimerdatavés del estudio de la respuesta dinamica del
sistema ante perturbaciones en la intensidad desfufa concentracion de GCen la
velocidad superficial de gas y en la frecuencizidi®s luz-oscuridadpara evaluar y
cuantificar la actividad fotosintética de la midgs Scenedesmus obtusiusculais
través de determinaciones tanto de la tasa especi@i produccion de oxigeno como
de consumo de CQyue permitan eventualmente la prediccién de laystividad de
biomasa de los sistemas y también

b) se plantea y valida un modelo matematico que aqugametros cinéticos intrinsecos,
hidrodindmicos y de transferencia de masa, paiemastia produccion de oxigeno
como respuesta de la actividad fotosintética y, leorstequiometria global de la

reaccion, la productividad de biomasa para difeemtensidades de luz.
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En el Capitulo 1 se presenta los fundamentos $alictosintesis en microalgas y sistemas de
cultivo ademas de los aspectos relacionados coprilasipales bases de disefio de reactores
para el crecimiento de microalgas y su operaci@uyendo los principales aspectos que
afectan la velocidad especifica de crecimient@rtaluctividad de biomasa en reactores, y el
estudio de estos factores a través de la tasaiispate produccién de oxigeno y de la tasa de
consumo de C® Al final del capitulo 1 se plantea una seccidénat¢ecedentes directos
relacionados con el trabajo previo del grupo destigacion. En el Capitulo 2 se plantea la
justificacion del trabajo y los objetivos de estsis. En el Capitulo 3 se describe la
metodologia y las técnicas analiticas que se emgplede forma general en el presente
proyecto. En los Capitulos 4, 5, 6 y 7 se repoltanresultados de las respuestas dinamicas
ante los cambios: 1) en la intensidad de luz, Zpadimentacion de C3) en la velocidad

de la fase gas y 4) en la frecuencia de ciclosokawidad, respectivamente durante el
crecimiento de la microalgdcenedesmus obtusiuscul& cada uno de estos capitulos se
incluye una introducciéon especifica, y los matesay métodos utilizados en cada seccion.
Finalmente, en las conclusiones generales se emptaw aportaciones de la presente

investigacion al campo de estudio de los fotobamteres.
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CAPITULO 1. Antecedentes

1.1  Microalgas

Las microalgas han recibido una atencion espeoiabp alta capacidad de fijacion de GO
la generacion de productos de valor agregado daesomercial. Por ello, a continuacion se
describen algunos fundamentos y conceptos sobrereglimiento de microalgas y la

acumulacion intracelular de lipidos en las mismas.

Las algas son un grupo diverso de organismos aogatifotosintéticos, generalmente
clasificados como macroalgas y microalgas. Lassghgeden ser, en funcion de su habitat, de
agua dulce o de agua marina. Las macroalgas sanisngos eucariotas, es decir, con un alto
grado de organizacion celular interna, que incluyea membrana celular, un nucleo que
contiene el material genético y diferentes organglternos. Las microalgas son generalmente
unicelulares e incluyen organismos eucariontesoggriontes (cianobacterias). Estos ultimos
son células sin nucleo celular diferenciado (Rosenly col. 2008). Las microalgas, como el
nombre lo indica, son microscopicas (2¢dfl). Muchas de ellas son unicelulares y pueden ser

moviles o inmdviles dependiendo de la presencidadelos.

Una de las caracteristicas adaptivas que presksgamnicroalgas planctonicas es la capacidad
de adsorber rapidamente los nutrientes y acumslarttacelularmente para su reproduccion y
mantenimiento celular. La nutricidon es por adsardiénica de C, H, O, N, P, S, K, Ca, Fey
Mg y de cantidades traza de Mn, B, Co, Cu, Zn y 8o,embargo, para algunas especies son
necesarias otras moléculas inorganicas y organaaglejas, incluyendo la vitaminaBDe

los grupos que conforman el fitoplancton, las peteentes a las division€¥yanobacteria
Chlorophyta Heterokontophytay Euglenophytason las mas comunes en aguas dulces,
mientras que la8acillarophytg las Dinophytay las Haptophytaabundan en el mar (Lara,
1996). En determinadas condiciones las microalgai@waumentar casi el doble de su masa
celular, en periodos de 24 horas, y durante sudaserecimiento exponencial, hasta en 3.5
horas (Chisti, 2007).
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1.2 Fotosintesis

El proceso por el cual las microalgas sintetizambatsidratos es denominado fotosintesis y
requiere energia solar (espectro de luz visiblegitad de onda de 400-700 nm), dioxido de
carbono, y nutrientes para producir glucosa y axdgéa fotosintesis es un proceso de oxido-
reduccion en el que existe una transferencia drretes y se lleva a cabo en los cloroplastos
de las células fotosintéticas. El agente reducoeleagua y la molécula que se reduce es el
diéxido de carbono, que acepta electrones del pgtmtransformarse en glucosaH&Os).

Sin embargo, la transferencia de electrones ded ag€Q requiere de un aporte de energia
de al menos 686 Kcal. La energia para llevar a cidima transferencia proviene de la luz
solar, que en forma de cuantos de energia o foeseapaz de activar los fotosistemas de las
células (Lara y col., 1996).

1.2.1 Fase luminosa

La transferencia de electrones comienza con lafir(fotosistema 1), en las membranas
tilacoides de los cloroplastos. Un foton de sufitéeenergia puede impactar con uno de los
electrones periféricos de la molécula y desprendét electron desprendido es altamente
energético y se mueve a través de una cadena dmasngransportadoras, liberando su
energia. Una de éstas es el NAQ@sfato de nicotinamida adenin-nucleétido oxidadoie

al recibir un electron se reduce a NADPH. Si no NADP® disponible, los electrones
retornan a la molécula de clorofila a través deosotiransportadores del grupo de los
citrocomos. La energia liberada por el electréregiesar a su estado fundamental en parte se
almacena como ATP (adenosin-trifosfato) y en pageemitida como fluorescencia. La
produccion de ATP a partir de ADP (adenosin-difimdfey Pi (radical fosfato) se llama
fosforilacion. El papel del fotosistema | es, emesis, la fotofosforilacion y la reduccion del
NADP".

A diferentes longitudes de onda, otro fotosistemiapuede ser excitado por la luz para
desprender un segundo electrén. En las clorofites jas plantas terrestres este fotosistema

esta constituido por la clorofila y un pigmento denominado P680. Lo mismo que en el
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fotosistema |, este electron de alta energia espmatado a través de una cadena de enzimas,
produciendo fosforilacion en el trayecto. Este seiguelectron es utilizado para llenar el
hueco electrénico dejado por el primer electréneeriotosistema |. De esta manera, la
clorofila a recupera su electron y vuelve a sus estado funuampara ser nuevamente
excitada. A su vez, el hueco electronico del fatesna Il es llenado por otro electron que

proviene de la fotdlisis del agua (Richmond, 2004).

En sintesis, la funcién del fotosistema Il es ladpiccion de oxigeno a partir del agua. En lo
sucesivo, la luz solar no es necesaria para elepopcpor lo cual la siguiente etapa se
denomina fase oscura. Lo que hasta el momento sge$@ito se puede expresar en la

reaccion:
2hv + HO + NADP + 2ADP + 2P=»NADPH + 2ATP + 1/2Q + 2H,0

1.2.2. Fase oscura

En el estroma del cloroplasto, el NADPH y el ATBducidos en la fase luminosa almacenan
la energia luminosa en forma de enlaces quimicogas son moléculas capaces de transferir
su energia para la formacion de nuevos enlacescofates. De hecho, se utilizan en la fase
oscura para la reduccion del €@ glucosa. La ribulosa-1,5-difosfato, un azucarcisheo
atomos de carbono, se une al ara que, a través de una serie de reacciones gudase
utiliza la energia del ATP y el NADH, se forme gise, de 6C. La ecuacion global en la fase

oscura es:
6CO, +18ATP +12 NADPH +12H+ +124D->CgH1,0s + 18ADP + 18Pi + 12NADP

Posteriormente, la regeneraciéon de la ribulosa difésfato pasa por un proceso de
transformaciones quimicas denominado ciclo de @algue parte de dos moléculas de
fructuosa-6-fosfato y dos de glucosa-6-fosfato liRiond, 2004).
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1.2.3 Estequiometria de la fotosintesis

La formulacién estequiométrica de la reaccion dlaba la fotosintesis corresponde a la
relaciéon de conservacion de la materia de los elemseC, H, O, N, S, P, entre otros, y de su
interaccion en el metabolismo celular. Si se precgel un analisis elemental de la biomasa
seca de una microalga, en particular, se puedblesta una férmula quimica promedio para
dicha microalga. Los célculos son efectuados cemaidio 1 mol (0 un atomo-gramo) de
carbono, para obtener una formula elemental C-m&aspués, se equilibra la ecuacion
estequiométrica para obtener las proporciones elaeionan los principales constituyentes
entre ellos. Asi, por ejemplo, la medicion de lamposicién elemental de IBleochloris
oleabundansha sido determinada (Richmond, 2004). Y con bassta se ha reportado la

siguiente ecuacion estequiométrica:

CO, +0.148HNQ, + 0.0144,SQ+ 0.01H, PQ+ 0.75H O~ CH... Qs N1 S0 Ro 1.437

A partir de la composicion elemental de la biomésaantidad de carbono es de 23.45 g C-
mol™. Esta relacién es practica, si se conoce la \ddocespecifica de crecimiento, se pueden
deducir las otras velocidades de reaccidn parattos elementos, a partir de los rendimientos
molares. Se puede observar que por cada mol de di® se consume se producen

aproximadamente 1.4 moles de oxigeno.

1.3 Acumulacion de lipidos en microalgas

Ademas de mostrar alta productividad de biomasami@roalgas acumulan altos niveles de
lipidos y pueden ser consideradas como materiaapem la produccién de biodiesel. En
estudios realizados por Sheehan y col., (1998)esepta el desarrollo de métodos para la

produccion de biomasa con alto contenido de lippdoa diferentes especies de microalgas.

El laboratorio nacional de energia renovable (cmwopor sus siglas en inglés como NERL),
realizd un amplio estudio de caracterizacion biogea sobre una poblacién de 3,000 cultivos
de alga incluyendo diatomedacillariophyceag algas verdesclorophyceak y algas verde-

azules Cyanophyceage Principalmente, para determinar la acumulaciénligidos en la
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célula, las mejores especies fueronClalorophyceaeg(alga verde) y |aBacilliarophyceae
(diatomea). Ambos microorganismos muestran altdymvidad de biomasa, alta capacidad
de crecimiento a gran escala y una gran acumulatzolipidos en condiciones de estrés de
nutrientes. En el caso de las diatomeas (del gé&xmaphorg limitando la disponibilidad de Si
(silice polimerizada), componente de la pared aelde puede inducir la acumulacién de
aceite. Por el contrario, las microalgas verdEgoghloris oleoabundansScenedesmus
obtusiusculus, Chlorella y Botryococcus baynagumulan mayor cantidad de lipidos por
limitacion de la fuente de nitrégeno (Rosenbergly, 2008; Toledo-Cervantes y col., 2013).
Sin embargo, el nitrégeno es un componente prihepavarias moléculas celulares, por lo
tanto, inducir la limitacion de fuente de nitrogegenera una respuesta muy compleja, que
afecta a la fotosintesis, sintesis de acido nwdeig de proteinas, y otros procesos
bioquimicos. En comparacion con el Si, este contpue® interviene en procesos
intracelulares, asi que la respuesta debido arl@alion de Si deberia ser mas simple de
estudiar y de controlar (Sheehan, y col., 1998)désventaja de cultivar diatomeas es el alto

costo que implica el suministro de Si en el mediaudltivo, para el crecimiento de biomasa.

Por ello, se debe estudiar con mas detalle la ajdat de las rutas metabdlicas en los
microorganismos fotosintéticos, bajo condiciones ldeitacion. Considerando que la
limitacion de nutrientes en el medio de cultivo smwna disminucion en la actividad del
crecimiento celular. En general, inducir la limitat de nutrientes para estresar la célula y
acumular una mayor cantidad de lipidos repercuteiremn disminucion significativa en la
productividad de biomasa (Sheehan y col., 1998juditss por Sheehan y col., (1998)
sugieren que un mejor entendimiento de la cinéletgroceso metabdlico podria ser critico y
permitiria identificar el paso de reaccion dondgraeductividad de biomasa y los niveles de

acumulacion de lipidos son 6ptimos.
1.3.1 Biosintesis de lipidos
Una célula viva comprende un gran niumero de conpsieiferentes y de metabolitos. De

estos, el agua es el componente mas abundantetggeai casi el 70 % de todo el material

celular. El resto de la masa celular, usualmerftgida como biomasa celular por peso seco,
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se distribuye principalmente entre las macromoblcule DNA, acido ribonucleico (RNA),
proteinas, lipidos y carbohidratos. La sintesigganizacion de estas macromoléculas en el
funcionamiento celular ocurre por varias reaccianesdependientes. Los percusores para la
sintesis de estas macromoléculas son compuestbsjolepeso molecular con alta tasa de
reaccion, los cuales se renuevan constantementéa mintesis bioquimica de metabolitos

derivados de la glucosa 6 de alguna otra fuentad®mno.

Los &cidos grasos mas comunes en los lipidos oamtide 16 a 18 atomos de carbono y son
saturados o tienen uno o mas dobles enlaces (@aitoitico (C16:0), acido palmitoleico
(C16:1), acido estearico (C18:0), acido oleico (@)}8acido linoleico (C18:2), acido
linolénico (C18:3)). El precursor para la sintef@sacidos grasos es la acetil CoA. Los acidos
grasos G a Gg se forman por adicién consecutiva de dos atomasad®no a la cadena de
crecimiento. Estas unidades de dos carbonos seadeaie la molécula de malonil CoA (de
tres carbonos), la cual a su vez se forma a mhetia acetil CoA. En el trabajo presentado por
Dorval y col. (2009) se muestra la ruta global @esimtesis de triacilglicéridos (TAGS) en las
células, la cual comprende tres etapas principdlpsarboxilacion de la acetil-CoA para
formar malonil-CoA,; 2) la elongacién de la caderd; & 3) la formaciéon de TAGs. En el
caso de los eucariotas, la formacion de los TAGksa a cabo en organelos especializados,
como las mitocondrias. En cambio, en las célulasgriotas, la sintesis de TAGs se efectua
en el citoplasma. La primera etapa de la sintesiSAGs es la reaccion (acilacion) del
glicerol-3-fosfato (G3P) con un acil-CoA para fomtipofosfatidato (LPA, por sus siglas en
inglés), que es catalizado por una acil-CoA-glitere3-fosfato acil transferasa (GPAT, por
sus siglas en inglés). Esta enzima exhibe unaidativespecifica en la ruta de sintesis de
TAGs y ha sugerido ser una etapa limitante (Doryatol., 2009). EI LPA reacciona
nuevamente, mediante la interaccion por la GPATh ctro acil-CoA para producir
fosfatidiato (PA, por sus siglas en inglés). Pasterente el PA puede ser desfosforilado por
un acido fosfatidico fosfatasa (PAP, por sus siglasnglés) para producir diacilglicerol. La
etapa final de la sintesis es catalizada por laCaA-diacilglicerol acil-trasferasa (DGAT, por
sus siglas en inglés), la cual incorpora el teraei-CoA dentro de la molécula de
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diacilglicerol para la obtencion de los triacilglicdos. Los TAGs pueden ser posteriormente

almacenados en la célula.

1.4 Sistemas de cultivo

Los sistemas de cultivo para microalgas se clasifien sistemas abiertos y cerrados; los
sistemas abiertos, en los que el cultivo esta estpuge la atmésfera, incluyen estaques poco
profundos, canales abiertos, estanques circulatgmycarrusel, por otra parte los sistemas
cerrados incluyen diferentes geometrias y comureremtilenominan fotobiorreactores, en los
que el cultivo tiene poco o ningun contacto comtladsfera, estos sistemas representan los
anicos métodos para la produccion de microalgas.ePo, en esta seccién se exponen los
antecedentes mas relevantes en torno a la produdeid®iomasa microalgal, utilizando: 1)
sistemas abiertos usados en el proceso convengioRpla los fotobiorreactores como una

alternativa promisoria con la que se podria aunnédafaroductividad de biomasa

1.4.1 Sistemas Abiertos

Los cultivos abiertos comprenden sistemas natudgss, lagunas, estanques), artificiales,
de superficie inclinada y estanques tipo circuitadeway ponds”), estos ultimos son los mas
utilizados (Figura 1.1). Los estanques de tipoéveay” consisten en circuitos de 15 a 30 cm
de profundidad, en los cuales gira una propela a remolucion constante para inducir el
mezclado en el cultivo. Este tipo de sistemas ptaséna baja productividad de biomasa (10-
25 g m? d%) y tiempos de operacién prolongados, en el ordersemanas, para alcanzar
concentraciones alrededor de 1'glEstos, son utilizados para la produccién de prtmdu
alimenticios y en el tratamiento de aguas residu@tellz, 2001). Las ventajas que presentan
los sistemas abiertos (Tabla 1.1) son el bajo sost® inversion, de operacién y de
mantenimiento, sin embargo presentan problemas coraalta tasa de evaporacion de agua,
limitacién por transferencia del G@tmosférico al medio de cultivo, dificil contrah ¢as
condiciones de operaciéon y la susceptibilidad aaromarse en tiempos cortos (Pulz, 2001;
Chisti, 2007).

10
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Salida de solucion de
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el cultivo de microalgas (estanque
abierto tipo circuito), en contacto directo comatmosfera (Raymond, 1981).

I
1

Figura 1.1. Representacién esquematica de un prgega

1.4.2 Fotobiorreactores

Los sistemas cerrados o fotobiorreactores tien&retdites configuraciones, entre las mas
usadas estan las tubulares, helicoidales, panklesspy columnas verticales (Tabla 1.1). Los
fotobiorrectores tubulares consisten en una seri@rdeglos de tubos horizontales (Figura
1.2a) yl/o verticales (Fig. 1.2b) (para la captadi@nluz solar), una zona de desgasificacion
(para la separacion de, ® suministro de C¢) y un sistema de bombeo (de tipo mecanico o

de tipo neumatico) para circular el medio de calavtravés del receptor solar. (Molipaol.,
1999).

11
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Figura 1.2. Representaci@squematicide fotobiorreactores tubularpara el crecimiento ¢

microalgas.

Los fotobiorreactoregjue se describennteriormenteson una tecnologia atractiva pare
produccion de biomasa a escala indal, ademagienen las siguientes ventajas sola
produccion actual en sistemas abie 1) mejor control de las principales variables
proceso, 2perfil de temperaturas mas unifor, 3) mayor razén de area de superficie
volumen de reactor y 4)igininucion de pérdidas de liquido por evapore de agua. Una
descripcion mas general sobre las principales jgmtadesventajas entre sistemas abiet

fotobiomreactores de columna, de placas y tubulares senteesn la Tabla 1

12
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Tabla 1.1 Ventajas y desventajas en diferentesigioaciones de sistemas usados en el

cultivo de microalgas.

Sistema

Ventajas

Desventajas

Abierto

Fotobiorreactores con
sistema de burbujeo

Tubular

Placa

Columna

Construccién econémica

Facil mantenimiento

Bajo consumo de energia
Construccion a escala industrial

Alta &rea de superficie iluminada
Alta productividad de biomasa
Relativamente econdémicos
Operacion en condiciones externas

Alta area de superficie iluminada
Alta penetracion de luz

Alta productividad de biomasa
Operacion en condiciones externas
Baja acumulacion de O

Alta eficiencia fotosintética

Bajos esfuerzos de corte

Bajo consumo de energia
Relativamente econdémicos

Alto nivel de mezclado

Bajos esfuerzos de corte

Facil operacion

Fé&cil control de variables

Alta tasa de trasferencia de masa
Se reducen efectos de
fotooxidacion y fotoinhibicion

Alta tasa de reaccion por unidad de
reactor

Baja productividad de biomasa
Se requiere grandes areas para el
cultivo

Limitados al cultivo de pocas
especies

Bajo nivel de mezclado
Susceptible a contaminacion

Dificil mantenimiento

Requiere grandes areas de
superficie

Baja transferencia de masa

Alta acumulacién de ©

Sensible a efectos de fotoinhibicion
y fotooxidacion

Gradientes de pH,y CO, en la
fase liquida

Altos esfuerzos de corte

Dificil control de temperatura
Bajo nivel de mezclado
Adherencia de biopelicula en las
paredes

Baja area de superficie iluminada

13



CAPITULO 1. Antecedentes

1.5 Fotobiorreactores con sistema de burbujeo

A continuacion, se presentan los antecedentes efésantes en el desarrollo de la tecnologia
de reactores con sistema de burbujeo (Tabla Likyl@res, placas y columnas) con énfasis en
el crecimiento de biomasa. La informacion existesttere la tecnologia de fotobiorreactores
(FBR) aplicada al crecimiento de biomasa es redatdnte escasa. Por ello, se acude también
a revisar el conocimiento existente sobre otroxgq®os que comparten semejanzas con la
tecnologia de FBR, tales como los reactores demowude burbujeo y de fluidizacion (las

bases de disefio en estos sistemas esta bien dadajro

1.5.1 Descripcion general de un fotobiorreactor cosistema de burbujeo

Los reactores con sistema de burbujeo se usan anwiie en la industria quimica y
bioquimica en procesos de tratamiento bioldgicagieas residuales, en fermentaciones y para
el crecimiento de microalgas. En los reactoresramés se cuenta con un sistema de mezclado
por burbujeo, sin presentar un alto nivel de egfudridrodinamico que dafien a las células,
esto en comparacion con el mezclado inducido pagltacion mecéanica que genera altos
esfuerzos mecanicos en la superficie de los migesesmos. Este tipo de configuracion, con
alto grado de mezclado, ofrece un mejor controfeseb suministro de dioxido de carbono, la
temperatura y el pH, y con esto una mayor prodigletd’ de biomasa por volumen de reactor
(Anderson y col., 2003; Luo y col., 2003; Van Batercol., 2003; Walter, 2008). En los
reactores con sistema de burbujeo se pueden tesgerclasificaciones los denominados
reactores de columna de burbujeo, los reactordstaion circulacion neumatica interna y los

reactores air-lift con circulacion neumatica exéeflazo externo).

Por ejemplo, el funcionamiento de reactores direliin circulacion neumatica interna se basa
principalmente en el disefio del sistema de alinogdriade la fase gas, el cual es ensamblado
en la parte inferior de la columna compuesta psrailmdros coaxiales, (Fig. 1.3). El flujo de
gas asciende como fase dispersa y el flujo dedégodomo fase continua, a través del area de
seccion transversal de la zona concéntrica dedrssstair-lift. En esta seccion, el sistema

funciona como una columna de burbujeo donde sa kegabo la transferencia de masa del
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diéxido de carbono del gas al liquido y del liquadias células, y la separacién del oxigeno de
la fase liquida a la fase gas. En la parte supat®rla columna el dispositivo de
desgasificacion separa la fase gaseosa; la cealvésda a una linea de salida y la fase liquida;
y posteriormente pasa a un sistema de recirculgadamdescender (libre de burbujas) a través
de la seccion anular de la columna. En esta seéidrcroalga suspendida se expone a la luz
para llevar a cabo el proceso de fotosintesis delgk reactor. La fuerza motriz generada por
la diferencia de presion estatica, entre la zonafldp ascendente y la zona del flujo
descendente, causa el movimiento de las fasetagglmde la direccion axial de la columna y
el mezclado macroscopico de naturaleza neuméaticen ®aten y col., 2003) dentro del

sistema.
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Figural.3. Representacion esquemética del funcimmonde un fotobiorreactor air-lift para

la produccion de biomasa.
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A continuacion se presentan algunas bases de digeéose deben considerar para la
construccion de fotobiorreactores con sistema deujen.

1.5.2 Bases de disefio para un fotobiorreactor

De acuerdo a la revisidn que se presenta, caskistee criterios y parametros establecidos
que permitan disefiar fotobiorreactores. Tomandaasideracion esto, a continuacién se
presentan algunas bases de disefio (Contreras 2@08; Molina y col., 1999) como son:

o0 La geometria de la columna debe considerar supsrfoon alta area superficial, para
optimizar la transferencia de luz dentro del reacto

0 La geometria interna de la columna debe estimaaintensidad de turbulencia e
inducir la generacion de remolinos, para aumergtdrdcuencia de las células a la
exposicion de luz.

o El sistema de iluminacion artificial debe trasmiitiz con logitudes de onda en el rango
de 400-700 nm.

o La distancia 6ptica (direccion radial) debe estarekintervalo de 1.5-2.5cm, para
cultivos con alta densidad celular. Usar tramososode tuberia (30-60cm) para evitar
inhibicion del crecimiento por acumulacion dg O

o Disefiar el sistema evitando cualquier posible sediation de la microalga, lo que
puede ocurrir en determinadas circunstancias alcsaza un flujo laminar en alguna
zona del circuito hidraulico. En este sentido, sbedde realizar el disefio teniendo en
cuenta que el numero Reynolds debe se superid08 para garantizar un caudal en
régimen turbulento.

o El sistema de alimentacion de la fase gas debeemanen fluidizacién las fases
fluidas, con un gasto minimo de energia. Por €lajiseifio de un distribuidor debe
asegurar una dispersion uniforme de las burbujasawes del area de seccidn
transversal y una baja caida de presion en laaiire@xial de la columna (Woods,
2007).

o Ladistancia entre el tubo externo y el tubo cdadede tener en un intervalo entre 3 y
5 cm, para inducir altas velocidades de circuladiéna fase liquida (sin generar altos

esfuerzos de corte) y evitar la formacion de bigpéh en posibles zonas estancadas.
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Ademas, en la patente registrada por Walter, (26@88huestra el disefio de un fotobiorreactor
para el cultivo de microorganismos fotoautotréfelscual pueden ser construido de forma
simple, rapida y con bajos costos de capital. Hbragiguiere usar como material de
construccion el polipropileno y polietilieno para danstruccion del reactor, ya que son
materiales con buenas propiedades Opticas, deumsdgstaca; alta trasmitancia de la luz
visible al medio de cultivo, buena resistencia ma@ay larga durabilidad bajo condiciones
ambientales. La construccion del reactor disefiaoepautor consiste de laminas flexibles,
resistentes a la presion hidrostatica generadalpsistema neumatico. La geometria interna
del sistema presenta una alta area especificaghomen de reactor. La alimentacién de la
fase gaseosa produce el movimiento de las faseggimen turbulento, con un mezclado
eficiente que induce la formacién de remolinos a&superficie de la columna. Esta base de
disefio proporciona una alta actividad en el proasdotosintesis con bajo consumo de
energia.

Walter (2008) describe también que es posible ogindbtobiorreactores, con superficies
rugosas y/o texturizadas para aumentar el areapgficie por volumen de reactar,( m?/m®

de reactor), y con superficies que combinen lefnessel; que ademas de aumentar el area de
superficie por volumen de reactor, estos concen@rdmz y la emiten como rayos colimados
hacia el medio de cultivo. EI aumento en el areasdgerficie induce la formacion de
remolinos, esto mejora la penetracion de la luptyndza el uso de la misma dentro de la
seccion anular del reactor (Walter, 2008).

Estudios empiricos reportados por Woods (2007) elmnmmas de fluidizacion para la
produccion de esteroides, de acido acético, deimaxd, de cerveza, de levaduras, de bacterias
y para el tratamientos de aguas residuales, sagiareperacion de reactores de columna de
burbujeo (gas-liquido-microorganismos) en velocataduperficiales de gas del orden de
0.01-0.03 m 3, en este intervalo la columna opera en régimerbutbuja homogénea,
alcanzando valores de volumen de retencién de gasadi 0.2rf(volumen de gas) th

(volumen de reactor) y valores del coeficiente wwdtrico de transferencia de maga del

orden de 1.8-36 h La alimentacién de energia es de 0.01 a 3.5 KW con tasas de
transferencia de oxigeno (OTR, por sus siglas giésh alrededor de 3.3 gisi*, tiempos de

mezclado de casi 200 s y hold-up de gas de DB Como regla heuristica; para columnas
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de burbujeo con particulas sélidas de diametro mad®0 um, se puede considerar una fase
pseudo-homogénea (solido-liquido), mientras quea gjamafos de particula de didmetro

mayor a 100 um, se debe considerar la distribuecxiad de la fase solida.

Para sistemas biologicos, Woods (2007) mencionasgyreferible el uso de los reactores air-

lift sobre los reactores de burbujeo, ya que lasgnos promueven mejor el mezclado de las
fases, la tasa de transferencia de oxigeno (OTRsym siglas en inglés) y disminuyen la

intensidad de los esfuerzos de corte. El interdsovalores del coeficiente volumétrico de

transferencia de maseaa esta en el orden de 36-360, para potencias de alimentacién de

0.5-1KW ni® y del orden de 36-90%h para potencias de alimentacion de 0.2-0.5 KW ba
relacion de altura a diametro de columiHA), en reactores air-lift es de 5 a 12 y los tiempos
de mezclado de casi 80 s, esto con un volumentdacién de gas de casi 0.3m>. La
velocidad en ambos sistemas, columnas de burbujeolynnas air-lift deben operar por
arriba de la velocidad superficial critica del gesa causar la fluidizacion de la fase solida.
Ademas, la velocidad del gas debe ser de 3 a S\aceelocidad de sedimentaciéon de las

particulas.

1.6 Factores que afectan la productividad de biomas

La tecnologia de fotobiorreactores requiere atenegpecial en los aspectos de las etapas de
disefio de equipos, cinética de crecimiento, hidddica, transferencia de masa, distribucion
de la irradiacion, operacion, dinamica de la colanen respuesta a variables exdgenas del
proceso y modelado matematico, ya que es considerabte mas complejo que en los
reactores convencionales. Por ello, a continuagénpresentan algunas caracteristicas

importantes que determinan la productividad de hgam

Algunos aspectos que influyen en la velocidad éfpadae crecimiento son: a) la intensidad
de luz puede inducir fendbmenos de limitacion, déuraaién y de inhibicion en los
fotosistemas (PSI y PSII), b) los cambios en lapeenatura afectan la actividad enziméatica en
el metabolismo fotosintético y en el ciclo de CaJu) la concentracion de G@fecta el pH,

el equilibrio quimico de C® HCO;/ COs™ en la fase liquida y la tasa especifica de consumo
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de CQ, ¢) la intensidad de turbulencia de la fase ligygidede ocasionar ruptura celular, d) la
velocidad de la fase liquida afecta el mezcladorosaépico, la tasa de transferencia de masa
y puede inducir cambios en la frecuencia de lasla®la la exposicion de la luz y de la
oscuridad, e) la tasa de transferencia de mastaafkesuministro de nutrientes y de dioxido de
carbono del medio de cultivo a la microalga, ydpasacion de oxigeno que se genera por el
proceso de fotosintesis (Novakovic y col., 2005;aviy col., 2000; Molina y col., 1999), f) la
limitacion de la fuente de nitrégeno induce la aglation de lipidos intracelular y afecta la

actividad fotosintética de la microalga a cambio$as condiciones ambiente (Fig. 1.4).

Fotoinhibicién
Efecto de luz-oscuridad M
| Temperatura | 1
= Himax
et I —
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P recimientd
Cinética de crecimient fotoinhibido
\ . (T)d,, Irradiacion,|
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S av
Dinamica de fluidos Transferencia de masa
* ruptura de células * suministro CO N
* transferencia de masa » * remocion G _ _ 1
+ control de temperatura * suministro nutrientes _Nﬂtrfriei p_H_|

Figura 1.4. Factores que afectan la actividad tesfotesis y el crecimiento de biomasa en

fotobiorreactores (adaptado de Chisti y col., 2006)

Debido al poco conocimiento y la complejidad de feebmenos que influyen sobre la
productividad de biomasa en fotobiorreactores, reportante cuantificar los principales
parametros fisicos que afectan de manera diregieeéso de fotosintesis y en consecuencia

la velocidad especifica de crecimiento, esto paradisefio y escalamiento propio del
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fotobiorreactor (Sastre y col.,, 2007). Para elle, gilizan técnicas experimentales y
herramientas computacionales de Dinamica de Flu@mwputacional (CFD), para obtener
parametros globales. Si bien existen correlaciouespermiten determinar algunos de estos
parametros su aplicacion para diferentes geomeg&aslas y condiciones de operacion de
reactores presenta incertidumbre (Van Baten y 2003; Shah y col., 1982) y por ello es
recomendable su obtencion experimental. A contidnase exponen algunos conceptos
tedricos sobre los principales parametros hidrodiods, de transferencia de masa y las
consideraciones en la transferencia de energiargdiacion. Estas caracteristicas son
importantes en el disefio y afectan las dimensidee®tobiorreactor. Por lo que se describen

a continuacion.

1.7 Hidrodindmica y transferencia de masa

La eficiencia de un reactor de burbujeo gas-liisidlido est4d determinada por las
propiedades geométricas del sistema y por lasteaisteccas hidraulicas y de transferencia de
masa de las fases fluidas. Estas caracteristicagesmesarias para conocer y describir estos
sistemas. La consideraciéon del régimen de flujdosnreactores trifasicos es de primordial
importancia, ya que de éste dependen: las magsiteléos coeficientes de transferencia de
masa, las areas de contacto gas-liquido y liquidoerilga, los volumenes de retencion de las
fases fluidas y los coeficientes de dispersioalgara cada fase. El régimen de flujo a su vez
depende de la velocidad superficial de la fase lgasregimenes de flujo pueden ser: flujo de
burbuja homogénea, flujo turbulento y flujo de ti@ug (Fig. 1.5). Puesto que la
hidrodinamica y los coeficientes de transporte dependientes de los patrones de flujo, es
importante identificar y predecir los regimenesfld@ prevalecientes como una funcién de
las variables de operacion y propiedades fisichsistema de interés.

Ademas, se debe considerar que los parametrosdiidroicos y de transferencia de masa
influyen de manera determinante el rendimientolgcswidad de un reactor de columna de
burbujeo (Shah y col., 1982; Shah y col., 1978; E889).
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1.7.1 Régimen de flujo de burbuja homogénea

Este régimen se caracteriza por la forma simétpimpresenta las burbujas que ascienden, a
la misma velocidad, sobre el area de seccién temgahvde la columna y por la distribucion
homogénea de las mismas. Este régimen ocurre gdoaidades superficiales de gas por
debajo de 0.04 m™s(Krishna y col., 1995). Sin embargo, se debe temecuenta que la
mayoria de los datos experimentales sobre mapaggimenes de flujo en este tipo de

columnas son obtenidos para sistemas aire-agual(big

1.7.2 Régimen turbulento

En altas velocidades superficiales de gas, la hemadad de las burbujas dispersas en la fase
liguida que caracterizan a un régimen homogénesenguede mantener estable y, en
consecuencia, fluctuaciones en el patrén de flupmlygcen fendbmenos de canalamiento, de
recirculacion de las fases fluidas y de coaleseeantre las burbujas que fluyen dentro del
reactor. Este régimen de flujo denominado hetermgéyio turbulento se caracteriza por
burbujas de forma irregular y de gran tamafo, ledes ascienden en altas velocidades, de
forma preferencial, sobre el area de seccién tesal/de la columna. El movimiento de las
burbujas se clasifica por su estructura que puedelgpsoidal, esférica y/o semiesférica con
interfaces muy flexibles y moviles. Esto, dependdas distintas fuerzas que predominan en
el sistema, tales como: fuerzas superficiales zAgeviscosas o fuerzas inerciales, que actuan
sobre las burbujas.

El régimen de flujo turbulento se puede alcanzaredocidades superficiales de gag,hasta
casi a una velocidad de 0.36 Tda cual mejora el rendimiento del reactor para un
determinado diametro de columna. Por ello, endatpma y en algunos casos, este régimen de

flujo se prefiere (Krishna y col., 1995).
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Figura 1.5. Representacion esquematica de los esgisnde flujo presentes en columnas de

burbujeo.

1.7.3 Volumen de retencion de la fase gas

El volumen de retencion de la fase gas, ¢s uno de los parametros mas importantes que
caracteriza la hidrodinamica en columnas de budyupa que éste esta relacionado
directamente con la velocidad minima de fluidizagrda velocidad terminal de la fase sélida.
El volumen de retencién de la fase gas se puedsrdedmo el cociente del volumen ocupado

Gas

Régimen de flujo:
burbujeo slug

U; 2 0.36 m/s

por la fase gas entre el volumen total del reaétdemas, eh¢ en relacion con el diametro

promedio de burbuja],, definen el area interfacial disponible para éms$ferencia de masa

entre la fase gas y la fase liquida.
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1.7.4Caracteristicas de mezclado de las fases fluidas

El funcionamiento de una columna de burbujeo y/dldigizacion no solo depende de la
cinética intrinseca del sistema quimico o biolégisb no también y con frecuencia del
comportamiento del flujo de las fases individuakes.el modelado es importante el grado de
mezclado (macromezclado) de las fases individualesyal puede representarse por alguno
de los limites ideales (flujo piston, mezclado ctetg) o modelos de flujo no ideales. Algunas
posibles causas de las desviaciones de la idea@ador ejemplo, fluctuaciones en el campo
de velocidad debido a la difusion turbulenta y/deunolar, canalamiento, recirculacion debido
al mezclado, generacion de zonas estancadas piaefyéa del reactor (Shah y col., 1978). El
modelo de flujo méas cercano a la realidad se mftlsl comportamiento de la distribucion de
tiempos de residencia (DTR) de las fases dentraaddtor. La DTR depende del tipo de
equipo, geometria, direccion del flujo de las fagescorriente, contracorriente), las
magnitudes de los flujos, propiedades de las fasksla naturaleza de la distribucion del gas
y del liquido.

El mezclado de la fase liquida depende de la bistibn y del tamafio de las burbujas
gaseosas que ascienden a lo largo de la columnasRy en casi la mayoria de reactores de
burbujeo trifasicos la fase liquida tiene un altadp de mezclado, que es inducido por la
transferencia de momentum de la fase gaseosaasdalifjuida (Fan, 1989), esto se puede

representar por modelos de dispersion axial (MDA).

1.7.5 Coeficiente volumétrico de transferencia de asa gas-liquido

Las caracteristicas de transferencia de masa ddatima columna de burbujeo tienen una
importancia significativa en el comportamiento @lbldel proceso. Esto, proporciona
informacion sobre la tasa de transferencia de ndasagas al liquido y del liquido a la
microalga, la cual influye directamente en la tasareaccién del proceso biolégico. El
coeficiente global de transferencia de masa, depende del area interfacial gas-liquido y de

la velocidad efectiva de la fase liquida en el t@acPara estimar el coeficiente de
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transferencia de masa global del liquido se puditiean la correlacién de Akita y Yoshida
(1973), la cual cubre un amplio rango de condicode operacion y de sistemas acuosos y

organicos.

1.8 Transferencia de energia por radiaciéon

La aproximacion mas empleada para representarldgigdad de crecimiento en microalgas
considera expresiones cinéticas en funcién detémsidad de luz promedio,,l (Molina y
col., 1999). Por otra parte, el campo de distribude irradiacion depende de las coordenadas
espaciales y de la temporal, con fendmenos de @dapemision y dispersion de radiacion
dentro del medio de cultivo en un fotobioreactar. €llo, se deberia considerar la ecuacion de
transferencia de energia por radiacion (Cassam.y1995; Berberoglu y col., 2007), para
obtener una mejor caracterizacion de la intensatamkcifica de luz (energia por unidad de
tiempo, por unidad de area normal y por unidad wigui®), que se pueda acoplar con
velocidades cinéticas de crecimiento o de producd® oxigeno y a través de simulaciones
poder representar las interacciones locales auasegtan expuestas las células dentro del
reactor (Cassano y col., 2008; Berberoglu y cdlQ72 Wu y Merchuk, 2001). La siguiente
ecuacion representa la distribucién espacial agaliscion en la direcciés y considera, la
dispersiéon de luz causada por los microorganismosasy burbujas de aire en un
fotobiorreactor, la ecuacion es unidimensional yestado estacionario (Berberoglu y col.,
2007) y es representada por:

?% = —Keraly(2,8) — Oep11(2,5) + %fm [(2,5) px2(5.,5)d2; + 0.5 311(2,5) +
ZA [ 1(2,3) ¢ (S, Ay (1.2)
Dondel;(z,5) es la intensidad de irradiacién en la direcciéan un punta (dentro de la
columna), yk.ry Y 0.5 SOn el coeficiente efectivo de absorcion y de atisipn,

respectivamente. Los parametr@g, y oz, son el coeficiente efectivo de dispersion del

microorganismo y de la burbuja, respectivamente.flieion fase de dispersion de los
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microorganismos y de las burbujas, spp, y ¢, respectivamente. Estas describen la
probabilidad de que la radiacién se trasporte edngulod(; alrededor de la direccids}
mientras se dispersa dentro de un angulo solidal@ealrededor de la direcciéd. El
coeficiente de absorcion efectixg, ; representa la absorcion de luz en el medio dévoult
esto en una longitud de ontl@specifica (Berberoglu y col., 2007).

La ecuacion 1.1 representa la transferencia deyienpor radiacion (Berberoglu y col., 2007)
e involucra una ecuacién integro-diferencial, llisidn de la misma es compleja y dificil. Es
por esto, que se han desarrollado soluciones ga@rsgiman al problema de radiacién. La
aproximacion supone un campo de radiacion isotodgichomogéneo, lo cual reduce la
ecuacion de radiacion a un sistema de dos ecuacttifexenciales ordinarias, con solucion
analitica, que incluyen el coeficiente de dispersiéel de absorcion de luz, este método fue
usado por Cornet y col., (1992) en fotobiorreactotea aproximacién mas empleada por
investigadores en fotocatalisis heterogénea y ¢obifmreactores supone: 1) que toda la
radiacion incidente es absorbida por la suspensimue una expresion simple del tipo de la
ley de Beer-Lambert describe este fenomeno derrta &emulsién. La expresion de Beer-
Lambert, la cual se puede derivar de la ecuacidegwo de transferencia de energia de
radiacion (ecuacion 1.1), supone un estado estmiignque los efectos de dispersion son

despreciables, y que el transporte es monocromgaticadireccional.

De lo anterior, la informacion de hidrodinamicansferencia de masa y de transferencia de
energia por radiacion es importante para el ddkade modelos matematicos que permitan la
simulacion, la optimizacion y el control de procesde produccion de biomasa en

fotobiorreactores, como se muestra en el siguiesg@aema de disefio (Fig. 1.6).
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Figura 1.6. Esquema de disefio de fotobiorreacfmesel crecimiento de microalgas.

En las secciones anteriores se describio el gradwance sobre el conocimiento actual de los
fendmenos que suceden en un fotobiorreactor pararedimiento de microalgas. La
importancia en determinar: a) el efecto de losgipeies factores sobre la velocidad especifica
de crecimiento (Fig. 1.4) y b) los principales maefros biologicos y fisicos que permiten
cuantificar los fenbmenos mas representativos detrsa (Fig. 1.6); para el desarrollo de
modelos matematicos que se utilicen como herramiemia simulacidén del proceso, el disefio
del equipo y la obtencion de condiciones de opérague mejoren la productividad biomasa.
Sin embargo, para el primer caso, el estudio ddifasentes variables requiere experimentos
en el orden de dias y la velocidad especifica @eiraiento es resultado de un efecto
interdependiente de la actividad de fotosinteaigjnamica de fluidos, la trasferencia de masa
y la distribucion de radiacion dentro del reac®rirfdley y col., 2010; Luo et al., 2003). Para

el segundo caso, y para simular procesos que egpiescon certidumbre el proceso, los
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modelos mateméaticos requieren la validacion comrinfcion dindmica y/o en estado

estacionario de variables respuesta durante laoperdel sistema.

Una alternativa a lo antes mencionado es el usesttategias de operacion a través de la
perturbacion deariables exdgenagintensidad de luz, velocidad de la fase gas, eanacion

de CQ en fase gas y frecuencia de ciclos luz-oscuriged® evaluar y determinar la tasa
especifica de produccién de oxigeno y la tasa éede consumo de G@omo resultado
de la actividad metabdlica en la microalga. Ensiperimentos las variables respuesta se
encuentran en el orden de minutos y estan relad@&snaon la productividad de biomasa a
través de la estequiometria global de la reacciénfatosintesis (Brindley y col., 2010).
Ademas, con dicha estrategia se obtendria infodmade diferentes estados dinamicos y
estacionarios del proceso de fotosintesis, queigpaeér utilizada en la validacion de modelos
dinamicos que permitan estimar con certidumbrertalyrctividad de biomasa. También, se
podria desarrollar esquemas de control predictive germitan la implementacion de
controladores programables al sistema de medicidla yautomatizacion de la unidad
experimental, para incrementar el tiempo de furadidad, la capacidad del proceso y el

rendimiento (Hegde y col., 2007) de la producciérbsbmasa.

Finalmente, el éxito en la comercializacién deslenblogia de produccién de biomasa a partir
de microalgas, radica en: la seleccion adecuadmaespecie de microalga que presente una
alta productividad de biomasa con alto conteniddigidos, un mayor conocimiento en la
ingenieria de fotobiorreactores para: el disefiodedarrollo de modelos matematicos, la
simulacién del proceso, la obtencion de condicionggimas de operacion y la
implementacion de estrategias de control auton@afimay asi reducir los altos costos de

operacion que presenta la tecnologia de FBR’s.

En la siguiente seccion se describen los antecesleditectos del presente trabajo de

investigacion.
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1.9 Antecedentes directos

Cuatro Ciénegas, Coahuila es un valle localizadelarentro del desierto de Chihuahua, el
cual es considerado equiparable a las Islas Galdpag biodiversidad. Esta zona esta
constituida por una serie de pozas y rios, en las apexisten diferentes comunidades
microbianas incluyendo estromatolitos vivos. Eséstructuras estan formadas por una
comunidad microbiana que lleva mas de 3,500 miiate afios de coexistencia. EI humedal
de Cuatro Ciénegas, se encuentra actualmente ignopeé¢ desaparicion, debido a las sequias
y la extraccion del agua para el cultivo de alfafalas zonas aledafas. El estudio de una
microalga proveniente esta zona con gran diversidadogica representa una gran
oportunidad para generar nuevo conocimiento sabnerdduccion de sustancias de interés
biotecnoldgico (lipidos) en organismos resisteatesndiciones adversas.

Los trabajos previos del grupo de investigacion fJRy UAM-C) son:

En el trabajo de Toledo-Cervantes, (2010) se obtuma comunidad de microalgas
proveniente de laguna Churince (26'50'25"N; 10@D®) localizada a 19.5 Km al sur-oeste
de Cuatro Ciénegas (Rodriguez-Almarat al, 1997), la cual fue cultivada en
fotobiorreactores para la fijacion de €CEl cultivo de microalgas de Cuatro Ciénegas
presentd una tasa de fijacion de @@ 0.95 gC@L™ d* (Toledo-Cervantes, 2010), lo cual es
superior a lo reportado para otras microalgas. €dermhiné el contenido total de lipidos, el
cual estuvo entre 20-30% en relacion a su peso seemas, se obtuvo una productividad de
0.5 g L*d?, y se alcanzaron concentraciones de biomasa eéedor de 6 gt (Toledo-
Cervantes, 2010). Estos valores fueron similarkes aeportados para una de las principales
especies utilizadas en la produccion de biodidéssbchloris oleoabundan(®roductividad de
0.63 g L* d%), aunque la concentracién maxima de biomasa fus.i#® g L* (Li et al,
2008a), ésta fue menor a la del cultivo de Cuaién&gjas.

En el trabajo de Toledo-Cervantes, (2014) se dstlaliacumulacion de lipidos en una
microalga aislada de Cuatro Ciénegas, Coahuila ydeetifico la especie morfolégica y
molecularmente com8cenedesmus obtusiuscuAiB-UAM. La acumulacion de lipidos que

estudio fue en condiciones de limitacion de nitnigeutilizando tres estrategias. Los
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resultados que obtuvo muestran que la microalgaiessde un suministro de 5% v/v de £O
en la fase gaseosa (flujo de 2 L fjinpara acumular 49 + 0.2 % en un periodo de 28. &fa
que, la estrategia de resuspender la biomasa eio m@ad limitacion de nitrégeno, permitio
obtener la maxima acumulacion de lipidos (49 * 2#)5a partir de los 4 dias de cultivo. En
experimentos para diferentes concentraciones dedsia, obtuvo que para una concentracion
de 0.2 gr* (mayor disponibilidad de luz), los lipidos fuerd@® + 2.08 % con una
productividad maxima de 0.15 + 0.00|§]pg'l d*. Ademas, estudio el efecto de la intensidad
de luz sobre la acumulacion de lipidos y el peléilacidos grasos en columnas de burbujeo
con un flujo de 1.5 L mihal 5% CQ. La concentracién maxima de lipidos (1.73 gl yde
productividad lipidica (0.24,gL*d™), fue a una irradiacién de 343 umofst, obteniendo
3.45 + 0.32 gl* de biomasa con un porcentaje de lipidos entre 58%, donde la mayor
cantidad (>75%) correspondieron a acido estearioteigo. También, en experimentos a la
intemperie obtuvo que la microalga fue capaz denatar 51.6% de lipidos (en una columna
de burbujas con un volumen de operacién de 1 In #ujp del.5 L mift de gas con 5% de
CO,) en limitaciéon de nitrégeno. Por ultimo, determila® mejores condiciones para la
acumulacion de lipidos, aplicando un método basadda determinacion de la actividad
fotosintética mediante el calculo de las tasas melyzcion de oxigeno, en limitacion de
nitrégeno y a diferentes temperaturas, irradiagon@H’s. Las condiciones de acumulacién
de lipidos que obtuvo con el método antes destagoprobd (temperatura de 28.5 °C,
irradiaciéon de 200 pmol ts* y pH de 5.5) en un reactor de placas planas (@umen de
operacion) con control de temperatura y pH, utidm medio BG11l 2x sin fuente de
nitrdgeno. Bajo estas condiciones obtuvo la mayoncentracion de lipidos y de
productividad lipidica, 2.22,gL™ y 0.34 gL' d*, respectivamente. Con lo anterior es posible
clasificar a la microalgaScenedesmus obtusiusculAg-UAM como una de las mas
productivas, ya que acumula altas concentracioadfulos, contando ademas con un perfil
bioquimico y de &cidos grasos de interés en laym@dn de biocombustibles

En el trabajo de Sanchez, (2013) se estudié adeoaigaScenedesmus obtusiuscupgs su
potencial en la acumulacién en aceite y se evaunfluencia de la intensidad luminosa y de
la temperatura como factores criticos en sisterassg operan a la intemperie y donde son
expuestos a ciclos naturales de luz-oscuridad yacianes de temperatura. Para esto,
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determiné la actividad fotosintética de la micr@gigenedesmus obtusiucukrs condiciones
controladas a través de mediciones de oxigeno pidalvariando la intensidad luminosa y la
temperatura en rangos representativos de la operadia intemperie. En estos experimentos
observé que la maxima actividad fotosintética fB52C y entre 300 y 500mol m? s™.

También, realizé experimentos en un reactor direbih circulacidon neumatica externa (lazo
extendido) operando a la intemperie durante lag@w@wstaciones del afio observando que en
primavera se presenta la mayor concentracién dedsia (5.2 g L). En esta época observé
un fendmeno de inhibicién seguido por la adaptadéra cepa a las condiciones climaticas
de alta intensidad luminosa (hasta 2Q0fol m? s?) y altas temperaturas (hasta 47°C).
También, que la microalga soporté condiciones endsedurante la operacion a lo largo del
afo, en las que se registraron temperaturas des@8C, registradas durante la época invierno
y hasta los 47°C en primavera. Ademas, en estadiaiones realizO experimentos en
limitacion de nitrdgeno, en los cuales obtuvo queicroalgdue capaz de acumular hasta un
30 % de lipidos con un perfil de acidos grasosradas y monoinsaturados en el rango de
C16 a C18.

Con sus resultados se comprobd que es posibleaultiS. obtusiusculupara su uso en la
generacion de biomasa microlagal en condicionesiémperie y como una alternativa para

la generacion de aceite.
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CAPITULO 2. Justificacion, hipotesis y objetivos

En la seccidn anterior se describieron los aspectas importantes que se presentan en
fotobiorreactores para la produccion de biomasartr gle microalgas. Asi mismo, se discutio
como la intensidad de luz, la concentracion de,@velocidad de la fase gas y la frecuencia
de ciclos L-O afectan de manera directa las condés a las que estan expuestas las células y
en consecuencia en la productividad de biomasamAsdge se presentd una estrategia de
operacion a través de perturbaciones en las vasabiogenas que presenta una alternativa
poco explorada y que permite determinar en expeitimsecortos la tasa de produccion de
oxigeno y la tasa de consumo de,@0 respuesta a la actividad del proceso de foassént
También, la importancia en desarrollar modelos mateos que permitan representar la
respuesta dinamica de la actividad fotosintétida #actuaciones en las variables exogenas y
que se puedan relacionar con la productividad de&sa. Por otra parte, se mencionaron los
trabajos previos que se han realizado sobre laoalgaScenedesmus obtusiusculusiada de
Cuatro Ciénegas, Coahuila por el grupo de trabejdadUAM-C. De lo anterior, hasta el
momento, no hay informacién de la tasa especifieafatosintesis para la microalga
Scenedesmus obtusiusculabtenida a través de experimentos dinamicos iddscipor
perturbaciones de variables exdgenas, y el conaoedsafectada por aspectos hidrodinamicos
y de transferencia de masa que suceden en un dotedctor durante el crecimiento de la
misma. Esto ultimo podria contribuir en desarrdidatecnologia de produccion de biomasa a
partir de microalgas, ya que ésta radica principabmen: 1) seleccion de nuevas especies, 2)
disefio y operacion de fotobiorreactores, 3) obtenendiciones que aumenten la
productividad, y 4) control y automatizacion dettema experimental.

En vista de las consideraciones expuestas, sempopas siguientes hipotesis y objetivos para

este proyecto de investigacion.
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Hipotesis
El analisis de la respuesta dinamica del fotobamtor ante perturbaciones de las variables
exdgenas y de los nuevos estados cuasi-estacisra@iproduccion de Ly de consumo de

CO, permitiran, a través de experimentos cortos, cemecefecto que pueden tener sobre la

productividad de biomasa.

Objetivo General

Estudiar la respuesta dinamica de fotobiorreactards variables exdgenas que afectan el

crecimiento de la microalgagcenedesmus obtusiusculus

Objetivos particulares

Para alcanzar los objetivos generales se propasesiduientes objetivos particulares:

» Disefar, operar e instrumentar un fotobiorreacislify de columna de burbujeo y de
placas planas para estudiar la actividad del poodesfotosintesis de la microalga
Scenedesmus obtusiusculus

» Caracterizar la actividad fotosintética ante camben la intensidad luminosa,
concentraciones de alimentacidon de,Celocidad superficial de la fase gas y ciclos
de luz-oscuridad evaluando la respuesta dinamica.

» Desarrollar y validar un modelo matematico quegrada cinética de produccion de
O, como funcion de la temperatura y la intensidadimase, la transferencia de masa
gas-liquido y la hidrodinamica del flujo burbujeaqtara estimar la productividad de

biomasa.
Se pretende que con los objetivos anteriores ggopimne una vision integral del efecto de

los factores mas importantes en un fotobiorreguoa el crecimiento de microalgas, asi como

de su operacién y comportamiento.
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CAPITULO 3. Materiales y Métodos

A continuacion se describen las técnicas analitygaeerales que se emplearon de manera
general para cumplir con los objetivos plantea@imscada una de las secciones de resultados
se presentara los materiales y métodos especifielagionados con los experimentos

especificos.

3.1 Inoculo

Se utilizé la microalg&cenedesmus obtusiuscylésta es una cepa promisoria para la fijacion
de dioxido de carbono y la acumulacion de lipides cultivd por 2 semanas en un reactor de
columna de burbujeo de 3 L con medio mineral BGFah(a 3.1), a una temperatura de 30°C,

a un pH alrededor de 7.5 y con una iluminacién iooat de luz fluorescente (MAGG, 28
Watts, México) de 96 mol ths’. El reactor se aliment6 con una mezcla de air©y(8.8%)

a una velocidad superficial de 0.014 th(son base en al area de secci6n transversal de la
columna). Los experimentos sin limitacion se refireal medio BG-11 con la concentracion

normal de nitrégeno y con limitacidon es cuando etiim no contiene fuente de nitrégeno.

3.2 Medio de cultivo
Tabla 3.1. Composicion del medio mineral BG11

Reactivo Peso (gr/L) Metales traza (g)

NaNG; 1.5 H3:BO; 2.86
K,HPQO,.3H,0O 0.04 MnCl,.4H,0 1.81
MgSQ,.7H,O 0.075 ZnSQ,.7HO 0.222
EDTA 0.001 Na,M00,.2H,0 0.39
CaC}.2H,0 0.036 CuSQ.5H,0 0.079
Citrico 0.006 Co(NG;),.6H,0 0.049
Citrato de amonio férrico 0.006 Agua destilada 10L
Na,CO;s 0.02

Metales traza A5+Co 1ml
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3.3 Sistemas experimentales

Diferentes sistemas experimentales se usaron enwwade las etapas del desarrollo de esta

tesis entre los que se incluyen:

Minifotobiorreactor (3.5 mL): en este sistema sei@i® la influencia intrinseca de la
intensidad de luz, el pH y la temperatura sobrtada de produccion de oxigeno de la
microalga Scenedesmus obtusiuscul(wer Fig. 4.2(c) y seccion 4.3.3 donde se
presenta una descripcion de la misma)
Minifotobiorreactor (100 mL): en este sistema seudis la influencia de la
temperatura, ante cambios en escalén de la inBohgi@ luz, sobre la histéresis
aparente en la produccion de oxigeno (ver Figh}y26eccion 4.3.3 donde se presenta
una descripcion de la misma)
Reactor air-lift-columna de burbujeo de 20 L instantado (el esquemas técnico de
disefio se muestra en el Apéndice A). Este sistammarsatil y permitié su uso con dos
cofiguraciones:
Columna de burbujecen este sistema se estudio la influencia denaartracion
de CQ vy de la velocidad superficial de la fase gaseobeeda tasa de consumo de
CO,y de producciéon de Lgver seccion 5.2.1 donde se presenta una desaripciod
detallada de la misma).
Columna airlift en este sistema se estudié la influencia detkensidad de luz
sobre la tasa de produccién de oxigeno (ver FR(ajy seccién 4.3.1 donde se
presenta una descripcion detallada de la misma).
Reactor de placas planas: en este sistema se ¢Gedtudnfluencia de diferentes
frecuencias de exposicion a la luz y a la oscurgtdate la produccion de oxigeno y la
productividad de biomasa. (ver Fig. 7.1 y secciof.17 donde se presenta una

descripcion detallada de la misma).
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3.4 Técnicas analiticas

Concentracion de biomasa mediante peso seco

La concentracion de biomasa microalgal en el meldiocultivo se determind usando el
método de peso seco. Para lo cual la biomasa pdadacdiferentes tiempos de cultivo se
filtro, usando un matraz kitasato de 500 ml cortxtauna bomba de vacio, en membranas de
0.45 um de tamafno de poro. Las cuales fueron pnevite llevadas a peso seco y pesadas.
Posteriormente las membranas que contenian la béos® colocaron en una estufa a 50°C,
durante 24 h, después de este tiempo se pesareamete y la cantidad de biomasa es

calculada por diferencia de peso.

Determinacion de acidos grasos con Rojo de Nilo

El rojo de Nilo (7-diethylamino-3,4-benzophenoxa&zirone) es un agente de tincion
lipofilico, éste tiene una alta afinidad y sengilaitl al grado de hidrofobicidad de lipidos. El
reactivo muestra cambios en el espectro de emidde el rojo hasta el amarillo, esto en
presencia de lipidos polares (acidos grasos, fp#iok) y no polares (triglicéridos),
respectivamente. La determinacion se realizé coastnas de 20 pl de medio de cultivo, a
éstas se agregaron 100 pl de dimetilsulfoxido (DM$®e agitaron por un 1 minuto en un
vortex, posteriormente se pusieron en un horno deoondas (100% de potencia) por 50
segundos, enseguida se agregaron 20 ul de Rojdalg Be aforaron a 1 ml, se agitaron en
un vortex por un minuto, por ultimo fueron colocaden el horno de microondas por 60
segundos y dejadas en reposo por 10 minutos esclaidad para medir la intensidad de
fluorescencia emitida. El fluorometro que se ulifiene un filtro en la banda de excitacion de
485 nm y un filtro en la banda de emision de 585 bas unidades de lectura estan dadas

como Unidades de Referencia de Fluorometria (URF).
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Determinacion del contenido de aceite por Soxhlet

La determinacién del contenido de aceite en lagalga se realizé por el método de Soxhlet.
En éste la biomasa seca fue previamente pesadastapen un dedal de extraccion. El
solvente se agrego en un matraz de extraccionpyuse en el sistema Soxhlet. El aceite fue
extraido con hexano como solvente durante 6 hoea®peracion del sistema. Una vez
terminada la extraccion, el solvente se recupemdestilacion. Finalmente el matraz fue

pesado con el aceite y se calcul6 el porcentagedite usando la siguiente ecuacion.

Aceite (%)= (peso matraz + ace|te).- (peso mat %bo
peso seco de biomasa

Determinacién de la concentracion de NJ\YOr espectrofotometria

La concentracion de nitratos en la fase liquidalsgrmind por espectrofotometria en la
region del ultravioleta, a una longitud de onda2@0 nm. Para las mediciones, se tomaron
muestras del medio de cultivo, previamente filteaddravés de membranas de fibra de vidrio
GFF (Whatman GFF), una segunda filtracion fue redaea través de una membrana de 0.2
pum. Una alicuota del filtrado se diluy6 en funcd@la concentracién de N-NQ@L:10 o 1:20).

En seguida, y afin de eliminar las interferenciasIps carbonatos a dicha longitud de onda,
se agrega a la dilucion 0.5 ml de HCL 1N. En sesuid mL de la solucion fue colocada en
la celda para la lectura en la region del ultratel Las lecturas se efectuaron por triplicado en
un espectrofotometro (Perkin Elmer UV/VIS, Lambda) la 220 nm. Finalmente, la
concentraciéon de nitrbgeno como nitrato (NJNQe calculé a partir de una curva de

calibracion.
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3.5 Expresiones matematicas

La tasa velocidad especifica de crecimiento fuerdehada con:

ILn Cbt —ILn Cbo
B t—t,

U

La productividad de biomasa se calculé con:

Che — Cpo

P, =
DTt —¢,

donde G, es la concentracién de biomasa @) en el tiempod(d) y G, es la concentracion

de biomasa en el tiempo t.

La actividad intrinseca de fotosintesis en el rototbioreactor (3.5ml) fue calculada con base
en la produccion especifica de oxigerg(go2 Kgy ™ h™) como:

r _ 1 dCOZ
02 — Cp dt

dondeCo; es la concentracion de oxigeno en la fase ligigigtal ™).

En los siguientes capitulos se presentan los egdtdindAmicos de los efectos por cambios en
la intensidad de luz, en la alimentacién de,Céh la velocidad de la fase gaseosa y en la
frecuencia de luz-oscuridad durante el crecimiemte la microalga Scenedesmus

obtusiusculus
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CAPITULO 4. Efecto de la intensidad de luz sobreréspuesta dinamica de fotosintesis de
la microalga Scenedesmus obtusiusculus.

CAPITULO 4. Efecto de la intensidad de luz sobre laespuesta dinamica de
fotosintesis de la microalg&cenedesmus obtusiusculus.

Resumen

Los experimentos en estado transitorio permitetuaval efecto de variables exdgenas sobre
el proceso de fotosintesis y el planteamiento delefes dinamicos para el disefio de
fotobiorreactores. En este capitulo se presentafetto de cambios en escalon, tanto
ascendentes como descendentes, en la irradiackine $ produccién de oxigeno de la
microalgaScenedesmus obtusiusculiascual se cultivd en un fotobiorreactor air-ti¢ 20L.

La respuesta se determiné a diferentes tiempospéeacion, para condiciones tanto de
suficiencia en nitrégeno como en limitacion dedg#ano. Los resultados de la producciéon de
oxigeno en estados pseudo-estacionarios, indicananaclimatacion fotosintética a corto
plazo, los valores mas altos para los cambios @seal el incremento fueron de 103 y 207 mg
0, g, *h™ para irradiaciones entre 141 y 505 pmdisthy una concentracién de biomasa de
0.13 gL™. La respuesta fotosintética fue asimétrica parm@emento y el decremento en
irradiacion, lo anterior estuvo relacionado a lasaciones de temperatura que se generaron
por el sistema de iluminacion. Por otra parte, emdciones de limitacién de nitrogeno, la
respuesta dindmica de fotosintesis fue més lemtaetacion a las condiciones de suficiencia
de nitrégeno, para una concentracién de biomasf.8ey, L™ y una irradiacién dé05
umolmi’s®. Ademas, se desarrollé un modelo matematico padepir la respuesta dindmica
de oxigeno y la productividad de biomasa. Las sigiahes, estimaron que a°G5y una
irradiacion de 600umol #s'se obtuvo el valor maximo de la productividad denidsa de
0.78 gL'd™.
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la microalga Scenedesmus obtusiusculus.

4.1. Introduccion

El cultivo de microalgas es una tecnologia pronmspara la fijacion biologica de didéxido de
carbono y la generacién de productos de alto vatpegado, que incluyen combustibles
renovables (Chisti, 2007). Por ejemplo, el acexteagédo de algas puede usarse para producir
biodiesel a través de transterification y gasofinaavés de destilacion y craqueo. Diferentes
configuraciones de fotobiorreactores se puedeizatipara el cultivo, incluyendo tubulares,
de placas, y helicoidales (Tabla 1.1, CapituloED).estos, la intensidad de luz ¢ irradiacion
afecta el proceso de fotosintesis, la tasa espacde crecimiento, y por lo tanto, la
productividad de biomasa. Una fraccion de la iaeidin incidente en el reactor es absorbida
por las células y otra es dispersada por las migvias y Park, 2001), existiendo una
distribucion espacial que en la mayoria de loesias de cultivo limita el crecimiento de la
microalga. El efecto de la intensidad de luz sdartasa de fotosintesis puede obtenerse de
curvas de fotosintesis-irradiacion, P-I (Brindlegol., 2010), las cuales son especificas para
cada cepa, y éstas deben obtenerse en cultivadadilpara asegurar que las células estén
expuestas a la misma intensidad de luz. Para ergegsla distribucién espacial de la luz
algunos trabajos consideran la irradiacion comar@medio de los valores locales dentro del
cultivo (Molina y col., 1994), pero algunos otrospresentan la distribucion radial de la
intensidad de luz (Yun y Park, 2001; Acién y c@000) y los efectos de mezclado (Barbosa y
col., 2003; Camacho y col., 2003). Por otra pddaealinamica del proceso de fotosintesis en
condiciones de fluctuacion en la intensidad lua guantificacion de los parametros fisicos y
bioldgicos es importante y necesario para: a)saith, modelado y simulacién del proceso; b)
el escalamiento de los experimentos de nivel labocaa nivel industrial y; c) el desarrollo de
sistemas de control que se pueden implementar lpamaedicion o estimacién de las
principales variables en la unidad de proceso, panaentar la velocidad de crecimiento y la
produccion de biomasa (Béchet y col., 2013; Fereandcol., 2012; Concas y Pisu, 2010;
Hekmat y col., 2010). La temperatura es otra végighportante, que afecta la estructura de
los componentes celulares y las velocidades deitgadRecientemente, Béchet y col. (2013)
presentaron una revision completa de los modeliigagios para describir la cinética de

crecimiento de microalgas.
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La evolucion de biomasa en un fotobiorreactor esesultado de efectos que combinan
fendmenos fisicos y biologicos, que incluyen laivatad de fotosintesis, la dinamica de
fluidos, la transferencia de masa y la distribuaépacial de irradiacion (Luo y Al-Dahhan,
2004; Luo y Al-Dahhan, 2012). Los modelos que dbsar el crecimiento generalmente
agrupan estos efectos y, en consecuencia, no ésepanalizarlos de forma independiente.
Ademas, los experimentos que involucran crecimisaetencuentran en la escala de tiempo de
dias, y se requieren ensayar diferentes condicimngales de operacion. Una alternativa es
determinar la tasa de produccion de oxigeno (Beinglcol., 2010; Fernandez y col., 2012),
que a diferencia de la tasa de crecimiento, tier@erespuesta dindmica en escala de tiempo de
minutos. Esta medicion es proporcional a la tasardeimiento que esta relacionada con la
estequiometria global de la reaccion de fotosimtéBrindley y col., 2010) y, ademas
proporciona informacion acerca de fendmenos deaétitoatacion en el fotosistema Il (Pll)
como una respuesta a las fluctuaciones en la idahsle la luz (Avendafio y Shubert, 2005;
Satoh y col., 2002). Por otra parte, el tiempo eegio para determinar las curvas de
fotosintesis-irradiacion y los parametros cinétiseseduce; algunos modelos (Béchet y col.,
2013; Fernandez y col., 2012; Hu y col., 2012; @ang Pisu, 2010; Camacho y col., 1999;
Rebolloso y col., 1999) se han desarrollado parmasla produccién de £Sin embargo, las
curvas de fotosintesis no se han determinado tatweimente en condiciones de limitacion
de nitrdgeno y no se ha evaluado la respuestattaasante fluctuaciones en la intensidad de
luz incidente. Estudios dindmicos podrian proparaioinformaciéon de los cambios en la
regulacion metabdlica debido al ajuste en la estewiria de los fotosistemas (PSI:PSIl) y a

la alteracion en la sintesis de proteinas (Berged.y1996).

El objetivo de este capitulo fue estudiar la resfaudinamica de la actividad fotosintética de
la microalga Scenedesmus obtusiusculupara diferentes intensidades de luz y en un
fotobiorreactor air-lift, bajo condiciones de cra@nto sin limitacion de nitrdgeno y con
limitacion de nitrogeno. El primer caso se puedacienar con la foto-aclimatacion a corto
plazo y el segundo caso a la adaptacion metabéliaego plazo. Por otra parte, se desarrolld
y validé un modelo matematico que estima la comaeritn de oxigeno en la fase liquida y la

productividad de biomasa, éste considera paramieislosdinamicos, de transferencia de masa
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y una expresion de reaccion intrinseca para ladagaoduccion de oxigeno que representa la
actividad de fotosintesis como funcién de la tempea, la intensidad de luz y la

concentracion de biomasa, en condiciones de sandiei@e nitrogeno.

A continuacion se presentaran las suposicionessgqusnsideraron en el planteamiento del

modelo matematico.

4.2 Modelo Matematico

Se utilizé un modelo en una dimension y en estealtsitorio para estimar la concentracion de

oxigeno en un fotobiorreactor air-lift. Con lasusentes suposiciones:

1) Las fases gaseosa Yy liquido-microalga estan distials homogéneamente en el reactor
y la fraccion volumen se conserva, es decir, lassdet hold up del gasd) y del hold
up del liquido i) esh, + hg = 1.

2) Distribucion homogénea de las burbujas que asaeadgavés del area de seccion
transversal del riser.

3) La fase de gas puede representarse por un flupmtap

4) La representacion de la fase liquida se hace édrae un modelo de dispersion axial.

5) Las propiedades fisicas y de transporte del medicultivo como la viscosidad, la
densidad y el coeficiente de dispersion axial sexaman a las del agua.

6) La distribucion de la luz se considera dentro denedio homogéneo.

7) Se considera una intensidad de luz promedio eat@bibrreactor e independiente de
los ciclos internos de luz que induce la configimacair-lift. La concentracion de
biomasa se considera homogénea en todo el reactor.

8) La concentracion de biomasa no cambia durantedizaeion de los experimentos
dinamicos.

9) Las concentraciones de dioxido de carbono y deemirs no limitan la produccion de

oxigeno durante los experimentos dinamicos.
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Con base en lo anterior, la ecuacion 4.1 represtiitalance de masa macroscopico en la fase

liguida y permite calcular la concentracion de eriC, o, en el tiempo.

aCL O ach 0 0 CL 0 CG o]
h, ot =h D, 07 -h.u, "oz - KLaO2 CL,02 ——H + 1o, ot C, (4.1)
acumulacion dispersion axial conveccion transferencia gas- liquido reaceion
con las siguientes condiciones iniciales y de gt
* . D._odC oC
t = O, CL,OZ = CL,OZ Z= 0’ CL,02 = q‘oz + az L.O, zZ= L; L0, =O (4.2)

u, 0z 0z

e

En la ecuacion 4.Xpiny , €S la tasa de produccion intrinseca dp@ unidad de biomasa y

se define como:

I av
rOz,intr = p%max | 2 (43)
Ks +1 av +
K

donde l,, es la intensidad de luz promedio dentro del fatwbactor air-lift y esti

representada, (Acién y col., 2013), por:

|
= gica Lron(dKC)] (4.4

Por otra parteRo2 max€s la produccion maxima de @ara la microalga y para las condiciones
de cultivo. LaPoymax €Sta relacionada con la temperatura a través deempresion de

Arrhenius con la ecuacién (4.5) (Costache y c61,3);

-E -E
poz,max = koexp(-r RaJ_ kl EX[{ T I;) (45)

El balance de masa para la concentracion de oxigetofase gaBg o, €S:
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oC

aC C
G,0, _ G,0,
h ==ugh —+KLaq(CLQ—

I e 9z

acumulacion conveccion

H

transferencia gas- liquido

©9 ] (4.6)

Con las siguientes condiciones iniciales y de &t

t=0; Cgp, =Cop 2= L, —=2=0 (4.7)

La productividad de la biomasB, esta relacionada conoiinn, Yoz (Coeficiente de
rendimiento) y con el coeficiente metabdlicq)\KBéchet y col., 2013; Hu y col., 2012) de la

forma:

G =P, =,

dt O, ,intr CbY

o~ KiCy (4.8)

La solucion numérica de las ecuaciones (4.1) 3 g&8ealiz6 con el softwafdexPDE 6.06
version estudiante. Se utilizé el método de elemdimito para resolver las ecuaciones
diferenciales parciales. La hidrodinamica del fadofeactor se obtuvo usando la aplicacion de
flujo de burbuja (Bubbly Flow application), en ebdulo de Ingenieria Quimica del software
comercial COMSOL Multiphysics, (Burlington MA, EEUW)).

43



CAPITULO 4. Efecto de la intensidad de luz sobreréspuesta dinamica de fotosintesis de
la microalga Scenedesmus obtusiusculus.

4.3 Experimentacion

4.3.1. Descripcion del fotobiorreactor air-lift instrumentado

Las Figuras 4.1 y 4.2 muestran la representaciquessatica y fotografica del fotobiorreactor
air-lift de 20L con circulacion interna, respectivente. La columna de acrilico tiene una
seccion coaxial con un diametro interno de 12.7 gna altura de 110 cm y una zona de
desgasificacion de 40 cm de altura con un dianagr@0 cm. El tubo concéntrico tiene un
diametro interno de 8.3 cm y una altura efectivA@® cm, éste se encuentra 5 cm por encima
de la parte inferior de la columna. La fase gasseddistribuye desde la parte inferior a través

de un difusor con 60 orificios de 0.56 mm de diam#atterno.

El sistema de iluminacion artificial integra LEDs dita intensidad de luz blanca (10 m de tira
de LEDs 5050, LED lluminate, China) y cuatro langsafluorescentes de 54 Watts (400-700
nm, Magg, México). La intensidad de la luz quedecen la superficie del reactor se midié
con un sensor cuantica 2407026sp, Extech, EE.UU.) y la tasa de fotonspatiibles para la
fotosintesis (PPFR, por sus siglas en inglés) eermlo del reactor con un sensor cuantico 4
micro-esfera (US-SQS/L, Heinz Walz GmbH, Alemanig). pH se midid con un sensor
electroquimico (27003-20, Cole-Parmer, EE.UU.). &¢émsor polarografico (SN-29020-10,
Cole-Parmer, EE.UU.) se utiliz6 para medir la coticeeion de oxigeno en la fase liquida en
el intervalo de 0-200%. ElI C@n la fase liquida se midié con un sensor electnoigo (SN-
29000-01, Cole Parmer, EE.UU.) y en la fase gaseesdeterminé con un detector de
infrarrojo (9500, Omega Alpha, EE.UU.). Las sefialedos sensores se registraron en linea
con un modulo de adquisicion de datos (CompactDAQNIX EE.UU.) conectado a un

computadora con un software NI LabVIEW (2009) preegistro de datos.

En condiciones iniciales el fotobiorreactor ait-Be operd en lotes con 16.8 L de medio sin
limitacion de nitrogeno, 1.8 L de indculo 8e obtusiusculug una intensidad de luz continua
de 117 mol rif s*. La concentracién de G@ue 3.8% y se suministré con aire a una velocidad

superficial de 0.0104 mi's(basado en el area de seccién transversal de) 8igeL min?).
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También, para las condiciones anteriores el sisteenaperd en limitacion de la fuente de

nitrégeno.

Salida de gas 1 Analizador CO;, y O, .—

Desgasificador a < Sensor cuantico de luz
\ (_{ Sensor de Q y CO, disuelto _‘
Tubo concéntrico Sensor de pH y temperatura
I — F, 1
@4 o L _z=L 2ofJ
; SO\ i Sistema de adquisicion,

! 2 - . CompactDAQmX, NI
::g N (software LabVIEW 2009

><
1
|
|
|
1

!

L

Entrada de
medio

Lamparas z=0
fluorescentes y
LEDs

Difusorde gas

Medio de cultivo
CO,

[
N @_

Aire

Figura 4.1. Representacion esquematica del fotazotor air-lift que se utilizd para el

crecimiento de la microalda. obtusiusculus
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Figura 4.2. (a) Representacion fotografica delldmireactor air-lift durante el crecimiento de
la microalgaScenedesmus obtusiuscul(ly Reactor de tanque agitado de 100 ml con abntr
de temperatura y (c) Reactor de 3.5 ml con agiteaiécanica y con condiciones controladas

de intensidad de luz y de temperatura.

4.3.2. Experimentos dindmicos de la intensidad de luz

Los experimentos dinamicos para determinar la eu@ude Q a diferentes intensidades de
luz y en diferentes etapas de crecimiento de lagaigaS. obtusiusculuse realizaron desde
el primer dia de operacion. Los experimentos dinamse iniciaron con una intensidad de luz
de 117umol m? s*, seguido de incrementos en escalén de 141, 180y Z®5umol m? s*
para periodos de 30 minutos cada uno. Una vezegaleanzo la intensidad de luz maxima, se

disminuyo secuencialmente a las mismas intensidaelész durante 30 minutos, hasta llegar
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a las condiciones iniciales (11imol m’s?). Estos experimentos se realizaron en diferentes
tiempos de operacién para contenidos de biomagalde 0.3, 0.4, 0.5, 1.7 y 1.9 g*LEn

estas condiciones, las variables respuesta alaanzestados pseudo-estacionarios y se
determind la tasa de produccion de fbr unidad de biomasa para cada experimento

dindmico, por la ecuacion:

o, 00 = K L%, (CL,Ozi - C:oz) (4.9)

Para cada experimento dinamico, la tasa de conden@) se determind con la velocidad del
gas Y la diferencia entre la concentracion de €®la entrada y en la salida del reactor, para
cada estado pseudo-estacionario, con la ecuadOn 4.

_ (CG,COZ,S_ Ce cq, e) kg
rCOZ,exp_ Vv

(4.10)
R
Estos experimentos dinamicos se realizaron en ciamdis de limitacion de nitrégeno y sin

limitacion de nitrégeno.

4.3.3. Determinacion de parametros

Un experimento independiente a 28+ 3°C, sin limitade la fuente de nitrégeno, se llevo a
cabo en el fotobiorreactor air-lift, sin perturt@ws de la intensidad de luz para determinar el
coeficiente estequiométrico de rendimiendy,o, y el coeficiente metabdlico, K Los
parametros se calcularon a partir de la producd@f y la evolucion de biomasa durante 9

dias de operacion.

El coeficiente de dispersion axiélly,, se obtuvo experimentalmente en condiciones a@hiti
a partir de la curva de distribucion de tiempo dsidencia obtenida por inyeccion de un
trazador (NaOH 1 M, 15 ml) en la fase liquida. Bldaup de la fase gasg, la velocidad
efectiva del gasuce Y la velocidad efectiva del liquidoge, en el fotobiorreactor air-lift se
estimaron con el software COMSOL de forma similarabajo presentado por Hekmat et al.

(2010), usando las ecuaciones de transporte (modelodos-fluidos Euler-Euler) de
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momentum para el flujo de burbujas en la colummmra una geometria con simetria axial
(2D) (malla de 12,704 elementos triangulares). imaukacion se realizé a una velocidad
superficial de gas de 0.0104 m $ara mas detalles sobre los perfiles de velodiéad fase

liquida ver Fig. A3 y para los perfiles del hold-dgpla fase gas ver Fig. A4 del Apéndice A.

El coeficiente de transferencia de masa paraeKQo, se estimo a partir del coeficiente
volumétrico de transferencia de masa gas-liquidm pd CQ (experimental). Esté se
determiné a un pH de 4, con un balance de masdaatzsorcién de C{en la fase liquida y
para una velocidad superficial del gas de 0.0104'mEl balance de masa de € la
correccion de los coeficientes de difusibn se ésteyon como (Pegallapati y
Nirmalakhandan, 2012):

2
dCdeoz = LaC02 (CT_,CO2 - CL,COZ); KL ao2 = KL acoz[ [[))02 ] (4-11)

co,
Las curvas de fotosintesis-irradiacion 8e obtusiusculugpara diferentes temperaturas se
obtuvieron con un método similar al presentado Bondley y col. (2010). La tasa de
produccion de oxigeno intrinseca se determiné enreactor de 3.5 ml con agitacién
magnética y en condiciones controladas de intedsiéaluz y de temperatura (Fig. 4.2c). La
cantidad de biomasa inicial se ajusté a 0.I'g3e evaluaron las temperaturas entre 5 y 40°C
y las intensidades de la luz entre 9 y 2400 pmtsnen un arreglo de LEDs y de lamparas
fluorescentes alrededor del reactor. La concerdtnage oxigeno en la fase liquida se registro
continuamente en linea por un médulo de adquisidgdatos y para un periodo de 20 min. El
efecto de la respuesta dinamica de oxigeno pordaaciones de temperatura (debido a los
cambios escaldn de luz), se evalu6 en un reaata#rimico de tanque agitado de 100 ml, que

contiene 80 ml de 0.5 g'ide células en suspension (Fig. 4.2b).

Los pardmetros cinéticos intrinsecos en la Ec.),(&3 K, and poz max S€ Obtuvieron de las
curvas fotosintesis-irradiacion. Los valores deata de produccion de oxigeno se expresaron
en funcion de la irradiacion promedlg,, a la que se expusieron las células, y se ajustamo

un modelo hiperbélico (coeficiente de regresi6f,=R.98), que considera un término de
inhibicidén (Béchet y col., 2013; Bernard, 2011)shwalores dé&,, Eq, ks andk; se obtuvieron
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mediante el ajuste de la Ec. (4.5) (coeficienteratgesion, R =0.96), para la produccién
méaxima de oxigendo2 max Y la temperatura. El ajuste de los datos parbtancion de los
parametros cinéticos se realizé en OriginPro varSi@. La tasa de produccion intrinseca de
O, cuantifica el efecto bioldgico y considera unaistesicia minima de los fendmenos de

transporte, una baja atenuacion de luz y una riédiamiforme dentro del reactor.

El coeficiente de absorcién de luz en la Ec. (&4),se determiné midiendo la intensidad de
luz en el centro del reactor de 3.5 ml (Fig. 4.2dliferentes concentraciones iniciales de
biomasa. El sistema se encontré iluminado desdssttas direcciones y la instensidad de luz
se midié con el micro-sensor4El coeficiente de absorcion se calculé con laaeidn de

Beer-Lambert.

4.4. Resultados y discusion

El propédsito principal de este capitulo es preselataespuesta dinamica de produccion de
oxigeno y de consumo de dioxido de carbono en actaeair-lift con circulacion neumatica
interna, que sirven de base para discutir una rokigth de analisis, en tiempos cortos, que
lleva a determinar la tasa especifica de producd®®@ y de consumo de CQjue, segun la
teoria estan relacionadas estequiométricamentéacproductividad de biomasa. Se explican
también los procesos que ocurren en un fotobicilweaasi como el comportamiento de éste
derivado de un andlisis realizado con base en alefnopresentado en este capitulo.
Finalmente, se discute la validacion del modelgpesto con base en la comparacion de sus

predicciones con datos experimentales obtenidestentrabajo.

La Figura 4.3 muestra la evolucion de la biomasksy condiciones de operacion en el
fotobioreactor para el crecimiento de la microé@gabtusiusculusin limitacién de nitrégeno.

Las discontinuidades son los periodos en los quea&aron los experimentos dinamicos
sometiendo al fotobiorreactor airlift a los cambescalon de la intensidad de luz. Como

puede observarse, la concentracion de®la fase liquida aumentd del valor de saturacion
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6.4 mg L', a 10.5 mg [ cuando la concentracién de biomasa fue de 1.7'gLa
concentracion de GCen la fase liquida se mantuvo alrededor del 95G®43 gl'*) del valor

en saturacion con respecto a la concentracion dee@@ entrada del gas. El pH aumento 6.4
a 7.2 debido al consumo de nitrato y de,Cibs resultados globales muestran variaciones
ciclicas de la temperatura, debido a los cambiok®rtondiciones ambiente, que a su vez
afectaron, la produccion de,@ebido al cambio en la actividad fotosintéticac@hsumo de
CO; a través de una acumulacion inicial de carbongyénaco intracelular y otras reacciones
de carboxilacion, (Moroney y Somanchi, 1999) y Bl por cambios en el GOy el i6n
bicarbonato en la fase liquida. La reduccion eacltividad, que se observa alrededor del dia
11, esté relacionada con la disminucion en la teatpe. Se realizé un balance de la cantidad
de nitrégeno, el aumento en la concentracién dm#sa a casi 2 gt, en un periodo de 15
dias de operacion, es consistente con concentraniéial en el medio mineral y la
concentracion residual de nitrégeno soluble (64LMy Los valores de Yo.de 0.65 g gos*
(+5%) y del coeficiente metabélico {Kde 0.005 H (coeficiente de regresion280.975) se
obtuvieron en el experimento sin perturbacion déuknte de luz. El Yo, fue similar al
reportado por Acién y col. (2013) de 0.77 @, vy el Ky al reportado por Molina y col.
(1994) de 0.00385"h
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Figura 4.3. Datos experimentales de crecimientdidenasa sin limitacion de nitrogeno,
concentracion de £en la fase liquida, concentracion de,@&@ la fase liquida, el pH y de la
temperatura durante la operacion del fotobiorreaatclift, y los periodos en los que se

llevaron a cabo las perturbaciones en la intensiiédd luz Alo).

La Figura 4.4 muestra la relacion entre la PPFRriat y la concentracion de biomasa. El
comportamiento no-lineal es debido a la atenuaciénla luz, y ésta es causada por la
absorcion y la dispersion que esta asociada cdancetmento de la biomasa (Luo y Al-
Dahhan, 2012). Por ejemplo, para contenidos de dsande 0.25 y 0.5 g™ la densidad de
flujo de fotones en el centro del reactor dismindgdl20 a 3mol m? s*. En este caso, para
concentraciones de biomasa mayores a ,@Lreactor operé con menos de Lnal m? s

! de PPFR en la seccién anular (flujo laminar) y fase oscura en la seccién concéntrica
(flujo burbuja). En estas condiciones de crecindgla concentracion final de biomasa (cerca
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de 2.0 g [}) fue menor que la obtenida previamente para sgiecée, (Toledo y col., 2013) en
un reactor de columna de burbujas con un didmetesrio de 0.105 m y con una irradiaciéon
de 134 pmol i s™.
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Figura 4.4. Tasa fotosintética de fotones (PPFRglecentro del fotobiorreactor air-lift en
funcidn del contenido de biomasa y del tiempo {geainsertada) durante las condiciones

normales de operacion.

4.4.1 Fluctuaciones de la intensidad de luz

La Figura 4.5a muestra los resultados de los cardnioescalén ascendentes y descendentes
realizados para una concentracién de biomasa dg10'5/ sin limitacién de nitrégeno. Como
se puede observar inicialmente, y para todos lasbws, hubo una variacién subita en la

concentracién de £como respuesta de la actividad fotosintética millda en la intensidad de
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luz, posteriormente se observo una respuesta migsdae es asociada a pequefios cambios en
la temperatura causados por el calor generadosd@n@aras externas usadas para alcanzar
las intensidades de luz ensayadas. La concentrdeid@ en estado pseudo-estacionario, y
para cada irradiacion, se obtuvo a partir del vptomedio en el periodo de respuesta lenta
con su respectiva temperatura. De igual manerajepobservarse que la respuesta de la
concentracion de £fue asimétrica en las etapas de incrementos/deateside los cambios
escalon de irradiacion. Las concentraciones dee® estado pseudo-estacionario que se
obtuvieron durante los cambios en descenso fuedamattas que las obtenidas en la parte de
incremento, esto estuvo asociado a una actividaosifdética mas alta y temperaturas
mayores. El efecto de la temperatura se muestla Eigura 4.5a para una irradiacion de 336
pmol m? s*, donde un incremento de casi 3°C aument6 la cahtite oxigeno en estado
pseudo-estacionario aproximadamente 21% con respdat saturacion, a pesar de que a esta
temperatura, que es mas alta, la solubilidad digjemo se reduce aproximadamente un 5%.
Para esta microalga, el valor maximo de la actiid@tosintética se alcanza para una
temperatura Optima de 35°C (Cabello y col., 20LB).experimento dinamico de irradiacion
gue se realizé independiente en un reactor de 1dBig 4.2b) bajo condiciones isotérmicas
(30°C) mostré que los valores de €n estados pseudo-estacionarios son similaressen lo
escalones de incremento/decremento de irradiaesio, confirma que el comportamiento
asimétrico en la Figura 4.5b fue inducido por laperatura. Los experimentos presentados
por Levy y col. (2004) mostraron que, para algualass, la actividad fotosintética puede
variar durante el dia, la mafana y la tarde, arlizsnos niveles de intensidades de luz solar.
Este efecto de histéresis aparente se ha atritmiida retardo entre la respuesta ante la

irradiacion y el gradiente de temperatura que semge(Levy y col., 2004).
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La Figura 4.5b también muestra los resultados dedpuesta fotosintética asimétrica para
concentraciones de biomasa entre 0.3 y 1.7 g los cambios escal6n de intensidades de luz.
Para el contenido de biomasa de 0.3, 0.4, 0.5 ygll?, los valores méas altos de las
concentraciones de,@n estado pseudo-estacionario fueron 10.4, 11.3,y112.6 g [* para

el incremento en los cambios de la irradiacion std&05umol m? s*. Cada estado pseudo-
estacionario representa el periodo de foto-aclion@taa corto plazo d8. obtusiusculusEn
este caso, el estado de transicion (redistribudénla energia de excitacion entre los
fotosistemas) y el mecanismo de reacciones no digttigas operan para ajustar la cantidad de
energia de luz transportada al fotosistema Il enastala de tiempo de minutos (Avendafio y
Shubert, 2005; Satoh y col., 2002; Bonardi y @005).

Por otra parte, en los experimentos dinamicos bajaliciones de limitacion de nitrogeno se
observaron cambios en la pigmentacién de la migeo8l obstusiusculud.a Figura 4.6
compara las respuestas dindmicas de la concemtrdei@, en condiciones de limitacion y
sin limitaciéon de nitrogeno, durante los cambiosaé® en las intensidades de luz. La
limitacion de nitrogeno afecté los mecanismos cegulan la aclimatacion fotosintética a
corto plazo, lo que resulté en una reducciéon eactevidad de fotosintesis y, por lo tanto, el
rendimiento de la concentracién de disminuyd un 29% (3 dias de N-limitacién) y un 70%
(18 dias de N-limitacion) en comparacion con logel@is obtenidos sin limitacion de
nitrogeno, esto se debe a los cambios observadlaspgmentacion de las células. Berges y
col., (1996) y Merzlyak y col., (2007) reportan gpara algunas microalgas, la limitacién de
nitrogeno afecta la actividad de fotosintesis rahdo la eficiencia de captacion de energia
debido a la disminucion de clorofila y al ajustel@s cantidades relativas de moléculas foto-

guimicamente no activas, tales como lipidos o eamties.

Ademas, el retraso en las respuestas dinamicasdenCrondiciones de limitacion de
nitrogeno (Fig. 4.6) en comparacion con el medio Ignitacion de nitrogeno, se puede
atribuir al ajuste lento de la relacién estequiofaede PSI/PSII (Satoh y col., 2002), debido a
la disminucién en la sintesis de proteinas quetafdcectamente a las proteinas del PSII
(Bonardi y col., 2005; Berges y col., 1996) porlilaitacion de nitrogeno. La respuesta

dinamica de @en limitacion por nitrogeno alcanzé el 95% la tesgta en estado pseudo-
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estacionario en casi 6 horas, (datos mostradotApéadice A, Figura A5) lo que indica una
adaptacion fotosintética a largo plazo de las aélabntrario a lo observado bajo condiciones

sin limitacién donde esta adapatacion es del odge® min.

La Figura insertada (Fig.4.6) muestra la atenuad@riuz en condiciones de limitacion de
nitrogeno y el incremento en la disponibilidad de debido a cambios en la despigmentacion
de las células. Por ejemplo, en la intensidad méde luz incidente (508mol m? s?), el
valor de PPFR incremento hasta 3 veces en el cdatneactor en el dia 18 de N-limitacion
(300 pmol m? s*) en comparacioén con el valor registrado el dia 3Ndimitacién (90umol

m? s%). En estas condiciones, la penetracién de luafas alta y las células se expusieron a
una mayor cantidad de energia, o que resultd emwmento en la actividad metabdlica
generada de la fotosintesis para canalizarse aumwdacion de lipidos pasando de un

contenido de 19% en el dia 3, a 42% en el dia 18.
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insertada: relacion de la tasa de fotones fotdsing (PPFR) en condiciones de limitacion-N;

con una alta pigmentacion de clorofila (dia 3) gpigmentacién de la biomasa por reduccién

en clorofila (dia 18).

La Figura 4.7a muestra las tasas de produccion.die @s cambios escalon en incremento de

la intensidad de luz que fueron determinados p@clecion (4.9) para cada estado de foto-

aclimatacion (Fig. 4.5b) sin limitacion de nitrogefPara contenidos de biomasa de 0.13 a 1.9

g L™ la actividad fotosintética aument6 linealmente edmintensidad de la luz incidente se

incrementé de 141 a 5@8nolm? s?, esto indica que no hay una regién de saturacdnza

las intensidades de luz que se usaron en los expeios. Para el reactor utilizado en este
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estudio, a un contenido de biomasa de 1.9 ¢l tasa de produccién especifica dg O

disminuye en un 87% debido a la atenuacion della£igura 4.7b muestra las tasas globales
de consumo de dioxido de carbono que se deternmir@o la ecuacion (4.10), los valores

aumentaron con respecto a la intensidad de la ldisminuyen con el aumento en la

concentracién de biomasa. La Figura A6 (Apéndicemilestra la relacion lineal entre los

valores de la tasa de consumo de, &gura 4.7b) y los valores de la tasa de producde

O, (4.7a), donde el valor de la ordenada al origemetaciona con la tasa de respiracion

enddgena de 27.7 mg GG ' h* (R?= 0.96).

Las curvas de respuesta (Fig. 4.7a y 4.7b) muegtiarel proceso global de fotosintesis es
gobernado por la intensidad de luz, que a su véaeteel rendimiento de la microalga. La

respuesta a la intensidad de luz depende en grdidande la especie y de los fendmenos
presentes en el fotobiorreactor. Hasta donde s& sabhay un analisis y no se ha publicado
de este tipo de curvas de fotosintesis que se halgwnido por cambios escalon en la
intensidad de la luz para la microalgas del gésamenedesmuskEl comportamiento de las

curvas de respuesta se puede comparar cualitativaroen las obtenidas por Mazzuca et al.
(1999) y Rebolloso et al. (1999) para un fotobiacter tubular a escala piloto que se operé en

condiciones de radiacién solar.
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4.4.2 Validaciéon del modelo mateméatico

El modelo matematico fue validado comparando ldaesdaxperimentales (los incrementos de
los cambios escalén de luz en la Figura 4.4b) gstamacion de la concentracion de Qos
parametros utilizados en la simulacién del modelmsiestran en la Tabla 4.1. Los valores de
los parametros son consistentes con los que repert@andez y col. (2012) y un reporte
reciente de Béchet y col. (2013). La Figura 4.8 straeun buen ajuste tR 0.99) entre los
datos experimentales y los datos estimados, poreéstodelo que se desarrollo en el presente
trabajo se puede considerar como un buen métodapximacion para obtener el estado
pseudo-estacionario de la concentracion gedda concentraciones de biomasa de hasta 1.7 g
L. Mientras, la Figura 4.9 muestra la respuestandicék estimada y experimental de la
concentracion de £ para las diferentes intensidades de luz y paea aomcentracion de
biomasa de 0.5 gt.

Tabla 4.1. Parametros utilizados en el modelo matiem

Parametro Valor Unidades
Daz 0.027 ns?
Dcoz 1.9x10° cnf st
Do2 2.7x10° cnf st
Ea 16.1 Kcal mot
Eq 30 Kcal mot*
he 0.02 m m*
Ka 0.096 n g’
Kqg 0.005 A
K, 4970 pmol rif s*
KLao2 12.3 kit
KLaco? 10.3 Rt
Ks 75.7 pmol nf s*
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Figura 4.9. Valores experimentales y estimados spmulacion para la concentracion de

oxigeno en estado transitorio, para una concentrats biomasa de 0.5 gL

Las simulaciones obtenidas a través del modelom@ieo se muestran en la Figura 5.10,
para condiciones sin limitacién de nitrégeno y pama biomasa de 0.5 g*LEI efecto de la
intensidad de luz y de la temperatura en la pradocde Q se considerd para obtener las
mejores condiciones de operacion para el crecimidatla microalgé&. obtusiusculuen el
fotobiorreactor air-lift. La produccién de,@stimada se normaliz para observar el efecto de
las variables. Con el modelo se obtuvieron predies de las curvas respuesta del efecto de
irradiacion sobre la actividad de fotosintesisingstdo entre el 72 y el 85%, respecto a la
concentracion de Omas alta, para intensidades de luz entre 600 yi880 m” s*. El efecto

de la temperatura en la actividad de fotosintegima la concentracion maxima de £35°C,

y ésta disminuye a temperaturas entre 38 y 45%0,debido a una mayor sensibilidad en el
parametroEy de la ecuacién 5E4 representa la energia de desactivacion enzimdgta
aparato fotosintético d8. obtusiusculud.a validacién del modelo con valores dgo¥y K,

Ec. 4.8), a 35°C vy los datos experimentales dduccion de biomasa en ubvol’s!se
( ) y p e::1¢:¢ 'l
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muestra en la Figura 5.11. La respuesta globate@nsiento (Figura 5.11) de la microalga no
mostré un efecto debido a los experimentos dindsniesto puede deberse a que la duracién
de las fluctuaciones fue en el orden de horaspaparacion con la duracién del experimento
global (16 dias), y por el otro lado, la respuestauanto al crecimiento de biomasa es lenta
en comparacién con las produccion ded@onsumo de de GOAdemas, el modelo se utilizd

para estimar la concentracion de biomasa (FigugayA@ productividad de biomasa (Figura

4.12) a diferentes intensidades de luz, obteniematlves de hasta 0.78Lg'd™ para 61Qumol
2 <1
mes-.
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Figura 4.10. Simulaciones del efecto de la tempesay de la intensidad de luz en la
estimacion de la concentracion dedd la fase liquida.
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Conclusiones

Los resultados mostraron que experimentos en et@ukitorio permiten obtener informacion
sélida, que se puede utilizar para un analisisadespuesta de células fotosintéticas, ante los
cambios en la fluctuacion de luz evitando experioeme largo plazo. En este estudio, la
respuesta dinamica indico que la adaptacion dehtp#otosintético a fluctuaciones de luz, en
células limitadas por la fuente de nitrégeno, fugyhenta para dirigir la energia metabdlica a
la acumulacién de lipidos y esto podria preserntanallo de botella actual para la produccion

de aceite de microalgas.

El modelo propuesto es una herramienta eficiera @stimar el efecto de la temperatura y de
la intensidad luz en la concentracién dg €n el consumo de G en la productividad de
biomasa. También, podria ser utilizado para impigare estrategias de control en
fotobiorreactores y para seleccionar las mejoregliciones de operacion y optimizar el

crecimiento y la productividad en procesos de pecoaun microalgal.

Las respuestas dinamicas de produccion ge @e consumo de CGCQambién se podrian
utilizar para evaluar otras variables criticas deracion, tales como la concentracion de, CO
en fase gas y/o el efecto de la velocidad supalfi® la fase gas, que modifica la frecuencia
de las células a ciclos luz-oscuridad, especialenentreactores de columna de burbujeo, y la
tasa de transferencia de nutrientes y de gaseseantredio de cultivo y la microalga.
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CAPITULO 5. Efecto de la concentracién de didxido d carbono sobre la
respuesta dinamica de fotosintesis de la microalgaScenedesmus
obtusiusculus.

Resumen

En este capitulo se presenta, el efecto de la ntacen de C@en fase gas sobre la tasa de
consumo de didxido de carbono para la micro8lgenedesmus obtusiuscylagltivada en un
reactor de columna de burbujeo de 20L, a difereti¢@spos de operacion y para diferentes
concentraciones de biomasa. Se realizaron expaidsieinamicos que representan la rapidez
de cambio del proceso de desorcion-reaccion y deego de absorcion-reaccion para la
concentracion de CQdurante el crecimiento de la microalga. En estadisi-estacionario la
tasa de consumo de G@nas alta fue de 3.3 gd™ obtenida para una concentracién de
biomasa de 0.5 gt, y ésta disminuyé a 0.68 g™ para una concentracién de biomasa de 3.1
gL, En experimentos la microal@enedesmus obtusiusculakeré concentraciones de €O
de 14.6%, en estas condiciones el pH del medioutter@ fue 6.8 y para el medio sin
microalga fue 5.4. Resultados del balance de naatesiestran que el 90% de carbono que se
aliment6 durante la operacién (15 dias) del req@®12 g C-CQ) fue fijado por la microalga

Scenedesmus obtusiuscu85.2 g C-CQ) para la produccion de biomasa.
5.1. Introduccion

El di6xido de carbono (CQes un gas emitido por una gran variedad de posdeslustriales

y contribuye al efecto invernadero. Las microalgaan con alta eficiencia fotosintética la
energia solar y el C{para sintetizar compuestos de valor agregado qadem usarse en la
industria farmacéutica y de alimentaSh{sti, 2007)como, vitaminas, acidos grasos poli-
insaturados, antioxidantes y pigmentos. También,d®interés ambiental en la integracion
con procesos de combustion, de tratamiento de agsatuales y de produccion de biogas;
esto intensifica el proceso de produccion de bianeiuciendo los costos de inversion y de

operaciéon (Zhao y Su, 2014). Actualmente, hay difers configuraciones de reactores que se
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pueden utilizar para el cultivo de algas, entrenids reportados estan los de tipo columna, de
placas y tubulares (Tabla 1.1, capituloBrn estos, la intensidad de luz, la concentrac&n d
nutrientes y la concentracion de £&ectan el rendimiento global del proceso de fatesis,

la velocidad especifica de crecimiento y, por cousgacia, la productividad de biomasa. Las
microlagas emplean el G@tmosférico para la fijacion de carbono inorgank€o el interior

de la célula, el bicarbonato es convertido en @@ la enzima anhidrasa carbénica. ELE@S®
incorporado al ciclo de Calvin por la enzima rits#lol-5-bifosfato carboxilasa-oxigenasa
(Rubisco) y en las rutas metabdlicas que estanioeladas con dicho ciclo para la sintesis de
macromoléculas celulares (proteinas, carbohidréifmdps y acidos nucleicos) (Rosenberg y
col., 2008). La adaptacion de las microalgas ackmbios en la concentracion de L£€2
realizan a través de mecanismos de acumulacidomartbermo (CCM, por sus siglas en inglés)
(Zhao y Su, 2014). En microalgas unicelulares loscanismos de acumulacion son
importantes en el proceso de fijacion de carboebjdd a que mantienen la concentracion
requerida de Cfen el sitio activo de la enzima Ribulosa 1,5 W#ts carboxilasa-oxigenasa
(Rubisco), a través del transporte de carbono &mocg o de CQen la células, también los
CCM contribuyen a incrementar la tasa de fotosimtes disminuir la tasa de fotorespiracion
en condiciones de limitacion de la fuente de cambon

La relacién estequiométrica para la fijacion de,@0Gmo biomasa microalgal depende de la
cepa y de las condiciones de operacién, y puederdez 1.6 y 1.88 g C{Opor cada g de
biomasa que se produce. El £én fase gas es una variable importante en elvoutte
microalgas: 1) bajas concentraciones podria lingtgroceso de fotosintesis y afectar la tasa
especifica de crecimiento y, 2) altas concentrasopodrian inhibir enzimas asociadas al
metabolismo en el ciclo de Calvin, debido a la ificetion. Ademas, el transporte de Cde

la fase gas al medio de cultivo cambia el equdilgiimico entre las especies de AHTOs
/CO5%, el pH del medio de cultivo, la cantidad dispoeitle carbono inorgéanico en forma de
CO, 6 HCG; vy la magnitud de la tasa de consumo de carbonrganaco por la microalga.

Por otro lado, cuando se usan concentraciones @el &mosférico (0.04%) las tasas
especificas de crecimiento son muy lentas, debidoitacion de CQ (Zhao y Su, 2014). Por
esto, una alternativa es mezclar Q0n el flujo de aire en concentraciones que nadimo

inhiban el crecimiento, para aumentar la eficiersgafotosintesis (razén entre la tasa de
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consumo de Cg@y/o la tasa de produccion de éntre la tasa de absorcion de luz) y, con esto,
la productividad de biomasa en reactores.

La evolucién de biomasa en reactores es el resuttaafectos que acoplan la transferencia de
masa, la actividad de fotosintesis y depende decdtesliciones iniciales de operacion
(intensidad de luz, temperatura, concentracionutiéemtes y concentracion de @@Cabello

y col., 2014). Los modelos que describen el cremma generalmente agrupan a estos efectos
Yy, en consecuencia, no es posible analizarlos dmafoindependiente. Ademas, los
experimentos de crecimiento de biomasa son endueride dias y, se requieren realizar varios
experimentos con diferentes condiciones inicialeabello y col., 2014). Una alternativa para
esto, es determinar la tasa fotosintética de coosdenCQ que, a diferencia de la tasa de
crecimiento, tiene una respuesta dinamica en esleatiempo de minutos (Merchuk y col.,
2007). Esta medicidn es proporcional a la tasacifsgee de crecimiento que esta relacionada
con la estequiometria global de la reaccién desfotesis y, ademas proporciona informacion
acerca de la tolerancia de la microalga a altasertdraciones de COla region limitada por

la transferencia de masa y la region limitada paehccidn, esto en respuesta a cambios en la
concentracion de C(en la fase gas alimentada. Ademas, el tiempo riglgupara determinar
las curvas de fotosintesis en respuesta a cambil@sancentracion de GQ los parametros
cinéticos se reduce, ademas se han desarrolladooslgnodelos para estimar la tasa de
consumo de C@®(Nedbal y col., 2010; Camacho y col., 1999; Pegalli y Nirmalakhandan,
2012).

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efeldda concentracion de G®obre la respuesta
dindmica de la actividad de fotosintesis para leroalgaScenedesmus obtusiusciilas un
reactor de columna de burbujeo de 20L. Tambiéreraétar la tasa de consumo de 3D
respuesta a cada cambio en escaldn de la conagéntdecCQ. Ademas, se realizé un balance
de masa para el G@Que considerara la cantidad de carbono inorganiedfija la microalga y
la cantidad de carbono que se absorbe en el medialtivo.
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5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Descripcion del fotobiorreactor de columnaelburbujeo instrumentado

La Figura 5.1 muestra la representacion esquemadligtafotobirreactor de columna de
burbujeo de 20L. La columna de acrilico tiene uandtro interno de 12.7 cm, una altura de
110 cm y una zona de desgasificacion de 40 cmtdeaaon un diametro de 20 cm. La fase
gaseosa se distribuye desde la parte inferiovagrde un difusor con 60 orificios de 0.56 mm
de diametro interno.

El sistema de iluminacion artificial integra LEDs dita intensidad de luz blanca (10 m de tira
de LEDs 5050, LED lluminate, China) y cuatro langsafluorescentes de 54 Watts (400-700
nm, MaGG, México). La intensidad de la luz quedecen la superficie del reactor se midié
con un sensor cuanticar 2407026sp, Extech, EE.UU.), la tasa de fotongsodibles para la
fotosintesis, PPFR, en el centro del reactor cosemsor cuanticormicro-esfera (US-SQS /
L, Heinz Walz GmbH, Alemania). El pH se midié com sensor electroquimico (27003-20,
Cole-Parmer, EE.UU.). Un sensor polarografico (RW2D-10, Cole-Parmer, EE.UU.) se
utilizé para medir la concentracion de oxigenoafase liquida en el intervalo de 0-200%. El
CO; en la fase liquida se midid con un sensor electmigo (SN-29000-01, Cole Parmer,
EE.UU.). EI CQ y el G, en la fase de gas se determinGd con un detectorfrderojo y un
electroquimico, respectivamente (9500, Omega AlgtalJU.). La alimentacion de la fase
gas se midid con un controlador de flujo mésico7(®28, Cole Parmer, EE.UU). La
temperatura se controlé con un equipo de caleet@mi{PolyScience, EE.UU) Las sefiales de
los sensores se registraron en linea con un magusmlquisicion de datos (CompactDAQmMX,
NI, EE.UU.) conectado a un computadora con un sos#wNI| LabVIEW (2009) para el
registro de datos.
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Figura 5.1. Representacion esquematica del fotaziotor de columna de burbujeo que se

utilizo para el crecimiento de la microal§aobtusiusculus

En condiciones iniciales el fotobiorreactor de ocwha de burbujeo de 20L (Figura 5.1) se
operd por lotes con 17.6 L de medio BG-11, 1.8 Limdkulo deS. obtusiusculuy una

intensidad de luz continua de 336 pmat s1. La fase gas fue suministrada a un flujo de 3.4

L mintcon 5.6% de C®
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A continuacién se describe la metodologia que sglegpara la perturbacién de la variable
exdgena en el fotobiorreactor de columna de budbuje

5.2.2. Experimentos dinamicos de la concentracioredCO;

Los experimentos dinamicos con la realizacion debias escalon en la concentracion de
CO; en fase gas se realizaron desde el primer dipefacon y con dos estrategias diferentes.
La primera estrategia fue para evaluar la toleeadeila microalga a altas concentraciones de
CO, y la segunda para evaluar el efecto de la coraadtr de CQ@ en fase gas sobre la
capacidad de eliminacion de €CEn la primera parte de experimentos se disminayo
concentracion de CQle 5.6% a 0.04% y posteriormente se realizaraminentos en escalon
partiendo de 0.04% (concentracion atmosférica)lamiguiente secuencia: 3.3, 6.4, 8.2, 11.4
y 14.3% los cambios se realizaron en periodos demibutos y se ensayaron para
concentraciones de biomasa de 0.73 y de 24 §n la segunda parte de experimentos se
realizaron fluctuaciones de GOniciando a la concentracion de 5.6%, seguido por
decrementos en escalén (proceso de desorcion-deqate 3.8, 2.2, 1.55 y de 0.04% en
periodos de 30 minutos, el tiempo de adquisiciétodaedatos de C£fue de 1 s. Después de
alcanzar la concentracion minima de d€&»ncentracion atmosférica), se incrementd ésta en
forma secuencial y en escalon (proceso de absereantion) durante 30 minutos, hasta la
condicion inicial de operacion (5.6% de §£0La metodologia para un cambio escaldn fue
similar a la presentada por Jacob-Lopes y col1@ (Qpara determinar la tasa de consumo de
CO.. Los experimentos en este trabajo se obtuvieroa @ancentraciones de biomasa de 0.2,
0.5, 2.5y 3.5 g .. En estas condiciones, las variables respuestazioon estados pseudo-
estacionarios y se determiné la capacidad de aiion de CQ por unidad de volumen, a
partir de un balance macroscépico en la fase ga®lfdLopes y col., 2009; Jacob-Lopes y
col., 2010) con la ecuacion:

(CG,cq,e_ Cq cg,s) [Fq
Ve

CE=

(5.1)

También, para las condiciones anteriores, se detéria tasa de consumo de £®partir de
un balance diferencial de masa en la fase liguldeop-Lopes y col., 2010) que considera la
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descripcion fisica de un proceso de absorcion-i@acka acumulacién de carbono inorganico
total (CIT) por el cambio en el equilibrio quimi@ntre las especies GAHCO;*, COs%, v la

transferencia de masa de £®la fase liquida, por la ecuacion:

dCeir -

dt KLacoz(CEcoZ - CL,CQ) - rcq (5-2)

Para algunos datos se determiné la eficiencia miec®n de CQ con relacion al didéxido de

carbono que se alimenta al sistema, por la sigei@kacion:

C -C
Eficiencia de Remocién( ecoe 7GCQ. ij 1( (5.3)

G,CQ,,e

5.2.3. Carbono inorgéanico total en el medio de cuMo
El carbono inorganico total en el medio de cul®edeterminé con la concentracion de,CO

en la fase liquid4, ., la concentracion de bicarbonaly,, , y la concentracién de
carbonatoccog, , a partir de la siguiente expresion:
CCIT = C:L,CQ + CHCO; + Cc@*

Las concentraciones entre las especies quimicas eslacionadas con reacciones en
equilibrio, como se muestra en el siguiente esquema

H,0 H*
-« N, H.CO =2 HCO:
cO CO,, . < > H,CO, 5
2(G) 2(aq) /Ho K, k., H§+ A
k| [k,
CO,,+HO 2 H £O ;2 HCO #H " 2CO 5+2H * y
w Swe
v
coz

Figura 5.3. Reacciones de solubilizacion y equdiloiel CQ en la fase liquida (adaptado de
SugaiGuérioset al. 2014)
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Considerando la Figura 5.3, la concentracion de €0a fase liquida esta relacionada con la
cantidad de carbono inorgénico totat{} mediante la siguiente expresion:

_ Gy T,

3
L.CG, CHco;

K K K CHCO3’ |:CH"
Cerr =Clco, EE:H = 22]; K,= » Ky
C,. C. C

Donde K; y K; son las constantes de disociacion que dependda tkmperatura de la
siguiente forma:

pK, =3404.70* + 0.033T - 14.

pK, =2902.4T7'+ 0.023T - 6.

y Cu+ es la concentracion de protones en el medio dig@(Ci.=10"").

La concentracion tedrica de didxido de carbonoaefade liquida se determind considerando
una condicion de electroneutralidad, el equililmi@disociacion del agua y el equilibrio de las

especies carbonatadas, con la siguiente exprégsamgcho y col., 1999):

Ky +2 I((:lez
dC . = H H dC (5.4)
H 1+ Ky + K1C|_,(:o2 + K1K2C|_,coZ HE
2 2 3
C.. C, C,.

La concentracion tedrica de g@isuelto, las constantes de disociacion (KK) y la
concentracion de carbono inorganico total (tedris@)calcularon para cada experimento

dinamico de la concentracion de £@Que se describe en la seccion 5.2.2).

5.2.4 Balance de carbono inorganico

Se realiz6 un experimento en el reactor de coludenburbujeo de 20L (sin perturbaciones)
para una intensidad de luz de 336 pmdlsh flujo de gas de 3.4 L mih una concentracion
de CQ de 2.2% y una temperatura controlada de 30°CSe5adquirié en linea (por 1hr) la
concentracion de C{en la salida y en la entrada del reactor, paranatun valor promedio
de la respuesta. Con esto, se determin¢ la caphdelaliminacion de CQO(ecuacion 5.1)
cada 24hr. Se realizé un balance de masa paravilederia relacion entre la cantidad de
carbono inorgéanico fijado por la microalga y la tided de carbono inorganico que se

alimento al sistema. La cantidad de {fOr consumo se obtuvo con el area bajo la cura de
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tasa de consumo de ¢@ersus el tiempo de operacion, aplicando un métledmtegracion
(OriginPro v.9). La cantidad de carbono fijado gar microalga se determiné con la
concentracion de biomasa final y con la fraccioraliono inorganico (0.55 g-C / g-biomasa)
en la misma; esta ultima se midio por el métodartdisis elemental (Toledo y col., 2013).La
concentraciéon de compuestos solubles en el medie yolatiles en la fase gaseosa no se

determinaron.
5.3. Resultados y discusion

Los propésitos de este capitulo fueron determibpla cantidad de carbono que se recupera
en la biomasa de la microal&a obtusiusculy?) la respuesta en el orden de minutos en un
reactor de columna de burbujeo a altas concentraside CQy 3) las respuestas dinamicas a
cambios escalén en la concentracion de €®la entrada del reactor, éstas Ultimas sirven de
base para determinar a partir de un balance estaétrico, la tasa de consumo de QfDe

estan relacionadas con la productividad de biomasa.

5.3.1 Balance de carbono inorganico para la microgh S. obtusiusculus

La Figura 5.4 muestra el consumo de,Gda produccion de biomasa para la microdtga
obtusiusculusA partir de estos datos se pudo estimar quelet waaximo de la productividad
de biomasa para este periodo fue 06'd™, y que la tasa de consumo de A@ 0.9 gool”

'd* y de la eficiencia maxima de remocién de,G@ 6.6%, estos valores se corresponden a
la fase exponencial de crecimiento. Para obtenealahce de carbono inorganico se utilizo el
método que se describe en la seccion 5.2.4. LaideldFig. 5.4) de la cantidad de €0
consumidos y de la biomasa producida fue entrg 2.2 g-0.9, . Para el balance de masa se
usaron los valores de consumo de %&lg* y de produccion de 3.2lg*, de los cuales los
gramos totales de carbono alimentados al react@0Otefueron 39.2 g C-COy los gramos
totales de carbono que se fijaron en la microalgeon 35.2 g C-C® Por lo tanto, se fijé el
90% del carbono que se desting para el crecimigatta microalga, el 10% restante podria

estar en forma de carbono inorganico disuelto emetlio, como compuestos organicos
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volatiles y/o como polisacéridos extracelularesdpoidos por la microalga (Jacob-Lopes y
col., 2010).
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Figura 5.4. Evolucién del consumo de £ produccién de biomasa para la microalga
Scenedesmus obtusiuscul&stos datos fueron obtenidos a una concentramméstante de
CO, de 2.2%, intensidad de luz de 336 pumodf s, flujo de gas de 3.4 L mily una
temperatura controlada de 30°C+1.5.

En la literatura se expone que los valores de mtoddad de biomasa y de tasa de fijacion de
CO, dependen de cada especie y de las condicionespel@ctdn en que estas fueron
cultivadas. Esto se debe considerar al comparae ealiferentes especies 0 los diferentes
géneros de cada una. En el presente trabajoJearseedesmus obtusiuscullasproductividad
maxima de biomasa y la tasa maxima de consumo deti€i@n valores mas altos que los
reportados por Zhao y Su, (2014) para las micregig@nedesmus obliquysScenedesmus
sp., en éstas la productividad méxima de biomasadees0.14 y de 0.22 pgd?,
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respectivamente y la tasa maxima de fijacion de @® de 0.26 y de 0.41cgld™,
respectivamente. En el trabajo de Zhao y Su, (20dgdatos de la tasa de fijacion de,G@
obtuvieron tedricamente a partir de la productigidaaxima de biomasa (1.88xPsegun
estequiometria reportada por Chisti, 2007). En resté con los datos obtenidos
experimentalmente (Figura 5.4) en nuestro trabaja giferentes etapas de crecimiento de la
microalga S. obtusiusculusPor otra parte, diferentes trabajos presentaefitaencia de
remocion para medir la capacidad del medio dewulsiobre el CQ que se alimenta al
sistema. En el trabajo de Chai y Zhao, (2012) deten la eficiencia de remocion de £€n

un fotobiorreactor de columna de burbujas paraitacalgaClorococcumsp. Las eficiencias
de remocién que reportan son de 94, 87 y 68% pargentraciones de GO(en la
alimentacion del reactor) de 5%, 10% y 15%, re$pmtiente, los valores son altos y no
muestran un balance de carbono. En el presentajdrda eficiencia maxima de remocion
para Scenedesmus obtusiusculiue de 6.6% para una concentracion de, @@ 2.2%.
Mientras que en el trabajo de Chai y Zhao, (20@%)ficiencia maxima de eliminacion fue del
94%, la cantidad de CQransportado al medio de cultivo es principalmearaeturada por el
medio alcanzando una concentracién de biomasa9dg,0>. Contrario a lo anterior, en los
resultados mostrados de la Figura 5.4, y en elnbalale carbono presentado, el ,(iGe
principalmente fijado en la microalga para la pzdn de biomasa.

También, Jacob-Lopes y col., (2010) presentan datpsrimentales en términos de captura
de CQ vy de la cantidad fijada de G@or una cianobacteria. En estos, la fraccion raasias
alta de fijacion de C©en biomasa representa el 5.6% de la tasa de aaqg#uCQ (14.4 ¢o2
L"'d™Y), para un tiempo de operacién de 48 hr. En proméalirazén entre la cantidad total de
CO, secuestrado y la cantidad de biomasa final indigaso6lo el 3.1% del total de €®s
convertido en biomasa. También, presenta datogaeeracion de C-G&n un cultivo de
Chlorella sp. (15% de Cg), en los cuales reportan que el 3.9% deb G€cuestrado en la
microalga es para la fijacion de carbono. Parddaobacteria, el rendimiento de la reaccién
global de fotosintesis para la conversion de G-@&®biomasa es bajo, mientras que el 96.9%
del C-CQ que no es convertido en biomasa es transformad@noaesos fisicos y/o por
procesos secundarios de origen biolégico. Con datmb-Lopes y col., (2010) propone otras

rutas de conversion de G@n cultivos de microorganismos fotoautotréficomooson: rutas
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fisicoquimicas de secuestro de L(precipitacion de carbonato y bicarbonato) y rutas
biolégicas de secuestro de £@ecrecion de biopolimeros en el medio de culiyvéa
produccion de compuestos organico volatiles; hiatmaros volatiles y aldehidos).

De la poca informacion experimental con respectologa balances de carbono en
fotobiorreactores. Sydney y col., (2010) presentananalisis de diferentes microalgas con
aplicacién industrial para la fijacion de €@n éste, hace mencidn de varios estudios para
cuantificar la producciéon de biomasa en términoscadono fijado y de produccion de
compuestos extracelulares como son: compuestosniooga volatiles, organohalégenos,
polisacéaridos y otros. Los autores reportan valesgserimentales de 86.68, 87.96, 80.40 y
70.42% de recuperacion de C-£€h biomasa, para las microalgasvulgaris, B. braunii, S.
plantensis y D. tertiolectaespectivamente. Para estas mismas, la tasgdiériide CQ son

de 251.6, 496.9, 318.6 y 272.4 mgd’. También, Godos y col., (2014) presentaron un
analisis de la transferencia de diéxido de carbemaistemas abiertos para el cultivo de la
microlagaScenedesmusp.. En este reportan que el 66% del G-@@mentado (gases de
combustion) al sistema fue incorporado en biomak&% fueron pérdidas en la salida del
desgasificador y la cantidad restante como carliorganico disuelto en la fase liquida. En
el presente trabajo, el consumo de ,C@br la microalgaS. obtusiusculusse dirigié
principalmente hacia la produccion de biomasa, @@%ecuperacion de C-G(Del analisis
anterior, es importante realizar estudios que gamia estimacion con certidumbre de la tasa
de fijacion de CQy también determinar en forma apropiada el balaecearbono, durante el
crecimiento de microalgas, y con esto, evaluariddiddad ambiental y de produccion de
biomasa en estos sistemas. Sin duda, y a maneraeggeneré mas conocimiento sobre la
tecnologia de fotobioreactores, la produccién aalasdndustrial tendria un impacto
significativo sobre la captacion biologica de carby podria coadyuvar de forma eficiente en
la reduccion de emisiones de diéxido de carbonarigen antropogénico.

A continuacion se presentan resultados globales yaturaleza dindmica obtenidos en el
fotobiorreactor de columna de burbujeo para la aig/aS.obtusiusculus
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5.3.1 Comportamiento global del fotobiorreactor

En la Figura 5.5 se muestra el comportamiento ¢ldedas variables de proceso durante el
experimento de crecimiento de biomasa. Tambiésg8alan las diferentes etapas en las que
se realizaron los experimentos dinamicos de cora@dh de CQ en fase gas. La
concentracién maxima de biomasa fue de 3.2, da concentracién de oxigeno en la fase
liquida aumenté a 19 mdi_la concentracién final de N-NGue 70.4 mgL, la concentracién
de CQ en la fase liquida se mantuvo en un valor en810y 0.057 mgl}, el pH incrementd

a 7.0 por actividad de la microalga y los valoresadtemperatura oscilaron entre 22 y 28°C.
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Figura 5.5. Datos experimentales de crecimientbideasa, N-N@en la fase liquida, £en
la fase liquida, C®en la fase liquida, el pH y la temperatura durdat®@peracion del
fotobiorreactor de columna de burbujeo. Los persoelo los que se realizaron los cambios en

la alimentacion de C£en fase gas se sefialan coh@0, y una linea punteada.
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5.3.2. Respuesta dinamica ante cambios en escal@la concentracion de CQ

La Figura 5.6 muestra el comportamiento dinAmictadmncentracion de G@n la salida del
reactor, del pH (Figura insertada) y de la coneenn de CQ en la fase liquida (Figura
insertada) en respuesta a cambios escalon enrlaraéicion de C® Para una concentracion
de biomasa de 0.73 y de 2.4jlla microalga Scenedesmus obtusiuscultserd la
concentracion de 14.3% de €@n estas condiciones, y para la concentraciohialmasa
mas alta (2.4gL), la concentracién de G@n la fase gas disminuy6 de 14.3% a 13%, el pH
del medio aumento de 6.3 a 6.7 y la concentrac&i€@ en la fase liquida disminuyo de
0.06 gL' a 0.053 g[', con respecto a los valores presentados parareentacion de
biomasa de 0.73 gL Estos cambios indican que la microal§a obtusiusculupresenta
actividad fotosintetica, aun en altas concentrasalie CQque disminuyen el pH en el medio
de cultivo y que podrian afectar el crecimientdalenicroalga. Sabiendo que la respuesta a
altas concentraciones de ¢£Q@epende de cada especie y de las condicionesl@scde
operacion en el cultivoS.obtusiusculustoler6 una concentracion mayor de £@n
comparacion con los datos reportados por Zhao y2®01,4) para Scenedesmus obliquys
Scenedesmusp. con valores maximos de 12% y 10%, respectingan®or ello, la microalga
Scenedesmus obtusiusculymdria usarse en corrientes provenientes de gases
concentraciones de Gntre 10 y 15%. Con respecto a otras especie€héwella son
promisorias para el consumo de £Opara la fijacion de COen carbono intracelular, éstas
toleran concentraciones en el orden de 40% de YC6bn utilizadas en la integracion con
unidades secundarias y/o equipos de combustiéner8Blrargo, se debe considerar que esto
disminuye el pH, por la alta concentracion de,Cl® que puede inhibir la actividad de la
enzima Rubisco por la acidificacion, inactivar ftoecanismos de acumulacion intracelular de
carbono inorganico, y con esto disminuir la protidad de biomasa en fotobiorreactores.
Esto se debe considerar en aplicaciones industrikdade se evaltan algas con alta velocidad
de crecimiento, alta actividad de fotosintesisp @bntenido de lipidos y/o carbohidratos,
ademas la adaptacion y/o tolerancia en condiciangéemas (pH, intensidad de luz y

temperatura).
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Figura 5.6. Respuesta dinamica de la concentrat®6@Q en la salida del reactor, del pH
(grafica insertada) y del GOen la fase liquida (grafica insertada), para camben
concentraciones de 0.04 a 14.3 % de €O®la alimentacion al reactor y para concentrason
de biomasa de 0.74y 2.4 §.L

La Figura 5.7 muestra la respuesta dinamica dernaentracion de CQO(nhormalizada) en la
entrada y en la salida del reactor (en medio sioroalga). El proceso de absorcion y
desorcion, en respuesta a los cambios escalon.Qdea01.55 y hasta 5.6%), representa la
rapidez de cambio de la concentracion de €®alcanzar el estado estacionario en el sistema.
El valor de la concentracion de g@lcanza el 95% de los cambios con respecto af ealo
estado estacionario en un tiempo de 20 minutosed®m tiempo el equilibrio quimico y la
transferencia de CQde la fase gas a la fase liquida alcanzan el @stathcionario en el
reactor. En el caso donde la fase biologica estaepte en el reactor, los procesos son de

absorcion-reaccion y de desorcidn-reaccion, yfereicia entre la concentracion de gén
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estado estacionario) en la entrada y en la saktlaedctor estd asociada a la eliminacién de
CO; por el medio de cultivo. El estado transitorioresggntara la rapidez de cambio de los
mecanismos asociados al transporte de masa, alibequiquimico entre las especies

carbonatadas y a la tasa de consumo depd©Ola microalga. obtusiusculus.

1.2 - | Proceso de desorcion | | Proceso de absorcién |
Sin microalga
|CO, entrada gas | [CO, salida gas |
" 5.6 %CO,
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© :
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Figura 5.7. Respuesta dindmica de la concentrati@é@8Q en la alimentacion y en la salida

del reactor de columna de burbujeo para un sistairemedio mineral) sin microalga.

La Figura 5.8 muestra la respuesta dinamica dernaentracion de Cen respuesta a los
cambios escalén de la variable exégena, para ut@entracion de biomasa de 1.6'gy para

el medio sin microalga. El analisis se realizo base en la descripcion dinamica del proceso
de absorcion-reaccion de ¢€@n el medio de cultivo. La diferencia entre lascamtraciones
de CQ en estado estacionario (Fig. 5.8) representarduwno de C@por la microalges.
obtusiusculugEc. 5.1), para cada cambio escalon. La partardazérepresenta la rapidez de
cambio con la que los mecanismos de transporte aadel C@ a la fase liquida, las

reacciones de equilibrio quimico y el consumo @omlicroalga alcanzan un nuevo estado
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estacionario (95% respecto al valor final), en uespa al cambio en la concentracién de CO

en fase gas.
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Figura 5.8. Respuesta dinamica de diéxido de carleonfase gas, para los experimentos de
cambio escalon en la concentracion de alimentad®d6Q. Para medio sin microalga y para

una concentracién de biomasa de 1.6'g L

La Figura 5.9 muestra la respuesta dinamica delgsmde absorcidn-reaccion y de desorcion-
reaccion para el COYy representa la interaccion entre los diferentescamismos
fenomenoldgicos que suceden dentro del reactor. ksperimentos fueron para
concentraciones de biomasa de 0.5, 1.6, 2.2 y B™1 gstos valores se indican en la curva de
crecimiento (Fig. 5.5). Para una concentraciénidmasa de 0.5 gt (desorcién-reaccién con
concentraciones de G la entrada de 5.5, 3.8, 2.2, 1.55 y 0.04%) ksres en estado
estacionario de la concentracion de,G(a salida fueron 4.3, 3.0, 1.65, 1.18 y 0.04%aP
una concentraciéon de biomasa de 3.1 § lbs valores en estado estacionario de la
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concentraciéon de Cueron 5.46, 3.87, 2.10, 1.44 y 0.37%. Se observéa Figura 5.9 que

la diferencia entre la concentracién de,@&n la entrada y en la salida del reactor disminuye
para concentraciones de biomasa por arriba del2*6egto indica un menor consumo por la
microalga, debido a limitacion en la disponibiliddel luz y al agotamiento de nutrientes. Con
los datos de la Figura 5.9 se obtuvieron los valole la tasa de consumo de G8c. 5.1)
para la microalg&®. obtusiusculysstos se presentan en la siguiente seccion.

7.0 Desorcién-reaccion Absorcién-reaccion
" Jdss| 38 22 ] 155 | 004 -
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Figura 5.9. Respuesta dinamica de,C la salida del reactor para los experimentos de

cambio escalén en la concentracion de alimentad@®@Q. Para contenidos de biomasa de
05,1.6,22y31gtL

83



CAPITULO 5. Efecto de la concentracion de diéxide darbono sobre la respuesta
dindmica de fotosintesis de la microalga Scenedesmibtusiusculus.

5.3.3. Balance macroscopico en la fase gas parZL€),

La Figura 5.10 muestra la tasa de consumo deg (@Pa cada cambio en escalon en la
concentracién de GOPara concentraciones de biomasa de 0.5 a 2*2agtelacién entre la
tasa de consumo de €® la concentracion de Gn la fase gas (0.04 a 2.2%) fue lineal.
Para una concentracién de biomasa de 0:5\yguna concentracién de G@e 5.6% la tasa
maxima de consumo de G&ie 3.26 gol*d’ y la eficiencia maxima de remocién fue 17%.
Para la misma concentracién de biomasa (0'5gLel intervalo de concentracién de 0.04 a
2.2% de CQ de 2.2 a 3.6% de GOy de 3.6 a 5.6% de GQa tasa de consumo de €0
aumento 93%, 31.3% y 9.2%, respectivamente. Pazanieentracion de biomasa de 3.I'gL
la tasa de consumo de €fe 0.68 goL'd* (5.6% de CQ), la eficiencia de remocién fue
5%, y presenté cambios del 14.5% para concentresipar arriba del 1.5% de GCEl valor

en la tasa de consumo de £@3.1 gL' de biomasa y 5.6% de GOdisminuyé 80% en
comparacién con el valor obtenido para una conaeidin de biomasa de 0.5 @ (5.6% de
CQO,). Se observa en la Figura 5.10 que la concentrat@dCQ en la fase gas es uno de los
factores que limita el transporte de carbono inuigga del seno de la fase liquida a la
microalga (Chai y Zhao, 2012) y que en concentragopor arriba del 2% de GQen la
alimentacion) el proceso en el reactor esté linitpdr la reaccion de consumo de carbono
inorganico (Chai y Zhao, 2012), para concentraciafebiomasa de 1.6, 2.2 y 3.14 ICon

lo anterior es posible obtener la region de opéraen la cual dicho factor no limite 6 inhiba

el crecimiento de microalgas en fotobiorrectores.
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Figura 5.10. Datos experimentales de la tasa desucom de CQ por la microalga

Scenedesmus obtusiuscylen diferentes concentraciones de QO para contenidos de
biomasa de 0.5, 1.6, 2.2y 3.19.L

Con respecto a lo reportado en la literatura aacdet efecto anterior. Satho y col., (2002)
describe que la concentracion atmosférica de (20.04%) es un factor que limita el proceso
de fotosintesis. Para la microal@alorella se establecié que para concentraciones por arriba
del 5% de CQla tasa especifica de crecimiento no aumentafgigtivamente, y que en este
caso, el proceso esté limitado por la tasa de consle CQ y no por la concentracién de €O

en la fase liquida. EI mismo comportamiento se midspara la microalg&hlorococcum

littorale (resistente a altas concentraciones de))C@demas de encontrar que en altas
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concentraciones de G(Qpuede ocurrir inhibicion del proceso de fotosiistedebido a la
acidificacion del estroma por la enzima anhidrageb@nica (CA) (en el ciclo de Calvin-
Benson). Esta enzima CA es el catalizador en lecié@a de CQ +H,O—HCOs;+H", y por lo
tanto aumenta la produccién de protones en corazotres de COen exceso. En otro
trabajo, Zhao y Su, (2014) reportaron que en cdreeones de C@por arriba de 1%, y para
algunas microalgas, se presenta un efecto negétimo aumenta la magnitud en la tasa
especifica crecimiento. También, que la mayoria la® microalgas que crecen en
concentraciones bajas de £€e inhiben en concentraciones de,@Or arriba del 5%, sin
embargo éstas son capaces de crecer en altas ranieres de C9(10-15%) provenientes
de corrientes gaseosas de combustion y, que erca&ste la productividad de biomasa y la
tasa de fijacion es menor que en condiciones nesndé operacion (< 5% de @OLos
autores anteriores presentan datos para la mier@dprella sp. en concentraciones de £0O
de 2, 5, 10 y 15% (v/v) donde la eficiencia de rei@o disminuye 58, 27, 20 y 16%,
respectivamente. En estos resultados, la eseeiredesmus obliquas adaptd a corrientes
provenientes de gases de combustion y alcanzé&mdieis de remocion de 67%, para una
intensidad de 150 pmol f8' y una concentracién de 12% de {@hao y Su, 2014). Sin
embargo, para ambas microalgas, se debe considerar pH bajos, debido a altas
concentraciones de GOpueden inhibir la actividad de la enzima Rubigcdisminuir el
crecimiento de la microalga. PeBaenedesmus obliqutesportaron productividades maximas
de biomasa de 0.04 a 0.14 gd’ y tasas de fijacién de GQle 0.075 a 0.263 gid*
(determinadas tedricamente), para concentracioresC@ entre 0.04 y 12%. Para
Scenedesmus .spna productividad maxima de 0.22 gd* y una tasa méaxima de fijacién de
CO, de 0.41 g [)d™*, para una concentracién de £ 10%. Por otra parte, Huang y col.,
(2012) presentan un estudio para la microflgamodesmusp. en reactores de columna de
burbujeo que operan en condiciones externas. Em &st realizaron experimentos con
concentraciones de GQ@le 10, 5, 2% y 380 ppm (flujo de gas 5 LijinLos valores que
reportan de la velocidad de crecimiento especfiana las 3 concentraciones mas altas son
mayores que en concentraciones de 380 ppm de(€if@ atmosférico). Sin embargo, la
velocidad de crecimiento especifica en concentnasiode 10 y 5% de GOno cambia

significativamente con respecto a la que obtienenirea concentracion de 2% de £@sto
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indica que para una corriente de alimentacion cés del 2% de C£ el crecimiento de la
microalga no presenta limitaciones por la cantidadCQ disuelto en el medio de cultivo.
También, Cheng y col., (2006) reportan datos erpartales de la tasa de fijacion de GO
de la eficiencia de remocidn para concentracioresC@ de 0.04 hasta 3%Chorella
vulgari9). El valor maximo de la tasa de consumo de, @@ de 1.92 g, L™d* (reactor
convencional) y de 6.2:g, L™d™ (reactor con médulo de membrana) para 1.0% deyd®a
eficiencia de remocion de 55.3% para 0.15% de.CO

Jacob-Lopes y col, (2009) menciona datos p@néorella vulgaris sobre la capacidad de
eliminacién de 6.24 gL 'd* y una eficiencia de remocién de 15%, para unaemnacion
de 1% de CQ En otro trabajo (Chiu y col., 2008) realizado tenreactor de columna de
burbujeo, se reporta una capacidad de eliminac®ri7.8 gol*d* y una eficiencia de
remocion de 58%, para una concentracion de 2% dep@@ laChorellasp. En el caso de
Chorella vulgarisuna capacidad de eliminacién de 1.53,d-‘d" y una eficiencia de
remocién de 74%, para una concentracion de 1850 pgpmCQ. También, para la
cianobacterisAphanothece microscopia Nna capacidad de eliminacién de 1212*g'y una
eficiencia de remocion de 52.5%, para una concattrale CQ de 15% en un reactor air-lift
secuencial. Ho y col., (2011) presentan un anatisisdiferentes microalgas que se han
empleado en estudios sobre mitigacion de.(Eh éste, se describe que la mayoria de las
microalgas y cianobacterias son capaces de utéizZ@0 y el HCQ™ a través de mecanismos
de concentracion de carbono inorganico, y que sfijonasChlorellas y cianobacterias
podrian tener un alta productividad con una alfsca@ad de fijacion de GQ500-1800 mg
L"*d™) bajo condiciones de alta temperatura y/o alt@eomacion de CO

Especies com@. vulgaris(6.24 go, L™d™") (Cheng y col., 2006) jphanothece microscopia
N. (5.43 go, L*d?) tienen alta capacidad de eliminacién de,Od la cual poca usan para
transformar en biomasa (Jacob-Lopes y col.,, 20@@ntrario a esto otras especies
(Scenedesmyugpresentan valores de tasas de consumo deiC0n intervalo entre 0.2y 1.0 g
L*d*(datos tedricos). Para la microal§aedesmusp. (10% de C€) se muestra un valor
méximo de productividad de biomasa de 0.217’g"Ly una tasa de consumo de Ce
0.408 g L['d', para la especiéScenedesmus obliquu$% de CG@) se presenta una
productividad de biomasa de 0.105 dL’ y una tasa de consumo de Od& 0.198 g 'd™,
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para la misma especie (10% deA-@na productividad de biomasa de 0.29'glty una tasa

de consumo de GOde 0.549 g L'd™. Los datos reportados anteriormente de la tasa de
consumo de COson obtenidos tedricamente-g2=1.88 x B gL' d™). En el presente trabajo,

la microalgaScenedesmus obtusiuscujpesentd una mayor tasa de consumo de €O
comparacion con los valores reportadas por Ho y (2011) para la misma especie. Incluso,
en los primeros dias de crecimiento (0.5'glla microalgaScenedesmus obtusiusculus
present6 una alta tasa de consumo de (326 gol'd?’) en comparacion con algunas
especies (Ho y col., 2011; Jacob-Lopes y col., 20b&ng y col., 2006) que presentan buenas
caracteristicas para la captura de,CO

La Figura 5.11a muestra las respuestas dinamid¢amHde los cambios en la concentracion de
CO, en fase gas (Fig. 5.9). Para una concentracioh.@ley L' el pH increment6 en 1.5
unidades en comparacion con el valor del pH pardiongn microalga. El aumento de pH
esta asociado al consumo de D respuesta a la actividad fotosintética de aoalga. La
respuesta dindmica del pH alcanza el 95% del \@alogstado estacionario en 8 minutos para
cada uno de los cambios escalon que representaroetso de absorcion-reaccion y de
desorcion-reaccion. El consumo de carbono inorgarfiigura insertada) disminuyé al
aumentar la concentracién de biomasa a 3.I'gdebido a limitaciones causadas por la
atenuacion de luz y el agotamiento de nutrientes.Malores maximos de pH se alcanzan para
concentraciones menores a 1.55% de,.CRaraS. obtusiusculusl valor optimo de la
actividad fotosintetica esta entre 7.5 y 8 de pldb@lo y col., 2015), en este intervalo la

mayor cantidad de carbono inorganico esta preseni@ forma de bicarbonato (HED
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Figura 5.11. (a) Respuesta dinamica del pH par@dosbios en escalon de la concentracion
de alimentacion de GQcon medio sin microalga y para concentracionebiol@masa de 0.5,
1.6, 2.2 y 3.1 g LX. (b) Datos del pH en estado estacionario para sfauesta en la Figura
5.11a.
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En el trabajo de Zhao y Su, (2014) se describeefjugecimiento de biomasa y la tasa de
fijacion de CQ estan relacionados directamente con CCM. Altaseaanaciones de GO
(incluso mas alta que el 1%) inhiben la actividadlal enzima anhidrasa carbonica (CA) y
afectan los CCM en la célula. Cuando se incremlantancentracion de GQa reaccion de
hidrolisis aumenta la concentracion de HCPde H, en consecuencia el valor del pH en el
medio de cultivo disminuye. Bajos valores de pHdameinhibir la actividad de la enzima CA,
ésta es el catalizador entre las especies de sHgQle CQ y es importante en el
funcionamiento de los CCM intracelular. Como remilit de lo anterior, el rendimiento de la
microalga para la fijacion de G@isminuye. Sin embargo, algunas microalgas soacespde
adaptarse al incremento en la concentracién deyGDcambio en el pH del medio de cultivo.
A través de diferentes métodos, regulacion a rgeelético y/o incrementando la proporcion
en la distribucion de energia entre PSI/PSII. Estétodos reducen temporalmente la sintesis
de carbono inorganico y proveen simultaneamente ATd3 para mantener estable el pH
intracelular. Es por esto, que las microalgas |paces de tolerar altas concentraciones de
CQ.. Por otra parte, el pH determina la distribuciénalfraccion masica entre las especies de
carbono en la fase liquida, y esto, afecta la ntadgnile la productividad de biomasa en
fotobiorreactores. Por ejemplo, para la microagfalorella la productividad maxima de
biomasa se alcanza a un pH de 8 (mayor cantidadiCd®) y una concentracién de G@e
3%, por el contrario, la productividad de la mismiaminuye a un pH de 6.2 y una
concentracion de COde 5% (Godos y col., 2014). En este estudio, paranicroalga
Scenedesmus obtusiuscujusna concentracion de 5.6% de £€l pH se mantuvo entre 6.5
(56% HCQ y 43% CQ) y 7.0 (81% HC@ y18% CQ).

Los resultados de la respuesta dinamica de pH %Fid) en la fase liquida se podrian utilizar
en el desarrollo de esquemas de control predictvbneal y para estimar la concentracion de
biomasa en tiempo red&lebbani y col., 2014). Esta informacién ha siddiasda para la
optimizacién de procesos biolégicos. En fotobiasteses las mediciones en linea del pH se
han utilizado en la implementacion de estrategasahtrol, para regular: 1) el flujo de €0
en la alimentacion del reactor que permita mantemepH Optimo y para suministrar la
cantidad de C@requerida en el sistema, esto permite disminsgictzstos de operacion y 2) el

flujo de alimentacion de la fase liquida duranteparacién en continuo de fotobiorreactores
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en condiciones internas y externas. Ademas, laeémehtacion de estimadores de estados
(Tebbani y col., 2014podria predecir la concentracion de metabolitasn&s de mediciones
experimentales del pH y de la concentracion de €0a fase liquida. Actualmente, la mayor
parte de la investigacion en control de fotobiartees esta dirigida en regular el pH y la
temperatura en valores para mantener la maximadadi de fotosintesis.

Los resultados discutidos en la Figura 11a se cemmgrhtan con los presentados en la Figura
5.11b, donde se muestran los valores en estadecicesieo del pH para diferentes
concentraciones de biomasa. Para concentracione$ble?.2, 3.8 y 5.6% de G@I pH en el
medio de cultivo aumenta debido a una mayor actd/ide fotosintesis resultado de un
incrementd en la concentracién de biomasa (de.B gl0'), después se mantiene con cambios
menores al 2% hasta una concentracién de biomaga6dgl, por dltimo disminuye 3.2%
para una concentracion de biomasa de 31 Bh la Figura 5.11b se puede observar que para
concentraciones menores a 2.2% de €l0valor del pH es cercano al valor 6ptimo pata es
especie $cenedesmus obtusiuscylysjue para concentraciones mayores de 2.2 % ddaCO

respuesta del pH derivada del consumo de carb@nganico no cambia significativamente.

A continuacion se presentan los resultados obtendo la tasa de consumo de carbono
inorganico a partir del balance diferencial de mesala fase liquida (ecuacién 5.2), éste
considera la descripcion fisica de un proceso dmraldn-reaccion; la acumulacion de
carbono inorganico por el cambio en el equilibridngjco entre las especies §®CO;™,

COs?, y la transferencia de masa de Q@ la fase gas a la fase liquida.

5.3.3. Balance diferencial en la fase liquida par CO,

En la Figura 5.12a,b,c se muestra la respuestandinade la concentracion de €@n
equilibrio con la fase liquida y la concentraci@@Qa en el seno de la fase liquida (calculada
con la ecuacion 5.4), para concentraciones de Isiamea 0.5, 1.6 y 2.2 di_respectivamente.
Para cada cambio escaldn la diferencia de concemies representa la fuerza motriz del flux
masico. Para una concentracién de biomasa de 23 giha concentracién de 5.6 % de O

el gradiente de concentraciones fue 3.5 veces mayyaomparacion con el valor para una
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concentraciéon de biomasa de 0.5'gLa cantidad de carbono inorganico se mantuvoren u
intervalo de 0.1 a 0.16 . durante el proceso de absorcién-reaccién y pada ana de las
concentraciones de biomasa (Figura 5.11a). Engar&i5.12d se presenta la tasa de consumo
de CQ para diferentes concentraciones de; @@ fase gas y para diferentes concentraciones
de biomasa. Para una concentracién de biomasadg 10" la tasa de consumo de €fe

1.9 gL'd™ (5.6% de CQ y ésta aumenta a 6.5 gfdi* para una concentracién de biomasa de
2.2 gL*. Para una concentracién de biomasa de 3Xlgtasa de consumo de £disminuy6
23% en comparacion con el valor obtenido para onaentracion de biomasa de 2.2'gEn

la Figura 5.12d la tasa de consumo de, @@str6 un incremento lineal con respecto al
cambio en la concentracion de £@diferente a lo mostrado en la Figura 5.10), iaddo que

a estas condiciones aun existe limitacion por paris de masa.

Los resultados de la tasa de consumo deédda Figura 5.12d y en la Figura 5.10 (valores de
menor magnitud) son diferentes en magnitud y enpootamiento. Los valores en ambas
figuras deberian aproximarse. Sin embargo, en dar&i5.12a,b,c se consideraron valores
tedricos de la concentracion de £&h el seno de la fase liquida, esto podria generarror

por las suposiciones de electro-neutralidad deliondd cultivo, que permite obtener dicha
cantidad a partir de considerar las reacciones gqigli@io quimico entre las especies
carbonatas y la cantidad de carbono inorganicol. t®adiferencia de los resultados
presentados en este capitulo, Jacob-Lopes y 20[0) presentaron un analisis por ambos
métodos (balance en fase gas y en fase liquida) @aluar la conversion de ¢€@n la
cianobacteriaAphanothece microscopic&n éste, la tasa de captura de,;@artir de un
balance diferencial en la fase liquida es de 24& ¢'d* y a partir de un balance
macroscoépico en la fase gas es degs ’d* es similar (concentracién de biomasa de 1.7 g
LY. En ambos métodos determinan con 6.3% de diferdactasa de captura de €@n

fotobiorreactores.
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Figura 5.12. Respuestas dinamicas de €®equilibrio con la fase liquida (experimental) y
del CQ en el seno de la fase liquida (tedrica). Paraertnaciones de biomasa de (a) 0.5, (b)
1.6y (c) 2.2 g [. (d) La tasa de consumo de £fDe determinada con el balance diferencial

de la ecuacion 5.2.

Por altimo, los resultados presentados en esteut@mxponen que el analisis derivado del
efecto de la concentracion de £€dbre la tasa de consumo de,@&3 mas complejo que para
otras variables exdgenas (intensidad de luz), debids cambios en el equilibrio quimico de
las especies carbonatadas que se presentan dalamezimiento de la microalga. Por otra

parte, los mecanismos metabdlicos que interviemeta eactividad de la enzima CA, en la
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regulacion y/o control de los mecanismos de acuriiade carbono inorganico (CCM), aun
no son lo bastante claros, y deben ser exploradestadios que permitan obtener velocidades
de reaccion que representen el efecto intrinsecla @encentracion de GOPor ultimo, a

continuacion se presentan las conclusiones detipiesapitulo.

Conclusiones

El andlisis de experimentos dinamicos permitio obtdéa tasa de consumo de D tiempos
cortos y en diferentes concentraciones de gada la microalg®. obtusiusculus

El balance de carbono para la microajaobtusiusculugstimé que el 90% de C-G@s

fijado para la produccion de biomasa.

Se presentd informacién de estados transitoriostgcmnarios en respuesta a una de las
principales variables exdgenas que afecta la dativiotosintética en el medio de cultivo. Esté
analisis es necesario y se debe considerar etelgration con otras tecnologias ambientales

gue permitan la intensificacién de procesos.
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CAPITULO 6. Efecto de la velocidad de la fase gasobre la respuesta
dindmica de fotosintesis de la microalg&cenedesmus obtusiusculus.

Resumen

La definicibn de estrategias de operacion que pamimejorar el desempefio de
fotobiorreactores es importante y para ello un a@sp&undamental es la evaluacion de la
hidrodinamica sobre la tasa de fotosintesis. Er eapitulo se determind el efecto de
variaciones en la velocidad de la fase gas sobeetlgidad de fotosintesis de la microalga
Scenedesmus obtusiusculgsjtivada en un reactor de columna de burbuje?@e Se
obtuvieron estados pseudo-estacionarios considelamgspuesta en la produccion dey@l
consumo de C@ Estos estados conjuntan los efectos del mezetatwoscopico de la fase
liquida, el incremento en la frecuencia de ciclogernos de luz-oscuridad y la tasa de
transferencia de nutrientes y de gases del medmultieo a la microalga. Los valores de la
tasa de produccién de oxigeno en los cambios esfiadéon 57.5, 111 y 187 mgg, *h™ para
flujos de la fase gas de 3.4, 6.5 y 9.5 L Minespectivamente, para una concentracién de
biomasa de 1.0p5%. Para concentraciones de biomasa de 0.4, 1.0, 2.2 gL se obtuvo
una relacién de 2.15, 1.38, 0.91 y de 0.86,@os ", respectivamente. Los valores anteriores
muestran que la tasa de fotosintesis increment@d@s) debido al aumento en el mezclado
induciendo una mayor tasa de transferencia de ynasa alta frecuencia en ciclos internos de
luz-oscuridad. Respecto a la caracterizacion @ellanna de burbujas (sistema aire-agua) los
resultados obtenidos del coeficiente de disperasidal fueron 0.017, 0.024 y 0.03C¢ &7, del
coeficiente volumétrico de transferencia de madaCi® fueron 6.3, 13.8 y 24 hy del
coeficiente volumétrico de transferencia de masaDddueron 7.5, 16.5 y 28.5"hpara los

flujos volumétricos de la fase gas de 3.4, 6.5yL9min ", respectivamente.
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6.1. Introduccién

La intensidad de luz, la temperatura, la concertnamicial y el pH son las principales
condiciones de operacién que determinan la veldcita el crecimiento de microalgas en
fotobiorreactores. Sin embargo, hay otros factagsracionales importantes que se deben
considerar en el proceso. La velocidad superfi@dh fase gas suministra la energia necesaria
para mantener en suspension la biomasa y defingpel de régimen de flujo (flujo
homogéneo, heterogéneo y/o turbulento y el flupm tslug) que se establece en reactores
trifasicos (Figura 6.1). Y con base al tipo de mégi de flujo establecido se determina: la
distribucion del tamafio de burbuja, el volumen etkencién de la fase gas, las velocidades
efectivas de las fases y el grado de mezclado mampaco en el reactor (Shah y col., 1982).
Estos parametros hidrodinAmicos determinan la magjrion la que se lleva a cabo la
transferencia de nutrientes, la transferencia de €¥D medio de cultivo a la microalga, la
separacion por arrastre de @l medio de cultivo a la fase gas, la frecuemti&rna de ciclos
luz-oscuridad y afectan de manera directa el pmdesfotosintesis, en consecuencia la tasa
especifica de crecimiento, y por ello es importal#te cuantificacion de los mismos
(Grobbelaar y col., 1994; Sanchez—Mirén y col., ®0Pruvost y col., 2008). La técnica
experimental de estimulo-respuesta se usa parar medrado de mezclado macroscopico
mediante el analisis de curvas de distribucioniglagos de residencia (DTR) (Van Baten y
col., 2003; Luo y Al-Dahhan, 2008; Camacho-Rubiwol;, 2004). EI método de Dinamica de
Fluidos Computacional (CFD) es una herramienta geeusa para estimar parametros
hidrodindmicos (hold-up de la fase gas, la velatidapecifica de la fase gas y de la fase
liquida) en diferentes geometrias y optimizar seiio de reactores (Van Baten y col., 2003;
Hektman y col., 2013).
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Figura 6.1. Regimenes de flujo en columnas de lask{modificado de Shah y col., 1982).

Por otra parte, existen actualmente varios modelos representan el crecimiento de
microalgas (Béchet y col.,, 2013) en donde los t@snpgue representan los fendmenos
bioldgicos y los fisicos son de orden de magnitifelehte; para el crecimiento de biomasa en
el orden de dias, para la velocidad de transfeaetheimasa y el mezclado de las fases en el
orden de segundos a minutos y para las reacciaéstasintesis, que implican la captacion
de fotones, en el orden de picosegundos a miliskgu(Luo y Al-Dahhan, 2012). Contrario
al crecimiento de biomasa, la produccion de oxigeabconsumo de diéxido de carbono son
respuestas cinéticas que ocurren en el orden dendeg a minutos (Cabello y col. 2014),
éstas son afectadas por cambios & variacionesaemidma escala de tiempo, en las
condiciones de operaciéon. Lo anterior, permite eBar modelos dindmicos para simular la
actividad de fotosintesis, considerando los meparss mas representativos de la

fenomenologia en fotobiorreactores.
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Figura 6.2 Escalas de tiempo de los procesos queencdurante la fotosintesis y la dinamica

de fluidos en un fotobiorreactor (modificado de bherck y col., 2007).

Merchuk y col., (2007) presentaron una relaciénodedrdenes de magnitud en el tiempo, en
que ocurren los fenomenos fisicos y las diferertapas en el proceso de crecimiento de
microalgas. La Figura 6.2 muestra que el tiempadtaristico en el mezclado es igual o
mayor en magnitud que el tiempo en el que se kevabo el proceso de consumo de, €0

la microalga. De esta manera, un cambio en la dozade fluidos podria afectar la respuesta
dinamica del consumo de GOLa dinamica de estos mecanismos esta relacionada
directamente con velocidades de reaccion que gesefiiente energia libre de Gibbs en la
forma de ATP (en el fotosistema IlI) y NADPH, corogidades de reaccién en la fase oscura
que utilizan los compuestos de la fase luminosa lgareduccion del C£a glucosa en el ciclo
de Calvin-Benson, y en consecuencia, con la tgsecdia de crecimiento de biomasa.

De lo anterior, un incremento en la velocidad sfigial de la fase gas aumentaria el grado de

mezclado y la tasa de transferencia de los gas@s y32,) al medio de cultivo y de los
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nutrientes a las células, incrementando la proddetil en un sistema de cultivo. Para evaluar
el efecto anterior se requiere la medicién de $a &specifica de crecimiento, ésta se obtiene
en el orden de dias. Por el contrario, perturb&@soan las condiciones de operacion
proporcionan respuestas dinamicas, en el ordenilgaos, de la actividad de fotosintesis v,
ademas, de la tasa especifica de produccion.dg @ la tasa de consumo de £Qara
diferentes especies de microalgas (Cabello y2014).

En vista de lo expuesto, el objetivo del presenfdtalo fue evaluar el efecto de la velocidad
de fase gas sobre la tasa especifica de produdei@y y de la tasa de consumo de gfara

la microalgaS. obtusiusculysen un reactor de columna de burbujeo de 20 L.bl&m se
caracteriz6 la hidrodinamica del reactor de colungd®a burbujeo utilizando la técnica

experimental de estimulo-respuesta y un modelmtdidédmico de COMSOL Multiphysics.

6.2 Modelo matematico
6.2.1 Modelo hidrodinamico

Las ecuaciones que representan el modelo hidrodioate CFD para un flujo de burbujas
(gas-liquido) se plantean suponiendo que ambas fesepueden representar por medios
continuos y que estos pueden ser representadoberngmlos por ecuaciones diferenciales
parciales de mecénica continua. Se consideranblesigpromediadas en el espacio y en el
tiempo, esto resulta en ecuaciones que represegitamovimiento de dos fases con
interpenetracion (se desarrollan ecuaciones dencidéd y de momentum para cada fase) e
interaccion continua, suponiendo que cada elementolumen finito del dominio espacial
contiene una fracciorfy, para la fase continua (liquido) y una fraccig, para la fase
dispersa (gas). Lo anterior se desarrolla en urconde referencia Euleriano, se conoce como
modelo Euler-Euler de dos fases (Sokolichin y Bigeger, 2004).

A continuacién se presenta el modelo hidrodinamliealos fases para un flujo de burbujas,

considerando las siguientes suposiciones:
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1) La velocidad de interfazsls, considera el transporte de momentum entre lagasey
la fase liquida.

2) La fase dispersa (flujo de burbujas de gas) y $& feontinua (flujo de liquido) se
representan con un modelo Euler-Euler de dos fases.

3) Las fases fluidas se consideran incompresiblescgrapo de presion es el mismo para
ambas fases.

4) Se considera una distribucion homogénea de lasijasrlgue ascienden sobre el area
de seccion transversal de la columna.

5) Todas las burbujas que se generan por efectofdsebdison agrupadas en una clase de
burbujas de masa constante y las burbujas de ta&rmantienen su masa a través del
dominio espacial del flujo gas-liquido. Esto sigrafque los efectos de ruptura, re-
dispersion y de coalescencia de burbujas se démpréBokolichin y Eigenberger,
2004).

6) El movimiento relativo entre las burbujas de gda fase liquida se determina por un
balance entre las fuerzas viscosas y las fuerzpseden.

7) La densidad de la fase gas es despreciable en cacigpacon la densidad de la fase
liquida.

Con base en las suposiciones anteriores, la ecua®0 movimiento que representa la

dindmica del campo de flujo local para la faseitiguu , es:

ou
hLD3|__at'-+|‘LQ?Lq_D]]L{: ip +D[EILIE7L(D u+0 @):|+ hip, ¢ 6.1)
t | conveccion gradiente de presion tensor de esfuerzos m
emporal

La ecuacion de continuidad es:
Ofu, ) =0 6.2)
La ecuacion para la fraccién volumen del gasels representada por:

@§b+ﬂmmu%ma=0 (6.3)

La velocidad local de la fase gas, i la fraccion volumen del liquido, hson calculadas por:
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Ug =Uu, +Ug ; h, +h =1 (6.4)

slip 7

donde ui, es la velocidad de la interfaz entre la fase tigy la fase gas, que considera un
balance entre las fuerzas de presién en una buyblajs fuerzas viscosas en el liquido. Los

términos de estas fuerzas estan representados por:

3G, ,
4d, "

16 A
- ==Ap: C.=—— . Re = 0 '
Usiip p; donde: C, Re, €, n (6.5)

uslip

dy es el diametro de burbuja y @s el coeficiente de arrastre.
Las cantidades medias de la velocidad de la fgs@ld, la velocidad de la fase gas y el hold

up de la fase gas son calculadas con:

EﬁwuL(r,z)-dA qumG(r,z)mA ﬁr-hG(r,zydA

= freda A proa fg. =~ reda
A A A

La solucion numérica de las ecuaciones (6.1) g (éfresenta la hidrodinamica en 2D de la

(6.6)

columna de burbujeo. Esta fue obtenida usandolieaajon de flujo de burbuja (Bubbly Flow
application), en el médulo de Ingenieria Quimicd deftware comercial COMSOL
Multiphysics, (Burlington MA, EE.UU.).

6.3 Materiales y Métodos

Para evaluar el efecto de la velocidad superfagala fase gas sobre la tasa de fotosintesis, se
operd en condiciones normales un reactor de coluaraurbujeo (Figura 5.1) con 17.6 L de
medio BG-11, 1.8 L de in6culo d& obtusiusculusina intensidad de luz continua de 336
umol m? s* y una temperatura controlada de 30°C. La conceiftrade CQ se mantuvo

constante a 3.0% y se suministré con aire a ua €gj3.5 Lmift.
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6.3.1. Experimentos dindmicos de la velocidad sugdaial de la fase gas

Los experimentos dinamicos para determinar la idetily fotosintética en respuesta a
diferentes cambios escaldn en la velocidad supedrtie la fase gas, y en diferentes etapas de
crecimiento para la microalga obtusiusculysse realizaron desde el primer dia de operacion
y en forma secuencial como se indica en la Figufal&s fluctuaciones en la velocidad de la
fase gas se iniciaron a un flujo de 3.5 Lihiseguido por incrementos en escalén de 6.5, y de
9.5 Lmin' en periodos de 50 minutos. En cada cambio esdal@oncentracién de GO
(3.0%) en la entrada del reactor se mantuvo cotest@espués de alcanzar la velocidad
méxima de la fase gas se regresa a las condicioicedes (3.5 Lmift) de operacion. Estos
experimentos se realizaron para contenidos de Isarda 0.4, 1.0, 2.2 y 2.9 QLEn estas
condiciones, las variables respuesta alcanzaranl@stcuasi-estacionarios y se determiné la
tasa aparente de consumo de dioxido de carbeg® con la expresion:

(6.7)

feo, =K i8cq, (CECQ _CLCQ)

y la tasa aparente de produccién de oxigenopor unidad de biomasa, por la ecuacion:

f, =K,aq, (CLo, ~Clo,) (6.8)

Lo, “Lo

6.3.2. Determinacién del coeficiente de transfereiacde masa gas-liquido

Los coeficientes de transferencia de masa para,eKQo, Se estimaron a partir de los
coeficientes volumétricos de transferencia de mdsh CQ (experimental). Estos se
determinaron a un pH de 4, con un balance de nasdgabsorcién de G@n la fase liquida
y para los flujos volumétricos de la fase gas @ 8.5 y 9.5 L mift. El balance de masa de
CO, y la correccion de los coeficientes de difusioneseablecieron como (Pegallapati y
Nirmalakhandan, 2012):

dCL,co2
dt

*

D 1/2
=K, (Cucq - CLCQ); Kiag = KLaCQLD—Ozj ©9
co,
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6.3.3. Distribucion de tiempos de residencia en fase liquida

Para determinar las caracteristicas de mezclada dese liquida se utilizé la técnica de
estimulo-respuesta. La técnica consiste en inyantapulso de trazador (NaOH, 2M) en el
fondo de la columna y la adquisicion de la sefalrespuesta usando un sensor de pH
colocado en la parte superior de la columna. Ed@e mezclado se determiné mediante las
curvas de tiempo de residencia obtenidas por lpuesta del trazador. Para describir el
comportamiento de las curvas de tiempo de residesecutilizé el modelo de dispersion axial
(MDA) (Camacho-Rubio y col.,, 2004) de un solo pasfim Este modelo diferencial
caracteriza el mezclado axial con base en el gepfeede dispersion axial P Si se realiza la
inyeccion de un pulso de trazador en el reactsiglaiente expresion matematica representa
adecuadamente el balance de moles del trazador.

dc _ 1 d°c_ac

— - 6.10
00 Peoz? 0z (6.10)
Considerando un sistema cerrado, las siguientedia@iones de frontera son:
ac(0",8 ac(1 0
z=0; c= 1+AM; z= 1 M: ( (6.11)
Pe 0z 0z
La condicidn inicial antes de que el trazador segt@do en la columna es:
6=0; c(z,0)=0 (6.12)
En las ecuaciones anteriores,
C:£; Z:E; ="t : pe Uil (6.13)
Co L L D,,

Para la solucibn numérica del modelo se necesitécdeocimiento del coeficiente de
dispersion axialD,z, 0 del nimero de Pecléte El parametrd,; 6 Pe se calcul6é en primera

instancia de la varianza adimensional de la DTRiaméel la siguiente expresion (Levenspiel,

1999).
2 2
2= = ( De; j— 2[ Dazj 1- ex;(—u L‘J'j (6.14)
t2 uLeL uLeL Daz
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Posteriormente, se reajustd con la simulacion defleto de dispersion axial, MDA. La
solucién del modelo matematico adimensionales séizée con el software de solucion
numérica de ecuaciones diferenciales parcialesPDE version 5.0.12, que utiliza el método
del elemento finito.

A continuacién, se presentan resultados de sinarasi obtenidas con el modelo
hidrodindmico (CFD) y de las tasas de produccioroxigeno y de consumo de diéxido de

carbono en funcién de la velocidad superficialadtake gas.

6.4. Resultados y Discusién

6.4.1 Simulaciones de Dinamica de Fluido Computadial

6.4.1.1 Generacién de la malla computacional y imones de frontera

En la Figura 6.3 se muestra el dominio computatigh@l nimero de elementos que
componen la geometria del sistema. La malla setreigsen COMSOL y esta compuesta por
12,000 elementos triangulares y 616 elementosgmianes de frontera, en ésta se obtuvo la
solucion numérica del modelo presentado en la @ed®i2.1. Las condiciones en la frontera
fueron de simetria en el centro de la columna,aldaslizamiento en la pared para la fase gas
y liquida, de flux para la entrada de la fase gake {tipo Neumann y/o natural en la parte
superior de la geometria. Se realizé un refinaroidetla malla para evaluar su efecto sobre la
solucion numérica del campo de flujo. Los resultashalican que para un nimero mayor de
12,000 elementos en la malla la solucién de laa@ones no depende de la discretizaciéon del
dominio y que los resultados no cambian con respetbds valores promedio de las variables.
En la Figura 6.3b se muestra la parte inferioradeolumna, en ésta se realizé un refinamiento
de la malla que permite capturar los efectos de@atdebido a la geometria del difusor. Para
este caso, el distribuidor fue representado conamhase uniforme que alimenta la fase gas
sobre toda la seccién transversal de la columnebign, se establecié una condicién de
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presion de salida, con un valor que correspondepadsion atmosférica, y fue establecida en
la parte superior de la columna.

1.35m: Q

Figura 6.3. (a) Representacion fotografica de lumoa de burbujeo, (b) Geometria 2D

utilizada en la simulacion y (c) Generacion de llanpara el dominio.

A continuacién se presentan los resultados obtenatkl campo de flujo para los flujos
volumétricos de la fase gas de 3.5, 6.5, y de @ Se muestran los perfiles en estado
estacionario de la velocidad local de la fase tiguu, de la velocidad local de la fase gas, u
y del hold-up local de la fase gas, lhos resultados de las simulaciones (2D con simetn

la direccion radial) en estado transitorio représerel tiempo necesario (< 50s) para que el
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campo de flujo se desarrolle por completo dentrtadmlumna de burbujeo y no se presentan
en este capitulo.

6.4.1.2 Solucién numérica del modelo hidrodinamico

Con la malla generada y las condiciones de fromstablecidas, se resolvido numéricamente el
modelo hidrodinamico usando el software comerc@aMSOL. Se utilizaron las propiedades
fisicoquimicas del agua (fase continua) y del &iase dispersa) a temperatura ambiente y
presion atmosférica. En la Figura 6.4a, 6.4b y &dcmuestra la variacion local para la
velocidad de la fase liquida, la velocidad de kefgas y del hold-up de la fase gas, para un
flujo volumétrico de la fase gas de 3.5 L thiLa simulacién en estado estacionario (Fig.
6.4a) representa la velocidad local de la fased&ydebido a la fuerza de arrastre ejercida por
la fase gas (pluma de burbujas) que se alimentévad del difusor. La magnitud de menor a
mayor en las cantidades hidrodindmicas se rep@gemtuna escala en colores (lado derecho
de la Fig. 6.4a,b,c). La velocidad local de la féisgida (Fig. 6.4a) en la columna es
representada por superficies, lineas de corriemectores (flechas) con valores entre 0.08 y
0.132 m& (sobre la direccion axial y para un radio de 0.03hangulo de inclinacién (65°)
en la seccion del desgasificador genera que lalifpasiela descienda sobre la pared interna de
la columna a velocidades entre 0.02 y 0.06" ifesto se observa también por las lineas de
corriente y la magnitud de las flechas). La veladitbcal de la fase gas (Fig. 6.4b) y el hold-
up local del gas (Fig. 6.4c) alcanzan los valorés mltos en un radio de 0.03m (sobre la
direccién axial), estos son de 0.95"msde 0.0035 fm?, respectivamente. En la zona de
desgasificacion (Fig. 6.4c) se puede observar eslalrededor de 0.0005°mi® para el hold-

up local del gas, debido a que el aumento en ehali® genera una mayor separacion de la
fase gas y de la fase liquida. La fraccion lochlgds (hold-up) presenta los valores mas altos
en la linea central de la columna y decrecen agedas paredes, este fendmeno es observado
experimentalmente en el reactor de columna de oblla simulacion para la velocidad

local de la fase liquida (lineas de corriente) rtraasn movimiento ascendente del flujo en la
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linea central y movimiento descendente cerca dpdesdes, denominado régimen de flujo de

Gulstream o cooling tower

De la misma forma, la Figura 6.5 y 6.6 muestraval@acion en un plano de la velocidad local
de la fase liquida, de la velocidad local de l& fgas y del hold-up local de la fase gas, para
flujos volumétricos de la fase gas de 6.5 Lmjnde 9.5 LmifT. La descripcion que se realizé
para la Figura 6.4 es similar para las Figurasy®3%, por ello a continuacion se explicara de
forma general los aspectos mas importantes eiglasé antes mencionadas.
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Figura 6.4. Simulacion en estado estacionario ecolamna de burbujeo para un flujo
volumétrico de la fase gas de 3.5 L thim) Velocidad local de la fase liquida (m s%), b)

velocidad local de la fase gas (m s%) y c) el hold up local de la fase gas,(m® m™).
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Figura 6.5. Simulacion en estado estacionario ewolamna de burbujeo para un flujo
volumétrico de la fase gas de 6.5 L thim) Velocidad local de la fase liquida ¢m s%), b)

velocidad local de la fase gas m s%) y c) el hold up local de la fase gas,(m* m?).
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Figura 6.6. Simulacion en estado estacionario ecolamna de burbujeo para un flujo
volumétrico de la fase gas de 9.5 L thim) Velocidad local de la fase liquida ¢m s%, b)

velocidad local de la fase gas m s%) y c) la el hold up local de la fase gas,(tm® m).

Las Figuras 6.4, 6.5 y 6.6 muestran perfiles deedigie que se desarrollan en estado
estacionario en el reactor de columna de burbujaovelocidad local de la fase liquida, la
velocidad local de la fase gas y el hold-up lo&lghs dependen de la coordenada axial y de

la radial. En las simulaciones los vectores de cigéénl (flechas) y las lineas de corriente
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(lineas) representan (en otra forma) el movimietgda fase liquida sobre el area de seccion
transversal de la columna. La region de mayor we#acpara la fase gas y la fase liquida es en
el eje de simetria y ésta disminuye radialments. \ladlores medios para la velocidad local de
cada fase y para el hold-up local del gas se ofxtowial dividir la integral del campo de cada
variable entre la integral de &rea (Ec. 6.6). Lalsnes medios de las variables hidrodinamicas
para flujos volumétricos de la fase gas de 3.5,y69% Lmin' se muestran en la Tabla 6.1.
Para un flujo volumétrico de 9.5 Lniira velocidad media de la fase liquida (en el @ade
columna de burbujeo) fue 0.064 @ abla 6.1), este valor fue similar (0.07 thal obtenido

en un trabajo previo (para un reactor air-lift)reflujo de alimentacién de 3.5 Lmir{Cabello

y col., 2014). Esto muestra un mejor mezclado steisias con circulacion neumatica interna.
El hold up medio de la fase gagsue se estimé en CFD y el hold up de la fas€rgasn®)
obtenido experimentalmente en la columna de buohyjer el método de diferencia de altura
desplazada en el lecho, se muestran en la TablaL6slvalores estimadosdf) con las
simulaciones en COMSOL representaron un error §ldbh11% en comparaciéon con los
valores obtenidos experimentalmente (Tabla 6.1fp Rermitio validar los resultados de las
simulaciones que se obtuvieron para la columnauteupeo. Ademas, el hold up de la fase
gas, ke incrementd linealmente con la velocidad supeifide la fase gas (<0.03 Msesto
indicé un régimen homogéneo de flujo de burbujakreactor (Shah y col., 1982). Por lo
tanto, el modelo hidrodinamico de dos fases pasja fhurbuja representa en forma adecuada
el comportamiento macroscopico del flujo en la oola de burbujeo, sin considerar las

ecuaciones de turbulendiee.

Para otros parametros, como el coeficiente de digpeaxial, R, los valores experimentales
se muestran en la Tabla 6.1, son del mismo ordemaimitud en comparacién con los que
presenta Sanchez-Mirén y col., (2000), para reastde columna de burbujeo. Los valores
experimentales de los coeficientes volumétricosralesferencia de masa de} Pdel CQ se
muestran en la Tabla 6.1, y estos también se pumateparar en magnitud con los reportados

en la referencia anterior.
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Tabla 6.1. Pardmetros hidrodindmicos y de trans@ésede masa gas-liquido para la
caracterizacion de la columna de burbujeo.

Flujo Gas Kiaoz () Kiacoz (M) Da (NTSY) Uge (MS?)  Ue (MS?) hge (M°m?) hge (M*M™)

(Lmin™) (Tedrico) (Experimental)
35 7.5 6.3 0.017 0.84 0.046 0.015 0.017
6.5 16.5 13.8 0.024 0.85 0.058 0.030 0.036
9.5 28.6 24.0 0.030 0.90 0.064 0.053 0.057

Los resultados de la técnica de estimulo-respymsiaorcionaron el tiempo que requiri6 el
trazador para alcanzar el 95% de la concentraciG@uqailibrio, éste fue de 500 s para un flujo
volumétrico de gas de 9.5 Lniineste valor esta relacionado con el tiempo de laéaen el
reactor. El valor experimental del coeficiente dgpdrsion axial, B, obtenido a partir del
ajuste de las curvas de distribucion de tiempoed&lencia, (ecuacion 6.10), esta relacionado
con la difusiéon molecular (en el orden de’xf?s™) y la difusién turbulenta. La magnitud de
estos coeficientes (en orden de?16’s?) indica la desviacién con respecto al flujo idgal
caracteriza el grado de retromezclado duranteijel. fLos casos para el parametro que mide la
magnitud de dispersién axial son: cuandg/.L —0 es dispersion despreciable y por lo
tanto flujo piston y cuando Bue L — oo es dispersion alta y por lo tanto flujo mezclaéb.
analisis y los valores de ;pobtenidos a partir de las curvas de DTR muestiam &)
macromezclado en el reactor de columna de burbsgeaproxima a un reactor de tanque
mezclado. El incremento en el flujo volumétricolalédase gas aumento la velocidad media de
la fase liquida y, como consecuencia, la magnitlddeficiente volumétrico de transferencia
de masa del CQde la fase gas al seno de la fase liquida y déeleQa fase liquida al seno de

la fase gas (Tabla 6.1), esto aumentara la efiiciated proceso en el reactor.
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Con la caracterizacion de la columna a partir deéodus experimentales y tedricdas

simulaciones obtenidas por CFD proveen informaciditional que puede ser usada en un
analisis mas detallado del comportamiento hidradiné en columnas de burbujeo (diferentes
configuraciones geométricas, otros regimenes ge, #ll efecto de la viscosidad aparente en
cultivos densos de microalga). A continuacion seestran los resultados de la actividad de
fotosintesis para cada uno de los flujos volumedride la fase gas que se analizaron

anteriormente.

6.4.2 Fluctuaciones en la velocidad superficial da fase gaseosa

En la Figura 6.7 se muestra el comportamiento ¢ldbdas variables de proceso durante el
experimento de crecimiento de biomasa. También,diferentes etapas en las que se
realizaron los experimentos dinamicos de la vebtiduperficial de la fase gas sobre la
actividad aparente de fotosintesis. La concentanidxima de biomasa fue de 3.0'glla
concentracién de oxigeno en la fase liquida aumerit8 mgl?’, la intensidad de luz dentro
del reactor disminuyé de 350 a 10 pmat sit (por efecto de atenuacion debido al crecimiento
de biomasa) la concentracion de £gh la fase liquida se mantuvo en un valor en®8 §.
0.034 mgl?, el pH incrementé a 7.4 por la actividad de laroatga y los valores de la

temperatura oscilaron entre +3 °C.
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Figura 6.7. Datos experimentales de crecimientbidmasa, irradiacion, concentracién dge O
en la fase liquida, concentracion de G la fase liquida y el pH durante la operacidn de
fotobiorreactor, y los periodos en los que se Havaa cabo las perturbaciones en el flujo
volumétrico de la fase gasyg).

La respuesta en los cambios escalén del flujo vétioo de la fase gas proporcionaron
nuevos estados cuasi-estacionarios para la vasiablddgenas. La concentracion de;€0@la
fase gas y en el seno de la fase liquida alcanz#® del valor final en 20 min. La
concentracion de £&n el seno de la fase liquida alcanzé el 95% del Vimal alrededor de 9
minutos. La tasa especifica de produccion dey @a tasa especifica de consumo de, G®
determinaron para cada estado cuasi-estaciongpartat de las ecuaciones 6.7 y 6.8. Los

valores se muestran en la Tabla 6.2.
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Tabla 6.2. Tasa de produccion de oxigeno y de coogle didéxido de carbono en respuesta a

cambios en el flujo volumétrico la fase gas.

Biomasa (gL) | Flujo gas (Lmiff) | roA(mgo2 85 h™) | rcoAMgeo2 G h)
3.5 915 173
0.4 6.5 173 395
9.5 287 658
3.5 57.5 75.3
1.0 6.5 111 153
9.5 187 275
3.5 26.6 26.0
2.2 6.5 57.3 44.1
9.5 100 98.5
3.5 24.7 21.4
2.9 6.5 53.6 42.0
9.5 93.4 88.0

El valor maximo de la tasa especifica de producder® (287 mg,gb'h™) se alcanzé6 con
un flujo de gas de 9.5 L nimen estas condiciones se obtuvo una relacién,d2dde 2.15
gcoz2 Joz - para una concentracion de biomasa de 074 gbs valores de 91.5 gggb*h™y de
173 mgogbh? fueron similares a los reportados por Cabello y. ¢8014), para una
irradiacion de 336 pmolfs®, una concentracién de biomasa de 0.4' gt un flujo
volumétrico de gas de 3.5 Lmin(105 mg.gb’h’y 190 mgogb’h™?). Los cambios en el
flujo volumétrico de la fase gas (de 3.5 a 6.5 Liiaumentaron la tasa de produccién de O
y la tasa de consumo de €@prox. dos veces), para los diferentes conterdgobiomasa.
Esto es consistente con el trabajo presentado gedd y col., (2013) para la misma ceffa (
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obtusiusculus donde un incremento en el flujo de la fase ga9d a 0.8 vvm aumentd la
velocidad especifica de crecimiento de 0.23 a 651

Los datos de la tasa especifica de produccion,dede la tasa especifica de consumo de CO
presentan una tendencia asintGtica con respecta aohcentracion de biomasa, para
contenidos por arriba de 1.5 §l(dato interpolado). La Figura 6.9 muestra la iélaentre la
tasa de produccion de,® la tasa de consumo de £@,:CO; (geo2 Joz L), la cual disminuye
en forma no lineal por el aumento en la concerdradie biomasa, este comportamiento es
consistente con la curva de crecimiento (Fig. &F\valor de 1.35 g.go; " (Fig. 6.9), para
una concentracion de biomasa de I'gés similar al reportado por Acién et al., (20(1388
gcoboz ). Por otra parte, los cambios en la velocidad sigied de la fase gas aumentan en
forma lineal la tasa especifica de produccion de (@ tasa especifica de consumo de, G©

la microalgaS. obtusiusculusEn la situacion anterior y como se observa ehalala 6.1, el
incremento lineal de las tasas especificas estadsutlel aumento: 1) en el mezclado de la
fase liquida (), 2) en el hold up de la fase gagdh3) en la tasa de transferencia de masa
del CQ al medio de cultivo, 4) en la tasa de transfegene oxigeno de la fase liquida a la
fase gaseosa (alta concentracion dé€>8,gL’") y alta irradiacién podrian causar inhibicion;
Cabello y col. (2015) y 5) en la frecuencia intedeaciclos luz-oscuridad. Esto indica, en la
region de operacion en que se realizaron los axeetos dinamicos, que el proceso global en
el reactor esta limitado por la atenuaciéon de lcapitulo 4, Fig. 4.4), mecanismos de

transporte de masa y mecanismos cinéticos dedaiéeade fotosintesis.

De lo anterior, se podrian realizar experimentas wglocidades mas altas para el suministro
de la fase gas. Sin embargo, se debe consideraremuel presente estudio, la energia
suministrada al reactor fue de 49, 93 y de 137 W para los flujos volumétricos de la fase
gas de 3.5, 6.5 y 9.5 L minrespectivamente. Los valores fueron calculadosbase en la
definicion presentada en Sanchez-Mirén y col., (@0@stos muestran que un aumento del
73% (en 2.9 gl}) en la actividad aparente de fotosintesis (Tal#i@quieren un gasto extra

de energia del 64% con respecto al valor inici&lq® ms).
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Figura 6.9. Relacion entre la tasa de produccié@dela tasa de consumo de €@urante el

crecimiento de la microaldga. obtusiusculus.

Un estudio realizado por Grobbelar y col., (1994)estran que el aumento en la tasa de
produccion de @ es debido a un efecto de sinergia entre la tresrsfea de masa y la
frecuencia interna de ciclos de luz-oscuridad. @oitt a lo presentado en la mayor parte de
los trabajos donde evaltuan el efecto del mezclalborglacionan anicamente con el aumento
en la frecuencia de exposicion a la luz por la a@lga. Los resultados en la Tabla 6.2
obtenidos a partir de la respuesta dinamica deremeetos en el orden de minutos muestran
semejanza con lo analizado por Grobbelar y cdd94) en cultivos microalgales. Los autores
reportan el aumento en la tasa de produccion dgenzide 0.9 a 1.8 mgQOng Cla‘h™ al

incrementar al doble la velocidad de la fase liguid
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De lo anterior, es importante un estudio especificefecto de la frecuencia interna de ciclos
de luz-oscuridad, para éste se puede utilizara §dnica empleada (CARPT, trayectoria de
particulas radiactivas) por Luo y Al-Dahhan, (2018ue proporciona informacion
experimental de los tiempos de exposicion a laylazla oscuridad por la microalga (en la
coordenada radial y axial), esta técnica se bada dateccion del movimiento de particulas
radioactivas dentro del reactor (de dificil accgsoostosa) y 2) el desarrollo de modelos
tedricos (Lagrange-Euler) de fase discreta (CF2)mprmitan conocer la trayectoria (posicion
en x,y,z) de una particula de masa cero dentréotiorreactor. Con este ultimo método, se
podria evaluar el efecto de la velocidad local defdse liquida sobre el grado de
homogeneidad de las frecuencias internas de cidbp®scuridad, que experimenta una
cantidad representativa de células dentro de wtaregsokolichin y Eingenberger, 2004; Luo
y Al-Dahhan, 2008; Heckmat y col., 2010).

Si bien el aumento en el flujo volumétrico de laefayas incrementa la velocidad local de la
fase liquida, y ésta genera una mayor frecuentgana de ciclos luz-oscuridad, este efecto de
forma independiente podria no incrementar la t@sprdduccion de Oy la tasa de consumo
de CQ. Por lo tanto, en el siguiente capitulo se presanin equipo experimental, con el que
se podra controlar los tiempos de exposicion adayla la oscuridad, para frecuencias de 1 a
0.003 Hz, y obtener dicho efecto de manera indapetely evaluarlo sobre la productividad
de biomasa para la microal&a obtusiusculusA continuacién se presentan las conclusiones

del trabajo realizado.
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Conclusiones

Se desarroll6 un modelo usando herramientas deniitadde Fluidos Computacional
(COMSOL) que permitié6 simular el campo de flujos{esmas aire-agua) y determinar
parametros hidrodinamicos para caracterizar reastale columnas de burbujeo para el

crecimiento de microalgas.

Implementar el método de trayectoria de particanthsa cero (modelo Langragiano) en
modelos hidrodinamicos de dos fases permitira @bptenformacion tedrica sobre las

frecuencias internas de exposicion de L-O de untécpéa en el reactor.

La sinergia entre la frecuencia de ciclos interrdes luz-oscuridad, el mezclado, la
transferencia del CQOle la fase gas a la fase liquida y la transfeaetel Q de la fase liquida
a la fase gas incrementara la tasa de produccio®,de la tasa de consumo de £€@€n

fotobiorreactores.

La metodologia desarrollada es una alternativa @aatuar la region de operacion donde hay
limitacion por transporte de masa o limitacion mimética de reaccion en procesos de
crecimiento de microalgas. Con lo anterior se padgjorar la eficiencia y contribuir al
avance del conocimiento de fotobioreactores

Se debera obtener de manera independiente el efedtofrecuencia de ciclos luz-oscuridad

para analizar la contribucién de dicho efecto sddtasa de fotosintesis y la productividad de

biomasa.
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CAPITULO 7. Efecto de la frecuencia de ciclos luzsxuridad sobre la
respuesta dinamica de fotosintesis de la microalgaScenedesmus
obtusiusculus.

Resumen

Una alternativa para disminuir costos de energiumentar la eficiencia fotosintética en
fotobioreactores es inducir frecuencias de exp@siai ciclos luz-oscuridad y el movimiento
de las células en zonas de luz-oscuridad. En espdtuto se presenta el efecto de
perturbaciones en la frecuencia de ciclos luz-adadrsobre la actividad de fotosintesis de la
microalgaS. obtusiusculugn un reactor de placas de 2L, con experimentedmicos en
iluminacioén continua y para periodos de 0.003316.®.03, 0.16 (303, 62, 33,6.2s)y 1Hz a
una irradiancia de 300 pmol#s' seguido de 0.0033, 0.016, 0.03, 0.16 y 1Hz derizkau)
respectivamente, para una concentracion celul@g L. La actividad de fotosintesis méas
alta se present6 cuando el cultivo se expuso aaiddi continua de luz y para un ciclo de
0.003 Hz. La productividad de biomasa determinadareperiodo de 12 hr de operacién fue
0.53 gb [* d* para una frecuencia de 0.003Hz y de 1.1 ghit para iluminacién continua.
Por otra parte, se determiné el efecto de camlrida entensidad de luz sobre la actividad de
fotosintesis par&. obtusiusculysen iluminacién continua y en una frecuencia de.1Phra
una operacion continua de exposicion a la luz devaron estados estacionarios en la
produccion de oxigeno, los cuales indican la adkleian aparente del aparato fotosintético en
tiempos mayores a 3 min. Para una operacion intentei de ciclos de 1Hz la respuesta de
produccion de oxigeno fue dinamica, durante logementos en la intensidad de luz,
indicando que los fotosistemas (PSIl y PSI) noradaa un estado de saturacion de luz en el

orden de segundos.

120



CAPITULO 7. Efecto de la frecuencia de ciclos lusauridad sobre la respuesta dinamica
de fotosintesis de la microalga Scenedesmus obggsilus.

7.1. Introduccién

Las microalgas son una fuente importante paratenciibn de quimicos finos. La produccién
de biomasa a escala industrial requiere de conmdisiccontroladas de pH, temperatura,
intensidad de luz y frecuencia de ciclos luz-ostadi Una alternativa para aumentar la
actividad de fotosintesis, y reducir los costos efergia en reactores que operan con
iluminacion artificial, es la operacion intermitentde ciclos luz-oscuridad (L-O) y la
fluctuacion de ciclos de L-O debido a la intensidbked turbulencia en el medio de cultivo
(Terry, 1986). Se ha reportado que la actividaottesintesis en operacion intermitente, en la
cual el cultivo se expone a una frecuencia de lde pscuridad por periodos de tiempo en el
orden de milisegundos, se aproxima 60 es mas altacque se obtiene en una operaciéon
continua de luz. Nedbal y col., (1996) describe gugroceso de fotosintesis, para microalgas
y cianobacterias, es mas eficiente en el uso dadegia en altas frecuencias de ciclos L-O (1-
10 Hz), en comparacién con el uso en iluminaciontinoa de luz. Este efecto denominado
“flashing” podria estar relacionado con una mejocr®nizacion y optimizacion de la energia
capturada por el aparato fotosintético (PSIl), genear a cabo la producciéon de moléculas
energéticas (reacciones en fase luminosa) y queusadas por el ciclo de Calvin para la
produccion de proteinas (reacciones en fase os(hea)bal y col., 1996). La dinamica que
presentan los mecanismos metabdlicos que regulantianpos entre las reacciones
fotoquimicas (en fase luminosa) y las reaccionegleasiclo de Calvin (en fase oscura), en
respuesta a cambios en la intensidad de luz y dioanen la frecuencia de ciclos LO, son
diferentes y han sido poco estudiados y, hay pofmamacion que evalué dicha respuesta
sobre la actividad de fotosintesis y la productididie biomasa (Kono y Terashima, 2004).
Por otra parte, en fotobiorreactores que operarcagmiciones internas y/o externas, las
microalgas estan expuestas a diferentes frecuedeiaxposicion a la luz, que ocurren en
diferentes escalas de tiempo, y que se inducefapotensidad de radiacion directa y/o difusa
(horas, minutos 6 segundos), por el movimiento os@pico del fluido X1s) y por la
formacion de remolinos que se generan debido audaulencia en la fase liquida (1s)
(Grobbelar, 1994). En estos sistemas el aumenta eglocidad de la fase liquida incrementa

la intensidad de turbulencia, y ésta a su vezriadoion de remolinos (escala microscopica <
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1s), que inducen el aumento en la frecuencia descic-O y, por lo tanto, aumenta la
actividad aparente de fotosintesis en el fotobémta. Este efecto, combina fenédmenos de
geometria de reactor, de tiempos de residenciagiéakes, de transferencia de masa y de
atenuacion de luz por el crecimiento de biomasea Beterminar el efecto de la frecuencia de
ciclos L-O sobre la actividad de fotosintesis, sbeh usar sistemas con un régimen
controlado de iluminacién intermitente, en condigi® de operacién controladas y con
dimensiones que no limiten el transporte de luzl@@tenuacion causada por el crecimiento
de la biomasa (Posten, 2009). Este problema aumasgiene abierto en investigaciones
presentadas en la literatura abierta e intenta elsafecto “flashing” para incrementar la
productividad de biomasa. Sin embargo, las aplicess practicas aln son incipientes.

Para cuantificar el efecto de la operacion integnté de ciclos L-O sobre el crecimiento de
microalgas se requieren realizar experimentos stinths frecuencias de ciclos de L-O que
podrian experimentar las células en fotobiorreastohdemas, es importante separar el efecto
causado por la fluctuacion interna del ciclo L-Onh g efecto que induce la dindmica del
fluido (mezclado), para obtener la respuesta dalionde cultivo bajo condiciones de luz
fluctuante (Nedbal y col., 1996).

El objetivo de esta parte del trabajo fue evall@fecto de la frecuencia de ciclos L-O sobre
la actividad de fotosintesis y la productividad ilemasa par&cenedesmus obtusiusculus
para un mismo patrén de flujo y/o nivel de mezclatiambién, la respuesta dinamica de
fotosintesis por cambios en escalon (incrementcéddeento) en la intensidad de luz;
considerando iluminacion continta y una frecuerd#al-O de 1Hz. Estos experimentos
fueron realizados en condiciones controladas deéestura, de intensidad de luz y de pH, en
un reactor de placas instrumentado de 2L.

7.2. Materiales y Métodos

7.2.1 Descripcion del fotobiorreactor de placas strumentado

La Figura 7.1 muestra una representacion fotogradiel fotobiorreactor de placas de 2L,

construido en acrilico con dimensiones de 30 criodgitud, 30 cm de altura y 2.5 de ancho
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(camino 6ptico) y que se utiliz6 para evaluar difges frecuencias de ciclos L-O. La fase gas
se distribuy6 desde la parte inferior a travésméditusor con 16 hoyos de 1 mm de diametro
interno. El pH se midié con un sensor electroquiniAppliSens, EE.UU.). La temperatura se
controlé con un intercambiador de calor de tipaitab Se utilizaron dos paneles de LED’s de
alta intensidad de luz blanca (cada panel tienedBntira de LED’s 5050, LED ilumileds
China) para iluminar las partes laterales del mradtas frecuencias de los ciclos de L-O
fueron inducidas a través de temporizadores quératan el tiempo de encendido y de
apagado en los LED’s. La intensidad de la luz exdiel sobre la superficie del reactor se
midié con un sensor cuantica 2Extech, EE.UU.). La tasa de fotones o la radiacotiva
para la fotosintesis en el centro del reactor skonton un sensor cuanticard (US-SQSIL,
Heinz Walz GmbH, Germany). La concentracion dee@ la fase liquida se midié con un
sensor polarografico (AppliSens, EE.UU.). La comicmion de CQen fase gas se determind
con un detector infrarrojo (9500, Omega Alpha, BEJJEI flujo de la fase gas se controld
con un controlador de flujo masico (32708-28, CBkrmer, EE.UU). Las sefales de los
sensores se registraron en linea con un moduldglésicion de datos (CompactDAQmX, NI,
EE.UU.), conectado a un computadora con un softhMareabVIEW (2009) para el registro
de datos.

El fotobiorreactor de placas se oper6é en modo bedchl.5 L de medio BG11, 0.15 L de
indculo deS. obtusiusculysen condiciones Optimas de temperatura (35°C) yrrddiancia
(300 pmol nf s%), estas condiciones fueron obtenidas en un trgbaeio (Cabello y col.,
2015) para la misma cepa. El flujo de gas contuo de CQ y fue suministrado a una
velocidad superficial de 0.008 rit ghasado en el area de seccién transversal debread L

min™).
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Figura 7.1. (a) Representacién fotogréafica deltwage placas que se utilizd para determinar
el efecto de la frecuencia de ciclos de L-O en leraalgaS. obtusiusculugb) Paneles de
LEDs de alta intensidad de luz, (c) controladofld® masico, (d) reguladores de intensidad

de luz (dimmer) y (e) reguladores de frecuenciagi@izadores).

7.2.2 Experimentos dinamicos de frecuencia de cigld.-O

Las fluctuaciones para determinar la actividadadesfintesis en diferentes frecuencias de L-O
paraS. obtusiusculysse realizaron para una concentracion de biomasa5g L (baja
atenuacion de luz). Los experimentos se iniciammuma frecuencia de 0.0033 Hz (5:5min de
L:O) seguido por 0.016 Hz (1:1min de L:0), 0.03(32:30s de L:0), 0.16 Hz (6:6s de L:0),
1 Hz (1:1s de L:O) y finalizan con luz continuargaeriodos de 50 minutos cada uno.
También, estos experimentos se realizaron en mptiede operacion de 12 h, para determinar
el cambio en la concentracion de biomasa en retpaesada frecuencia del ciclo L-O. En
estas condiciones se determind la productividabia®asa para cada ensayo, por la ecuacion:

_ Cb,f _Co,i
R T (7.1)
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donde,Cy ¢ y Cp,i son las concentraciones de biomasa para el tiémgo t;, y para el tiempo

inicial, t;, del experimento.

Los experimentos para analizar la respuesta dirsrdéee fotosintesis en condiciones de
iluminacion continua y en condiciones de luz flaotte (frecuencia de L-O de 1Hz), se
realizaron a diferentes intensidades de luz y paeaconcentraciéon de biomasa de 0.5%g L
Los experimentos se iniciaron con una intensidadudede 50 pmol M s*, seguidos de
incrementos en escalén de 100, 200, 300 y 600 mmia’ por periodos de 4 minutos cada
uno. Una vez que se alcanzo la intensidad de lxammaa se disminuyé secuencialmente a las
mismas intensidades de luz durante 4 minutos Hagtxr a las condiciones iniciales (hthol

m?s?h).

7.3. Resultados y discusion

El propoésito de este capitulo fue presentar lauesta dinamica de produccidén de oxigeno y
la productividad de biomasa debido a fluctuaciahesuz inducidas en un reactor de placas,
gue sirven de base para complementar el andlifis yesultados que se presentaron en el
capitulo anterior. De acuerdo a esto, se consigeedel aumento en la frecuencia interna de
ciclos L-O gobierna el proceso de fotosintesis doarhay una perturbacion en la

hidrodindmica del sistema.

7.3.1 Cambios en la frecuencia de ciclos luz-oscdad

La Figura 7.2 muestra las frecuencias en las queaizaron los experimentos dinamicos de
cambio en los ciclos L-O (con medio sin microalg@ara la intensidad continua de luz y
frecuencias de 5:5min, 1:1min, 30:30s y de 6:6fiansidad de luz promedio dentro del
reactor fue de 275 pmolfa'. Para frecuencias de 1:1s la intensidad de lgistrada por el

sensor cuéntico 4, disminuyé con valores entre 50 y 100 pmdisth Para esta frecuencia la

intensidad de luz medida depende del tiempo deisidigun y del tiempo de respuesta del
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sistema de iluminacién, a cambios en el voltaje,gst0 se deberian usar técnicas de filtrado
y/6 aumentar la velocidad de adquisicion de la lsgi@a obtener una mejor respuesta de la
tasa de fotones por el cambio dinamico de 1:1slepagetor. Los datos presentados en la
Figura 7.2 no fueron tratados por técnicas de gadui y/o de filtrado de sefial y tuvieron

como objetivo mostrar cualitativamente la respuestda intensidad de luz a cambios en la

frecuencia (el almacenamiento de los datos fuesjle 1

Frecuencias

400
|l 5:5 min |  1imin [ 30:30s | 6:65s] 1:1s [ continua

350 - Medio sin microalga
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Figura 7.2. Fluctuaciones de la intensidad de fueleentro del reactor de placas, para medio

sin microalga y para las frecuencias luz-oscuridad.

La Figura 7.3 muestra la fluctuacion de la con@adn de Qen la fase liquida en respuesta a
la actividad fotosintética de la microalga, para woncentracién de biomasa de 0.3g5e
observa que para una intensidad de luz continaarleentracion de £ncrement6 53 % (7.7
mg L) y para una frecuencia de 1:1s la concentracié®.decrementé sol6 23%, ambos con

respecto al valor de la concentracion de saturadsd@ (5.01 mgl™') a 35°C. Por otro lado,
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se registrardn los valores de la tasa de fotones$ egntro del reactor durante la produccion de
oxigeno (Fig. 7.3). Para una intensidad de luzicoaty una frecuencia de 5:5 min el valor
méximo fue de 110 pmol fs*. Para una frecuencia de 6:6 s y de 1:1 s la tadatdnes
disminuyd 10% y 25%, respectivamente, ambos cqrerds al valor maximo obtenido en luz
continua. Los valores para la tasa de fotones fuettenidos a partir de una técnica de
suavizado que se aplicé a la sefial registradal g@nsor cuantico. A continuacién se presenta

la discusién de los resultados con relacion apontado en la literatura.
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Figura 7.3. Respuesta dinamica de produccién degyeori en los experimentos de

fluctuaciones en la frecuencia de L-O, para un@eomacion de biomasa de 0.5¢ L

En el trabajo de Terry y col., (1986) se reporta go aumento en la frecuencia con periodos

de luz en el orden de 1s y hasta de 10ms podriarergar al doble la tasa especifica de
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fotosintesis, y como consecuencia de esto, aumkntaoductividad de biomasa en cultivos
de microalgas. Posten y col., (2009) presenta teetad de la velocidad especifica de
crecimiento para la microalgghorphyridium purpureumen un reactor de placas iluminado
con LEDs, en los que se desacopla el efecto hidéandico y el efecto inducido por altas
frecuencias en los ciclos internos de L-O. Los mstmbtienen para frecuencias de 0.3 Hz
(3000:3000s) que la velocidad especifica de creeitoidisminuye 62% en comparacion con
el valor en iluminacion continua. Por el contranm@ra una frecuencia de 5:5ms (200Hz)
obtienen que la velocidad especifica de crecimiantoenta 2 veces en comparacion con el
valor obtenido en iluminacion continua. Por estapppnen que la operacion de
fotobiorreactores con tiempos de mezclado que ratuziclos internos de L-O por debajo de
1 Hz debe evitarse, ya que esto disminuye la efitdede fotosintesis y afecta el crecimiento
de la microalga. También, Nedbal y col. (1996) ent@n experimentos de operacion
intermitente para frecuencias de ciclos L-O enttey0l0 Hz, par&cenedesmus quadricayda
Chlorella vulgaris y Synechococcus elongatuRara las microalga€horella vulgarisy
Scenedesmus quadricautiatasa especifica de produccion de oxigeno qoerteen es mas
alta en operacion continua de luz que en operaai@mmitente de luz de 1:1s. En ambas
microalgas, la velocidad especifica de crecimi€ddtode operacién), para una frecuencia de
exposicion a la luz de 1ms (10pénol m? s), es de igual magnitud en comparacién con el
valor que reportan en iluminacién continua (1000oumn? s?). Mientras que en una
frecuencia de exposicion a la luz de 70 ms la ve#at especifica de crecimiento aumenta
10% para @lorella vulgaris para una frecuencia de exposicion de 20 ms dien@metro
aumenta 20% par&cenedesmus quadricaydan comparacion con el valor que reportan en
iluminacién continua. Para ambas microalgas, la éspecifica de produccién de oxigeno y la
velocidad especifica de crecimiento disminuye 5@%frecuencias mayores a 300Hz. Por otro
lado, Yohimoto y col., (2005) presenta datos dedpcoion de oxigeno en experimentos con
operacion intermitente de luz, para la microalfeetoceros calcitran<l valor maximo de
produccion de oxigeno en operacién continua escgsvenayor que en operacién con una
frecuencia de 10Hz, para una intensidad de luz8&e fimol nf s’.También, lluz y col.,
(2012) muestran datos experimentales del efecta dlecuencia de ciclos L-O sobre la tasa

de fotosintesis para la microalGhlorella sp Para una frecuencia de 10Hz la tasa especifica
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de produccién de oxigeno es 3 veces mayor qudal para una frecuencia de 0.5 Hz, y para
una frecuencia de 100 Hz la tasa especifica deupoidh de oxigeno aumenta un orden de
magnitud en comparacioén con el valor a 0.5Hz. lesiltados obtenidos por Nedbal y col.
(1996); Yohimoto y col. (2005) y lluz y col. (2012n operacion intermitente con altas
frecuencias de ciclos L-O generan amplia informadiil6gica sobre la sincronizacion entre
las reacciones metabdlicas que intervienen enska dacura y en la fase iluminada. Por otra
parte, en otros trabajos se considera de mayaémtd estudio de frecuencias de ciclos L-O
menor 6 igual a 1s (Grobbelaar, 1991), que soncuarines en el interior de reactores que
operan al exterior y al interior, y que son indasighor cambios en la dinamica de fluidos.
Grobbelaar (1991presenta que no hay un incremento significativdaeproductividad de
biomasa para la microalg&hlorellay Scenedesmusp. en frecuencias entre 0.0038 y 1 Hz.
Por otra parte muestra que el aumento en la veldalé la fase liquida, fijando una frecuencia
externa de L-O entre 0.5y 1 Hz, incrementa 2 vécesoductividad de biomasa en el reactor.
También, presenta respuestas dindmicas para uneefigia de 10:10 s (0.1 Hz), en las cuales
la produccidon de oxigeno muestra una respuestal ldebido a la operacion intermitente de
luz (estos datos son similares a los mostradoa €iglra 7.3). Para una frecuencia con 260 s
de exposicién a la luz, la produccién de oxigeres@nta un comportamiento sinusoidal que
refleja los cambios de la intensidad de luz porielo de L-O, estas oscilaciones en la
produccion de oxigeno son obtenidas en frecuentég®res a 90s de exposicion a la luz. Por
arriba de este tiempo de exposicion la energiaucagd por la microalga es suficiente para
generar estados pseudo-estacionarios en la prédudei oxigeno. Par&cenedesmusp. y
Chlorella la operacion intermitente para ciclos L-O de 1@G088 Hz (1 a 260 s) no tuvo un
efecto significativo sobre la produccion de oxigdao contraste con los resultados mostrados
en la Figura 7.3, donde se obtuvo una diferendid@¥ entre la actividad de fotosintesis para
una frecuencia de 1 Hz (1:1s) y para una frecuatei@ 016 Hz (60:60s).

Por otra parte, Avendafio y Shubert, (2005) presamtaestudio de la operacion intermitente
con frecuencias de ciclos de L-O en el orden darsgs a minutos. Reportan la evolucion de
oxigeno de una cianobacterfyfiechocystisp.) para ciclos de L-O en escala de minutos (1:1,
5:5 y 10:10 min). En los cuales, la tasa de fotesia para la cianobacteria es menor en

condiciones de luz intermitente que en condicialeefuz continua (curva de fotosintesis). La
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tasa de produccién de oxigeno para ciclos de 1:E:imenor (60% menor con respecto al
ciclo de 10:10 min) que para ciclos de 5:5 y 10:itOde L-O (360 pmol s?). Para estos
tiempos de operacion intermitente presentan estestasionarios (como los mostrados en la
Figura 7.3, frecuencia de 1.1 y 5:5min) de la \@e@arespuesta, los cuales representan el
fendmeno de foto-aclimatacién en la cianobactepg ocurre cuando la escala de tiempo en
el proceso de regulacién metabdlica es menor gesdala de tiempo debido al cambio en la
intensidad de luz y/o en la frecuencia del cicloLd® esto es, entre mas tiempo se exponen
las células al cambio mejor es la respuesta dmatzcion del PSI y del PSII. De esta forma,
los intervalos de oscuridad en la operacion intemmté afectan y/o eliminan la pre-
aclimatacién a la intensidad de luz. Los resultashostrados en la Figura 7.3 presentan un
comportamiento dinamico (no sinusoidal) donde ebfeeno de foto-aclimatacién no ocurre
para frecuencias de 6:6s y 1:1s. Para obtenerltanafeciencia de fotosintesis se requiere que
las células lleven cabo el fenédmeno de foto-achiian, el cual deberia invertirse durante el
periodo de oscuridad. Por el contrario, si losquos intermitentes de luz y de oscuridad son
demasiado cortos para permitir una foto-aclimatacen el sistema, el rendimiento
fotosintético tiende a disminuir y esto afectatiarecimiento de la microalga. El intervalo de
1 min de luz, en el trabajo de Avendafio y Shul{@a0s), permite que las células regulen
(foto-aclimatacion) la produccién de oxigeno despdé intervalo de oscuridad (1 min) y en
respuesta se alcancen estados pseudo-estacicgraebsistema. Por otro lado, el intervalo de
1 min de oscuridad es suficiente para eliminarclaratacién parcial durante el intervalo de
luz que le precede. En comparacion, en la FiguBa&& observa que para ciclos menores a 6:6
s de L-O no hubo una mayor produccién de oxigeabidd a que no se alcanz6 un equilibrio
global del proceso de fotosintesis (foto-aclimaita)ipara la microalg&. obtusiusculysn el
fotobiorreactor de placas.

Por ultimo, los resultados presentados en esteutapfueron para periodos de L-O en
proporcion 1:1 s y estos fueron para frecuenciadianas, es decir <1Hz. Esto es comdn en
fotobiorreactores que operan en altas concentraside biomasa y en condiciones donde el
movimiento del fluido induce que las células esépuestas a un gradiente de irradiacion. Por
ello, fue importante evaluar el efecto de frecuanale luz-oscuridad sobre la actividad de

fotosintesis, esto permitié6 comprender en mejorideedl cambio de la respuesta fisioldgica a

130



CAPITULO 7. Efecto de la frecuencia de ciclos lusauridad sobre la respuesta dinamica
de fotosintesis de la microalga Scenedesmus obggsilus.

estas condiciones fluctuantes de operacion. Lanrdoion que se presenta en este trabajo
podria ser mas completa al integrar resultados ifd¥edtes tiempos y proporciones de
exposicion de luz y de oscuridad. Sin embargo, sestna en la Figura 7.3 que la respuesta
del proceso de fotosintesis para una operaciomiitmte de luz de 1Hz no es eficiente. Con
la informacién presentada, se podria plantear ajusmymentar la frecuencia de exposicion a la
luz (mayor a 1Hz) la actividad de fotosintesis garmicroalgaS. obtusiusculuso seria mas

eficiente que la obtenida para iluminacion continua

7.3.2 Respuesta en horas para las frecuencias del@s luz-oscuridad

La Figura 7.4a muestra la concentracion dee®la fase liquida y el cambio en el pH en el
medio de cultivo, para una concentracion iniciabienasa de 0.5 gt, para una iluminacion
continua y para un tiempo de operacion de 14 hpegsiefias oscilaciones que se observan en
la Figura 7.4a estan asociadas a cambios en dibegui-L entre las concentraciones dgyO
CO,. Despues de inocular el reactor y poner el meéicultivo por un periodo corto de
oscuridad se observa en la Figura 7.4a que enrb4 ke operacion la concentracion gec®

la fase liquida aument6 47% con respecto al vadosaturacion. El pH del medio aumento
hasta 7.4 debido al consumo de Q@dr la actividad de fotosintesis de la microalga.
intensidad de luz dentro del reactor disminuyéatenf exponencial debido a la atenuacién de
luz que se genera por el crecimiento de biomasartductividad de biomasa fue de 1.14 L
d* para una intensidad de luz continua. Este valersfmilar (0.97 g ! d*) al reportado por
Cabello y col., (2015) para la misma cepa. La Rigidb muestra los datos experimentales
(concentracion de oxigeno y pH) para una frecuedeid:1 s, una concentracion inicial de
biomasa de 0.5 gLy para un tiempo de operacién de 12 h. La conaeidim de Qen la fase
liquida disminuy6 de 7.7 mg L(intensidad de luz continua) a 6.2 mq (frecuencia 1:1 s),
este valor se mantuvo sin cambios significativosadie la operacion del reactor. El pH se
mantuvo alrededor de 7. La productividad de biomiasade 0.05 g td™, este valor
disminuyd 95% con respecto al valor obtenido en intensidad de luz continua. La Figura

7.4c muestra los datos experimentales (concentralddxigeno y pH) para una frecuencia de
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5:5 min, una concentracion inicial de biomasa @egl.* y para un tiempo de operacién de 12
h. La concentracién de.@n la fase liquida fluctud s entre 6.0 y 7.2 nig Se observa en la
Figura 7.4c que la concentracidon deti@nde a disminuir al aumentar el tiempo de opéraci
en el reactor. La exposicion a la oscuridad de b poidria afectar a largo plazo la velocidad
de crecimiento en la microalga. El pH del mediocdéivo incrementé de 6.8 a 7.1 por
actividad de la microalga. La productividad de bésia fue de 0.53 g'Ld™, y ésta disminuyé
51% con respecto al valor obtenido en una intedsidia luz continua. Ademas, para el
periodo de 5:5 min de L-O la tasa de respiraciotadase oscura no afectd en gran medida la
productividad de biomasa, esto en comparacion tpereodo de 1:1 s de L-O donde la tasa

de respiracién es menor debido al tiempo corto @ lgs células permanecen en la fase

oscura.
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Figura 7.4. Datos experimentales de la concentmad®dQ y del pH durante la operacion del
reactor de placas, para una temperatura de 35f®afa una intensidad de luz continua (300
umol m?s?), (b) una frecuencia de luz-oscuridad de 1Hz yp@ea una frecuencia de luz-
oscuridad de 0.0033Hz.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, Molinaol., (2001) presentaron datos de
operacion intermitente en un reactor tubular pareuktivo de la microalg@haeodactylum
tricornutum En estos, la productividad de biomasa disminuyéecuencias menores a 1Hz.
Contrario a lo anterior y como se pudo observaadfigura 7.4, la productividad de biomasa
para la microalgaScenedesmus obtusiusculaamentdé en frecuencias menores (0.03 a
0.0033Hz) a 1Hz. También, Globbelaar, (1994) presan trabajo en el que describe que el
transporte celular en un reactor esta expuestoctuficiones de frecuencias de energia en el
orden de 1Hz y menores a 1Hz. En éste, expone lgaeneento en la productividad de
biomasa es resultado de una mayor intensidad belémcia; que induce una mayor velocidad
de transferencia de nutrientes y de metabolitosedas células y el medio de cultivo, y que
ademas acoplado a esto, hay un incremento erelaseincias internas de ciclos L-O. En estos
experimentos no se evalud cuantitativamente, y emmd independiente, el efecto
hidrodindmico y el efecto por altas frecuenciasegposicion a la luz sobre la actividad de
fotosintesis por la microalga.

En resumen, la Tabla 7.1 muestra los valores atitenile la productividad de biomasa para
las diferentes frecuencias evaluadas en el presmtiajo. El valor mas alto fue para una
intensidad de luz continua, y éste disminuye h@S¢a para una frecuencia de 1:1s (1Hz) de
L-O. Con base en lo anterior, para la micro&gabtusiusculyda fluctuacién en frecuencias
de 0.0033 a 1Hz no incrementa la productividad ienasa y, por lo tanto, tampoco la
eficiencia del proceso. Por esta razon y con bada discusion del capitulo anterior (efecto
de la velocidad de la fase gas), se puede plagtezael incremento en la actividad aparente de
fotosintesis es en gran medida por el aumento énanaferencia de gases entre el medio de
cultivo y la microalga, mas que por las altas fesmias de ciclos L-O que se inducen en el

reactor.
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Tabla 7.1. Datos de la productividad de biomasa gderentes frecuencias de luz-oscuridad y

para iluminacion continda.

Tipo de operaci¢ Py, (0o L d™)
Continuz 1.1
Intermitente 1:1s  (1Hz) 0.05

30:30s (0.03Hz) 0.26
60:60s (0.016Hz) 0.37
5:5min (0.0033Hz) 0.53

7.3.3 Cambios en la intensidad de luz para ilumin&@n continua y una frecuencia
de 1Hz

La Figura 7.5a muestra el efecto de la intensidadud sobre la respuesta dinamica de
produccion de oxigeno. Ante incrementos en escadnla irradiancia ascendentes y
descendentes se comparan los obtenidos en ilumimaontinia con los mismos incrementos
asociados a una frecuencias de 1:1s. Para unainende luz continua, las respuestas son
similares a las reportadas por Cabello y col., 420las curvas de produccion de oxigeno son
simétricas en el incremento y en el decrement@ dieénsidad de luz. Se observan respuestas
rapidas con tiempos de 3 min para alcanzar el 98% sl cambios con respecto al valor en
estado estacionario. Para una frecuencia de 1:& k-@ la respuesta de produccién de
oxigeno no alcanzé estados estacionarios comolesreados para una intensidad de luz
continua. En la Figura 7.5b se compara la respuesta tasa de fotones que se registro con el
sensor cuantico, el valor del area bajo la curead 10,674 umol ¥y de 4,028 pmol i
para iluminacién continua y para una frecuencid deHz, respectivamente. El ahorro en la
cantidad de energia promedio durante el experimmoriauna frecuencia de 1 Hz es 62% con
respecto a la suministrada en forma continua. ®imaego, la disminucidn en la concentracion

de oxigeno y el efecto sobre la productividad denaisa no compensan el ahorro de energia.
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Figura 7.5. (a) Respuesta dindmica de oxigenolparexperimentos de cambio escalon en la
intensidad de luz, para un contenido de biomasasig L* (b) tasa fotosintética de fotones

(PPFR) en el reactor de placas, con medio sin riigag para intensidad de luz en continua y
en una frecuencia de 1Hz. Los datos del sensor,ded®! sensor cuantico se obtuvieron con

una velocidad de adquisicion de 10 Hz (CompactDARmMx

En la Figura 7.5a se observa que el efecto de démaopn intermitente (1 Hz) sobre la
actividad de fotosintesis es un fendmeno dinamimoagurre a nivel intracelular, el cual no es
posible explicar través de modelos cinéticos quéhae obtenido en estado estacionario
(Yoshimoto y col., 2005). En estos, el principablgema seria considerar la dindmica del
proceso de fotosintesis (reacciones de no equilérila fase oscura y en la fase expuesta a la
luz, la sincronizacion entre dichas reaccionesegtet dinamicos entre los mecanismos que
inducen la fotoinhibicidn y la fotoaclimatacion gklr) que consiste en escalas de tiempo y de
longitud diferente. Mientras que el crecimientobitanasa tiene un tiempo caracteristico en el
orden de horas y/o dias, las reacciones en laofsmea y en la fase expuesta a la luz son del
orden de milisegundos (Luo y Al-Dahhan, 2011). Adspotro proceso que define el régimen
de luz en fotobioreactores son los ciclos intem®d4.-O, estos se inducen por el incremento
en la velocidad de la fase liquida y ocurren gdmamate en el orden de segundos. En cultivos
de microalgas el fenomeno de foto-aclimatacién recaomo una respuesta a cambios en la
intensidad y distribucion espectral de luz. Falkaws LaRoche (1991) describen que este
fendmeno de aclimatacion fisiologica no ocurre daeaas células se exponen a altas
frecuencias de ciclos de luz y de oscuridad.

Por otra parte, Kono y Terashima, (2014) reportanog estudios que evaltan el efecto de
cambios en el orden de minutos y/6 horas de Iansidad de luz sobre la actividad de
fotosintesis en microalgas. En estos, se descubestudios que evaluann la interaccion entre
la fluctuacion de frecuencias de luz y la dinamiled proceso de fotosintesis, serian mas
complejos, y que aun no se han reportado y/o eitemi@l todo para cultivos microalgales.
Con lo anterior se puede establecer que la micadatgnedesmus obtusiusculas,régimen

de luz intermitente (frecuencia 1:1s), no mostragaes de foto-aclimatacion en respuesta a

cambios en la intensidad de luz (Figura 7.5a), ya gn estas condiciones se presenta
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inactividad en los mecanismos de transicion dedestaegulan la energia capturada) que son
los encargados de la distribucion de energia dogréotosistemas (PSI:PSIl) en condiciones
de saturacion de luz.

Por ultimo, para explicar con mas detalle los esaglstacionarios que se observan en la
Figura 7.5a (iluminacién continua). lluz y col.,002) describen que la foto-aclimatacion a
corto plazo (segundos a minutos) incluye fendmeteodisipacion del exceso de energia por
carotenoides via ciclo de xantofilas y/o de traonsies de estado que pueden cambiar la
distribucion excitada entre los fotosistemas | REI, PSIl). La foto-aclimatacion a largo
plazo (horas) ocurre cuando los cambios a cortpophe® son suficientes ante cambios en la
intensidad de luz, de esta forma se generan candriol actividad enzimatica y en la
expresion genética que pueden conducir a cambiodaeoconcentracion de complejos
fotosintéticos, en la composicion de la antena Yaeestequiometria de los fotosistemas. En
otras palabras, la foto-aclimatacion trata de mrarteonstante la eficiencia fotosintética,
debido a cambios en la intensidad de luz, ajustéadapacidad de la microalga de utilizar la
energia. Por lo tanto, la pregunta a respondea:sgA qué nivel de intensidad de luz las
células se foto-aclimatan en condiciones de flwwéimade luz?. Lo anterior es importante en
reactores y permite conocer las frecuencias pagacleles el efecto por fotoinhibicion
disminuye; ya que células que se exponen a tiemmoss de altas intensidades de luz sufren
dafio en el aparato fotosintético, y posterior a,e=t un intervalo de tiempo en la oscuridad
éste se repara por el estrés causado por dichtoeféar ello, en periodos de tiempo en el
orden de milisegundo y en altas intensidades dentuze genera un dafio en el aparato
fotosintético por efecto de fotoinhibicion. Ademgsriodos en el mismo orden de tiempo no
permiten que se active de forma completa los meoars de disipacion de energia térmica de
la energia absorbida, via ciclos de xantofilasstp eeduce la energia dirigida para el proceso
fotoquimica (lluz y col., 2012). Lo anterior setaa de las pocas ventajas que proporciona la
operacion intermitente de fotobiorreactores sobmezimiento de microalgas. Se espera que
lo mostrado en este capitulo contribuya para esmdaraspectos relacionados con la respuesta
fotosintética de microalgas expuestas a condicialeesperacion continua e intermitente de

luz.
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Por ultimo, con los resultados mostrados en logtuag 6 y en éste se puede concluir que el
incremento en la tasa especifica de produccionigno esta en gran medida asociada por el
cambio en la hidrodindmica del sistema; que aumantansferencia de gases entre las fases,
mas que por el efecto de inducir altas frecueneiaidlios internos de L-O en el medio de

cultivo.

Conclusiones

Se evaluo el efecto de la frecuencia de ciclos kebre la actividad de fotosintesis de la
microalga, esto permitié obtener informacién deptaductividad de biomasa para dicho

efecto.

El aumento en la frecuencia de ciclos de luz-odadrino incrementd la productividad de

biomasa para la microalg@cenedesmus obtusiusculus

En operacion intermitente (1:1s) de irradiaciorpeiceso de fotosintesis de la microaa
obtusiusculusno alcanzé estados estacionarios que represeatdntd-aclimatacion del

sistema.

La metodologia presentada en este capitulo perevtituar el efecto de frecuencias de ciclos
luz-oscuridad en intervalos donde se presenta wodupcion dinamica y estacionaria de
oxigeno por la actividad fotosintética de la mitgaa

Se mostro que la operacion intermitente en reaxibeeplacas para una frecuencia de 1:1 s de

L-O no es eficiente y no incrementa la tasa de yoidn de oxigeno, en comparacion con la

operacién con iluminacién continua.
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Conclusiones Generales

Conclusiones Generales

Se demostrd que el analisis de las respuestas idesm@nte perturbaciones en la intensidad
luminosa, concentraciones de alimentacién de,G@locidad superficial de la fase gas y
ciclos de luz-oscuridad y de los estados cuasciestarios permiten la estimacion, en tiempos

cortos, de la tasa especifica de produccion gde d@ consumo de Gn fotobiorreactores.

Considerando lo anterior, el andlisis de las resagadindmica puede ser de gran utilidad para
interpretar los datos de produccién de Y0de consumo de COgue se obtienen en un

fotobiorreactor y, con ello, reducir el tiempo ydantidad de experimentos necesarios para
caracterizar la actividad fotosintética ante cammt@o las principales variables que afectan el

crecimiento de la microalga.

Se desarroll6 un modelo para un fotobiorreactorey obtuvieron los parametros que
representan la actividad fotosintética de la migaay caracterizan el comportamiento
hidraulico y de transferencia de masa gas-liquiéb sistema. EI modelo desarrollado
reproduce efectivamente datos experimentales deeatmacion de oxigeno en la fase liquida,
para la microalg@cenedesmus obtusiuscylhasta concentraciones de biomasa de 177 gL
En contraste con otros modelos, el desarrolladé aguequiere de estimacion o ajuste de

parametros, y los que utiliza se obtienen a padetidatos experimentales.

Se obtuvo que la microalga. obtusiusculuant un régimen intermitente de frecuencias de
0.0033 a 1Hz de L-O no incremento la productividadbiomasa y, por lo tanto, tampoco la
eficiencia del proceso. Por esta razén y con bada discusion del capitulo 6 (efecto de la
velocidad de la fase gas), se puede probar quecetmento en la actividad aparente de
fotosintesis es en gran medida por el aumento énanaferencia de gases entre el medio de

cultivo y la microalga, mas que por las frecuendasgiclos L-O que se inducen en el reactor.
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Conclusiones Generales

Se obtuvo que la microalggcenedesmus obtusiusculrge un régimen de luz intermitente

(frecuencia 1:1s), no muestra periodos de fotovethcion en respuesta a cambios en la
intensidad de luz, es posible que en estas comdisiGce presenté poca actividad en los
mecanismos de transicion de estado (regulan lay@eneapturada) que son los encargados de
la distribucién de energia entre los fotosistenRSI:PSIl) en condiciones de saturacién de

luz.

Por ultimo, se pretende que el analisis transitdedas variables medibles proporcione una
vision integral de la actividad fotosintética, fartsferencia de CQle la fase gas al medio de
cultivo y la frecuencia de las células a la expodsiade luz y oscuridad en un fotobiorreactor,

asi como de su operacidén y comportamiento.
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Perspectivas

Perspectivas

Existen varios problemas que deben ser considera8es deberd buscar un mejor
entendimiento sobre la distribucion de luz dented fibtobiorreactor. Esto es, un mejor
conocimiento de la transferencia de radiacion asudacomprender y cuantificar variables tan
importantes como la funcion fase, el coeficientalgorcion y el coeficiente de dispersion en
sistemas alga-liquido-gas. Ello podria llevar, a@lema que futuros modelos puedan
implementar parametros cinéticos, hidrodinamicedyansferencia masa y de transferencia de
radiacion en un ambiente matematico mas rigurose @qyude a superar algunas

incertidumbres asociadas con el disefio del proget@scalamiento del proceso.

Otro es el comportamiento dinamico de los fotoleiactores. Aunque de una dindmica mas
rapida que el crecimiento de biomasa, en diversbsnsas la produccion de oxigeno puede
presentar problemas de inhibicién. Por ello, seedetestar mas atencion al desarrollo de
modelos que permitan predecir la concentraciornxéigeao en un fotobiorreactor.

Por otra parte, es importante y necesario la op#oin y el analisis de sensibilidad de los
principales paradmetrogisicos y biolégicos para: a) la simulacion del qaso; b) el
escalamiento de los experimentos de nivel labdmatonivel industrial y; c) el desarrollo de
sistemas de control que se pueden implementar lpamaedicion 6 estimacion de las
principales variables en la unidad del procesca pamentar la velocidad de crecimiento y la

produccion de biomasa.

Sin duda, y a manera que se generé mas conocinsiebte la tecnologia de fotobioreactores,
la produccién de biomasa a escala industrial temgrampacto mayor sobre la captacion
bioldégica de carbono y asi coadyuvar de forma esfie en la reduccién de emisiones de
diéxido de carbono de origen antropogénico. Poa ptrte, una mejor caracterizacion de
fotobiorreactores permitird integrar el crecimiedéomicroalgas con otros procesos fisicos y/o

quimicos vy, reducir de esta manera, el tamafio depes| y los costos de operacion.
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Apéndice A. Bases de disefio del fotobioreactor aftlcolumna

A continuacion se describen las bases de disefieaetor air-lift que se utilizo en el presente
proyecto para el crecimiento de la microafg®nedesmus obtusiusculus

Informacion disponible en Van Baten y col., (2003)p y col., (2003); Shah y col., (1982);
Shah y col., (1978); Krishna y col., (1995); Akaad Yoshida, (1973) y Mathew Abraham y
col., (1992) se describe que una aproximacién edisglfio de reactores de columnas de
burbujeo gas-liquido-sélido, es usar la velocidaiica de gas como la energia minima que se
requiere para mantener en fluidizacion la faserglura correlacion de Koide y col., (1983)
calcula la velocidad de gas critica a partir depespiedades fisicoquimicas del sistema, del
diametro del distribuidor de la fase gas y del diimde columna en reactores de burbujeo
trifasicos.

El sistema aire-agua se consideré para la obtewi@da velocidad de gas critica a condiciones
de temperatura ambiente y presion atmosférica. H.udMuthanna H. y Al-Dahhan, (2008b)
mencionan que para disminuir los efectos de pateda mala distribucién del liquido y, en
consecuencia, obtener una operacion mas estaldedestribucion del tamafio de burbuja y en

la eficiencia de transferencia de masa del gaigjaidio se deben considerar razones de altura
de columna a diametrd;l / D, entre 10-12. Para reactores air-lift con circulaon®umatica

interna se considero una relacién de area del tamcéntrico (tubo riser) al area de tubo
externo (downcomer), X Ap, de 1.

Con lo mostrado en la parte de arriba se obtuviEr®bases de disefio para la construccion de
los reactores. La Figura Al presenta el esquenméctede un reactor de columna de burbujas
de 3L que se utilizo para propagar el inoculo quetsizé en el reactor de 20L en modo air-
lift y modo de columna de burbujeo. La Figura ABgamta el esquema técnico del reactor air-
lift de 20L, el distribuidor de la fase gas parteesistema es como el que se muestra en la
Figura Al. El reactor air-lift (Figura A2) tiene fancionalidad de operar como columna de
burbujeo, quitando las piezas que ensamblan el udaxial (tubo draft) con el tubo

concéntrico del sistema.
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Figura Al. Esquema de disefio a detalle de la cauterburbujeo de 3L.
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Apéndice A. Bases de disefio del fotobioreactoriftidolumna

A continuacioén se presentan las Figuras del apémidigara el Capitulo 4:

Max: 0.223 Max: 0.021 Max: 1.19
(a) 0.20 (C)
Desgasificador 0.018 10
—|/ =
A
e
Jo0.15 10.014 . los
106
S J0.01
Lr) -
E 0.10
—
0.4
0.006
T Downcomer 0.05
0.2
0.002
Riser
v
Min: 0 Min: 0 Min: 0

0

Figura A3 y A4. (a) Simulaciones del campo de sielad de la fase liquida (nm')s (b) del

volumen de retencion de la fase gas en la geontpigiaepresenta al reactor air-lift, para una

velocidad superficial de fase gas de 0.0104'm s
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Figura A5. Respuesta dinamica de la concentrac&@dpara cambios en la intensidad de
luz, durante condiciones de limitacion de la fuetdganitrogeno. Para una concentracion de 0.5
gL™
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Figura A6. Relacion de la tasa de consumo de Y@ la tasa de producciéon de O
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Figura A7. Estimacion de la concentracion de bi@mnaara intensidades de luz @&7(@),

150(0), 200(A), 335(¥), 500@) y 610 pmofs'(«).
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Apéndice B. Simulaciones del flujo de burbuja en ekactor de placas

A continuacién, se presentan las simulaciones agleto hidrodinamico (COMSOL) que se
obtuvieron en la geometria rectangular del readgplacas. Con énfasis en las caracteristicas

de mezclado y en las perspectivas sobre la operdeideactores de placas.

Las caracteristicas del mezclado se obtuvieronutomodelo de Difusion-Conveccion 2D,
para condiciones abidticas; a partir de la curvdistibucion de tiempos de residencia (DTR)
obtenida por inyeccién de un trazador numéricodifimde Dirac) en la fase liquida (NaOH 1
M). El perfil de superficie para el hold-up de é&sé& gads, la velocidad de la fase gag,y la
velocidad de la fase liquiday, se estimaron de forma similar al trabajo preskntpor
Cabello y col., (2014), usando las ecuaciones aesporte de momentum para el flujo de
burbujas y considerando una geometria rectangu2fy) (malla de 9700 elementos
triangulares). La simulacién se realiz6 a una \dhxt superficial de gas de 0.008 . s
Informacion mas detallada del modelo de DinamicaFtiedos Computacional se puede

revisar en el Capitulo 6.

Las Figura B.la,b,c muestran las simulaciones deipo de flujo que se obtuvieron en
COMSOL. El movimiento de la fase liquida es pofulerza de arrastre ejercida por el gas y la
oscilacion de la pluma de burbujas que se genavatamlimentacion de la fase gas a través
del difusor. En la Figura Bla se observa la pluraabdrbujas experimental que se genera
dentro del reactor y en las Figuras Blc y Bld lasukciones del flujo de burbuja para la
velocidad de la fase liquida y la velocidad dealsefgas, representadas por lineas de corriente
y por el perfil de superficie de las variables lesalLa representacion fotografica del rector de
placas muestra un movimiento oscilatorio de la fagbuja, estos son los responsables de que
en la columnas de burbujeo se tengan variaciorredealor de una valor promedio en las
variables, lo que se conoce como estado cuasitestabFigura B1b muestra la variacion de
la fraccion del gas en un plano ubicado a unaalfferlcm por encima del difusor, en esta se

muestra el inicio de inestabilidades de la fracail@h gas en un tiempo en el orden de
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segundos, como producto del movimiento de la pldméurbujas y a partir de este punto el
estado cuasi-estable es alcanzado.

Max: 8.516e-3

(@) (d)

Hold-up de la fase gaseosa (hm3)

304

N
o
1

N
o
1

(I
F.w
L ¥
5w
[ 34
L

e @« wwa wu
Distancia y (cm)

= =

o (8]

1 1

Distancia x (cm)

Min; -1.732e-5

159
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(b) ©

Velocidad de la fase gaseosa (n)s
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F o8

Distancia 'y (cm)
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Distancia x (cm) ogz Distancia x (cm) .,

Figura B1. (a) Comportamiento real del movimiemtducido por la pluma de burbujas en el
reactor de placas y las simulaciones de la veldcideal de liquido (b), velocidad local del
gas (c) y el hold up de la fase gas (d), para efacidad superficial de la fase gas de 0.008 m

st
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Apéndice B. Simulaciones del flujo de burbuja enrehctor de placas

T=20s

Figura B2. Simulaciones para la concentracién dérazador numérico (molfnen la fase

liquida, para una velocidad superficial de la fgag de 0.008 ni's

Para evaluar el modelo de CFD en el reactor deaplae estimé el tiempo de mezcla. La
Figura B2 muestra la concentracion del trazadorériom, en diferentes tiempos, después de
un pulso representado por una expresion mateméddieautilizé el modelo de Difusién-
Conveccion en COMSOL para simular el transportendsa de un componente (NaCl). Se
inyectd un pulso representado por una funcion daedy se determind la respuesta del
trazador. Se consider6 la concentracion del trazadoun punto donde estaria ubicado un
sensor para medir la conductividad eléctrica. é&thpo para alcanzar un mezclado homogéneo
del trazador es de 150 s. El movimiento del traza$oprincipalmente en las paredes del
reactor debido al movimiento de la pluma de burhufa informacion presentada en esté
apeéndice podria ser parte de un trabajo a futunol@l@e mejore las caracteristicas de disefio
en reactores de placas, para escalamiento demsiste acoplado lo anterior con las
condiciones 6ptimas de operacion aumentar la efi@edel proceso de crecimiento de la

microalga.
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