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Resumen

Este trabajo presenta el diseno, el montaje, la operacién y evaluacion de una
configuracion de fotobiorreactor airlift de tubos concéntricos para el cultivo de la
microalga Chlorella sorokiniana.

El diseno se encargd del dimensionamiento del modelo de airlift. Obedeciendo
también a consideraciones de sujecion y de mantenimiento, se optd por construir
3 ejemplares de 9L de capacidad nominal, 51ecm de alto y 17cm de didmetro. Un
cilindro interno y concéntrico de 6.5¢cm de diametro, perforado en su parte infe-
rior actué como columna de burbujeo. Estas dimensiones le otorgaron al modelo
construido una relacién altura/didmetro (h/D) de 3, y una relacién drea downco-
mer [érea riser (Aq/A,) de 7. Los anteriores coeficientes delataron un montaje de
reactor “chato” con un downcomer sobredimensionado.

El montaje de fotobiorreactores airlift se realizé6 con laminas de polimetil-
metacrilato de bmm de espesor. Este material fue seleccionado por sus amplias
posibilidades de termoformado, su baja densidad (1.19 g/mL), su alta transpa-
rencia (93 %) y su disponibilidad en la ciudad de Medellin.

Para la operacion de los reactores asi construidos, se indagd sobre sus necesida-
des de automatizacion. Los micro-PLC fueron escogidos como la mejor alternativa
tecnoldgica de control por su robustez, fiabilidad, adaptadas posibilidades de pro-
gramacién y precio. Se cableé un AL2-14MR-D™ de Mitsubishi®) en sus salidas
en relés para la temporizacién de la iluminacion y de la soplante.

Los reactores fueron evaluados con el andlisis de las cinéticas de crecimiento
de la microalga Chlorella sorokiniana a diferentes condiciones de luz, medio de
cultivo y burbujeo. Se encontré que con niveles de luz de 40W (para luz blanca y
de colores) se lograban mayores productividades promedio a los 15 dias de hasta
2.86E+04 células dia=t pL~! y mayores densidades celulares maximas de hasta
5.70E+05 células L~ que con los tratamientos con 20W de luz blanca.

Las cinéticas obtenidas en medio con fertilizante triple 18 alcanzaron densi-
dades celulares superiores a las de medio Bristol. Las cinéticas desarrolladas en
medio Bristol presentaron un declive muy marcado a los 25 dias, frente a las
cinéticas mas duraderas generadas en el medio con fertilizante. No se constataron
cambios morfologicos evidentes de un medio de cultivo a otro.



Niveles de burbujeo altos no llevaron a mayores productividades o concen-
traciones celulares. Por otro lado, la operacion de estos fotobiorreactores llevo a
considerar la base de los reactores airlift como una zona critica, a la que debe
prestarsele mucha atencién, por cuanto alli se presentan puntos muertos y sedi-
mentaciones.

Palabras claves

Fotobiorreactores, reactores airlift, microalgas, Chlorella sorokiniana, micro-
PLC, cinéticas de crecimiento



Capitulo 1

Introduccion

Las inminentes necesidades de reducir las emisiones de gases de efecto inver-
nadero y de hallar sistemas de produccién mas limpios, motivan y justifican el
presente trabajo. Ya son muchos los autores que han advertido sobre estos proble-
mas, como es el caso de [Chisti, 2007] y [Dah-Wei et al., 2012] para introducir sus
trabajos sobre microalgas. Para iniciar este estudio se seguira ese mismo ejemplo,
mostrando también que el cultivo de microalgas se perfila como una posible res-
puesta biotecnologica.

En el 2012, 870 millones de personas sufrieron de hambre y 2,6 millones de
ninos menores de 5 anos (un tercio del total global) murieron por desnutricién
[FAO, 2012] [Unicef, 2013]. Como si el hambre no fuera poca, el 40 % del maiz que
se cultiva en los Estados Unidos se destina a la produccion de bioetanol para ser
usado como aditivo en la gasolina [AmericaEconomia, 2013]. Por otro lado, el bio-
diesel también contribuye al hambre mundial y no es ninguna panacea: las grandes
extensiones de cultivo de palma compiten con los cultivos de alimentos exigiendo
la tala de nuevas areas forestales [Sachs, 2007]. Confrontando la situacién, algunos
cientificos han encontrado en las microalgas una alternativa para la alimentacién
humana y animal. En efecto, algunas microalgas, como la espirulina o scenedes-
mus sp, son consideradas alimentos funcionales debido a que contienen cantidades
apreciables de proteinas, vitaminas y dcidos grasos [Quevedo et al., 2008].

Actualmente, el barril de petréleo WTI ronda los 105 us$ [PrecioPetroleo, 2013].
La comunidad mundial perdi6 la esperanza en una baja del precio y debido a su
fuerte dependencia, atraviesa por una crisis energética. El petréleo se encuentra
por todas partes, desde los plasticos utilizados en los envases o en los aparatos
eléctricos, hasta los fertilizantes utilizados en la agricultura. La posibilidad de pro-
ducir biodiesel, hidrégeno o productos de alto valor agregado a partir de microalgas
es una realidad cientifica que se estd estudiando mundialmente y podria aliviar la
dependencia al combustible fésil [Benemann, 2000][Chisti, 2007][Huang et al., 2010].

Se le atribuye al aumento de gases de efecto invernadero en la atmosfera, en
especial la de diéxido de carbono (C'Os), el fenémeno del calentamiento global. Se
estima que la concentracion atmosférica de C'O, en el 2011 es de 391 ppmv y que
ésta no ha dejado de aumentar desde el Paleolitico y en particular en estos ultimos
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cien anos [Kumar and Das, 2012][Wang et al., 2008]. La preocupacion es tal, que
en el 2005 entr6 en vigor el protocolo de Kyoto, el cual compromete a algunos
paises a disminuir sus emisiones de gases de efecto invernadero. Las microalgas
parecen una vez mas aportar elementos de respuesta, pues son organismos foto-
sintéticos que asimilan C'O, como fuente de carbono con una eficiencia diez veces
mayor al de las plantas superiores [Dah-Wei et al., 2012].

No se quiere defender la exagerada pretensién de salvar al mundo con microal-
gas, sino de poner en consideracién el hecho de que su cultivo, como ya se dijo, se
perfila como una alternativa biotecnolégica para mitigar las emisiones humanas de
COy y para crear procesos con productos de alto valor. En la direccion de concre-
tar estas potencialidades, este trabajo se ocupa del biorreactor, como corazon del
proceso biotecnolégico, y se interesa con especial atencién en el diseno, montaje
y operacién de una configuracién de fotobiorreactor airlift de tubos concéntricos
para el cultivo de la microalga Chlorella sorokiniana.

Este trabajo inicia con un marco tedrico que introduce los dos grandes temas
que lo definen: las microalgas y el diseno de fotobiorreactores airlift. Son expuestas
las ventajas y exigencias metabdlicas de las microalgas con miras a ser atendidas
por el diseno y operaciéon del fotobiorreactor. Se exponen las ventajas de los fo-
tobiorreactores airlifts con respecto a otros modelos y las razones por las que se
escogio ahondar en su estudio.

El diseno de una configuracion de fotobiorreactor airlift tomé en cuenta con-
sideraciones heuristicas y ecuaciones de diseno propuestas por [Doran, 1998],
[Contreras et al., 2003] y [Shah et al., 1982]. El montaje de los fotobiorreactores
tuvo en cuenta aspectos como: la seleccion de materiales, las necesidades de au-
tomatizacién y consideraciones préacticas sobre su limpieza y mantenimiento.

El trabajo concluyé con la evaluacion del montaje construido mediante el re-
gistro de las cinéticas de crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana en su
interior a diferentes niveles de luz, burbujeo y de medio de cultivo.



Capitulo 2

Planteamiento del problema

En la década de 1950, se divulgd que el cultivo masivo de microalgas en agua
con nutrientes y luz podria ser una buena alternativa para producir proteinas de
consumo humano [Becker, 1994]. Desde entonces, los ingenieros se han enfrentado
al reto de disenar, construir y operar fotobiorreactores para cultivarlas.

Hasta 1990, el tipo de fotobiorreactor mas conocido y usado era el carrusel (o
raceways) que alcanza concentraciones celulares bajas, de 0.7gL~! en base seca
[Contreras et al., 2003]. Desde entonces, los ingenieros han diversificado amplia-
mente los tipos de fotobiorreactores: de placas planas, con iluminacién interna,
en serpentin, en columna de burbujeo o airlift. Frente a todo este repertorio de
nuevos modelos de fotobiorrectores, surge la necesidad de evaluar sus posibilida-
des y rendimientos. ;Cémo escoger entonces entre los diferentes modelos? ;Cémo
dimensionar el modelo escogido?

La eleccién se orientod a los reactores airlift, debido a que son reactores cerra-
dos, robustos y segin [Contreras et al., 2003], ellos alcanzan mayores productivi-
dades y densidades celulares de hasta 3¢g/L en base seca que los reactores abiertos.

Ahora bien, de su diseno y operacion dependen la productividad y la concen-
tracion maxima de células alcanzada, siempre y cuando en su interior se garantice
la disponibilidad de nutrientes, asi como condiciones de temperatura, pH, mezcla-
do y la eliminacion de productos inhibidores. En otras palabras, el fotobiorreactor
puede considerarse como el corazon del proceso biotecnolégico, pues en él ocurre
la multiplicacion y crecimiento de las microalgas.

Por estas razones, el cultivo de microalgas representa grandes retos, no sola-
mente en el diseno del fotobioreactor, sino también en los aspectos relacionados
con su operacién. En este orden de problemas cabe preguntarse: ; Como evitar la
fotoinhibicion? ; Cémo evitar la inhibicién por oxigeno o por CO,? ; Cuéles son los
medios de cultivo adecuados y para cuales cepas? ;Duracion de los fotoperiodos?
., Cémo puede automatizarse el proceso?

Teniendo en el horizonte tan entusiasmantes desafios planteados a la ingenieria
moderna de fotobiorreactores, el presente trabajo trata al menos de enfrentarlos



parcialmente, buscando definir criterios para el dimensionamiento y evaluacién
de una configuracién de fotobiorrecactores airlift de tubos concéntricos. Su sa-
tisfactoria conclusion implica entonces disenar y construir un modelo adaptado a
nuestras posibilidades y requerimientos, asi como evaluarlo con el cultivo de una
microalga. De esta manera se pretende, ademas, legar a la universidad EAFIT un
modelo de fotobiorreactor del que no disponia.



Capitulo 3

Marco téorico

3.1. Microalgas y Chlorella sorokiniana

Las microalgas constituyen un grupo de organismos unicelulares muy diver-
so que, gracias a su alta eficiencia fotosintética, gran plasticidad y diversidad
metabdlica, han colonizado una amplia variedad de ecosistemas acuaticos y te-
rrestres. La alta diversidad que presentan no ha sido ain bien estudiada, pues
de las aproximadamente 150.000 especies que se estima existen, el 90 % estd atin
por valorar. Se calcula que existen de 30.000 a 100.000 especies de microalgas que
incluyen representantes tanto eucariéticos como procariéticos (cianobacterias o
algas verdeazuladas) [BioPlat, 2010].

Ante esta gran diversidad de microalgas, nace la inquietud de aislar y eva-
luar aquellas cuyo crecimiento presenta interés biotecnolégico. En este sentido,
en el Cuadro 3.1, se hace un resumen del contenido lipidico de diferentes cepas
de microalgas, por cuanto dicho contenido esta estrechamente vinculado con la
posibilidad de obtener lipidos para biodiesel.

Los microalgas fueron de los primeros microorganismos que evolucionaron para
aprovechar la luz solar, metabolizar CO, y producir Oy. A este amplio grupo de
organismos fotoautdtrofos se le atribuye la composicién oxidante de la atmosfe-
ra que permitio la evolucién de los seres heterdtrofos. Las microalgas, aunque
son organismos mas primitivos tienen, con respecto a las plantas superiores, una
mayor eficiencia fotosintética, lo que les permite generar cantidades de biomasa
iguales en menor terreno cultivado [Chisti, 2007]. Estas carateristicas de las micro-
algas las hacen candidatas especiales para la captura de C'O, en fotobiorreactores.

Chlorella, del filo Chlorophyta, es un género de microalgas verdes. Su forma es
esférica, sin flagelos, y mide de 2 a 10um de didmetro. Su reproduccion es ase-
xual. La clorofila de Chlorella estd compuesta por clorofila-a y -b. La Figura 3.1
muestra micrografias de Chlorella sorokiniana.

Las microalgas presentan una alta eficiencia fotosintética, estimada por la re-
lacién entre la tasa fotosintética (F') y la energia luminosa incidente (E). La



Cuadro 3.1: Contenido lipidico de algunas cepas de microalgas [Chisti, 2007]

’ Microalga \ Contenido lipidico ( % peso seco) ‘
Botryococcus braunii 25 =175
Chlorella sp. 28 — 32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16 — 37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25— 33
Monallanthus salina > 20
Nannochloris sp. 20 — 35
Nannocholoropsis sp. 31 — 68
Neochloris oleoabundans 35— 54
Nitzshcia sp. 45 — 47
Phaeodactylum tricornutm 20 — 30
Schizochytrium sp. 50 =77
Tetraselmis sueica 15— 23

Figura 3.1: Micrografias de Chlorella sorokiniana

eficiencia fotosintética (F'/E) es entonces una medida de cuanta luz es capaz de
utilizar un organismo con relacion a la cantidad de luz total que se le suministra.
Cada cepa de microalga cuenta con una constante de saturaciéon luminosa por
encima de la cual la eficiencia fotosintética disminuye hasta llegar a casos de foto-
inhibicién [Contreras et al., 2003], [Becker, 1994]. Por este motivo, la iluminacién
que se proporciona o a la que se somete el cultivo es una variable de diseno de
interés.

Las microalgas, al igual que las plantas superiores, necesitan de varios ele-
mentos quimicos para su completo desarrollo. Estos elementos se clasifican en
macronutrientes: carbono, hidréogeno, oxigeno y nitréogeno; en nutrientes: potasio,
calcio, magnesio, fosforo y azufre; y micronutrientes: cloro, hierro, boro, manga-
neso, zinc, cobre, niquel y molibdeno. Estas necesidades exigen la formulacion de
medios de cultivo completos y balanceados [H.Raven et al., 2007].



Las microalgas son igualmente sensibles a las concentraciones de gases disuel-
tos en el medio: oxigeno, didxido de carbono y éxidos de azufre y nitrégeno. Altas
concentraciones de C'Os pueden acidificar ostensiblemente el medio, provocando
una inhibicién del crecimiento por C'O,. En el lado opuesto, concentraciones muy
altas de oxigeno pueden provocar una inhibicién por O,. Estas situaciones de inhi-
bicion, hacen del nivel de burbujeo una variable pertinente para la incorporacion
o despojo de aquellos compuestos en su medio [Morit et al., 2001].

Las caracteristicas de las microalgas anteriormente expuestas, revelan enton-
ces la importancia que tienen en su crecimiento factores como: la luz, el medio de
cultivo y el burbujeo. En los capitulos donde se formulan los objetivos y el disefio
de experimentos se refleja el compromiso asumido en este trabajo en la evaluacion
de algunos de ellos.
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3.2. Diseno de fotobioreactores

El diseno de reactores quimicos es un area en la que convergen varias ramas
de la ingenieria y del conocimiento como lo muestra la Figura 3.2.

Cinética y
estequiometria
de la reaccion

Termodinamica
Consideraciones de la reaccién
de operacién
Disefio de
Ciencia de los 7 tor Control
materias €actores automatico
quimicos
Mecafuca de Balances de
fluidos )
materia
Balances de
energia

Figura 3.2: El diseno de reactores quimicos, un reto multidisciplinario.

Los fotobiobiorreactores son una clase especial de reactores. La palabra que los
denomina estd compuesta por dos prefijos griegos: foto (Iuz) y bio (vida); con lo
cual se alude al hecho de que son reactores que proporcionan o que estan expues-
tos a la luz para hacer crecer en su interior organismos que realizan fotosintesis.

Actualmente se conocen multiples modelos de fotobiorreactores. La Figura 3.3
ilustra algunos de ellos:

a) b)

S A
3%53.’;-3:5 b Eef |

d)

Figura 3.3: Diferentes modelos de fotobiorreactores [Contreras et al., 2003]

La Figura 3.3 a) corresponde a la vista superior de un fotobiorreactor del tipo
carrusel. En este modelo, la circulacion del medio de cultivo se garantiza con el
movimiento lento de unas aspas (bloques negros) en un circuito cerrado. Este tipo
de reactores son abiertos. La Figura 3.3 b) es el esquema de un fotobiorreactor de
placas planas. La Figura 3.3 ¢) es un modelo de fotobiorreactor con iluminacién
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interna; los bloques blancos corresponden a zonas de luz. La Figura 3.3 d) es un fo-
tobiorreactor en serpentin y la Figura 3.3 e) es un reactor con panel de circulacién.

Autores como [Doran, 1998] o [Contreras et al., 2003] recomiendan las siguien-
tes consideraciones heuristicas a la hora de disefiar un fotobiorreactor:

» La trayectoria de la luz debe ser pequena (< 10c¢m)
» Mantener una alta densidad celular (> 8 — 15¢g/L base himeda)

= Un mezclado vigoroso para asegurar ciclos de recirculacién de alta frecuencia
y garantizar la exposicién luminica frecuente de todas las células.

» Usar tramos cortos de tuberia (20-30m) para evitar inhibicién del crecimien-
to por acumulacién de O,.

s BEvitar acumulacién de substancias inhibitorias.
= Mantener temperatura y pH optimos.

= Si el reactor es en columna de burbujeo, la altura de la columna debe ser
por lo menos 2 veces mayor que su diametro.

El diseno y analisis clasico de un reactor quimico comienza con un balance
de materia ligado a un balance de energia para calcular el tamano que requie-
re el reactor, sus corrientes de alimentacién y de salida. Sin embargo, como lo
advierten algunas de las anteriores consideraciones heuristicas, el diseno de un
fotobiorreactor radica principalmente en su dimensionamiento porque de éste de-
pende la trayectoria de la luz, la velocidad de circulacin del medio y el area de
transferencia de masa. Dichas variables estan estrechamente ligadas con las nece-
sidades metabdlicas del organismo que se desea cultivar, en el capitulo anterior se
mencionaron las de las microalgas.
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3.3. Fotobiorreactores airlift

Los reactores airlift (reactores de tiro o corriente de aire) constituyen una am-
plia familia de reactores de al menos dos fases: una fase liquida a través de la
cual se burbujea aire. Frecuentemente cuentan con sélidos suspendidos. Muchos
contienen sélidos en suspension. [Doran, 1998], [Becker, 1994].

Los reactores airlift se diferencian de los de columnas de burbujeo, porque
en ellos las corrientes de flujo ascendentes se separan fisicamente de las descen-
dentes. Para ello, los reactores airlift cuentan con varias estructuras bien definidas:

» Columna de burbujeo (riser o upflow): guia las burbujas hacia el separador
de gases. En ella, el flujo es ascendente.

» Columna de flujo descendente (downcomer o downflow): sin burbujas; como
su nombre lo indica, en esta parte se establece un flujo descendente debido
a una mayor densidad aparente que en el riser.

= Separador de gases: ubicado en el extremo superior del reactor, es el lugar
donde ocurre la separacion de las burbujas que llegan por el riser, éste se
une con el downcomer.

» Base: parte inferior del reactor, alli se unen, una vez mas, el riser y el
downcomer. En esta parte se introducen las burbujas por el riser.

El riser, el separador de gases, el downcomer y la base enmarcan de esta mane-
ra una continua corriente interna de mezclado. La Figura 3.4 nombra estas partes
en un airlift tubular de riser concéntrico (a) y en otro con downcomer concéntrico

(b).

¢° TBHT\Tubode/nm/“/ l °

de aire

—}—— Downcomer

°
°
Riser °
° . | \ o o
1 i K l
° °
°

° ° °
?\- Difusor /ﬁ_f;

Aire Aire

(@) ®)

Figura 3.4: Partes caracteristicas de un reactor airlift [Doran, 1998].
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La Figura 3.5 pone en evidencia las miltiples configuraciones posibles en el
diseno de reactores airlift e ilustra el sentido del flujo que se establece al interior
de cada uno de ellos.
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Figura 3.5: Diferentes modelos de reactores airlift [Contreras et al., 2003] y
[Shah et al., 1982]

Las Figuras 3.5 a), b) y ¢) no corresponden a reactores airlift porque no
cuentan con la geometria que separa una corriente de flujo ascendente de una
descendente. La Figura 3.5 a) corresponde a una columna de burbujeo. La Figura
3.5 b) a una columna de burbujeo en contracorriente y la c¢) a un reactor JET.

La Figura 3.5 d) es un airlift cilindrico de tubo dividido. La Figura 3.5 e) es
un airlift en una configuracién de tubos concéntricos. La Figura 3.5 f) ilustra un
airlift de blucle externo; el downcomer y el riser son independientes. La Figura
3.5 g) es un airlift de bucle externo y con separador de gases agitado. La Figura
3.5 h) es un reactor airlift de placas planas.

3.3.1. Configuraciones de reactores airlift

Como se mencion6 anteriormente, los reactores airlift cuentan con las siguien-
tes partes: riser, downcomer, base, separador de gases y difusor. La eleccion del
tipo de cada una de ellas determina la configuracion del reactor. Por ejemplo,
la separacion que se elige entre el riser y el downcomer establece dos grandes
categorias de reactores airlift: reactores de bucle interno (el riser se separa del
downcomer por tubos o superficies sumergidas) y reactores de bucle externo (el
riser y el downcomer son independientes). El Cuadro 3.2 expone las diferentes
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opciones para cada estructura.

Cuadro 3.2: Posibles configuraciones de las diferentes partes de un reactor airlift
[Merchuk and Gluz, 2010]

riser Liso o con bafles. Con multiples perforaciones Figura 3.6
I) a) o sin ellas. Con o sin agitacién adicional Figura 3.6
I) b)
downcomer Con a sin empaque. Con bafles o sin ellos Figura 3.6 I)
f)
base Redondeada, cénica, con agitacion mecanica, con siste-

ma de levantamiento adicional Figura 3.6 1) a)
separador de gas | Agitado a sin agitar. Ver Figura 3.6 II)

difusor Difusor poroso, difusor de orificio, difusor de boquillas,
difusor agitados, difusor eyector-inyector

—

1))

Figura 3.6: Configuraciones especiales de reactores airlift
[Merchuk and Gluz, 2010]

3.3.2. Ventajas y desventajas de los reactores airlift

Las ventajas de los reactores airlift son numerosas:

= Débiles fuerzas de cizalla en su interior al remplazar una agitacion mecanica
por una neumatica. Esta cualidad ha sido aprovechada para cultivar células
o tejidos fragiles que se estropearian en reactores agitados con aspas.

= Su disenio no involucra ejes o motores eléctricos por lo que su construccién
es sencilla, robusta, de facil mantenimiento y gran eficiencia energética.

= El burbujeo de aire a través del medio liquido facilita la transferencia de
masa, enriqueciendo el medio con algiin gas o por lo contrario despojandolo
de gases residuales de reaccién.

El bajo consumo energético, la facilidad de construccion y de escalamiento han
hecho que estos reactores sean extensamente usados para tratamientos de agua
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residuales, fermentaciones aerobias y propagacién de células animales y vegetales.
A igualdad de aire burbujeado y de seccion transversal, los reactores airlift pre-
sentan, frente a las columnas de burbujeo, mayores velocidades superficiales de
liquido logrando mejores mezclados con poco flujo de aire [Martin, 2001].

Por otro lado, los reactores airlift no son recomendables cuando el medio de
cultivo es muy viscoso o contiene particulas sélidas muy densas. Dependiendo
de la construccién y de los accesorios, estos reactores pueden o no esterilizarse
[Lizardi, 2011].

Por las anteriores ventajas y pocos inconvenientes, este trabajo consideré mas
provechoso ahondar en el diseno y montaje de una configuracién de fotobiorreac-
tor airlift. La configuracién en tubos concéntricos minimiza ademas los puntos de
pega ofreciendo una geometria con pocos puntos muertos, facil mantenimiento y
geometria robusta .
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Capitulo 4

Objetivos

4.1. Objetivo general

= Evaluar un prototipo de fotobiorreactor airlift con la productividad y maxi-
ma concentracion celular alcanzadas en el cultivo de la microalga Chlorella
sorokiniana .

4.2. Objetivos especificos

= Disenar un prototipo de fotobiorreactor airlift a partir de las heuristicas y
modelos matematicos reportados en la literatura.

= Construir el prototipo disenado atendiendo sus necesidades de aportes de
luz, servicios, automatizacion, seleccion de materiales y mantenimiento.

» Evaluar el crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana en el prototipo
de reactor construido en dos medios de cultivo diferentes: medio de cultivo
Bristol y un medio de cultivo a base de fertilizante triple 18.

= Evaluar el crecimiento de la misma cepa en intensidades y colores de luz
diferentes.

= Evaluar el crecimiento y el comportamiento del reactor a dos niveles de
burbujeo diferentes.

= Comparar las cinéticas obtenidas con valores reportados en la literatura para
otros reactores airlift.
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Capitulo 5

Diseno y montaje de una
configuracion de fotobiorreactor

arlift

5.1.

Ecuaciones de diseno

5.1.1. Variables de diseno

Para disenar y dimensionar fotobiorreactores airlift deben considerarse las
siguientes variables [Merchuk and Gluz, 2010] [Doran, 1998]:

Volumen del reactor.

Factor de forma: es la relacién entre la base y la altura del reactor. En
reactores cilindricos, se calcula como la relacién entre la altura y el diametro

en de la base h/Dj,.

Relacion entre el drea del riser y del downcomer, A, /Aq.
Geometria del separador de gases y de la base

Tipo de inyector de aire.

Densidad luminica volumétrica

Densidad luminica por area expuesta.

5.1.2. Variables de operacién

Una vez construidos los fotobiorreactores, el correcto funcionamiento y desem-
peno de estos depende de las siguientes variables de operacion:

Relacion volumétrica o de masa del gas burbujeado con respecto a la canti-

dad de medio.

Nivel del liquido por encima del riser.
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= Duracién de los fotoperiodos.

s Intensidad luminica suministrada.

5.1.3. Variables de respuesta

Las siguientes variables preocupan y determinan en gran medida el diseno y
la operacion de fotobiorreactores airlift:

= Tiempo de contacto entre la burbuja y el medio de cultivo.

Trasferencia de masa.

Velocidad de circulaciéon del medio.

Tiempo de reciclo.

Disponibilidad de nutrientes.

Disponibilidad luminica.

5.1.4. Relaciones de diseno y ecuaciones

Autores como [Sénchez et al., 2004] y [Lizardi, 2011] evaluaron la fluidomeca-
nica de reactores airlift y columnas de burbujeo con técnicas de trazadores. Con
trazadores como acidos, bases, electrolitos o colorantes evaluaron y las respectivas
sondas determinaron la velocidad superficial del liquido o el tiempo de mezclado
de diferentes configuraciones de reactores.

El Cuadro 5.1 de [Lizardi, 2011] es un resumen de las relaciones geométricas
escogidas por diferentes autores como las mejores relaciones para reactores airlift
de tubos concéntricos. L;/L, es la relacién en la altura del liquido y la altura de
la columna de burbujeo. Ay/D, es la relacién entre el area del downcomer y la
del riser.

Cuadro 5.1: Relaciones geométricas de reactores airlift de tubos concéntricos es-
cogidas por diferentes autores [Lizardi, 2011]

Referencia L/L, | Ai/A, Fase liquida
Quintero, 1990 0.6-0.9 | 0.9290 Agua
Chisti y Jauregui-Haza, 2002 | 0.83 | 1.2956 Célulosa/agua
Sanchez-Mirén y col.,2004 0.81 | 0.8261 Agua
Cheng-Shing y Shyh-Jye2004 | 0.78 | 1.2956 Tolueno/agua
Mehrnia y col., 2005 0.9 1.2276 | Derivados delpetrdleo/agua
Shariati y col., 2007 0.74 | 0.9837 | Derivados del petréleo/agua
Cerri y col., 2010a, 0.80 | 1.6874 | Glicerol/agua Xantano/agua
Luo y Al-Dahhan, 2011 0.70 | 1.1626 Agua
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[Merchuk and Gluz, 2010] propone una gran cantidad de ecuaciones empericas
para determinar el levantamiento de reactores airlift de blucle internos y de esta
manera su fluidomecanica. Un par de ellas son las (5.3) y (5.4).

AP = prg(er — @a)

JGT’ Ar

o = 0441 g,

pa = 0,297057 "
La diferencia de presion entre el riser y el downcomer (AP) esta dada por la
densidad del liquido py,, la gravedad g y la diferencia en el levantamiento entre las

dos secciones (¢, — ¢q). El levantamiento depende a su vez de la velocidad Jg, en
el riser. Q;, + Q4 son los caudales de area burbujeado y recirculado.

5.1.5. Medidas y relaciones del modelo construido

Cuadro 5.2: Dimensiones y relaciones del modelo de airlift construido.

Dimensiones del reactor
Altura del cilindro (cm) 51,0
Altura de la columna de burbujeo (cm) 40,0
Didmetro del reactor (cm) 17,0
Didmetro de la columna de burbujeo (cm) 6,0
drea columna de burbujeo (cm?) 28,3
drea anillo downcomer (cm?) 198,7
Relaciones del reactor
Relacién altura/didmetro 3,0
Relacién de drea downcomer/riser 7,0
Capacidad del reactor
Altura nivel del cultivo (cm) 39,8
Volumen total (cm?) 11575,9
Volumen nominal (cm?) 9040,0

A continuacién se presentan los planos del modelo construido. Los espejos del
fondo permiten la reflexién de luz y su mayor aprovechamiento. La luminaria y la
soplante se escogieron dentro del repertorio de articulos para pecera. La Figura
5.2 son imagenes de los prototipos construidos: la de la izquierda corresponde a
un prototipo inicial cuya valvula se estroped en poco tiempo y la imagen de la
derecha a los prototipos finales establecidos en el plano hechos en Autocad 2009®)
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de la Figura 5.1.

onn

|

Figura 5.1: Planos del médelo construido

Figura 5.2: Prototipos construidos y funcionando.
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5.2. Materiales de construccion

Los avances en ingenieria de los materiales y ciencia de los materiales han
multiplicado las opciones a la hora de escoger un material para cumplir con las
especificaciones que requiere una aplicacion. Existen diferentes metodologias para
la seleccién de un material (desde gréficas hasta bases de datos) pero todas estas
parten de una hoja de especificaciéon que responde a muchas de las siguientes
preguntas:

A qué condiciones de temperatura estara sometido el material?

= ;El material tendra contacto con sustancias corrosivas o con las que pueda
reaccionar?

= ; El material debe ser impermeable y resistente al agua?

= ;A qué tipo de solicitaciones (compresion, traccion, flexién) estara sometido
el material y en qué magnitud?

En la construccién de fotorreactores prima la pregunta sobre las calidades
opticas del material de construccién. En efecto, a menos que la fuente de luz sea
interna al reactor (lo que conlleva otros importantes retos de fabricacién) el ma-
terial de un fotorreactor debe filtrar o dejar pasar los rayos de luz. El material
debe ser entonces transparente o translicido. Con esta especificacién, se puede
prescindir de los materiales opacos. Los materiales metalicos no pueden cumplir
con las especificaciones, estrechado la buisqueda en los ceramicos y polimeros.

Los vidrios (que son materiales ceramicos) y los polimeros, ofrecen amplia
variedad de materiales que presentan transparencia. Ademas de esta calidad, el
material para la construccion de un fotobiorreactor para el cultivo de microalgas
debe presentar las siguientes calidades:

= Resistencia e impermeabilidad al agua y medios de cultivo salinos.

= Inerte a productos de limpieza como soluciones de acido clorhidrico o hipo-
clorito de sodio.

= Resistencia a fuerzas en compresion y traccién debidas a las presiones por
la columna de agua contenida en su interior.

= Superficie lisa para su facil limpieza y para evitar la incrustacién de micro-
organismos en ranuras y poros.

= Resistir a condiciones de temperatura de 17 a 60°C.

» Fotoestabilidad (la luz solar y la radiacién UV no deben amarillentar el
material, alterando sus cualidades épticas)

= Bajo costo y disponibilidad en el mercado colombiano.
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Cuadro 5.3: Materiales transparentes y sus caracteristicas

Nombre Caracteristicas Usos Molécula
transmision de la luz
etileno- del 95 %, resistencia Paneles para HHEE
tetrafluoretileno rayos ultravioleta, al construccion ¢¢ ¢ (|3
(ETFE) calor, quimica y arquitecténicas. HHFF
mecanica,
Transparencia del : |
. . 1 f
93 %, alta resistencia Cristales para gafas, O O
. . . . lupas, duchas,
polimetilmetacrilato al impacto, dureza vaiillas. paneles _
(PMMA) similar al del JIRAs, b N
. : luminosos, peceras,
aluminio, bajo peso tapas
(1 190 kg/m?) P ! n
El poliesti istal .
.. po 1es‘E1reno crista Cajas de chocolates, H
poliestireno (PS) es un polimero duro y |
) desodorantes IS
quebradizo. (l.‘, (IJ
| H H],

policarbonato (PC)

Los policarbonatos
son un grupo de
termopolasticos

ampliamente
utilizados.

CDs, faros de autos,
tapas luminarias,
mirillas

polietileno tereftalato

(PET).

Liviano, resistente a
acidos, muy buena
barrera de CO,.

Envases de bebidas y
aceites.

vidrio

Muy estable pero
pesado (2,2 g/cm?)

Envases, ventanas,
instrumentos de
laboratorio
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El Cuadro 5.3 hace una lista de materiales transparentes bien conocidos en la
industria.

La transparencia es una caracteristica que depende de la estructura molecular
del material. Contrariamente a lo que se puede pensar, los materiales amorfos y
no cristalinos son los que presentan mayor transparencia. El vidrio es de hecho un
material amorfo considerado como un liquido subenfriado. Para que los polimeros
conserven la caracteristica de transparencia deben enfriarse rapidamente para no
dar tiempo a las moléculas de acomodarse de manera organizada.

El PMMA fue seleccionado para el montaje de los fotobiorreactores airlift
porque este material se destaca por su resistencia a la intemperie, transparencia
y resistencia al rayado. Este metacrilato es de facil termoformado. Sin embargo
puede amarillentarse tras exposiciones prologadas a rayos UV. Otros compues-
tos como acetato de etilo, acetona, acido acético, acido sulfirico, alcohol amilico,
benzol, butanol, diclorometano, triclorometano (cloroformo), tolueno pueden opa-
carlo. Aunque este material no es producido en Colombia se importa del Brasil y
varios talleres se dedican a su maquinado, es el caso de Fxquisit®) todo en acrilicos
en Envigado.

Figura 5.3: Cilindro en polimetilmetacrilato opacados por la luz UV y compuestos

quimicos.

24



5.3. Automatizacion

Las variables que deben medirse y controlarse en los procesos industriales son
cada dia mas numerosas. Del buen control de estas variables depende el desem-
peno de los procesos. En el ambito de la experimentacion, los avances en el diseno
estadistico de experimentos exigen el bloqueo de ciertos factores y la variacién
precisa y deliberada de aquellos que se desean estudiar. Bajo este contexto, el
control automatico de las unidades experimentales y de los procesos industriales
dej6 de ser una comodidad y un lujo para convertirse en una imperativa necesi-
dad. El presente trabajo buscé entre las alternativas de control automatico para
implementar una en el montaje de los fotobiorreactores airlift.

La gran variedad de tecnologias hace que sea dificil seleccionar un PLC o siste-
ma de control. Sin embargo, su seleccion puede basarse en las siguientes preguntas:

» ;Cuéantos actuadores y sensores tiene el sistema de control y de qué tipo
son?

= ; El algoritmo de control necesita la comparacion de valores analégicos o solo
binarios? ;Cuédl es su complejidad?

= ; Es necesario el monitoreo del sistema a distancia o visualizar algunas va-
riables en tiempo real?

= ; Es necesario el almacenamiento de valores histéricos para su posterior anali-
sis?

La respuesta a muchas de las anteriores preguntas determinara el nimero de
entradas y salidas que debe tener el sistema de control, los médulos de entradas
acondicionadas, los variadores y la posibilidad de conectarse a una pantalla o a
una HMI (human machine interface). Entre més prestaciones tenga el sistema de
control mas costoso sera éste.

5.3.1. Autdématas programables (PLC)

Para la automatizacion de los fotobiorreactores, se buscé una alternativa en-
tre los pequenos autématas programables, conocidos bajo las siglas de micro-
PLC. Estos dispositivos son una de las mejores opciones por su robustez, preci-
sion, seguridad, posibilidades de expansion y facilidad de programacion. Existe
un buen numero de fabricantes que comercializan diferentes modelos. Siemens(®),
Mitsubishi®), Allen Bradley®), General Electric® son algunas de las marcas de
PLC mas difundidas en Colombia. La Figura 5.4 muestra varios modelos de micro-
PLC o relés programables.
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Figura 5.4: Diferentes modelos de micro-PLC.

a)micro-PLC de la serie alpha de Mitsubishi®), b) micro-PLC EATON®) serie
easy-500, ¢) micro-PLC serie Logo de Siemens®).

Se optd entonces, en este trabajo, por cablear un AL2-14MR-D™de Mitsubishi(®)
para temporizar los fotoperiodos y el burbujeo. Este PLC cuenta con 8 entradas y
6 salidas en relé. Tiene la posibilidad de recibir un médulo de expansion de 4 sali-
das en transistores o 2 entradas de PT100 o termocuplas. Este dispositivo cuenta
con un calendario y un reloj de tiempo real lo que ofrece amplias posibilidades en
protocolos de temporizacién.

Cuadro 5.4: Programacion de los micro-PLC de la serie alpha de Mitsubishi
Micro-PLC de la serie | Programacion grafica en | SWOD5-ALVLS-EU Alp-
alpha de Mitsubishi®) bloques de funciones ha programming

P
b UL LT TP, %

N —
B | i s S

Alpha
Programming

s g LT 1
‘M =y 5;.--.‘_?.,.}.1‘:;;&1..—,.
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Capitulo 6

Evaluacion de la configuracion de
fotobiorreactor construida

6.1. Diseno de experimento

Con un diseno de experimento en bloques completos al azar [Gutiérrez and Vara, 2008],
se evalud la configuracion de los airlift construidos en 3 niveles de luz y en dos
medios de cultivo. Los mejores tratamientos obtenidos de este primer experimento
se llevaron a un diseno unifactorial para evaluar dos niveles de burbujeo.

Cuadro 6.1: Variables del primer experimento en bloques completos al azar para
evaluar

Factor de estudio Intensidad y color de luz: 40W de luz blanca; 20W de
luz blanca; 20w de luz rosada + 20W de luz azul

Bloques Medios de cultivo: Medio Bristol; medio con fertilizante
triple 18

Factores bloqueados Configuracién del reactor; 8h de luz 14 de oscuridad;

53L de aire cada h.
Variables de respuesta | Densidad celular maxima alcanzada; productividad,
tiempo de cultivo.

Cuadro 6.2: Variables del segundo experimento unifactorial para evaluar nivel de

burbujeo
Factor de estudio Intensidad de burbujeo: 53L/h; 90L/h
Factores bloqueados Configuracién del reactor; 8h de luz 14 de oscuridad;
medio con fertilizante triples 18; 40W luz blanca y colo-
res

Variables de respuesta | Densidad celular maxima alcanzada; productividad,
tiempo de cultivo.
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Figura 6.1: [luminacién de los reactores airlift

De izquierda a derecha: 40W de luz blanca, 20W de luz blanca y 20W de luz

rosa + 20W de luz azul.

Cuadro 6.3: Medios de cultivo utilizando en las cinéticas del primer experimento

Medio Bristol

Medio con fertilizante triple 18

NaNOg, N&NO?,, CGOZQ, MgSO4,
KyHPO4, NaCl, KHyPO, y trazas
metalicas

Un gramo de triple 18 por litro y suple-
mento de hierro: 3.5 % de nitrégeno amo-
niacal, 14.5% de nitrégeno uréico, 18 %
P05, 18 % K50, 1% MgO, 2% S, trazas
de hierro

Figura 6.2: Toma de muestra en la parte superior de la columna de burbujeo
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6.2. Curvas de calibracion

En quimica analitica, una curva de calibracién es la relacion grafica que se
construye entre una variable de interés (por lo general, la concentraciéon de un
analito en una solucién) y otra variable que se relacione de algin modo con ésta.
Si la curva construida presenta una clara tendencia, se esta en capacidad de inferir
el valor de una variable conociendo el de la otra. Es como en el mito griego donde
Perseo no puede mirar a Medusa directamente a los ojos y tiene que saber de ella
a través de un palido reflejo en su escudo.

De los muchos métodos en quimica instrumental (potencial hidrégeno, poten-
cial eléctrico, densimetria, polarimetria, refractometria, turbidimetria, densidad
éptica), el presente trabajo busco relacionar el peso seco de biomasa y la densidad
celular del cultivo con su densidad 6ptica, para hacerle un seguimiento cinético.

El razonamiento es el siguiente: a medida que la poblacién de microalgas crece
en el interior del reactor, el nimero de células aumenta, por ende, aumenta la
densidad celular y el peso seco de biomasa que éstas representan. El color se hace
también més intenso.

6.2.1. Metodologia para la construccién de las curvas de
calibracion

De una soluciéon madre de medio de cultivo maduro de Chlorella sorokiniana,
se sacaron diferentes alicuotas con el fin de preparar nueve diluciones a diferentes
concentraciones, aforando con medio de cultivo nuevo en balones volumétricos. A
estas nueve diluciones, se les midi6 por separado la densidad celular en camara
de Neubauer, el peso seco en balanzas de humedad y la densidad éptica en un
colorimetro. Posteriormente se procedié a relacionar la densidad éptica con las dos
otras magnitudes. El inconveniente de medir por separados las tres magnitudes
es introducir error aleatorio en los dos ejes, pero de esta manera, se asegura que
existe una relacién entre las variables y la forma de medirlas.
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De una solucién madre,

se prepararon 10
diluciones de diferente
concentracion

alas que se le cuantifico:
densidad celular,

peso seco,

densidad dptica por
separado

J

Figura 6.3: Procedimiento para la construccion de la curvas de calibraciéon

6.2.2. Conteo de células en camara de Neubauer

Se us6 una camara de Neubauer, un microscopio con camara y un software
de manejo de imagenes para registrar la densidad celular. Como las células de
Chlorela sorokiniana miden un poco menos de 4.11um, se utilizaron los cuadros
divididos en 16 cuadros de 0.0025mm? de 4rea. Se le tomé una micrografia a 32
cuadros (16 en un cuadro lateral y los otros 16 en el cuadro del centro) para luego
contar las células en un programa grafico y evitar de esta manera los errores de
conteo debidos al cansancio visual. El conteo de células difirié rara vez en mas de
diez células por cuadro de lo cual se deduce la homogeneidad de la muestra.

Jetnr]
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Figura 6.4: Camara de Neubauer

El ntmero de células por microlitro de medio de cultivo se calculé con la
siguiente formula:

células  numero de células contadas . ,
= — - x profundidad de la cdmara
L area inspeccionada
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Figura 6.5: Microscopio con camara para micrografias y conteo de células.

6.2.3. Peso seco de biomasas en balanzas de humedad

Las balanzas de humedad son balanzas analiticas a las que se les adiciona un
sistema de secado. La metodologia para determinar el peso seco de biomasa al-
gal consisti6 en filtrar 10m/L de la solucién a través de un filtro de 0,45 micras.
Haciendo la diferencia entre el peso seco del filtro con biomasa y el peso seco del
filtro limpio se estima el peso seco de biomasa de los 10mL. El procedimiento se
repite por duplicado para cada una de las diluciones.

Figura 6.6: Balanzas de humedad y y filtros.

6.2.4. Densidad 6ptica en espectrofotémetro

La ley de Beer-Lambert (A = abc) ha servido en quimica analitica para rela-
cionar la concentracion de analito coloreado en solucién con su absorbancia. Por
consiguiente, a un cultivo maduro de la microalga Chlorella sorokiniana, se proce-
dio a realizarle un barrido espectral desde los 400 hasta los 700nm, como se puede
ver en la Figura 6.7.
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Figura 6.7: Barrido espectral desde 300 a 700nm de un cultivo de Chlorella soro-
kinina.

El barrido espectral muestra claramente dos zonas de mucha absorbancia: una
alrededor de los 445nm y la otra en los 684nm. Siendo el pico en 684nm més
pronunciado, se decidi6 trabajar con esa longitud de onda que corresponde a la
absorciion de la clorofila-a. El blanco se configuré con agua destilada.

Figura 6.8: Colorimetro y celda

6.2.5. Curvas de calibracién escogidas

La densidad o6ptica se convierte entonces en una medida indirecta de la densi-
dad celular y el peso seco de biomasa. Asi, se evita la pesadilla ocular de contar
diariamente células en camara de Neubauer. Ademas la densidad éptica es una
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Cu

adro 6.4: Datos curvas de calibracion

Dilucién| Absorbancia Peso seco | Peso seco | nimero de | células/uL
(g) (g/mL) células
madre | 0.887 0.0029 0.00029 4134 5.17E+05
2 0.757 0.0011 0.00011 3240 4.05E+05
3 0.599 0.0008 8E-05 2590 3.24E405
5 0.442 0.0013 0.00013 1904 2.38E405
6 0.263 -0.0002 -2E-05 1102 1.38E+05
7 0.167 0.00125 0.000125 930 1.16E4-05
8 0.109 0.0014 0.00014 634 7.93E+04
9 0.051 0.001 0.0001 240 3.00E+04
10 0.020 -0.00075 -7.5E-05 120 1.50E+04

variable facil y rapida de medir, presenta pocas posibilidades de error y la uni-
versidad EAFIT pone a disposicion de sus estudiantes de pregrado varios equipos
para tales fines. En el Cuadro 6.4, se encuentran los valores obtenidos para las

tres mediciones.

6.00E+05

5.00E+05

4.00E+05

células fpL

2.00E+05

1.00E+05

0.00E+00

Figura 6.9: Curva de calibracién que relaciona la densidad celular con la densidad

optica.
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Relacion entre peso seco de biomasa y absorbancia a
684.5 nm

0.0035

0.003

0.0025 //
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Figura 6.10: Curva de calibracion que relaciona el peso seco de biomasa con la
densidad optica.

La curva de calibracién de densidad celular contra absorbancia (Figura 6.9)
presenta una buena bondad de ajuste. La curva de peso seco versus absorbancia
(Figura 6.10) deja mucho que desear, pues no presenta una tendencia. Surgen
varias hipétesis frente al fracaso de este método en balanzas de humedad: las
cantidades a cuantificar son muy pequenas, maltrato del papel de filtro al filtrar,
evaporacion de componentes volétiles y degradacién quimica durante el secado.

Un gran defecto que parecen tener las anteriores curvas es que no pasan por
el origen. Se podria pensar de antemano que una absorbancia nula es sinénimo
de ausencia de células y peso seco. Sin embargo, esta diferencia en la absorbancia
puede explicarse por el hecho de que el blanco se configura con agua destilada
y no con medio de cultivo virgen. Pero durante las medidas el blanco se confi-
gur6 igualmente con agua destilada con lo que no se induce a error en la toma de
muestra. No sobra mencionar que las anteriores ecuaciones y curvas de calibra-
cién son uUnicamente validas para el trabajo con la cepa de microalga Chlorella
sorokiniana. El trabajo con diferentes cepas de microalgas exige la construccion
de curvas de calibracién para cada cepa.
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6.3. Cinéticas de crecimiento

Figura 6.11: Estudio fotografico de una cinética de crecimiento
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Al ser el medio de cultivo un parametro de operacién y no una variable de
diseno del reactor, se comparé como un bloque y no como un factor en un disenio
de experimento en bloques al azar. Se evaluaron entonces 3 niveles de luz (20W
luz blanca, 40W luz blanca y 20W luz rosada més 20W luz azul) con una réplica
en dos medio de cultivo: medio con fertilizante y medio Bristol. El burbujeo se
mantuvo en 53L/h y el periodo de luz en 8 horas de luz versus 14 de oscuridad.
Las cinéticas de este primer experimento fueron las siguientes:

6.3.1. Medio con fertilizante

1. Cinéticas de crecimiento en medio con fertilizante para 3 luces

diferentes
7.00E+05

6.00E+05 ~ T—

5.00E+05 //

4.00E+05 l

3.00E+05

Concentracion celular (células/pL)

2.00E+05
1.00E+05
0.00E+00
20 25 30 35
Tiempo en dias
=—4—Fotorreactor1 40 W blanca == Fotorreactor2, 20W blanca Fotorreactor3, 40W de colores

Figura 6.12: Cinéticas de crecimiento en medio con fertilizante a tres niveles de
luz diferentes
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2. Cinéticas de crecimiento en medio con fertilizante para 3 luces
diferentes

7.00E+05

6.00E+05

e——
Ve Valiians

‘_*./‘

Concentracion celular (células/pL)

2.00E+05 5/
1.00E+05 /
0.00E+00 -+ t T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo en dias

—¢—Fotorreactorl 40 W blanca —— Fotorreactor2, 20W blanca —— Fotorreactor3, 40W de colores

Figura 6.13: Réplica cinéticas de crecimiento en medio con fertilizante a tres niveles
de luz diferentes

6.3.2. Medio Bristol

1. Cinéticas de crecimiento en medio Bristol para 3 luces diferentes

6.00E+05
5.00E+05 //"h\
4.00E+05 \

3.00E+05 A

: ~
/'_\"*\*g':

Concentracion celular (células/pL)

2.00E+05

1.00E+05 %
0.00E+00

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo en dias

—4— Fotorreactor1, 40W blanca ——Fotorreactor2, 20 W blanca ~— Fotorreactor3, 40w colores

Figura 6.14: Cinéticas de crecimiento en medio Bristol a tres niveles de luz dife-
rentes.
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2. Cinéticas de crecimiento en medio Bristol para 3 luces diferentes

4.00E+05

3.50E+05

3.00E+05

2.50E+05

2.00E+05

TN

1.50E+05
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Figura 6.15: Réplica cinéticas de crecimiento en medio Bristol a tres niveles de

luz diferentes.

Cuadro 6.5: Densidad celular maxima alcanzada para diferentes niveles de luz

Densidad celular maxima alcanzada (células/uL)
Medio Bristol Medio con fertilizante
Cinética 1 | Cinética 2 | Promedio | Cinética 1 | Cinética 2 | Promedio
20W luz blanca 2.71E+05 | 2.15E+05 | 2.43E+05 | 2.71E+05 | 4.45E+05 | 3.58 E+05
40W luz blanca 5.04E4+05 | 2.91E+05 | 3.98E+05 | 6.20E+05 | 5.65E+05 | 5.93E+05
40W luz de colores | 5.19E+05 | 3.67E+05 | 4.43E+05 | 5.66E+05 | 5.70E+05 | 5.68E+05
Analysis of Variance for concetracion_celular - Tvpe ITI Sums of Squares
Source Sum of Squares | Df | Mean Sguare | F-Ratio  |P-Talue
MAINEFFECTS
Alwz §A0002EL0 T [AAIEI 142 0.0131
BBLOCK T6776%E10 1 [767768EL0 [14.15 _ [0.0035
RESIDUAL 134818E10 T [343523E9
TOTAL (CORRECTED)  |2.03249E11 ]

Al F-ratios are based on the residual mean squars error.

Multiple Range Tests for concetracion_celular by luz

Method: 93.0 percent LSD

iz Count  |LS Mean |15 Sigma | Homogeneouws Groups
20Whlanca |4 322331, |368620 [

40W blanca |4 4850533, [36862.0 X

40W colorss 4 306143, |36862.0 X

Conirast Sig. |Difference |+~ Limits

20W blanca - 40W blanca * -172722. 120214

20W blanca - 40W colores = -183812. 120214,

40W blanca - 40W colorss -11089.7 120214

® denotes a statistically significant difference.

Cuadro 6.6: Tabla ANOVA y test de rangos multiples para dos niveles de luz
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Means and 95.0 Percent LSD Intervals

I I 7
[

20W blanca 40W blanca 40W colores
luz

(X 10000)
66

56

46

concetracion_celular

36

LS

26

Figura 6.16: Comparacién de rangos LSD, luz

De las anteriores cinéticas, se pudo observar un mejor crecimiento en los tra-
tamientos con 40W que en los de 20W. En medio con fertilizante se obtienen
concentracion celulares maximas superiores a las del medio Bristol y el medio
con fertilizante presenta una fase estacionaria muy prolongada frente al rapido
agotamiento del medio Bristol. Por las anteriores razones, se decidio llevar los tra-
tamientos de 40W en medio con fertilizante a un diseno unifactorial para evaluar
un nivel de burbujeo mas alto. Las cinéticas del segundo se presentan a continua-
cién en los parrafos 6.3.3.

6.3.3. Burbujeo alto

1. Cinéticas de crecimiento en burbujeo alto en medio con fertilizante

6.00E+05

5.00E+05

4.00E+05 /7\‘7 }
3.00E+05 /
2.00E+05 Pl /
1.00E+05 /

0.00E+00 -+
0 5 10 15 20 25

Tiempo en dias

Densidad celular (células/pL)

—4—Fotorreactor1, 40W blanca —fli— Fotorreactor3, 40W colores

Figura 6.17: Cinéticas de crecimiento en medio con fertilizante en un nivel de
burbujeo alto
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2. Cinéticas de crecimiento en burbujeo alto en medio con fertilizante
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Figura 6.18: Réplica cinéticas de crecimiento en medio con fertilizante en un nivel

de burbujeo alto

Cuadro 6.7: Densidad celular maxima alcanzada para dos niveles de burbujeo

Densidad celular méxima alcanzada (células/uL)

Burbujeo bajo (53L/h)

Burbujeo alto (90L/h)

Cinética 1 | Cinética 2 | Promedio | Cinética 1 | Cinética 2 | Promedio
40W luz blanca 5.04E4+05 | 2.91E+05 | 3.98E+05 | 4.72E+05 | 3.70E+05 | 4.21E+05
40W luz de colores | 5.19E+05 | 3.67E4+05 | 4.43E+05 | 4.75E4+05 | 3.63E+05 | 4.19E405

Cuadro 6.8: Productividades promedio a los 15 dias para dos niveles de burbujeo

Productividad promedio a los 15 das (celulas * pL ™" x das™")

Burbujeo bajo (53L/h)

Burbujeo alto (90L/h)

Cinética 1 | Cinética 2 | Promedio | Cinética 1 | Cinética 2 | Promedio
40W luz blanca 2.65E4+04 | 2.66E+04 | 2.65E+04 | 2.23E+04 | 1.98E4+04 | 2.11E+04
40W luz de colores | 2.86E+04 | 2.86E+04 | 2.86E+04 | 2.84E4+04 | 1.92E+04 | 2.38E+04
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Analvsis of Variance for concentracion_celular - Tvpe ITI Sums of Squares
Source Sum of Sguares | Df | Mean Square | F-Ratio | P-Value
MAINEFFECTS
Aburbujeo 233873, 1 [233875. 0,00 (0.0942
BELOCK 2.51936E8 1 8.51936E8 0.10 0.7631
BESIDUAL 4 6068E10 3 8 3036E0
TOTAL (COERECTED) 4.79202E10 7

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Multiple Range Tests for concentracion_celular by burbujeo
Method: 85.0 pereent LSD

burbujes  |Cown |LS Mean |15 Sigma |Homogenesws Groups
alto 4 4190359, [484803 |X

bajo 4 420301, [484803  |X

Contrast |Sig | Difference |+~ Linits

zto - baje -341.94 176171

* denotes a stehstically significant differsnce.

Cuadro 6.9: Tabla ANOVA y test de rangos multiples para dos niveles de burbujeo

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

(X 10000)
51
a8 - .

s .

a2l .

39 ]

concentracion_celular

33 J
alto bajo
burbujeo

Figura 6.19: Comparacién de rangos LSD, burbujeo

El segundo experimento concluye que no hay diferencias estadisticas entre un
nivel de burbujeo de 53L/h y 90L/h.
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6.4. Apreciaciones cualitativas del diseno

Como se menciond anteriormente, el diseno presenté zonas de sedimentacion
cerca de las paredes del cilindro, como se ve en la Figura 6.20 en las imégenes de
la izquierda.

Figura 6.20: Adherencia y sedimentacién de la microalga Chlorella sorokiniana

La microalga Chlorella sorokiniana presenta tendencias de adherencia a la pa-
red como lo muestra la Figura 6.20 en las imagen de la tapa del reactor. Para la
facil limpieza del reactor, se usé el cepillo de la imagen superior derecha. Minimi-
zar las zonas de dificil acceso y limpieza se convierte entonces en una prioridad,
lo que justifica en este caso un downcomer sobredimensionado.

Ni el medio Bristol, ni el medio con fertilizante cuentan con una fuente de
carbono (como azucares, carbonatos o lipidos) por lo que este elemento, en la
cinéticas realizadas, provino del C'Oy burbujeado en el aire. El medio con ferti-
lizante tiene mayor concentracin de compuestos que el medio Bristol y por esta
razén es mucho mas duradero demostrando ademas que Chlorella sorokiniana se
adapta a medios con diferentes concentraciones. Sin embargo, solo un anlisis de
consumo del medio puede concluir sobre el buen balance de estos medios.

Se notd una leve diferencia de color entre el cultivo expuesto a luz blanca y el

cultivo expuesto a luces de colores. Sin embargo, el barrido en espectro de la luz
visible no dio cuenta de una diferencia significativa en la curvas.
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Capitulo 7

Conclusiones

En este trabajo se disend y construyé un reactor airlift de tubos concéntri-
cos porque, a diferencia de la estructura cilindrica de tubos divididos o de la de
placas planas, la configuracién escogida minimiza los puntos de pega (zonas de
posibles fugas) y no presenta angulos bruscos de dificil acceso y limpieza. Ademas,
la bibliografia, entre ella articulos como el de [Contreras et al., 2003], lo presenta
como un reactor cerrado de alta densidad celular.

En el modelo de reactor construido, la relacion entre la altura y el didmetro
queddé en 3 y entre el area del riser y del downcomer de 7. Estas relaciones de
forma delatan una configuracién de poca altura, con un downcomer ligeramente
sobredimensionado, puesto que los modelos de calculo aconsejan dimensiones de
méas de 2 para h/D, y 1.04 para Ay/A,. La eleccién del tamano en la altura obe-
decié también a consideraciones de estabilidad y sujecion del reactor, mientras
que la distancia entre los tubos respondié a consideraciones de accesibilidad y de
limpieza en la base.

Como material para el montaje se eligio el polimetilmetacrilato, en vista de
que es el segundo polimero més transparente (93 % de transparencia) después del
tetrametilfluoroetileno cominmente comercializado. La densidad de este polimero
es mas baja que la del vidrio, ademas de ser muy estable y poder contar con la
facilidad de varios talleres en Medellin que se dedican a su termoformado. Con
todo, este PMMA presenta el inconveniente de rayarse y opacarse con algunas
sustancias, pero puede pulirse.

Dado el notable papel que juega actualmente el control automatico en el diseno
y operacién de reactores, se opté por un control con un micro-PLC | en razén de
su robustez, fiabilidad, opciones de programacién y expansion. La temporizacién
de la iluminacién se hizo cableando un AL2-14MR-D™ de Mitsubishi®).

La actual bibliografia sobre reactores airlift le da mucha importancia a la
configuracion del separador de gases sin prestarle mucha atencién a la base. En
contraste, este trabajo llevé a considerar la base como una zona neuralgica en el
disenio de reactores airlift, pues alli se presenta con mas facilidad el fenémeno de
puntos muertos que crean zonas de sedimentacion; ademéas de que en esta zona se
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localizan las mayores fuerzas y velocidades. Debido a una base plana y a un down-
comer sobredimensionado, la configuracion de reactor seleccionada presenté una
zona de sedimentacion con downcomer en la base cercana a la pared del cilindro.
Por otra parte, el pequeno tamano de los orificios que comunican al riser y el
downcomer en esta zona, provoca altas fuerzas y velocidades.

El analisis de las curvas de crecimiento evidencié un decaimiento celular que
empieza mas temprano y de manera mas pronunciada en medio Bristol. Este decai-
miento se explica por la rapidez del agotamiento de este medio menos concentrado
que el medio con fertilizante.

La microalga cultivada resulté siendo muy sensible a la intensidad de luz
aportada. Se obtuvieron mejores crecimientos con potencias de iluminacion de
40W, alcanzado asi densidades celulares de 5.70E+05 células puL~! y producti-
vidades de 2.86E+04 células dia™! uL~!. El tratamiento con 20W, en cambio,
dio densidades celulares més bajas de 2.71E+05 células pL~t. Por ultimo se ob-
servo también que el tratamiento con luces de colores presenté algunos crecimien-
tos mas acelerados, pero estadisticamente no es mejor que aquel con luz blanca.
[Kumar and Das, 2012] obtuvo 4.4gL~" peso seco de Chlorella sorokiniana de un
fotorreactor en columna de burbujeo, lo que es superior al mayor peso seco obte-
nido en los airlift de 3.2gL~".

Respecto al burbujeo se noté que con altos niveles (93L/h) solo se presenta

una fase mas larga para ciertos tratamientos, pero que los crecimientos fueron
iguales.
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Capitulo 8

Recomendaciones

Se mencionan las dificultades y errores tenidos en este trabajo, con el propdsito
de contribuir asi al mejoramiento de futuros disenos y de dar elementos para la
concepcion de otros proyectos.

En el presente trabajo no se logré una correlacién entre el peso seco de bio-
masa y la densidad éptica del cultivo y por ende no se tomo este camino para el
analisis cinético. Debe entonces afinarse el método para obtener dicha curva, ase-
gurandose de la calibracién de las balanzas, filtrando volimenes més importantes
y asegurandose de que elementos sélidos (como pedazos de medio no disueltos)
no alteren la medicién.

Debe implementarse un mejor protocolo para la preparacion del inéculo. Este
trabajo realizé las inoculaciones con materia de la cinética anterior, lo cual puede
afectar, segun su estado, las cinéticas siguientes.

Para lograr reactores esbeltos con trayectorias de luz mas cortas, sin tener
problemas de estabilidad, se puede pensar en modelos colgados y sujetados en
lugar de puestos. Cortas trayectorias de luz garantizan méas disponibilidad de luz,
condicién necesaria para alcanzar altas concentraciones celulares.

El problema de zonas poco accesibles en el reactor persiste; la solucién para su
limpieza sigue siendo la de cepillos largos concebidos para tal fin. Los problemas
de puntos muertos y zonas de sedimentacion en la base, ameritan la evaluacion
de otras formas de base o mecanismos de levantamiento, ya sea por adiciones de
aire o medios mecdanicos. Estas ideas llevan consigo otros retos de fabricacion.

El micro-PLC instalado no aprovecha todo su potencial porque todavia puede
instalarsele, por ejemplo, un médulo de termocuplas que se destine al sensado de
la temperatura. También puede aprovecharse una de sus salidas disponibles para
la conexién de un cordén calefactor aislado en silicona para un control térmico.

Asi mismo la instalacién de méas fuentes de luz y la programacion de curvas
de luz pueden ser estudiadas.
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También la evolucién de otras caracteristicas de los reactores construidos, ta-
les como el tiempo de mezclado, puede ser analizada con métodos de trazadores
como en [Sanchez et al., 2004].

La evaporacin del medio de cultivo fue importante, lo que obligd a reponer

el agua perdida con frecuencia. Un sistema de condensacién o un sistema de
humidificacién del aire burbujeado pueden disminuir este efecto.
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