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Resumen

Este trabajo consistid en el diseno, instalacidon y puesta a punto de un fotobiorreactor
(FBR) tubular a escala piloto provisto de iluminacidn artificial mediante diodos de emisién de
luz (LED). El FBR se construyd con un tipo de vidrio borosilicatado recomendado especifica-
mente por el fabricante para su uso en fotobiorreactores (FBR). El principal objetivo perse-
guido con la construccidn de este dispositivo era posibilitar estudios futuros sobre la forma-
cion del biofouling en FBR y establecer metodologias para mitigar su efecto negativo sobre el
funcionamiento en este tipo de FBR.

El FBR, con una capacidad mdaxima de unos 70 L, esta provisto de control de pH, tem-
peratura e irradiancia, asi como medida del oxigeno disuelto (OD) y caudal de circulacién del
cultivo. Su principal novedad radica en la implementacion de LED multicolor en este tipo de
FBR. Irradiancia, pH, OD y temperatura fueron registrados y/o controlados mediante un sis-
tema SCADA. El perfil de irradiancia emulaba el ciclo solar. En el estudio realizado, se describen
las diferentes fases por las que transitd la construccién del FBR, incluyendo aspectos relacio-
nados con las modificaciones introducidas respecto del disefio original; se estudié la fluidodi-
namica del PBR a diferentes velocidades de circulacién del fluido y se determinaron coeficien-
tes volumétricos globales de transferencia de materia a distintos caudales de aireacién en el
desgasificador. Para testear el funcionamiento del FBR, se realizé un simple ensayo de cultivo
discontinuo con la microalga Nanochloropsis gaditana. Los resultados cinéticos observados
fueron coherentes con los reportados por otros autores para la misma especie en condiciones
externas. Finalmente se realizé una valoracion fotogréfica de la formacion de biofouling en las
diferentes partes del FBR.






Abstract

The project consists of the design, set up and testing of a tubular photobioreactor (PBR)
sized as pilot scale and provided with artificial lighting by light emitting diodes (LEDs). The PBR
was made of was glass with borosilicates, which was specially recommended by the manufac-
turer as appropriate for PBRs. The aim for the construction of the PBR was to make possible
in the near future several studies involving biofouling development in PBRs and stablishmeth-
odologies to alleviate its negative impact in this that concern the functioning of this kind of
PBRs.

This PBR, holding 70 L, is provided with pH controller as well as temperature and irra-
diance in addition to the dissolved oxygen (OD) measurement and flowrate for the crop. What
is new in this PBR is the multicolour LED lighting in this kind of PBRs. Irradiance, pH, OD and
temperature were registered and controlled by a SCADA. The irradiance profile emulated the
solar cycle. In the study performed the different construction phases are described, adding
the modifications made during the set-up process; the fluidodynamic was studied by setting
different flowrates and determining the mass transfer global volumetric coefficients for the
different air flow rate in the degasification column. To test the PBR functioning a simple trial
was performed cultivating Nannochloropsis gaditana in bath mode. The kinetics results were
according to these reported by other authors for the same species and the same external con-
ditions. Finally, a qualitative valuation for the biofouling development was made.
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Capitulo 1
Interés y objetivos

1.1 Introduccion

Una creciente poblacion cada vez mas longeva y los deseos de mejora constante de la calidad
de vida suponen un reto energético, alimenticio y de infraestructuras quimicas, lo que se ve reflejado
en el aumento del consumo de combustibles fésiles y en la conversién de terrenos para uso agricola.
Este hecho unido al cambio climatico y los retos en cuanto a contaminacién, fuentes de energia y ali-
mentacién, ponen en tela de juicio la capacidad real de conseguir un desarrollo sostenible. Como al-
ternativa, aunque aun en desarrollo, la produccion de biomasa a partir del cultivo de microalgas esta
siendo de gran interés para el sector alimentario y nutricional, farmacéutico, quimico y energético [1].

Las microalgas constituyen un amplio grupo de microorganismos fotosintéticos empleados
para la produccién de un gran nimero de productos de alto valor afiadido (ingredientes alimenticios,
piensos en alimentacién animal y acuicultura, antioxidantes, sustancias bioactivas, etc.)[2]-[4] y pro-
cesos (tratamiento de aguas residuales, captura de CO,, etc.). La viabilidad econdmica de un biopro-
ceso basado en el uso de microalgas fotosintéticas se encuentra fuertemente influenciado por el sis-
tema de cultivo o fotobiorreactor (FBR). Estas se encuentran resumidas en |a Figura 1.

A pesar de que el cultivo a gran escala de microalgas convencionales en FBR son un hito am-
pliamente logrado [5], [6], no esta exento de pardmetros a optimizar para hacer de éstos un verdadero
recurso con enorme impacto industrial. Entre los problemas vinculados al mismo, el que presenta un
mayor reto en la actualidad es el ensuciamiento de las paredes de los FBR, lo que se conoce con el
término anglosajon biofouling (i.e. adhesidn de material bioldgico en una superficie).

El principal efecto negativo del biofouling radica en la disminucién de la luz disponible en el
interior del FBR por la formacion de una costra en las paredes de éste. La reduccidon de la irradiancia
disponible acarrea una disminucién en la productividad de biomasa en cultivos fotosintéticos. Ademas,
tiene como problemas asociados la degradacion de la pigmentacion del cultivo, contaminacién del
cultivo por microorganismos invasivos, asi como incrustaciones en el FBR. Para eliminar las incrusta-
ciones en FBR es necesario la parada del ciclo productivo del cultivo originando acortamientos de vida
de produccién y de vida util del material del FBR [7], que finalmente conducen a una notable disminu-
cion de la rentabilidad industrial del proceso.
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Capitulo 1. Interés y objetivos

Con el propdsito de combatir este fendmeno, las propiedades superficiales de los materiales y
revestimientos de construccién de los FBR son clave en el desarrollo del biofouling [8]. Dado todo lo
anterior se justifica la construccién de un FBR tubular orientado a estudiar el biofouling y metodologias
para minimizar su impacto. El material seleccionado es vidrio borosilicatado, ampliamente utilizado en
todo el mundo tanto para propdsitos de investigacion como de explotacién. Por otro lado, la ilumina-
cion artificial de FBR es necesaria no solo para recrear condiciones de cultivo externo sino también
para obtener consistencia en la produccion de ciertos productos de alto valor afiadido. En este sentido,
el FBR incorpora un sistema de iluminacion con LED, que es particularmente atractivo ya que consume
menos energia, generan menos calor, se adaptan facilmente a cualquier geometria y permiten modu-
lar el espectro de luz, en comparacién con las fuentes de luz convencionales. Ademas se afiade un
sistema de iluminacién artificial mediante luces LED (Diodos Emisores de Luz) que tiene como ventajas
mas destacables un menor consumo y menor generacion de calor [9].

Alimentacion

Alimentos
funcionales
Aditivos
Colorantes
Emulsificantes Fuentes de enegia
Nutricién animal Biofuel
Phaises Bioetanol
Acuicultura Biometano
Hidrégeno
Microalgas
Medicina y
farmacia Productos de
Antibidticos y interés comercial
antivirales

Carotenoides
Antitumorales ..
Acido grasos (AGPI)

Agentes de diagndstico o
Polisacaridos

Otros agentes

bioactivos Oligosacdridos

Biorremediacion
Excipientes

Metales pesados
Aguas residuales

co,

Figura 1. Principales dreas de utilizacion de las microalgas.

1.1.1. Sistema de cultivo: FBR tubular

Las propias caracteristicas de las microalgas permiten que puedan cultivarse de diversas for-
mas para obtener grandes cantidades de biomasa. Existen dos disefios bdsicos de fotobiorreactores
para la produccién de microorganismos fotoautotroficos, los sistemas abiertos y los cerrados. En los
abiertos el cultivo estd directamente expuesto a la atmésfera y a la luz solar.
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Por el contrario, en los FBR cerrados el cultivo solo tiene contacto con la atmésfera a través
del sistema de aireacidn; pueden ser externos o estar iluminados artificialmente. Las ventajas y des-
ventajas de este tipo de FBR se presentan resumidas en la Tabla 1.

En este caso el sistema en cuestion es un fotobiorreactor tubular cerrado como el mostrado
en la Figura 2. Los sistemas de cultivo cerrados se consideran mas efectivos debido a su menor riesgo
de contaminacién y la mayor productividad de biomasa. La mayoria estan construidos con plastico
transparente o vidrio y los cultivos son recirculados con una bomba o bien mediante inyeccion de aire,
que permite el intercambio entre el CO; y O, entre el liquido del medio y el gas de aireacidn. Este tipo
de reactores poseen diferentes orientaciones: forma horizontal/serpentin, vertical, horizontal, cdnico
o inclinado [10]. La aireacidn y la agitacion suele realizarse mediante inyeccién de aire o mediante
bombas de aire. El didametro del tubo suele estar por debajo de 0,1 m [11].

Ciertos investigadores han probado que un aumento en el didametro del tubo provoca una re-
duccion de la relacién Superficie/Volumen con una gran influencia en el cultivo [10]. La longitud del
tubo influye principalmente en el tiempo medio de residencia del alga dentro del fotobiorreactor.

Tabla 1. Comparativa de fotobiorreactores abiertos y cerrados [12]

Sistemas Sistemas
Abiertos Cerrados
Riesgo de contaminacion Alto Bajo
Pérdida de CO2 Alta Baja
Pérdidas por evaporacién Alta Baja
Uso eficaz de la luz Malo Excelente
Relacién Area/Volumen Baja Alta
Area Requerida Alta Baja
Control del proceso Dificil Facil
Productividad de biomasa Baja Alta
Costes de inversién Bajo Alto
Costes de operacion Bajo Alto
Escalabilidad Facil Dificil
Limpieza No necesario | Necesaria
Concentracién de biomasa Baja Alta

Sus principales inconvenientes son que se obtienen un bajo coeficiente de transferencia de
materia, y que resulta complicado escalar el FBR para grandes volimenes de cultivo. Para escalar este
tipo de reactor bastaria con aumentar el diametro o la longitud del tubo, aunque hay una serie de
limitaciones, ademas de las ya explicadas, que dificultan este proceso. Por ejemplo, un aumento des-
proporcionado de la longitud del lazo, y por tanto del tiempo de residencia de las algas dentro del FBR,
produce gradientes de CO; y una sobre-acumulacion del O, fotosintético que puede provocar fotoin-
hibicién y fotoxidacion de las células. Estos fendmenos pueden originar inhibicidn del crecimiento, e
incluso la muerte del cultivo. Como resultado, el aumento de escala se realiza por multiplicacién de
unidades de FBR previamente optimizadas.
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Capitulo 1. Interés y objetivos

Figura 2. FBR tubular de metacrilato en la planta piloto de la
Universidad de Almeria.

1.1.2. Parametros para el cultivo de microalgas

Es importante conocer las condiciones éptimas y los limites de tolerancia para los parametros
que influyen en el crecimiento de la microalga de interés. Los factores mayoritarios que influyen de-
cisivamente en el correcto desarrollo de un cultivo exitoso son: el uso de un inéculo viable de tamafio
suficiente, el uso de un medio de cultivo que maximice el crecimiento, fijar las condiciones abidticas
(temperatura, pH, etc.) que maximicen el crecimiento y minimicen posibles dafios celulares. Sin em-
bargo, de todas estas variables, la iluminacién del cultivo, asi como la temperatura parecen tener un
peso mayor en el crecimiento celular.

lluminacion

En la Figura 3 se representa el patron tipico del efecto de la irradiancia sobre la velocidad de
fotosintesis. El uso efectivo de la luz tiene como consecuencia un aumento en la productividad foto-
sintética. Esta a su vez se ve influenciada por la densidad celular del cultivo. Es decir, dada una fuente
de luz, existe una cierta densidad celular dptima a la que el aprovechamiento de la radiacion recibida
es maximo. Por el contrario, cuando la densidad celular es muy baja tiene lugar el fendmeno de la
fotoinhibicién. Esto se define como el descenso de la capacidad fotosintética a elevadas intensidades
de luz, y baja concentracion celular, ya que a cada célula le llega mas luz de la que es capaz de meta-
bolizar.

Un parametro basico para describir la disponibilidad de energia bajo una iluminacién intermi-
tente es la relacion de los periodos luz y oscuridad (L/O) y la frecuencia de estos ciclos. Estos, junto con
la intensidad de la luz y la trayectoria de la luz en el FBR, establecen el régimen de iluminacion, el cual
permite establecer la cantidad de luz que percibe el cultivo.
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Tasa de fotosintesis (F)

I

Intensidad luminosa (T)

Figura 3. Tasa de fotosintesis (F) frente a intensidad luminosa (1) a una T¢ dada.
Fmax corresponde con la tasa de fotosintesis mdxima.

Temperatura

En las microalgas existe una notable relacion entre temperatura y la actividad bioldgica, au-
mentando la tasa de crecimiento cuando aumenta la temperatura, dentro de un rango éptimo, por
encima del cual el crecimiento disminuye, a veces bruscamente, hasta llegar a cero si continua el au-
mento de la temperatura, tal y como se ilustra en la Figura 4.

El efecto mas marcado de la temperatura en el metabolismo celular se refleja en la influencia
de ésta en el proceso de respiracion en la fase oscura, que aumenta exponencialmente con la tempe-
ratura. Este hecho es de gran importancia en la producciéon de biomasa de microalgas, ya que, si la
temperatura es alta, sobre todo en la fase de oscuridad, es considerable la pérdida de biomasa debida
a la respiracion intensiva. Dentro del rango dptimo de temperaturas, un incremento de esta aumenta
los problemas de desarrollo bacteriano.

Densidad celular
[células/m1)]

Temperatura [°C]

Figura 4. Respuesta del crecimiento celular frente a temperatura.
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Capitulo 1. Interés y objetivos

1.1.3. Biofouling

El biofouling se caracteriza en los FBR por el ensuciamiento de las paredes de los mismos en
contacto con el cultivo. Su aparicidon es comun en la mayoria de las superficies expuestas a ambientes
acuosos, tales como los cascos de los barcos, materiales que han sido implantados en el cuerpo hu-
mano, en las tuberias de las conducciones de agua, las rocas de los rios, fuentes, etc. (ver Figura 5).
Podria considerarse este fenédmeno como el gran handicap asociado al desarrollo de la industria de las
microalgas por reducir la productividad e incrementar los costes de produccion.

Figura 5. Presencia de biofouling en diferentes superficies en medios acuosos.

La aparicién de biofouling es un proceso complejo que tiene lugar por etapas tal y como se
describe en la Figura 6. Se observa el inicio del proceso en la Fig.6B, donde ciertas particulas comienzan
a formar una fina capa. La Fig.6 (C) representa la adhesidn inicial de algunas microalgas a esta fina capa
adherente. Posteriormente, tiene lugar una aglomeracién causada por la excrecién de sustancias
exopoliméricas (EPS) (ver Fig. 6D). En la figura 6E se observa un crecimiento de este “bio-film”, esta
etapa se denomina etapa de crecimiento. Por ultimo, tiene lugar, tal y como se observa en la figura F,
el desprendimiento de algunas células procedentes del “bio-film”, lo que da lugar a una repeticién del
ciclo descrito pero con distinta distribucién. En general, se considera que la formacion de biofouling
en FBR esta fuertemente influenciada por el efecto sinérgico de la irradiancia y la temperatura [8]
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Figura 6. Secuencia esquemdtica de las etapas de formacion de biofouling
dentro del tubo de radio R de un FBR tubular [8].
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1.2 Objetivos

El objetivo que subyace a este proyecto es el completo desarrollo de un fotobiorreactor tubu-
lar iluminado artificialmente, mds concretamente iluminacién LED para el cultivo de microalgas foto-
sintéticas en general. Ademds de una puesta a punto mediante un cultivo de Nannochloropsis gaditana.

Este FBR tubular escala piloto posee algunas novedades respecto al resto de FBR tubulares que
ha desarrollado el Grupo de Biotecnologia de Microalgas Marinas de la Universidad de Almeria. El ma-
terial de construccidn del mismo es vidrio borosilicatado (VB) en lugar de polimetilmetacrilato (PMMA).
Segun el fabricante el VB podria presentar mejores prestaciones antiadherentes que el PMMA. Es la
primera vez que se ilumina un FBR tubular con tiras LED. Se usdé un sistema desarrollado por el grupo
de investigacidon que permite programar cualquier régimen luz usando luces LED. La estructura que
soporta todo el FBR es compacta y facilmente transportable.

El disefio de este FBR estd pensado para el desarrollo de estudios sobre efecto de factores
clave del biofouling como son el material del mismo, sus caracteristicas superficiales, el modo de ope-
racion (flujo en el interior del FBR, estrategia de cultivo, etc.) y factores medioambientales (viz. eleva-
das irradiancias y temperaturas elevadas parecen promover la formacién de biofouling).

1.2.1. Plan experimental y cronograma asociado

Este proyecto se desarrollara en tres etapas diferenciadas con diferentes hitos que conseguir
en cada una de ellas. En la Figura 7 se muestra el diagrama de Gantt se muestran las diferentes tareas
realizadas de acuerdo con el plan experimental mostrado tras este.
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Figura 7. Diagrama de Gantt basado en el plan experimental del proyecto.
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Etapa 1.

Capitulo 1. Interés y objetivos

Disefio

Disefo estructural y pormenorizado del FBR. Realizacion del conjunto de bocetos necesa-
rios para la construccién del prototipo empleando el software AutoCAD.

Disefio de controladores. Se realizé un programa SCADA (Supervision, Control y Adquisi-
cion de Datos) basado en el software DAQFactory. Se usé una tarjeta de control LabJack
U12 para la comunicacién entre sensores/actuadores y el usuario mediante un ordenador.
Los parametros por controlados y/o medidos fueron:

*Se medid el pH que se controld por medio de inyeccién de CO; a demanda.
*Medida de oxigeno disuelto

*Medida y control de temperatura, por medio de un intercambiador de calor alojado
en la columna de desgasificacion.

e\/elocidad del fluido en el interior de los tubos del reactor.

Etapa 2. Ensamblado

a.

Ensamblado del FBR. Se procedid al ensamblado de todos los elementos que constituyen
el dispositivo, realizando ademas tratamientos anticorrosivos en las superficies metdlicas
para alargar su vida util.

Colocacion de la iluminacidn artificial. Se usaron tiras de diodos de emision de luz com-
puestos por diversos colores (LED) por su versatilidad, capacidad para establecer espectros
luminosos y bajo consumo eléctrico.

Caracterizacion del FBR.

e Calibracion. Se llevd a cabo la calibracién de la bomba encargada de impulsar el cul-
tivo por el interior del “loop” de tubos.

e Caracterizacién fluidodindmica. Se determind el tiempo medio de residencia en el
interior del FBR

* Balance energético del sistema teniendo en cuenta el sistema de refrigeracidn y la
iluminacion LED, asi como demas pérdidas convencionales.

Etapa 3. Prueba de concepto.

a.

Cultivo en modo “batch” de la microalga Nannochloropsis gaditana, realizando un segui-
miento de la evolucién temporal de la concentracion celular, la salud fotosintética como
es la eficiencia fotosintética maxima del fotosistema Il (Fv/Fm), el consumo de macronu-
trientes como nitratos y fosfatos. Ademas, se realizd un analisis cualitativo del desarrollo
del biofouling.
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2.1 Biofouling

Dada la finalidad de este FBR, resulta fundamental analizar con algo mas de exactitud tanto la im-
portancia que tiene el biofouling en la industria biotecnoldgica de las microalgas, asi como los factores
que propician la aparicién del mismo.

2.1.1. Importancia del biofouling e impacto actual

En los FBR, la adhesién de las microalgas a la pared transparente del mismo provoca la disminucion
de la luz disponible en el interior del FBR por la formacién de una costra en las paredes de éste. La
reduccion de la irradiancia disponible acarrea una disminucion en la productividad de biomasa en cul-
tivos fotosintéticos. Ademas, tiene como problemas asociados la degradacidn de la pigmentacién del
cultivo, contaminacidn del cultivo por microorganismos invasivos, asi como incrustaciones en el FBR.
Para eliminar las incrustaciones en FBR es necesario la parada del ciclo productivo del cultivo aca-
rreando acortamientos de vida de produccién y de vida util del material del FBR [7], lo cual disminuye
notablemente la rentabilidad industrial del proceso.

El fendmeno de adhesién es por tanto un factor limitante para el desarrollo, no sélo de la biotecno-
logia de microalgas, sino de las tecnologias que, en general, requieran un contacto con agua, especial-
mente agua marina. A pesar de que han sido propuestas numerosas soluciones para combatir este
fendmeno ninguna de ellas parece ser aplicable universalmente.

Aunque los productos derivados de las microalgas poseen un enorme potencial, la implementacién
de los cultivos a escala industrial se encuentra limitada por el elevado coste de produccién de biomasa.
Actualmente, el mercado de los productos de microalgas esta valorado en torno a los cinco mil millo-
nes y la produccion global anual estimada en torno a las 15.000 toneladas anuales. La viabilidad eco-
ndmica de los procesos basados en la produccién de microalgas requiere, entre otros parametros, un
sistema de cultivo eficiente a largo plazo.

En los FBR actuales ya construidos, tales como, tubulares, tipo bolsa y raceway, el fendémeno de
biofouling puede causar importantes problemas en aquellos que son completamente cerrados, espe-
cialmente tubulares, seguidos por los FBR tipo bolsa, y un menor impacto en los raceway. Esto se debe
al desarrollo de equipos de limpieza que poseen, dependiendo de la superficie de limpieza.
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2.1.2. Factores que influyen en la aparicién del biofouling

El desarrollo del biofouling en la superficie del FBR es el resultado de diversos procesos fisicos, qui-
micos y bioldgicos y podrian clasificarse en dos grandes bloques:

Factores ambientales

Localizacién geografica.

Dado que el comportamiento de crecimiento es diferente en las zonas tropicales, en las subtro-
picales y las templadas, podria afirmarse que la aparicién de biofouling posee cierta relacién con
la localizacién geografica. La aparicidn de biofouling es mds intensa en las zonas tropicales, de-
bido probablemente a la cdlida temperatura del agua de mar [13], lo que nos lleva al siguiente
punto.

Cabria mencionar otros factores de interés tales como la distancia a la costa y la profundidad.
Respecto a la profundidad podria decirse que la influencia de este parametro es debido a la
salinidad, el contenido en materia organica, la temperatura, y sobre todo la penetracion de luz
lo cual es crucial para la formacién de biofouling.

Temperatura

La temperatura parece ser un pardmetro muy influyente. La tasa de crecimiento de todas las
particulas que causan el biofouling incrementa a la par que lo hace la temperatura [14], por lo
gue los meses de mayor crecimiento tienen lugar desde Abril hasta Septiembre exceptuando las
zonas mas tropicales donde se mantiene constante y elevado como consecuencia de las tempe-
raturas elevadas y constantes durante todo el afio.

pH
A elevados valores de pH tiene lugar la precipitacion de carbonato de calcio que favorecen la
adhesidn de particulas en las paredes del FBR [15].

[luminacién

Debido al fendmeno de fotoinhibicidn, las microalgas evitan la luz muy intensa, ya que reciben
mas luz de la que es capaz de metabolizar. Esto tiende a un descenso de la concentracion celular
y a la sedimentacidn de los restos orgdnicos que propician la formacién de biofouling [16].

Calidad del agua
Tanto la disponibilidad de nutrientes como la salinidad del agua son dos parametros que influ-
yen en la formacién de biofouling.

Con respecto a la disponibilidad de nutrientes, cabe citar que a su vez se ve influenciado por un
elevado caudal, ya que a mayor caudal debido a las fuerzas transversales que se producen con
respecto a la superficie del FBR, se reduce la adhesidn bacteriana, pero permitira un rapido cre-
cimiento del bioflim debido a importante aportacidn de los micronutrientes [13].

Naturaleza del sustrato
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Son varios los factores relacionados con la superficie del material que afectan a la aparicion de
biofouling:

a. Rugosidad de la superficie celular
Las cepas con superficie rugosa colonizan mas rapido que las superficies lisas debido a la mayor
area superficial disponible para la adhesién [17].

b. Carga de la superficie

Las microalgas suelen presentar una carga superficial negativa por lo que frente a elevadas
densidades celulares que promuevan las repulsiones entre ellas o bien que la superficie del
reactor que las contiene posea carga positiva, el biofouling se verd incrementado [18].

c. Propiedades de la superficie del FBR
Existen diversos pre-tratamientos que minimizan de forma significativa la adhesion en las pare-
des del FBR [19].

2.2 lluminacion

La luz, ya sea natural o artificial, es un parametro fundamental para el desarrollo de los organismos
fotosintéticos. La energia recibida por estos microorganismos fotoautotréficos es una funcién de la
densidad del flujo fotdnico (PFD) alcanzado en la superficie del cultivo. En el caso de las microalgas, las
células absorben sdélo una fraccion del total del flujo, dependiendo de la densidad celular del cultivo,
de las propiedades dpticas de las células, de la longitud del paso éptico del reactor, en su caso, y de la
eficiencia del mezclado.

Las microalgas, como organismos fotosintéticos, asimilan carbono inorganico para convertirlo en
materia organica, empleando la luz como fuente energética para el proceso. Numerosos estudios
realizados con microalgas, han demostrado que la intensidad de la luz afecta al patrén de sintesis
macromolecular a partir de CO, fijado en la fotosintesis [20]. Cuando las células se desarrollan en
presencia de ciclos de luz-oscuridad, la sintesis de proteinas y otras macromoléculas continda durante
el periodo de oscuridad, a expensas de carbono y de la energia almacenada en los carbohidratos.

En cultivos de microalgas, la concentracidn celular juega un papel muy importante en la cantidad
de luz recibida por las células. A altas densidades celulares se ha de aumentar la intensidad de luz, con
objeto de aumentar su penetracion a través del cultivo para que pueda ser utilizada de forma eficiente
y tratar de evitar, en lo posible, el autosombreado producido por las propias células y la produccion de
una clorofila antena menos eficiente en la captacién de luz [21]. No obstante, intensidades de luz
demasiado altas pueden provocar fotoinhibicién del crecimiento y aumentar la temperatura del cultivo,
es por esto que se debe obtener una solucién de compromiso entre densidad celular e intensidad
luminosa.

Es decir, la respuesta cinética de un cultivo de microalgas en funcién de la intensidad luminosa se
puede explicar de la siguiente manera: a una intensidad de luz muy baja, la baja tasa de crecimiento
resultante se equilibra con la disminucién de la densidad celular y el crecimiento neto es cero (punto
de compensacion).

A intensidades de luz mayores, el crecimiento se acelera de forma que la pendiente inicial de la
curva representa la maxima eficiencia del crecimiento en respuesta a la luz. Si seguimos aumentando
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la intensidad de luz se alcanza un punto que representa el nivel de saturacion, en el que la tasa de
crecimiento es ya la maxima alcanzable.

Un incremento de la intensidad de luz por encima de ese punto no da lugar a un incremento en la
tasa de crecimiento. En esta situacion, la intensidad de luz puede llegar a ser perjudicial para el cultivo
y producir el fenédmeno de fotoinhibicidn, algo que se manifiesta inicialmente por una disminucién en
la tasa de crecimiento y que, en casos extremos, provoca la muerte celular.

Esto se debe a que frente a intensidades de luz muy bajas, las microalgas incrementan su contenido
celular de clorofila a y otros pigmentos especializados en la recoleccién de luz como clorofila b, clorofila
¢, ficobiliproteinas y carotenoides. Esta situaciéon ocurre en gran parte en la zona fética, donde la
intensidad luminosa disminuye exponencialmente con la profundidad del cultivo y hace que pigmentos
accesorios como carotenoides, ficobiliproteinas y clorofilas asuman funciones importantes en la
absorcién de energia luminosa. Por el contrario, en respuesta a una alta intensidad de luz las
microalgas disminuyen su contenido celular de clorofila a y otros pigmentos directamente implicados
en la fotosintesis, mientas que se incrementa el contenido en determinados carotenoides que ejercen
funciones fotoprotectoras ante intensidades luminosas que pudieran perjudicar el aparato
fotosintético celular [22] [23].

Todo lo anterior justifica la importancia de poseer un control sobre la iluminacién situandola en el
rango Optimo. Es esta una de las numerosas ventajas que ofece la iluminacion artificial mediante luces
LED. Referente a iluminaricion de FBR se han realizado numerosos estudios. En ellos, se muestran
desde cddigos de programacién para su control mediante arduino [24], |a viabilidad de la tecnologia
LED como fuente de iluminacién para FBR [25]. Se exponen a continuacién algunas de estas ventajas
recogidas en numerosos articulos [22] [26]:

a. Eficiciencia energética.
De forma genérica consumen menos energia y generan menos calor que las fuentes
tradicionales de iluminacidn artificial, tales como ldmparas incandescentes y luces florescentes.

b. Capacidad de seleccién de la longitud de onda o un estrecho rango de longitudes de onda.
El ancho de banda de emision se encuentra entre 10 y 30 nm. Los fotones de la luz azul tienen
la longitud de onda mas corta pero poseen mas energia, éstos por tanto elevan los electrones
de los pigmentos fotocaptadores a su segundo estado de excitaciéon, donde los electrones
vuelven a su estado origital tras traspasar la energia a los fotosistemas | y Il. Por lo tanto, la luz
azul tiene un papel regulador en el crecimiento y metabolismo de las células [27].

c. Capacidad de control.
Frente a la iluminacién natural, presenta como ventaja la falta de dependencia a las condiones
meteoroldgicas, pudiendo rendir siempre en su punto dptimo. Ademads poseen la capacidad
de emular el ciclo solar emitiendo una radiacién proporcional en cada momento del dia, lo cual
es una ventaja afadida frente a operaciones continuas.

d. Regulacion electrénica.
Lo que permite que las luces LED emulen el ciclo sular es su capacidad de ser reguladas
electronicamente.
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Estas se regulan empleando la modulacidon de anchos de pulso (PWM) o bien mediante la
reduccion constante de corriente (CCR), aunque esta ultima es la que le confieren la capacidad
de ser programadas.

La modulacién por anchos de pulso se basa en ciclos rapidos de apagado y encendido de los
diodos resultando una intensidad de flujo foténico mas baja. Empleando el segundo método
se produce un flujo fotdnico continuo permitiendo diversas intensidades de luz [28].

e. Vida util.
A pesar del mayor coste de instalacidn que presentan las luces LED frente a los métodos de
iluminacidn artificial convencionales (aunque en continuo decrecimiento este coste), la larga
durabilidad las hacen enormemente rentables.

f. Menor impacto ecolégico.
Ademas de un menor consumo, lo cual ya supone un gran ahorro energético, una vez
terminada su vida util son reciclables en mayor proporcion. Frente al 10% que es reciclable en
las ldmparas incandescentes, las luces LED son reciclables en un 20% [29].

g. Unidireccionalidad de la radiacion emitida
La radiacién que emiten es direccional lo que las hace mucho mas eficientes con respecto a
otras formas de iluminacidn artificial como por ejemplo los tubos fluorescentes.

En resumen, el desarrollo de la tecnologia de control de las luces LED debido a su gran demanda ha
derivado en enormes ventajas de las luces LED, frente a otras iluminaciones artificiales e incluso frente
a la iluminacidn natural en aquellas ocasiones en el que los productos obtenidos son de alto valor
afiadido. Esta elevada demanda ha tenido como consecuencia un impulso en el desarrollo de esta
tecnologia mediante la eficiencia, la disponibilidad de diversas longitudes de onda, su tamafio reducido
y el bajo calor disipado. Es todo ésto lo que las hacen una fuente de luz idénea para el cultivo de
microalgas [30].

2.3 Temperatura

La temperatura es otro de los pardmetros mds importantes que afectan al crecimiento y a la com-
posicidn bioquimica de las microalgas, debido a su repercusidn sobre todas las reacciones bioquimicas.
La ausencia de crecimiento a temperaturas muy bajas se debe a la reduccidn de la velocidad de las
reacciones enzimaticas y al cambio de estado de los lipidos de membrana, ya que a bajas temperaturas
se rigidiza la membrana, que pasan a tener una consistencia fluida a otra mas sélida, impidiendo el
normal funcionamiento de la membrana celular.

El incremento de la velocidad de crecimiento con la temperatura se debe al incremento generali-
zado de la velocidad de las reacciones enzimaticas, aunque temperaturas muy altas pueden provocar
la desnaturalizacién de las proteinas, alteraciones irreversibles en las membranas lipidicas y, en otro
término, la muerte celular.

Con relacidn a lo anterior, el efecto de la temperatura sobre la composicion de las membranas lipi-
dicas y su contenido en acidos grasos ha sido ampliamente estudiado. Generalmente, una disminucion
en la temperatura por debajo de su valor éptimo incrementa el grado de instauracion de los sistemas
lipidicos.
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Esta respuesta mejora la estabilidad y fluidez de las membranas celulares, en particular las mem-
branas tilacoidales, con objeto de proteger la maquinaria fotosintética de la vulnerabilidad provocada
por las bajas temperaturas [31].

Cada microorganismo tiene una temperatura dptima de crecimiento diferente [32]. A temperaturas
Optimas para el crecimiento, las microalgas tiene el minimo tamafio celular y el minimo contenido en
carbono y nitrégeno, mientras que provocar incrementos en el volumen celular y modificaciones en la
composiciones quimica [33]. En otras palabras, se requiere mds carbono y mas nutrientes para produ-
cir una célula a la misma tasa de crecimiento a una temperatura no éptima.

En determinadas condiciones de cultivo puede ser necesario disminuir la temperatura de los cultivos
utilizando un flujo de agua fria o controlar la temperatura del aire de la cdmara de cultivo con sistemas
de refrigeracion.

Normalmente se requiere estabilidad en la temperatura del cultivo, lo cual puede suponer un pro-
blema tanto en interior como en exterior. En interior debido al calor aportado por la iluminacion arti-
ficial y en el exterior debido a la escasa capacidad de control de la temperatura y las enormes variacio-
nes que sufre esta.

24 pH

El pH es otro de los factores que puede afectar de forma importante al crecimiento de las microalgas.
Cada microorganismo solo puede crecer en un rango estrecho de pH, fuera del cual mueren répida-
mente. En ocasiones, el pH intracelular de las microalgas, situado en torno a 7, es distinto al del medio
de cultivo, lo que posibilita la obtencidn de energia metabdlica dependiente de la existencia de una
diferencia en la concentracidn de protones a ambos lados de la membrana plasmatica.

Aunque el rango de pH necesario para el cultivo de la mayoria de las especies de microalgas se
encuentra entre 7 y 9, puede alcanzar un valor de hasta 10 unidades en ecosistemas de agua dulce,
mientras que en el agua de mar permanece constante (alrededor de 8.2), debido a la concentracion
de carbono inorgdanico existente que actla como tampdn [34]. La inyeccidon de CO, en el medio de
cultivo permite corregir los altos valores de pH que pueden alcanzarse durante el periodo de creci-
miento de las microalgas, a la vez que provoca una disminucién muy acusada del pH del medio puede
llegar a tener un efecto adverso sobre la fisiologia celular.

Si bien es cierto, existen ciertas microalgas que pueden alcanzar niveles de 10 u 11. Esto presentaria
la ventaja de la inactivacién de patégenos, aunque puede llegar a inhibir el crecimiento de las micro-
algas, dado que a estos valores tan altos de pH la disponibilidad de CO; es limitante para la fotosintesis.

2.5 Caudal

Es necesario fijar el nivel de agitacidon del medio e incide directamente en el cultivo de microalgas.
Cuando los requerimientos, en cuanto a nutrientes se refiere, estan satisfechos y las condiciones am-
bientales son satisfactorias, la agitacién constituye el requisito mas importante para la obtencién de
altos rendimientos de biomasa, ya que proporciona las ventajas mencionadas a continuacion.

1. Asegurar una distribucion homogénea de las células y los nutrientes dentro del cultivo, con los
nutrientes rapidamente disponibles para las células.

2. Mejorar la distribucidn de la luz a las células asegurando que permanezcan fotosintéticamente
activas.
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3. Evitar que las células sedimenten en el fondo del FBR, lo que tendria nefastas consecuencias en
lo relativo no solo al metabolismo celular pero ademas al fendmeno de biofouling.

4. Evitar la formacion de gradientes gaseosos que se forman alrededor de las microalgas, lo que
supondria una restriccion en la tasa de crecimiento del cultivo.

5. Prevenir de igual modo la estratificacion térmica.

Como se menciona anteriormente, se requiere una velocidad de mezclado suficiente para asegurar
una mezcla homogénea. Si la velocidad de mezclado (caudal) es demasiado lenta, la velocidad de de-
posicién de células y otro material particulado sobre la superficie del FBR se incrementa. Consecuen-
temente, la seleccion del caudal debe ser cuidadosa teniendo en cuenta no Unicamente la geometria
del sistema de cultivo, sino ademas su fluidodinamica y la tolerancia al estrés hidrodinamico de las
células.
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Capitulo 3

Materiales y Métodos

En esta seccidén se analizaran los materiales empleados y los procedimientos que han sido necesa-
rios para la satisfactoria finalizacién del proyecto. Dada la extension y estructura del proyecto se pro-
cede a una revision por fases.

3.1 Fase de diseino

En lo relativo al disefio de este FBR, muchas de las caracteristicas fundamentales como es la longitud
de los tubos, codos y los coupling quedan definidos por el fabricante (Duran, Schott, Alemania). Otros
pardmetros como el nimero de loops o tamafio del desgasificador, se definen en funcidn de la escala
deseada. Esta sera intermedia entre laboratorio e industria, de menos envergadura de los existentes
en la Planta Piloto Externa de la Universidad de Almeria ya que su fin tltimo es el estudio de fenémenos
de adhesién. Para facilitar el vaciado de los tubos que conforman el loop se fijaron los mismos con una
inclinacion de un centimetro.

El disefio del prototipo se realizé6 mediante el uso del software AutoCAD 2016. La Tabla 2 muestra
las dimensiones tanto de los tubos como los codos usados en el disefio y construccién del FBR tubular:

Tabla 2. Caracteristicas geométricas de los elementos de vidrio con borosilicato cedidos por SCHOTT.

TUBOS CODOS

Diametro Espesor de Longitud del Didmetro Espesor de Ancho Altura
externo la pared tubo externo la pared

- .l £ — ¢ /(__T;\ I J/_.-T-.\.I II'/_.-; T\-\_I Il'/_; :‘\\I -

O O — ) by 'y L1
mim mm m

mim mim mm mim
54 1,8 2,5 54 2,5 234 200
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3.1.1. Dimensionamiento de equipamiento auxiliar

Bomba
El cultivo fue impulsado por el interior del FBR por medio de una bomba centrifuga. Por medio del

uso de la ecuacién de Bernoulli (Ec.1) se llevd a cabo el dimensionado de la bomba para conseguir
una velocidad de 21 cm/s [7]. A continuacion, se presenta la secuencia de calculo seguida para el di-
mensionado de la bomba.

1. Cdélculo de la pérdida de carga que debe vencer la bomba, calculada con la ecuacion de Bernou-
Ili [35]:

(P,—P) (h2=1,%)
+ +(zy—2,)+h =h [Ec. 1]
p-g 2 _g ( 1 2) total w

Siendo P la presidn de entrada y salida del fluido (Pa), V la velocidad de circulacién del fluido
a la entrada(m-s™), g el valor de la aceleracién de la gravedad(m-s?), p la densidad del
fluido(kg-m™), z es la altura manométrica (m) y h;,:q;1a pérdida de carga debido a la geometria
del dispositivo(m).

2. A partir del numero de Reynolds determinamos el tipo de flujo que lleva el fluido:

_L-Vv-p
U

Re [Ec. 2]

Siendo L la longitud total del tubo (m), V la velocidad del fluido(m-s), p la densidad del
fluido(kg:m?3) y u la viscosidad dindmica(Pa-s).

Dependiendo del valor del nimero de Reynolds obtenido hay tres posibles regimenes:

Re <2100 - Régimen laminar
2100 < Re <4000 - Régimen de transicién
Re 24000 -> Régimen turbulento

3. Se procede al célculo de las pérdidas de cargas en tramos rectos y accesorios, como en este
caso se trata de régimen turbulento [36]:

he=f = — [Ec. 3]

Dénde @ es el didmetro interno del tubo (m).
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Siendo f, el factor de friccion que debe ser calculado secuencialmente:

L g L2425
77 OB\37 TRe fF [Ec. 4]

Ademas, se deben considerar las pérdidas de carga en codos y valvulas:

haccecorios

Donde K es una constante caracteristica de cada accesorio.

Una vez obtenidos los valores para todos los accesorios que integran el dispositivo se calcu-
lan las pérdidas de carga totales, hiotal.

4. El caudal (Q) se calcula en funcion de la velocidad de circulacidn del fluido por el interior de
los tubos y de la seccion de paso de los mismos:

4 [Ec. 6]

5. La potencia requerida por la bomba (P):

P:p'g'Q.h’tOtal [EC.7]

Sistema de refrigeracion

Debe disefiarse un sistema de refrigeracidon capaz de mantener constante la temperatura del cultivo
en torno a unos 25°C. El sistema de refrigeraciéon se compone de un equipo de refrigeracién de agua
conectado a un intercambiador de calor fabricado en acero inoxidable introducido en la columna de
desgasificacion.

La principal consideracidn para el calculo de este sistema de refrigeracidn es que el principal aporte
de calor es el debido a la iluminacion LED, por tanto, las frigorias aportadas por el dispositivo de refri-
geracion deben ser las necesarias para contrarrestar este calor aportado. El calor que suministra la
iluminacion LED se determina mediante la siguiente ecuacidon empirica [37]:

P=075-1-V
’ [Ec. 8]
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Siendo P la potencia aportada en vatios (W), I la intensidad en amperios (A), V el voltaje en voltios
(V). El voltaje y la potencia por metro (W/m) de la iluminacién esta definida por la seleccién del tipo
tira LED de iluminacién y las necesidades luminicas, en este caso 19,2 W/m.

El proceso de calculo del intercambiador de calor se basa en suponer un intercambiador cuyas di-
mensiones sean aptas para ser introducido en el interior de la columna de desgasificacion. Tras esto
se ha de fijar un incremento de temperatura maximo, en este caso se asume como valido un aumento
de 2,0 °C. Con esto se establecen los limites admisibles tanto en dimensionamiento como la variacion
térmica. Se considera ademas una temperatura de entrada en el intercambiador, desde el dispositivo
de refrigeracion de agua, de 7,0 °C.

La comprobacién de las suposiciones realizadas se realiza mediante un balance de energia al inter-
cambiador de calor.

Q=U-A-AT}, - ¢ [Ec. 9]

Siendo U el coeficiente global de transmision de calor, caracteristico de cada material, A el drea de
intercambio, AT}, la temperatura media logaritmica y ¢ la eficiencia del intercambio.

l=l+e_w+l [Ec. 10]
U h; k, h
AT, = (Tr = T;) — (Tr — Tp)
tm = | Ts — T; [Ec. 11]
0T, =T,

Siendo hy, h; es el coeficiente de transferencia de calor por conveccidén a ambos lados del tubo
(kg-s*-K?), ey, el espesor del intercambiador (m), T; la temperatura del cultivo, T; la temperatura
de salida del intercambiador y T, la temperatura de entrada al mismo.

El cdlculo de los coeficientes de transferencia de calor por conveccidon requiere conocer el régimen
fluidodinamico en el que se encuentra el fluido mediante la ecuacién 2.

Re<2100 - Régimen laminar
2100<Re<4000 ->  Régimen de transicién
Re>4000 - Régimen turbulento

Dado que nos encontramos en régimen turbulento, las ecuaciones para el calculo quedan recogi-
das a continuacién.

h= qNu [Ec. 12]

Siendo Nu, el nimero adimensional de Nusselt.
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Nu = 0,23 - Re%8 . pr0:33

[Ec. 13]
Siendo Pr el nUmero adimensional de Prunt.
PT' — CI’)L—'“
ki [Ec. 14]

Dénde ¢, es el calor especifico del agua (J-K-gr), u es la viscosidad dindmica del fluido (Pa-s) y
k; la conductividad térmica del agua (W-m™-K?)

lluminacion

Se han empleado tiras LED compuestas por 4 colores, blanco, azul, rojo y blanco calido. La seleccidn
de este tipo de tira LED se justifica por los resultados obtenidos anteriormente en el grupo [26] para
el cultivo de dinoflagelados en FBR a escala piloto iluminados artificialmente. Las tiras multicolor LED
usadas para la construccion de FBR tubular posee el espectro mostrado en la Figura 8.
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Figura 8.Espectro de la tira LED empleada. Imagen obtenida del
articulo de Ldpez Rosales y col. [26].

Las tiras LED fueron colocadas en el FBR fue de forma helicoidal sobre cada tubo del colector solar
y alrededor de la columna de desgasificacidn. Este tipo distribucion de las tiras LED permite variar el
“paso de tuerca”, es decir, la separacidn entre tiras con el objeto de aumentar de manera sencilla el
valor de irradiancia incidente. Por otro lado, variando el paso de tuerca de las tiras en los tubos se
puede llegar a conseguir una distribucion homogénea de la luz pudiéndose considerar que la distribu-
cion de la luz en el interior del FBR sigue un modelo totalmente difuso.

Para optimizar el paso de tuerca y calibrar la luz que se disponia en el reactor se usé un medidor de
irradiancia (Biospherical QSL 100; Biospherical Instruments Inc., San Diego, CA, USA).
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3.1.2. Diseio del sistema de control

Por medio del uso del software DAQFactory se realizé un SCADA (Supervisién, Control y Adquisicién
de Datos) capaz de registrar y controlar distintas variables operacionales del FBR. Los parametros que
se estimaron importantes para llevar a cabo su registro fueron pH, oxigeno disuelto (OD) y tempera-
tura. DAQFactory es un programa que presenta la ventaja de aunar un entorno de programacién ba-
sado en C++ vy la posibilidad de desarrollar interfaces gréaficas que sean intuitivas para el usuario.

El registro y control del proceso se realizé mediante una tarjeta de adquisicion de datos LabJack U12
a la que conectaron los distintos sensores y actuadores que mantienen bajo control el dispositivo. Para
el registro de pH se usé un pHmetro marca Hanna modelo HI-8711, mientras para el OD se usé un
medidor de oxigeno de la misma marca modelo HI-8410.

La temperatura fue registrada por una sonda tipo PT-100 sumergible y el caudal de la bomba de
recirculaciéon fue modulado por medio de un variador de frecuencia (Rich electric, EI-8001-S1L).

El control del pH se realizd por una estrategia de control del tipo on-off adaptativo que consistid en
la inyeccion bajo demanda de CO, por medio de la conexidn y desconexién de una electrovalvula de
solenoide accionada por un relé.

El conjunto de dispositivos mencionados anteriormente estd integrado en el cuadro de control mos-
trado en la Figura 9.

Relés

Variador de
pHmetro [« frecuencia
Medidor OD <
- Rotdmetro
Te.nr!e.t'a de o,
adquisicion de
datos
Rotametro
aire
Magnetotermoss

Figura 9. Cuadro de control del FBR. La tarjeta de adquisicion de datos se encuentra conectada a un ordenador con el
software SCADA realizado. A ella estdn conectados la electrovdlvula del rotdmetro de CO,, el pHmetro y el medidor de OD,
asi como una sonda de temperatura.
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3.2 Fase de ensamblado

Se procede al ensamblado del sistema de cultivo, listo para la posterior prueba de concepto que se
llevara a cabo.

3.2.1. Montaje del conjunto

En la Figura 10 se muestran los codos y couplings que se usaron el FBR. Toda la estructura metalica
fue tratada con pintura anticorrosiva. Esta actividad consumié muchos mds recursos horarios que los
previsto para el TFG ya que hubo retrasos debido tanto a averias como a pequefas modificaciones que
se realizaron para mejorar el funcionamiento y el aspecto final del FBR.

— — '<*//“"
v s \L; J \ (_\
AP , b 7 '
| { ) { ) (
V. /(J 9 y \ ' N

Figura 10. Couplings y codos, previo a la fase de ensamblado del FBR.

3.2.2. Caracterizacion fluidodinamica

La caracterizacion fluidodinamica se basé en la determinacion del tiempo medio de residencia del
fluido en el interior del sistema tubular del FBR, es decir, en los tubos que conforman el colector solar,
sin tener en cuenta la columna de desgasificacién.

La velocidad de paso del liquido (v.) por el interior del tubo fue determinada para distintas frecuen-
cias de bombeo por medio de ensayos de estimulo-respuesta. El reactor inicialmente se llené con agua
de mar. En cada ensayo se realizd una inyeccion instantdnea a la entrada del FBR de una solucién de
NaOH de 40 mL de 120 g/L y se registro la variacion temporal del pH en la salida del dltimo tubo del
colector solar.

Se calculé el tiempo medio (tn) de residencia por medio de la siguiente expresién [38] :

_Jo t-[oH] - dt
~ [[oH] - dt

[Ec. 15]

mr

Donde [OH] es la concentracién de iones OH calculada por medio de la siguiente secuencia de
ecuaciones:

14 = pH + pOH [Ec. 16]

[OH]™ = 107POH [Ec. 17]
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El calculo de la velocidad de circulacién consistié en dividir la longitud total del colector solar (23,655
m) entre tp:

__ longitud colector solar

L= tmr [EC 18]

3.2.3. Calculo del coeficiente global de transferencia de materia (K..)

La determinacidén del coeficiente volumétrico global de transferencia de materia (K..) se realizo se-
gun el método dinamico con y sin células. El FBR se llend con agua de mar hasta diferentes alturas del
desgasificador. Se fij6 la velocidad de circulacién del liquido a 40 cm-s™[8] por medio de la bomba
centrifuga que impulsa éste a través de todo el FBR. De igual forma se fijo el caudal de aire en la co-
lumna de desgasificacion en un valor de 20 L:min™.

Una vez alcanzado un estado estacionario en cuanto al OD en la columna de desgasificacidn, se
empezo a burbujear nitrégeno en lugar de aire con el fin de desorber el O; del sistema. Tras este pro-
ceso se vuelve a burbujear aire y se sigue la evolucién temporal del O; en la columna de desgasificacion.

Para obtener los valores de Ki, para los distintos ensayos, asumiendo mezcla perfecta, se realizd un
balance de materia al sistema obteniendo las siguientes expresiones:

— = K.a[C — C,] — 19, = OTR — OPR [Ec. 19]

Dénde C,, representa la concentracidon de oxigeno disuelto en la fase liquida en un instante de-
tiempo, C; la concentracion de oxigeno disuelto en equilibrio con la fase gaseosa, calculada a partir
de la Ley de Henry, 1, tasa de oxigeno fotosintético, es decir, el oxigeno producido por el microorga-
nismo, OTR (oxygen transfer rate) el nivel de oxigeno transferido desde el liquido al gas o viceversa y
OPR (oxygen production rate) la tasa de oxigeno a la cual la biomasa produce oxigeno en la fase liquida.

Todo esto es simplificable cuando la transferencia de oxigeno es la etapa limitante (p.ej. debido a
una baja solubilidad de oxigeno en agua) y existe una produccion insignificante de oxigeno por el mi-
croorganismo:

- = K a[C; — C,] = OTR [Ec. 20]

Dénde de forma analoga C;, representa la concentracidn de oxigeno disuelto en la fase liquida en
un instante detiempo, C; la concentracién de oxigeno disuelto en equilibrio con la fase gaseosa, cal-
culada a partir de la Ley de Henry, 1, tasa de oxigeno fotosintético, es decir, el oxigeno producido por
el microorganismo y OTR (oxygen transfer rate) el nivel de oxigeno transferido desde el liquido al gas
o viceversa.
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3.2.4. Calibracion dispositivos

Medidor de Oxigeno Disuelto

En este caso se trata simplemente de obtener la relacidn entre el voltaje proporcionado por el me-
didor de salida con la registrada por el programa desarrollado en DagFactory. Debido a que el medidor
de OD se encuentra provisto de una salida analdgica de intensidad (4-20 mA) por medio de la ley de
Ohm se calcula la resistencia necesaria que ha de colocarse en esta salida para transformar los valores
a voltajes comprendidos entre 0-5V ya que Labjack U12 solo tolera este rango de voltajes.

V=IR [Ec. 21]

Siendo V el voltaje (V), I la intensidad(A) y R la resistencia (Q).

Para llevar a cabo la calibracién de este dispositivo se llend el FBR con agua de mar y se conecto el
control de temperatura, fijando ésta al valor de operacidn (25°C). Una vez lleno el FBR se conecté la
aireacién y se esperd a que el valor suministrado por el medidor de OD fuera estable para fijar este en
el 100% de saturacién.

pHmetro

De igual forma, se realizé una conversion entre intensidad y voltaje de la salida analdgica del dispo-
sitivo. En este caso se establecid la relacidén entre voltaje y pH. Se usaron 3 disoluciones patrén (pH
conocido) las cuales fueron correlacionadas con el voltaje de salida del pHmetro.

Sensor de Temperatura

Nuevamente, se relaciona voltaje con temperatura. Para obtener 3 puntos se preparan 3 recipientes
con agua fria, a temperatura ambiente y caliente. Con un termdmetro se determina la temperatura
gue indican éstos y se relaciona con la sefial de voltaje que transfiere la sonda.

3.3 Fase de cultivo modo batch

El objetivo de esta fase es la comprobacidn tanto que este FBR es una herramienta interesante en
el estudio de biofouling como verificar el correcto funcionamiento los dispositivos y secuencias de
control integrados en el FBR. Luego con este fin se llevd a cabo un cultivo en modo discontinuo.

3.3.1. Microalga

Se utilizé la microalga marina Nannochloropsis gaditana para el cultivo en el FBR. El inéculo fue
preparado en un reactor de vidrio a 25 + 1°C iluminado con |lamparas fluorescentes de 58 W que apor-
taban 300 pE-m2-st en superficie en ciclos luz-oscuridad de 12-12 horas. El medio de cultivo usado fue
Algal optimizado [39] preparado con agua de mar del mediterraneo esterilizada vy filtrada (0,22 um
filtro Millipore; Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).

Disefio y puesta a punto de fotobiorreactor tubular con iluminacién LED 39



Capitulo 3. Materiales y métodos

3.3.2. Modo de operacion en el FBR

La microalga Nannochloropsis gaditana fue usada como especie modelo en el cultivo este FBR. El
valor de OD registrado se us6 como indicador de la actividad fotosintética. La temperatura del cultivo
fue controlada a 25 + 2°C por medio un intercambiador de calor de acero inoxidable que fue introdu-
cido en la columna de desgasificacién y por el que circulaba agua termostatizada procedente de un
chiller. El pH fue controlado a 8,05 por inyeccidén automatica de CO..

Antes del uso, el FBR y el agua fueron esterilizadas quimicamente con NaClO. Para ello se llend el FBR
con agua de mar filtrada a 0,22um y se afiadié 4 mL de disolucién de NaClO al 10% v/v por litro de agua
a esterilizar. Una vez mezclada la disolucidon de NaClO con el agua a esterilizar se detienen cualquier
dispositivo que genere turbulencia y se evita que al FBR le incida de manera directa cualquier fuente
de luz. El proceso de esterilizacidon se da por concluido tras 12 horas. Una vez realizada la esterilizacién
se ha de neutralizar el agente esterilizante (NaClO) por medio del uso de una disolucién de tiosulfato
sédico (Na,S;0s - 5H,0) de 250 g/L. Para la total neutralizacion se afiaden 1mL de disolucion de tiosul-
fato sddico por cada 4mL de NaClO usados y se burbujea airosamente. Para verificar que el proceso de
neutralizacién fue exitoso se tomé una muestra de agua esterilizada-neutralizada y se puso en con-
tacto con cultivo durante varias horas, constatando la viabilidad de las células tras este tiempo.

Se usé el medio Algal optimizado [39] para el cultivo de la microalga. El reactor fue inoculado con 21
L de inéculo con una concentracion de 1,68-108 cel-mL™? en fase exponencial de crecimiento. El FBR fue
operado en modo discontinuo. Se programé un patrén de iluminacién basado en el ciclo solar usando
la ecuacion publicada previamente por el grupo[26].

t tST .
—— T |ift, <t <ty (Ec. 22]

lomax * SIN [n
ss = lsr

0 otherwise

IO=

Siendo I,(t) el valor de incidente de irradiancia temporal, lomax €l valor de maximo de irradiancia en
la parte central del ciclo de iluminacién en el centro de un tubo cuando el reactor se encuentra lleno
con medio de cultivo sin células y ts y t- representan el amanecer y el anochecer respectivamente.

Para evitar una posible fotoinhibiciéon en los 3 dias iniciales del cultivo se fijé una irradiancia de
200 pE-m2s?! para evitar efectos de fotoinhibicién, pasados estos primeros dias se incrementd
660 LE-m2:s que es el maximo nivel de irradiancia que aportaba el equipo. El caudal de aire fue fijado
a un valor de 20 L-min! siendo este suficiente para llevar a cabo una eliminacién de oxigeno fotosinté-
tico suficiente en la columna de desgasificacidn.

3.3.3. Seguimiento del crecimiento

El seguimiento del cultivo se realizé mediante medidas diarias de densidad celular usando un cité-
metro de flujo, absorbancia mediante un lector de placas, macronutrientes (nitratos y fosfatos) espec-
trofotométricamente, eficiencia fotosintética con un fluorimetro, asi como el peso seco tras un pro-
ceso de liofilizacién de muestras.
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Citometria de flujo

Por medio de esta técnica se determind la concentracidn celular. Las medidas citométricas se reali-
zaron con el citdmetro de flujo tipo CellLabQuanta SC (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) el cual
esta equipado con un laser de excitacion idnica de argoén (luz azul, 488 nm) y 3 fotomultiplicadores:
FL1 (525 nm), FL2 (575nm), FL3 (670 nm en adelante). Fueron analizadas al menos 12000 células por
muestra muy diluida. El caudal se mantuvo en un nivel moderado para evitar una interferencia entre
las células.

Eficiencia Fotosintética

La relacién entre la fluorescencia maxima variable (Fv) y la fluorescencia maxima (Fm) de la clorofila
(Fv/Fm) representa el maximo rendimiento en la produccion fotoquimica del fotosistema IlI. Esta pro-
porcion es generalmente aceptada como un indicador del estrés celular. Los valores de Fv/Fm fueron
determinados usando un fluorimetro de clorofila (Mini-PAM-2500; Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Ale-
mania) la luz pulsada (PAM).

Las muestras se mantienen en la oscuridad durante 35 minutos antes de realizar las mediciones para
poder determinar los parametros fotosintéticos. La fluorescencia inicial (FO) fue medida mediante la
exposicion de las células a la luz roja bajo pulso (<1 pE-ms?). La fluorescencia maxima (Fm) se cuan-
tifica aplicando un pulso de luz saturante (8000 pE-m2-s’t; 800 ms ancho de impulso) La fluorescencia
maxima variable fue calculada como Fv = Fm — F,.

Medida de nutrientes

Se llevd a cabo un seguimiento de los macronutrientes presentes en el sobrenadante, Nitratos y
Fosfatos.

Las muestras de 100 mL cosechadas diariamente se centrifugaron durante 15 min a 4500 rpm, para
separar el sobrenadante del pellet celular. Una vez obtenido el sobrenadante se determinaron ambos
nutrientes por técnicas espectrofotométricas.

1. Determinacion Nitratos

Medidas de absorciéon UV a 220 nm permite la determinacién rapida de NO3. Debido a que la ma-
teria orgdnica absorbe en 220 nm, sin embargo, no absorbe a 275 nm, una segunda medida realizada
a 275 nm puede usarse para la correccion del valor de NO3. El grado de correccién empirica esta rela-
cionado con la naturaleza y la concentracién de materia organica y puede variar.

Procedimiento:

1. Tratamiento de la muestra. Las medidas son realizadas al sobrenadante, por lo que la muestra
tomada debe ser centrifugada durante 15 min y a una velocidad de 4500 rpm para separar el
pellet del sobrenadante.

2. Preparacion de la recta de calibrado. Se preparan estandares de calibracion de NO3 de un
rango de 0 a 7 mg N/L. Se realizan las mismas medidas a los patrones de NO3 que a las mues-
tras.

3. Medida en el espectrofotometro. Lectura de absorbancia o transmitancia de agua destilada
fijando en cero la absorbancia y 100% la transmitancia. Se usa una longitud de onda de 220
nm para obtener una lectura de NO3 y una longitud de onda de 275 nm para determinar in-
terferencias debido a la materia organica.
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4. Tratamiento de datos. Tanto paralas muestras como para los patrones de la recta de calibrado,
se resta dos veces la absorbancia obtenida a 275 nm de la absorbancia obtenida a 220 nm para
obtener la absorbancia de NO3. Para la recta de calibrado se representa la absorbancia de
NO3en funcidén de la concentracion conocida del patrén. A partir de esta recta se obtiene el
valor de la concentracién de las muestras.

[NO3] = absorbancia 220 — 2 - absorbancia 275 - 17,90

2. Determinacion Fosfatos

Las especies de fésforo disueltas en el sobrenadante fueron determinadas y cuantificadas como
P03, de acuerdo al método publicado por la American Public Health Association [40].

Procedimiento:

1. Tratamiento de la muestra. Las medidas son realizadas al sobrenadante, por lo que la muestra
tomada debe ser centrifugada durante 15 min y a una velocidad de 4500 rpm para separar el
pellet del sobrenadante.

2. Preparacion de la recta de calibrado. Se preparan estdndares de calibracion de PO;3 de un
rango de 0 a 7 mg N/L. Se realizan las mismas medidas a los patrones de PO} 3 a las muestras.

3. Dado que el acido molibdico y el tartrato de antimonio y potasio reaccionan en un medio acido

con soluciones diluidas de ortofosfato para formar acido fosfomolibdico que es reducido por
el 4cido ascérbico desarrollandose una coloracion azul que es medida en espectrofotémetro.
Se realizan las siguientes disoluciones:

Acido molibdico: 30 g-L™.

Acido sulfdrico: 1,35 mol-L™.

Acido ascérbico: 38 g-L™.

Tartrato de antimonio y potasio: 1,36 g-L ™.

4. Se preparan las muestras a medir afadiendo las proporciones volumétricas mostradas en la
siguiente tabla:

Tabla 3. Proporcidn del volumen de cada reactivo.

A 0
Acido molibdico 22,20%
A 0
Acido sulfurico 44,40%
A 0
Acido ascérbico 22,20%
11,10%

Tartrato

5. El producto de reaccion se cuantificd espectrofotométricamente a una longitud de onda de
885 nm.

6. Tratamiento de datos. Tanto para las muestras como para los patrones de la recta de calibrado,
se resta dos veces la absorbancia obtenida a 885 nm para obtener la absorbancia de PO;3.
Para la recta de calibrado se representa la absorbancia de PO; 3 en funcién de la concentracién
conocida del patrén. A partir de esta recta se obtiene el valor de la concentracion de las mues-

tras.
[PO;?] = 60,727 - absorbancia 885
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Peso seco

Para determinar el contenido en biomasa se centrifugan las muestras, en tubos falcon de 50 mL de
los cuales previamente se ha determinado su masa, separando a su fin el sobrenadante del pellet ce-
lular. Esta biomasa debe ser lavada en tres ocasiones con un 20% de agente de limpieza con respecto
al volumen de muestra inicial (con bicarbonato amoénico de 0,5M), con el objetivo de retirar todas las
sales procedentes del agua.

A la finalizacién de cada lavado debe ser separado el pellet del sobrenadante y centrifugado nueva-
mente a las mismas condiciones. Tras esto se liofilizan (Cryodos 50, Telstar) los tubos durante 48 horas.
Por ultimo, se determina el peso seco de la biomasa.

3.3.4. Constatacion fotografica del biofouling

Tras detener el cultivo una vez demostrado el correcto funcionamiento del FBR se procede a evaluar
el desarrollo del fendmeno de adhesion en este periodo de tiempo mediante registro fotogréfico. La
camara Canon EOS 1200D + Objetivo 18-55 mm IS Il fue la empleada para captar el desarrollo del
biofouling en la superficie interna del FBR.

3.3.5. Cinética de Crecimiento

Los cultivos en modo batch y semicontinuo muestran curvas de crecimiento asimétricas. Se recurrid
a la siguiente ecuacion logistica asimétrica para representar la concentracion celular (N(t)) en funcién
de los datos del tiempo (t) para determinar con exactitud la tasa de crecimiento especifica:

[Ec. 23]

Donde a, b, c y d son constantes. La tasa especifica de crecimiento celular p (dia-1) se calculé usando
la curva que mejor se ajustaba a la ecuacién. Por tanto:

1

M(t)=m<

dN(t)) (Ec. 24]

dt
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Capitulo 4

Resultados y discusion

En esta seccidn se expondran, siguiendo el esquema del capitulo precedente, los resultados obteni-
dos en lo referente a cada una de las fases.

4.1 Fase de diseio

Con el conocimiento acumulado por el grupo en el cultivo de FBR tubulares, se han implementado
una serie de soluciones que mejora el cultivo de microalgas en estos dispositivos. Estas innovaciones
son las siguientes:

e Pendiente de un centimetro entre ambos extremos del colector solar. Medida para facili-
tar el vaciado.

e Dispositivo compacto. Se deseaba una Unica estructura que albergue todo el dispositivo.

e Duradero en cuanto a corrosién. Es por ello que se opté por acero galvanizado tratado con
imprimacién y pintura, ambos anticorrivos.

e Gran estabilidad en el registro de datos y el control.

En la Figura 11 se muestra boceto final en modo realista del disefio realizado en Autocad 2016. En
este disefio se han tenido en cuenta todas las mejoras expuestas anteriormente.
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Figura 11. Disefio final del FBR tubular realizado en el software AutoCAD.

4.1.1. Dimensionamiento de equipamiento auxiliar

Bomba

Siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo anterior en la seccién 3.1.1, se obtuvo la potencia
minima (Pp,mima) Que deberia tener la bomba para un caudal minimo (Qminimo) de 28 L'min™ para
obtener una velocidad de 40 cm-s™. Este valor de velocidad es el necesario para realizar los ensayos de
adhesién y poder compararlo con lo publicados por Zeriouh y col[8].

Poinima = 46,321 W = 0,062 HP

m3
Qminimo = 4,309 T

En base a estos valores se comprueban en el catdlogo del fabricante (Kripsol), Figura 12, las carac-
teristicas y El sobredimensionamiento de la misma se debe a la posibilidad de que el FBR sea ampliado
con mas loops, asegurando su idoneidad también en este caso.
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Caracteristicas y dimensiones * Characteistics and dimensions
Caracteristiques et dimensions * Kennzeichen und mafBen

" Altura en m./ Head in m. .

2 Monofase = Trifase = Peso » Weight »
Tipo  HP KW gingiepnase Theepnase 92 5 6§ 8 10 1 12 14 16 18 . Poids ¥
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v A COND. V A Caudal en m¥h / Flow in m¥h MONOFASE TRIFASE MONOFASE TREASE
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Figura 12. Caracteristicas de la bomba extraidas del catdlogo del fabricante, KRIPSOL

Sistema de refrigracion

1. Dispositivo refrigerador de agua

Con el calculo descrito anteriormente 3.1.1, se obtiene el calor que aportado por la ilumi-

nacion LED (QaportadoLED):
QaportadoLep = 972 W

En base a esto el sistema de refrigeracién seleccionado para el proceso se muestra en la

Figura 13.
Model | Cooling capacity (W) | Cooling method Power supply el g
HRS012 | 1100/1300 (50/60 Hz) ﬁ:'jcmlﬁjd Single-phase 100 VAC (50/60 Hz), 115 VAC (60 Hz)
HRS018 | 170011900 (50/60 Hz) d;:ﬁf;::&'; Single-phase 200 to 230 VAC (50/60 Hz) CE/UL®
HRS024 | 2100/2400 (50/60 Hz) | refrigeration Single-phase 200 to 230 VAC (50/60 Hz)
Air-cooled ) —
@""m 4700/5100 (S0/60 Hz) | friceration | Single-phase 200 to 230 VAC (50/60 Hz) | Scheduiedior

Figura 13. Recorte del catdlogo de SCM, donde se selecciona el modelo mds adecuado en base a los cdlculos
realizados.

El modelo elegido sera de 60Hz con una capacidad de enfriamiento de 4700 W. Este sobre-
dimensionamiento se considera para asegurar el correcto funcionamiento conectando in-
cluso tres FBR al dispositivo.
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2. Intercambiador
Realizando la secuencia de cdlculo mostrada en el capitulo
anterior en la seccion 3.1.1, se ha obtenido un intercambiador
con una altura de 1,15 m, conformado por 4 tubos con un didme-
tro externo de 2,13 cm y un espesor de 5,3 mm como se observa
en la Figura 14.
El calor que es capaz de retirar el intercambiador con el area
dado se calcula con la ecuacién 10.

Qretirado = 1,021 kW

Por tanto, el intercambiador estd dimensionado para retirar
todo el calor aportado por las luces LED sobradamente. Esto se debe
a que la temperatura de entrada del dispositivo de refrigeracidn de
agua cuando se conecten varios dispositivos muy probablemente
serd superior a los 7°C empleados para el célculo.

4.1.2. Diseno del sistema de control

El sistema SCADA implementado permitié al usuario fijar los valores de

set-point para el pH, caudal de la bomba asi parametros de iluminacién tales Figura 14. Disefio del
como intensidad de la iluminacién, hora de inicio del ciclo luminoso y patrén  intercambiador de calor
de iluminacién. Por otro lado, en el software desarrollado se realiza el re- calculado

gistro y monitoreo de pH, oxigeno disuelto y temperatura del cultivo. En la
Figura 15 se puede observar una captura de pantalla de la interfaz del usuario. A partir de esta pantalla

principal, se puede acceder a la configuracién manual del pH y la iluminacidn, Figura 16, asi como la
calibracion.

pH1: 0.02
Oxi1: -0.67 %

u Temp1: 25.25°C
Irradiancia1: 110

5]
5}
)
5]
Configuracion control
@)

Wed & Sep 2017

On/Off registro de On/Off registro de :
S datos 1hora ! datos Smin Graficos Salir

Figura 15. Captura de pantalla del software SCADA desarrollado.
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C_control X

Configuracion pH Configuracion iluminacion
S.P pH:| 8.00 8.00 ﬂ l.max:| 666 666.00 [OK
I.cultivo:| 666 §66.00 ﬂ

Conexion_control_pH: 1

Hora amanecer(h):| 9 9.00 ﬂ
Control pH ‘ Tiempo iluminado(h):| 12 12.0 m
Seleccion patron de iluminacion

" Manual Valor manula(0-100%):[| m

i Ciclo solar
" Ciclo escalon

Inicio_lluminacion Conexion_ilumina: 1

Figura 16. Acceso del software a la configuracidn de los pardmetros de control a
partir del radiobotén "Configuracion control".

Por otro lado, en la Figura 17 se presenta el cédigo que regula el control de pH a modo de ejemplo.
Se optd por una estrategia de control del tipo on-off para el control del pH. Para conseguir este propo-
sito se realizaban inyecciones de CO; a demanda por medio de la conexidn y desconexidn de una elec-
trovavula de solonoide por medio de un relé.

File Edit View Quick | Analysis | Debug Layout Tools Window Help

W=y =] g 2 » dahaE.
Sequence: ContralpH Apply & Compile Apply Discard
Thread Pricrity: |5-hcquisition j Aba-Skart: r
1 while(l)
2 1f (Mean{pH[0.9]):Var SetpointpHl) ~» Condicicon de entrada
3 Valwl021=5 SoConexicon del relé(conectado a slectrovalwvula de gases)
4 elses
5 ValwCO21=0 srDesconexion del relé{conectado a electrovalwula de gazes=)
3 endif
7 endif
8 delaw(l)
9 endwhild

Figura 17. Cdaptura del cédigo de programacion empleado para el control on/off de inyeccion de pH

Con objeto de mantener los valores de oxigeno disuelto dentro de un rango que no sea inhibitorio
para el crecimiento y mantener una mezcla homogénea en el interior de la columna de desgasificacion
se burbujea continuamente aire en la misma. Por ultimo, se consigue el control de temperatura por
medio del dispositivo de refrigeracién conectado a un intercambiador situado en la columna de des-
gasificacion.
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4.2 Fase de ensamblado

Se procede al ensamblado del sistema de cultivo, listo para la posterior prueba de concepto que se
llevara a cabo.

4.2.1. Montaje del conjunto

Todos los elementos del conjunto fueron tratados con tratamientos anticorrosivos. Aunque los dis-
tintos elementos del sistema estaban fabricados en acero galvanizado este tratamiento a base de Zinc
no es suficiente para prevenir posibles efectos de oxidacién por la exposicidn al agua de mar

Tras el proceso anticorrosivo se marcaron los puntos de anclaje de los pilares a la base de la estruc-
tura. El disefio inicial de los pilares fue modificado en este punto ya que se constaté que la pletina de
la base de los pilares tenia un drea demasiado pequeiia. El area de la base de la nueva pletina tenia un
20% mas de drea y ademads disponia de 4 escuadras que unian el pilar a su estructuran y suponian unos
elementos de refuerzo estructural (Figura 18). Esta modificacion es muy importante ya que el reactor
es compacto y posee rudas por lo que se trata de un sistema mdévil y una mala fijacidon de estos con la
estructura base podria comprometer la estabilidad de todos los elementos del FBR.

pa

Figura 18. Pilares mds la base de la estructura ensamblados

La construccion de los loops comienza marcando
los puntos donde se desea colocar la abrazadera iso-
fonica (Figura 19) que sujetara el tubo a los pilares. En
este proceso se tiene en cuenta que para facilitar el
posterior vaciado del FBR es conveniente que exista
una cierta inclinacion entre los extremos de los tubos
por lo que se fijaron estos con 1 cm de diferencia en-
tre ambos extremos. Una vez colocadas las abrazade-
ras isofénicas se procede a la colocacion del tubo en
el interior de las mismas.

Figura 19. Despiece abrazadera isofdnica
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Posteriormente se realiza el anclaje de la estructura que sostendrd tanto la columna de desgasifica-
cidon como los cuadros de control, mostrado en la Figura 20. Ante la falta de un elemento de sujecidon
en la base que asegure su unidén a la base se opta por soldar dos perfiles de tubo de acero galvanizado
para anclar en estos la estructura.

La sujecién de la columna a su estructura se realiza nuevamente mediante
abrazaderas isofénicas.

Tras esto se procede a la conexion de la bomba. Teniendo en cuenta las me-
joras propuestas en materiales y métodos se fijé la bomba asegurando que la
misma estuviera lejos de la columna de desgasificacion. Por otro lado, debido
a que no existia compatibilidad entre los didmetros externos de los tubos de
vidrio y los elementos de PVC que conectaban los tubos de vidrio con la bomba
se realizé un “abocinado” de un manguito de PVCy asi lograr conectar ambos
materiales.

Seguidamente se procede al montaje e instalacién del cuadro de control, asi
Figura 20. Estructura  como el cuadro que alberga el sistema de iluminacién LED. Para evitar posi-
columna desgasificacion. bles cortocircuitos, se protege el cableado de todo el sistema.

Debido al reducido tamafio del sistema, la columna de desgasificacion tenia una altura que imposi-
bilitaba el burbujeo en su base, ya que la velocidad de aspiracién de la bomba era muy superior a la de
subida de la burbuja. Este hecho provocaba que se introdujeran burbujas en el sistema. Para solucionar
este problema el burbujeador se dispuso a 40 cm respecto de la base de la columna de desgasificacién.

La Figura 21 muestra el resultado final del proceso de ensamblado del FBR.
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Figura 21. Fotografia tomada al FBR en funcionamiento.
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4.2.2. Caracterizacion fluidodinamica

En la Figura 22 se muestran los ensayos de estimulo-respuesta realizados para varios caudales de
bombeo obtenidas cambiando la consigna en el variador de frecuencia. En esta figura se puede apre-
ciar como el ancho de la zona de respuesta (el pico) va disminuyendo conforme aumenta el caudal ya
que la dispersion del trazador se minimiza al aumentar el caudal.

13
- @®—- 12Hz
N4 o
v e @ 16 Hz
12 - v o * v 29 Hz
vi @ \
\2AN ®
| \
v ﬁ e
11 A |
v I 1®
O Vi 1é
I v
o \4 ([
10 4 \4 ®
9 .
8 T T 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo,s
Figura 22. Resultados a los experimentos para el cdlculo del tiempo medio de residencia.

Con los tiempos medios de residencia calculados y teniendo en cuenta la longitud total del conjunto
de loops de tubos se calculan las distintas velocidades de circulacién del fluido en el interior de los
tubos. En la Figura 23 se muestra la correlacidn existente entre frecuencia fijada en el variador y velo-
cidad de circulacién del fluido.
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Figura 23. Recta de calibrado que relaciona la velocidad en el interior del colector solar con la frecuencia
ajustable en el variador de frecuencia.

4.2.3. Calculo del coeficiente global de transferencia de materia (K.)

A modo de ejemplo en la Figura 24 se muestra uno de los ensayos del método dindmico de deter-
minacién del K... En esta figura el primer tramo corresponde al proceso de desorcion del O, del sistema
por medio de inyeccion de nitrégeno (N;). Tras llegar a un valor bajo de OD se desconectd apagbé el
burbujeo de N, y comenzdé el burbujeo de aire en el sistema incrementandose el valor de OD en el
mismo.
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Figura 24. Resultados obtenidos empleando el método dindmico para la obtencion del kLa

Los experimentos realizados para distintos caudales de aire (Quaire) y dos alturas de liquido en la co-
lumna de desgasificacién se presentan en la Figura 25. En este punto se debe puntualizar que la en-
trada del liquido a la columna de desgasificacion a partir del colector solar se encuentra a 1,57 m res-
pecto el fondo de esta, por lo que trabajando a alturas inferiores a 1,57 cm se forma una caida de agua
desde la entrada del desgasificador hasta el nivel de liquido. En esta figura se puede apreciar como
conforme aumenta el valor de Qgir. aumente el valor de K, de forma lineal en el tramo de caudales
ensayado. Por otro lado, al trabajar a una altura inferior a 1,57 m debido a la caida de liquido se obtie-
nen valores mayores Ki,, ya que analizando la grafica la “cascada” formada contribuye positivamente
en el aumento de la transferencia de materia.
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Figura 25. resultados del kLa obtenido en los ensayos con y sin cascada en la columna de desgasificacion.

4.3 Fase de cultivo modo batch

El alga se cultivd en el FBR con iluminacion LED. En la Figura 26 se muestra la evolucién de la
concentracién celular (N) para de cultivo de prueba. En los dias iniciales del con el fin de evitar posibles
efectos de fotoinhibicidon y facilitar la fotoadaptacién del cultivo, se fijé el valor maximo de irradiancia
que llegaba al medio de un tubo del colector solar en la hora central del ciclo iluminado (lomex) @ un
valor de 220 uE-m%s?. Tras 3 dias, en los que se alcanzé una una N de 1,17x108cel-mL y Cb de 0,23
g/L se incrementd el valor de lomax @ 660 HE-m2-s (valor maximo que aportaba el dispositivo). El valor
de medio de Fv/Fm durante el cultivo fue de 0,676 + 0,017, este valor es sintomatico de células
fotosintéticamente saludables [26].

En los primeros dias de cultivo se alcanzé un valor de velocidad maxima especifica de crecimieto
(Umax) 0,8 d™X. Este resultado de umax €std en concordancia con los publicados por San Pedro y col. [41]
El alcanzar el mayor valor de la velocidad especifica de crecimiento (u) en las etapas iniciales del cultivo
es coherente, puesto que estos primeros dias la densidad celular es baja por lo que no se producen
efectos de autosombreado que minimicen la disponibilidad de luz y las concentraciones de nutrientes
no son limitantes.
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Analizando la tendencia de PO,;3 y NOs?, en la figura 27 se aprecia como en los primeros dias se
produce un rapido descenso de ambos nutrientes debido a que el cultivo se encontraba claramente
un la etapa de crecimiento exponencial, si embargo a partir del dia 4 la disponibilidad de PO,3 es
practicamente nula. En la segunda etapa de cultivo, en la que el valor de /l,max fue incrementado, se
aprecia un crecimiento lineal. Este comportamiento es atribuible mayoritariamente a una limitacion
por de uno o varios nutrientes. En esta segunda etapa de cultivo analizando la concentracion de
fosfatos se observa claramente una limitacién por PO,3 y por luz. Tras 8 dias de cultivo nuevamente
alcanzo una fase de cultivo estacionaria que es atribuible al deficit nutricional. Finalmente se obtuvo
un valor de Cb 1,2g-L? el cual es similar al obtenido por Camacho y col. [39] para el cultivo de N.
Gaditana en cultivos batch llevados a cabo en columnas de burbujeo.

1.4 1 500x106 500 - 10000
12 loma=220pE-m? s o =B60UE M 25
400x108 | 400 [ 8000
1.0
< 300x106 - - 300 = | 6000
<, 08 7EI ES =
o = ®  Concentracion celular & 5
- [} NE ™
Q2 o Peso seco @) o)
O 061 _- -3 o Z
Z 200x106 —a— [PO,”] } 200 = } 4000 £
—e— [NO,Y
0.4 1 Modelo de ajuste de N(t)
100x10° I 100 [ 2000
0.2 A
L
0.0 - 0 -0 -0

0 2 4 6 8 10 12

Tiempo de cultivo, dia
Figura 26. Cultivo batch en FBR tubular. Se representael peso seco (Cb), la concentracion celular(N), la
concentracion de nitratos (NO*) y fosfatos (PO4*)

4.3.1. Constatacion del correcto funcionamiento de las variables controla-
das

En la Figura 27 se muestra la evolucién temporal de los pardmetros registradas y controlados en el
FBR. En cuanto al OD (Figura 28 a), presenta un patrén sigmoideo de variacidn diario. Este patréon que
es similar al de variacién de la irradiancia (Figura 28 c) y manifiesta la produccién de 02 fotosintético
la fotosintesis a lo largo del dia ya que conforme aumenta la irradiancia aumenta la tasa fotosintética.
Analizando la respuesta exhibida por el OD durante todo el cultivo se puede concluir que la funcién
desgasificadora de la columna de desgasificacidn es satisfactoria ya que en ningiin momento el valor
de OD en el interior de la misma sobrepasd el valor de 160%.

En cuanto a la evolucion temporal de la temperatura (Figura 28 d) puede apreciarse como el valor
de esta se mantiene constante entorno a los 25°C que es el set point fijado en el chiller, confirmando
la idoneidad del equipo para este fin.
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La Figura 26 b muestra el comportamiento del pH durante todo el proceso de cultivo. Como puedo
observarse el valor se mantiene constante entorno a su set point de 8. No obstante se observa entorno
al 3 dia una pendiente decreciente. Esto se debe a un fallo que sufrid el sistema por una sobrecarga
externa, el cual fue solucionado tan pronto como fue identificado. Es por esto que tras esto el valor de
pH recupera se tendencia previa.
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Figura 27. Datos registrados cada hora por el software SCADA. A)Representacion del oxigeno disuelto (%)
frente al nimero de horas. B)Representacion del pH frente al niumero de horas.C)Representacion de los
valores de la irradiancia frente al nimero de horas. D)Representacion de los datos valores de temperatura

frente al numero de horas.

4.3.2. Constatacion fotografica del biofouling

Se realizé un estudio cualitativo de la informacidn grafica de la figura siguiente en lo referente a la
adhesién de particulas a la superficie del FBR.

Como primera impresion podria admitirse un alto grado de ensuciamiento para un periodo de cul-
tivo tan breve. Un cultivo en modo continuo a escala industrial llega a tener incluso un afio de duracion,
en este caso, en tan solo 12 dias ya se aprecia el biofouling y en algunas zonas de formas bastante
considerable.

Comenzando este analisis por la Figura 28 E, en la columna de desgasificacion que aparece en esta
se pueden apreciar dos zonas perfectamente diferenciadas. En la mitad superior (E.1) se observa que
la adhesidn de particulas es muy escasa o nula. Lo contrario ocurre en la parte baja de la columna,
observable en E.2, donde la formacidn de biofouling es notable.

Esto parece ser razonable dado que el burbujeador se encuentra situado en la linea central por lo
que se podria admitir que el burbujeo tiene un efecto positivo contra la formacién de biofouling.
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Ademds, también es observable en E.3 una fina pero tupida capa blanquecina adherida a la superfi-
cie del tubo de metacrilato que conecta los colectores solares con la columna de desgasificacion. Esta
puede tener diversos origenes, entre los mas plausibles se encuentra un estado inicial de formacion
de fouling mediante la excrecién de sustancias exopoliméricas (EPS).

En lo que concierne a los codos, en estos la formacion de biofouling es notable permitiendo observar
la trayectoria del fluido en el interior del mismo como se observa en la figura C.

En lo relativo al tubo llaman la atencién las aglomeraciones un poco mas pronunciadas en la parte
inferior del tubo. Observando la figura A con cierta atencidn, asi como la figura D puede reconocerse
la forma helicoidal que siguen las luces LED sobre el tubo. Esto puede ser explicado debido al fendmeno
de fotoinhibicidn, las microalgas evitan la luz muy intensa, ya que reciben mds luz de la que es capaz
de metabolizar. Esto tiende a un descenso de la concentracién celulary a la sedimentacion de los restos
organicos que propician la formacion de biofouling. Es por esto que en las zonas donde se encontraban
las luces LED aparece una mayor aglomeracion celular sedimentada.

Contrario a lo expuesto anteriormente, en la parte superior del tubo, observable en la figura B, se
observan circulos que coinciden de forma exacta con los puntos de irradiancia de la tira LED, al tratarse
de la parte superior del tubo estas células que sufren el fendmeno de fotoinhibicidon no sedimentan.
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Conclusiones y recomendaciones

A la vista de los resultados obtenidos, el FBR, a pesar de los inconvenientes que surgieron durante
su construccidn, fue finalizado con éxito y el control de todas sus variables es excelente. El cultivo en
batch realizado a modo test para comprobar todos estos pardmetros fue muy satisfactorio consiguién-
dose la curva tipica de crecimiento en modo batch y con una cinética inicial que coincide a la perfeccidn
con las referencias previas. Si bien es cierto se observa una segunda etapa con crecimiento lineal, lo
gue denota, como se ha expuesto anteriormente, una carencia en irradiancia.

Como recomendacién, cabe aun posibilidad de mejora en la irradiancia maxima que aportan las
luces mediante la instalacién de una superficie reflectante alrededor de los tubos que conforman el
colector solar, lo cual podria aumentar la irradiancia muy notablemente.
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Resumen/Abstract

Este trabajo consisti6 en el disefio, instalacion y puesta a
punto de un fotobiorreactor (FBR) tubular a escala piloto provisto de
iluminacion artificial mediante diodos de emision de luz (LED). El FBR
se construyd con un tipo de vidrio borosilicatado recomendado
especificamente por el fabricante para su uso en fotobiorreactores (FBR).
El principal objetivo perseguido con la construcciéon de este dispositivo
era posibilitar estudios futuros sobre la formacion del biofouling en FBR
y establecer metodologias para mitigar su efecto negativo sobre el
funcionamiento en este tipo de FBR.

El FBR, con una capacidad méaxima de unos 70 L, esta
provisto de control de pH, temperatura e irradiancia, asi como medida
del oxigeno disuelto (OD) y caudal de circulacion del cultivo. Su principal
novedad radica en la implementacién de LED multicolor en este tipo de
FBR. Irradiancia, pH, OD y temperatura fueron registrados y/o
controlados mediante un sistema SCADA. El perfil de irradiancia
emulaba el ciclo solar. En el estudio realizado, se describen las diferentes
fases por las que transit6 la construccién del FBR, incluyendo aspectos
relacionados con las modificaciones introducidas respecto del diseno
original; se estudi6 la fluidodinamica del PBR a diferentes velocidades de
circulacion del fluido y se determinaron coeficientes volumétricos
globales de transferencia de materia a distintos caudales de aireacion en
el desgasificador. Para testear el funcionamiento del FBR, se realiz6 un
simple ensayo de cultivo discontinuo con la microalga Nanochloropsis
gaditana. Los resultados cinéticos observados fueron coherentes con los
reportados por otros autores para la misma especie en condiciones
externas. Finalmente se realiz6 una valoracion fotografica de la
formacion de biofouling en las diferentes partes del FBR.
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