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Disefio, construccién y puesta en marcha de un fotobiorreactor flat
panel para el cultivo de microalgas

Dr. Alfredo de Jests Martinez Roldénll, M.C. Brenda Paloma Gémez Lozano 2, 1.Q. Mario
Antonio Diaz Ramirez?, 1.Q. Miguel Angel Ruiz Garcia

Resumen: Las microalgas son organismos fotosintéticos, por lo que los implementos tecnolégicos para su
cultivo son denominados Fotobiorreactores (FBR), y en su disefio se deben considerar aspectos particulares
que normalmente no se toman en cuenta al construir fermentadores clasicos. La construccion de FBR debe
emplear materiales de alta transparencia como vidrio, acrilico o polietileno y debe tener una configuracion que
permita una buena distribucién de la luz. El disefio de los FBR emplea parametros como la produccion y
productividad de biomasa, el area iluminada, la relacion entre el area iluminada y el volumen del reactor, el
paso de luz, etc. En la presente investigacion se disefié y construy6 un FBR flat panel y se evalué su desempefio
mediante el crecimiento de una microalga. Empleando valores obtenidos por revision bibliografica de
produccion, productividad y relacion area iluminada/Volumen, se obtuvieron las dimensiones de 60x60x5cm.
El FBR se construyd en cristal y su disefio se validé mediante el crecimiento de Chlorella vulgaris. El cultivo
alcanzd valores maximos de biomasa y clorofila de1.0+0.141 g Ly 18.5+1.22 mg L™ respectivamente. La
productividad de biomasa fue de 116 mg L™ d-* valor ligeramente inferior al valor empleado en el disefio. La
elevada relacidn entre el area iluminada y el volumen permitié alcanzar una elevada concentracion de biomasa;
sin embargo, las condiciones de operacion deben ser optimizadas para asegurar la factibilidad del proceso.
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Introduccién

La biotecnologia ha buscado el desarrollo de procesos a partir de organismo vivos o sus partes a fin de obtener un
beneficio. En muchas ocasiones, dicho beneficio se centra en la obtencién de biomasa, un producto de alto valor o
incluso de un beneficio ambiental. Dentro de las diferentes ramas de la biotecnologia, se destacan algunas por su alto
grado de desarrollo, como es el caso de los procesos a partir de bacterias y levaduras, mientras que otras areas se
encuentran adn en franco desarrollo (Argumedo Delira, Sanchez Viveros, Alarcon, & Garcia Meza, 2018). Una de
estas areas de la biotecnologia que ha recibido gran atencion es la concerniente a las microalgas y cianobacterias; esto
se debe a que de ellas se pueden obtener una gran cantidad de productos de alto valor agregado, asi como el desarrollo
de proceso de remediacion, para la eliminacion de diversos contaminantes (Argumedo Delira et al., 2018; Martinez-
Roldan & Cafiizares—Villanueva, 2019).

Las microalgas son un diverso grupo de organismos que no cuentan con un ancestro comun, por lo que es
denominado como polifilético; esta diversidad ocasiona que la clasificacion taxonomica sea complicada y que
actualmente con el empleo de las herramientas moleculares, cambie continuamente (Barsanti & Gualtieri, 2006). Sin
embargo, la mayoria de los miembros de este grupo tienen la capacidad de llevar a cabo el proceso fotosintético
oxigénico (al igual que las plantas), por lo que son considerados como autotrofos. Las microalgas han demostrado
tener potencial para ser empleadas en diversos procesos biotecnolégicos dentro de los que se destacan: produccién de
biomasa para su empleo para la alimentacién (animal o humana), produccién de moléculas de alto valor agregado
(antioxidantes, pigmentos, antimicrobianos, antimicoticos, &cidos grasos esenciales, etc.), produccion de
bioenergéticos (bioetanol, biodiesel, biohidrégeno, etc.), eliminacién de contaminantes (metales pesados, pesticidas,
colorantes, etc.), en el tratamiento de aguas residuales (eliminacién de nitrogeno y fdésforo principalmente), etc.
(Argumedo Delira et al., 2018; Florez-Miranda, Cafiizares-Villanueva, Melchy-Antonio, Martinez-Jerénimo, &
Flores- Ortiz, 2017; Fl6érez-Miranda, Martinez-Roldan, & Cafiizares-Villanueva, 2015; Franco Martinez, Rodriguez
Rosales, Moreno Medina, & Martinez-Roldan, 2017; Martinez-Roldan & Cafiizares—Villanueva, 2019; Martinez-
Roldan & Ibarra-Berumen, 2019).
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A pesar del gran potencial de las microalgas para el desarrollo de procesos biotecnolégicos, una limitante, atin hoy,
es la generacion de biomasa. Esto se debe a que los dispositivos tecnoldgicos necesarios para su crecimiento son
diferentes a los que de forma clasica se desarrollaron para el cultivo de bacterias y levaduras y muchas de las
configuraciones aun se encuentran en desarrollo y evaluacién (Martinez-Roldan & Cafiizares-Villanueva, 2015;
Zittelli, Rodolfi, & Tredici, 2007). Las configuraciones desarrolladas buscan satisfacer necesidades especificas de
cada especie como resistencia al estrés hidrodindmico, generacion de aglomerados, tolerancia luminica, etc.
(Martinez-Roldan & Cafiizares-Villanueva, 2015; Mohamed Ramli, Verdegem, Yusoff, Zulkifely, & Verreth, 2017;
Vega-Estrada, Montes-Horcasitas, Dominguez-Bocanegra, & Cafiizares-Villanueva, 2005). Actualmente las
configuraciones de FBR pueden ser clasificadas como cerradas o abiertas, dependiendo del contacto que el organismo
tenga con el medio ambiente; de estos dos grupos el mas diversificado es el de los FBR cerrados, donde se pueden
considerar configuraciones tubulares, tipo fermentador, flat panel, thin layer, tipo columna, etc. (Acién et al., 2017
Martinez-Roldan & Cafiizares-Villanueva, 2015).

Algunas de las configuraciones de FBR se caracterizan por buscar una eficiente distribucion de luz, asi como un
suministro suficiente de la misma. Algunos de los FBR que son disefiados bajo estos objetivos son los thin layer y flat
panel. En ellos, la distancia que debe atravesar la luz (light path) es menor a los 10 cm y se ha demostrado que entre
menor sea el light path, mayor sera la eficiencia de utilizacion de la luz (Torzillo et al., 2010). Sin embargo, espesores
muy pequefios dificultan el mezclado, generando estratificaciones y disminuyendo considerablemente la transferencia
de masa (Masojidek, Kopecky, Giannelli, & Torzillo, 2011). Los parametros Utiles para el disefio de reactores de bajo
light path, ademaés de la produccidn y productividad de biomasa, es la relacion existente entre el area que esta expuesta
alaluz y el volumen (A/V) del FBR (Martinez-Roldan & Cafiizares-Villanueva, 2015). Dado que diversos aspectos
deben ser considerados al momento de disefiar un FBR flat panel, la presente investigacion tuvo como objetivo
primeramente fijar los valores de los parametros de disefio, para posteriormente dimensionar y construir el prototipo
de FBR y finalmente evaluar la eficiencia del disefio mediante el seguimiento de un cultivo de Chlorella vulgaris por
8 dias.

Desarrollo
Microorganismo
Se emple6 una cepa de Chlorella vulgaris que fue donada por el Dr. Hugo Perales Vela de la Facultad de Estudios
Superiores lIztacala de la UNAM. Durante el desarrollo de los in6culos asi como durante los experimentos de
evaluacion del prototipo, C. vulgaris fue cultivada en medio Basal Bold (CCAP, 2019).

Metodologias

Al cultivo se le realiz6 el seguimiento diario durante ocho dias, mediante determinaciones de peso seco, pigmentos
fotosintéticos, nitrégeno de nitratos y fosforo de ortofosfatos. Biomasa fue cuantificada mediante filtrado de una
alicuota de cultivo a través de un filtro de fibra de vidrio Whatman® previamente secado hasta peso contante
(Martinez-Roldan, Perales-Vela, Cafiizares-Villanueva, & Torzillo, 2014). Para la determinacion de pigmentos
fotosintéticos (clorofilas a 'y b y carotenoides) se separé la biomasa del medio de cultivo por centrifugacién a 3600
rpm y temperatura ambiente; al paquete celular se le adicioné un volumen conocido de metanol 100% y una vez
homogenizado, se coloco en bafio maria a 100° C por 10 min. La biomasa fue separada mediante centrifugacion a las
mismas condiciones anteriormente descritas; al extracto se le cuantifico la absorbancia en un Espectrofotometro
Genesys UV/VIS® a 666, 653 y 470 nm y el calculo de las concentraciones se realizé conforme a Wellburn, 1994.

Las concentraciones de fosforo (P-PO4) y nitrogeno (N-NOs) en el medio de cultivo, fueron cuantificadas
espectrofotométricamente, al sobrenadante libre de células mediante las técnicas reportadas por APHA, AWWA, &
WEF, 1999 y Zhang & Fischer, 2006 respectivamente. A partir de los valores de concentracion de biomasa se
obtuvieron los valores de produccién y productividad de biomasa. Ademas, se construy6 el grafico PS vs Clorofila
total a fin de obtener el valor de contenido especifico de este pigmento.

Disefio y construccion del fotobiorreactor

Se realizd una basqueda bibliografica a fin de conocer los valores promedio de produccion global de biomasa de
un proceso con 8 dias de duracion. Ademas, se buscaron valores de productividad de biomasa de diferentes especies
de microalgas y finalmente valores de la relacion A/V. Esto se hizo con el fin de fijar los valores para cada uno de los
parametros a emplearse en el dimensionamiento del FBR. Posteriormente fue construido empleando vidrio de 6 mm
de espesor con base en las dimensiones tedricas obtenidas.
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Condiciones de operacion del FBR

El FBR fue inoculado con un cultivo a la mitad de la fase exponencial alcanzando una concentracion inicial de
clorofila total de entre 1y 2 mg L. El cultivo se mantuvo en agitacion mediante el burbujeo contante de ~8 L min
(0.5 vvm) de aire sin enriquecer; esto se logré mediante el empleo de un compresor. El suministro de luz consistié en
un arreglo de 4 lamparas de luz fria de 36 Watts que operaron de forma continua y la temperatura y presion se
mantuvieron sin control.

Resultados y analisis
La busqueda bibliografica arrojé que la concentracion final tipica de un proceso de produccién de biomasa a escala
laboratorio es de aproximadamente 1 g L1, una productividad de biomasa de alrededor de 120 mg L d* y que los
valores de la relacion A/V para este tipo de configuracion deben ser de 20 a 100 d-X. Considerando lo anterior, se fijo
una produccion global del proceso de 15 g y una relacion A/V de 40 m* (Acién et al., 2017; Martinez-Roldan &
Caflizares-Villanueva, 2015). Los pardmetros considerados al momento de realizar el dimensionamiento del FBR se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros empleados para el dimensionamiento del Prototipo.

Parametro Valor Unidades
Duracidn del proceso 8 d
Produccién global de biomasa 14.0 g
Productividad de biomasa 120 mg Ld?
Relacion Area iluminada/Volumen 40 m*!
Espesor del vidrio 6 mm
Diémetro del distribuidor de aire 6 mm
Perforaciones del distribuidor 0.5 mm
Separacién de las perforaciones 2 cm

El valor de produccion global y la productividad de biomasa, asi como el tiempo de duracién del proceso, se
relacionan con el volumen del reactor segun la Ecuacion 1; el empleo de esta ecuacion permitié poder calcular dicho
parametro

Productividad _1 y-1y _ (Produccién global)
de biomasa (mg L™*d™") = (tiempo) (Volumen) (Ec1)

Para que las unidades sean congruentes la produccion debe emplearse en gramos, la productividad en g L d*?, el
tiempo en dias y el volumen en litros. Al despejar el volumen de la ecuacién 1 se obtuvo:

(Produccién global) (EC 2)
(tiempo)(Productividad de biomasa)

Volumen (L) =

Sustituyendo, los valores correspondientes en la Ec. 2, se obtuvo

(14 9)
Volumen (L) = m (EC 1)

Resultando en un volumen de 14.58 L; sin embargo, es necesario agregar un espacio para intercambio gaseoso y
las heuristicas marcan que dicho espacio debe ser entre el 10 y el 20% del volumen del recipiente por lo que se
considero un 15%. Esto ocasiond que el valor del volumen total del FBR fuera de 17.1 L.

Posteriormente se emple6 la relacion A/V seleccionada para obtener el valor del Area iluminada, esto mediante la
Ec. 3. Para que los célculos sean coherentes en la Ec. 3, el volumen debe emplearse en metros cibicos.

40 (m_l) — Aredilyminada (EC 3)

(Volumen)

De la Ec. 3, se despejo el area y se sustituyd el valor del volumen calculado previamente y se obtuvo un valor de
0.684 m2. Debido a que la configuracion considera la iluminacion por ambas caras y que el FBR es un paralelepipedo
regular, se consider6 que el area de cada cara era la mitad del rea total iluminada y que su forma era la de un cuadrado.
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Esto ocasiond que cada cara se dimensionara en 0.342 m? y que sus dimensiones fueran 0.585 m por lado.

Considerando que el volumen de un paralelepipedo se obtiene con la Ec. 4, se emple6 dicha ecuacion para obtener el
valor de la profundidad del recipiente.

Volumen = (Area)(Profundidad) (Ec 3)

La profundidad resultante fue de 5 centimetros. Esto ocasion6 que el FBR fuera dimensionado en un contenedor
de 58.5 cm*58.5 cm*5 cm, resultando en un volumen total de 17.111 L. las piezas de vidrio fueron mandadas a cortar,
sin embargo, la dificultad de cortar exactamente 58.5 cm ocasiond que las dimensiones se modificaran a 60 cm. Esto

incremento los volumenes de operacion y total; estos fueron de 15y 18 L respectivamente. Las dimensiones finales
del FBR se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Dimensiones finales del Prototipo de Fotobiorreactor.

Parametro Valor Unidades
Volumen total 18.0 L
Volumen de liquido 15.0 L
volumen de espacio de cabeza 3.0 L
Altura total 60 cm
Altura de liquido 50 cm
Altura de espacio de cabeza 10 cm
Espesor 5 cm

Una vez construido el FBR, se procedio a evaluar el prototipo mediante el crecimiento de C. vulgaris por 8 dias.
En la figura 1 se muestra el comportamiento de la biomasa medida como PS. Se observa que la concentracion inicial
fue de 0.065+0.007 g L*; este valor fue incrementandose durante la cinética has alcanzar un valor maximo de
1.00+0.141 g L* al final de experimento. Este aumento en la concentracién de biomasa representé un valor de
productividad global de biomasa de 0.116 g L™ d?; este valor resulta similar a los valores de produccién y
productividad de biomasa reportados tanto para otras especies de microalgas como para C. vulgaris creciendo en
diferentes configuraciones de FBR (Franco Martinez et al., 2017; Martinez-Roldan et al., 2014; Villanueva Garcia,
2018), incluso, fue muy cercano al valor considerado al momento de disefiar el prototipo.
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Figura 1. Cinética de crecimiento de C. vulgaris en el FBR flat panel.

Ademas del monitoreo de la concentracién de biomasa, es Gtil también llevar a cabo la cuantificacién de los
pigmentos fotosintéticos; esto se debe a que cambios en su concentracién o comportamiento pueden evidenciar
modificaciones metabodlicas que en ocasiones no son visibles al analizar el comportamiento de la biomasa Unicamente
(Martinez-Roldéan et al., 2014). Dentro de los pigmentos, se monitoreo el comportamiento de las clorofilas ay by de
los carotenoides totales (Fig. 2). En el caso de la clorofila total (a + b), la concentracion inicial fue de 1.51+0.078 mg
L%; este pigmento incremento su concentracion hasta alcanzar un valor maximo de 18.54+1.22 mg L a los 5 dias de
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cultivo. A partir del dia 6, la concentracién de clorofila total presentd un ligero descenso hasta alcanzar una
concentracion final de 15.20+2.03 mg L'%; sin embargo, hay que destacar el hecho de que los valores a partir del dia
6 los valores no presentaron diferencia significativa entre ellos (p>0.01). En cuanto a los carotenoides totales,
presentaron incrementos importantes durante los primeros cinco dias de cultivo y a partir de ese momento, no
presentaron diferencias significativas alcanzando un valor final de 2.86+0.105 mg L. Dado que el cultivo fue de C.
vulgaris, estos carotenoides pueden incluir moléculas del tipo beta-caroteno, luteina e incluso astaxantina y algunos
otros pigmentos de color amarillo-rojo (Flérez-Miranda et al., 2017, 2015); sin embargo, es necesaria la realizacion
de perfiles por HPLC para conocer la composicion real.

. 201 -5
2 15 § o] o 2 S
e Q@ s a8
© 104 § A A o =
Q D o
o ; 2 22
— = O
5 s OB& . &2
§ 8 S (m] o0a0o oo 5 ®

Og L] L] L] L] O

0 2 4 6 8

Tiempo (d)

O Clorofila a O Clorofilab A Carotenoides

Figura 2. Concentracién de pigmentos fotosintéticos en cultivo de C. vulgaris en el FBR flat panel.

El comportamiento de la clorofila total demuestra que a partir del dia 5 existe algtn factor que limita el crecimiento
y esto gener6 una disminucion/estancamiento en el valor de su concentracion. Esto es mas evidente en el gréfico que
relaciona la concentracion de biomasa contra la concentracién de clorofila total (Fig. 3). En cultivos de biomasa
microalgal, la relacion entre el peso celular seco y la concentracion de clorofila es lineal e incluso, la pendiente de la
linea de ajuste denota el contenido especifico de dicho pigmento; sin embargo, dicha linealidad se rompe cuando algun
nutriente comienza a ser limitante (Martinez-Roldan & Cafiizares-Villanueva, 2017; Martinez-Roldan et al., 2014).

En la figura 3 se observa que al relacion se mantiene lineal hasta el punto que corresponde a 0.56+0.103 g L™ de
biomasa y ese valor corresponde al dia 5 de cultivo.
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Figura 3. Peso celular seco contra Clorofila total en cultivo de C. vulgaris en el FBR flat panel
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El factor limitante puede ser de muy diversa indole, sin embargo, considerando el comportamiento de los nutrientes
(nitrégeno y fosforo), se pueden considerar como posibles causas la limitacidn por nitrégeno, luz o la concentracion
de COs. El nitrégeno fue completamente consumido al dia cinco, sin embargo, se ha demostrado que las microalgas
son capaces de continuar dividiéndose al menos por otras dos generaciones aunque ya no exista nitrégeno en el medio
de cultivo (Martinez-Roldan & Cafiizares-Villanueva, 2017; Martinez-Roldan et al., 2014). En cultivos sin adicién de
dioxido de carbono se ha observado que la produccién de biomasa comienza a desacelerarse a partir de los dias 5-6 y
normalmente es debido a limitaciones por luz; en cabio, la limitacién es por efecto del diéxido de carbono en cultivos
que son suministrados con aire (Franco Martinez et al., 2017; Martinez-Roldan & Cafiizares-Villanueva, 2017;
Martinez-Roldan et al., 2014; Torzillo et al., 2010).

El consumo de nutrientes es otro factor que ayuda a conocer la condicion metabolica del microorganismo que es
cultivado. En el caso de las microalgas, los nutrientes principales a considerar, después del carbono, son el nitrégeno
y el fosforo (Martinez-Roldén et al., 2014). Estos son adicionados como sales inorgénicas, en el caso del fosforo se
adiciona como fosfato, mientras que el nitrégeno en forma de nitrato. En la figura 4 se observa el comportamiento de
ambos nutrientes durante la cinética de crecimiento.

Se observa que el consumo de nitrégeno resultdé mas acelerado ya que de una concentracion inicial de 27.67+2.50
mg L, se logré un consumo total de este nutriente a partir del dia 5. En el caso del fosforo, el consumo fue mas lento
y de una concentracion inicial de 39.59+1.85 mg L™, se alcanzd una concentracion final de 26+2.155 mg L. Esto
representa un consumo de aproximadamente el 35% del contenido inicial. El ajuste de una linea de regresion permite
calcular la velocidad de consumo de ambos nutrientes. Al realizarlo, se obtuvieron 6.135+0.451 y 2.15+0.162 mg L
d! para nitrégeno y fosforo respectivamente. Los valores de velocidad de consumo de Ny P coinciden con los valores
reportados para microalgas y cianobacterias; esto ya que normalmente el valor para nitrégeno se encuentra entre 5y
10 mg L* d? mientras que para fosforo alcanza de entre 1y 2 mg L d! (Franco Martinez et al., 2017; Martinez-
Roldéan, 2008; Martinez-Roldan et al., 2014; Villanueva Garcia, 2018)
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Figura 3. Peso celular seco contra Clorofila total en cultivo de C. vulgaris en el FBR flat panel

Considerando los valores de los diferentes parametros cinéticos, se construy6 la tabla 3. Se debe destacar que a
pesar de que el cultivo no fue suministrado con aire enriquecido con CO,, la concentracion final de biomasa asi como
la productividad de biomasa fueron elevadas. Al momento de comparar los valores obtenidos de los pardmetros
cinéticos con los valores que fueron propuestos momento de realizar el disefio se observa que la produccién fue
ligeramente superior, ya que en el disefio se consideré una produccion de 14 g de biomasa y en el experimento se
alcanzaron 15 g. Sin embargo, en el valor de productividad de biomasa, se habfa propuesto un valor de 0.12 g L* d**
y solamente se alcanzaron 0.116 g L d%, lo que resulta ligeramente inferior; esto pudo deberse a error experimental
ya que la diferencia es menor al 5%.
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Tabla 3. Pardmetros obtenidos en la cinética de crecimiento de C. vulgaris.

Pardmetro Valor Unidades
Concentracion maxima de biomasa 1.00+0.141 gL?

Productividad de biomasa 0.116 gLtd?
Concentracién maxima de clorofila 18.54+1.22 mg L!
Contenido especifico de clorofila 36.29 + 3.067 mg g*
Consumo de nitrégeno 27.67 mg L?
Consumao de fosforo 13.59 mg L

Velocidad de consumo de nitrégeno 6.135+0.451 mg Lt d?

Velocidad de consumo de fosforo 2.15+0.162 mg Lt d?

Conclusiones

En la presente investigacion se disefid y construyo un FBR flat panel y se evalud su desempefio mediante el
crecimiento de una microalga. La configuracion de FBR thin layer result6 sencilla en cuanto a su construccion y
operacion; ademas, permitio crecer a C. vulgaris de forma eficiente. En condiciones autotréficas se alcanzaron los
valores propuestos al momento de realizar el disefio en cuanto a produccion y productividad de biomasa; esto
demuestra que las condiciones de operacion empleadas fueron las adecuadas. Sin embargo, dado que existen
parametros que no han sido optimizados, como el contenido de nitrégeno del medio, agitacion, cantidad de luz, etc. o
incluso, que no se emple6 aire enriquecido con CO», es posible realizar una optimizacion posterior del proceso e
incrementar los valores de produccion de biomasa que pueden ser alcanzados con este prototipo.

Debido al aceptable desempefio del cultivo en el prototipo desarrollado, los trabajos posteriores a esta investigacion
incluirén el efecto de enriquecen la corriente gaseosa con didxido de carbono y la optimizacion de la cantidad y
estrategia de iluminacion (continua, fotoperiodo 12/12, fotoperiodo 14 luz /10 oscuridad), a fin de obtener los valores
de rendimiento m&ximo que es posible alcanzar con esta configuracion.
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