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RESUMEN

La microalgas marinas son un suministro nutricional indispensable para el cultivo
de larvas de organismos hidrobioldgicos de interés comercial. Los altos costos de
instalacion y mantenimiento de un laboratorio de microalgas es una limitante en el
desarrollo rentable de hatcheries o larvarios. El presente proyecto propone un disefio de
un sistema de produccion de concentrado de microalgas adaptado a las especies Isochrysis
galbana, Nannochloropsis oculata y, Chaetoceros calcitrans, utilizadas ampliamente en
acuicultura. El disefio se divide en dos fases: sistema de cultivo y sistema de
concentracion. Para el primer caso se propone el desarrollo de un fotobiorreactor tubular
de forma semi-empirica para lo que se hace uso de informacion obtenida en ensayos
preliminares, informacion bibliografica y ecuaciones de disefio en base a modelos
propuestos en literatura cientifica. Se definieron pardmetros de disefio como didmetro de
tuberias y altura de la columna del tanque de desgasificacion, asi como parametros de
operacion como la tasa de dilucion y flujo de didxido de carbono para cada especie de
microalga indicada. Para el disefio del sistema de concentracion se propuso una estructura
de sedimentador que se utiliza por lotes y el uso del floculante LT25 usado anteriormente
en desarrollo de concentrado de microalgas. Se identificaron las dimensiones tomando en
cuenta la biomasa estimada por volumen de cultivo y datos recogidos en bibliografia en
relacion al volumen del fldculo esperado. Se proponen a continuacion dos protocolos que
incluyen précticas para llevar a cabo la optimizacion de los parametros de operacion de
los diferentes sistemas, asi como los resultados esperados de estos procesos para lo que
se hace uso de revision bibliogréfica de ensayos previos similares. Finalmente, con esta
propuesta tecnoldgica se busca promover el desarrollo de concentrados de microalgas a
nivel nacional de forma que beneficie a la industria acuicola marina.

Palabras clave: microalgas, acuicultura, fotobiorreactores.



1. INTRODUCCION

La acuicultura de organismos hidrobioldgicos es actualmente una de las actividades
prioritarias para el pais, representando para los ultimos afios un 24.9% del PBI de pesca
y acuicultura total (PRODUCE, 2020a). Asimismo, datos del 2019 muestran que las
exportaciones organismos cultivados en ambientes marinos (Ej. concha de abanico,
langostinos, etc.) alcanzaron valores de casi 360 millones de ddlares (PRODUCE,
2020b), lo cual demuestra ser una actividad de gran importancia econémica para el Perd.

Segun estudios de la cadena de valor de los principales organismos
hidrobioldgicos de importancia comercial de ambientes marinos, existen algunos
problemas que involucran la falta de trazabilidad. Con esto, se entiende que existe una
baja capacidad de controlar cada uno de los procesos acuicolas, desde la adquisicion de
larvas y semillas hasta la produccion, consumo y eliminacion de desechos, suponiendo
asi un gran riesgo a nivel sanitario (SANIPES, 2020). Por ejemplo, en el caso de conchas
de abanico (Argopecten purpuratus), uno de los principales problemas es la alta
dependencia que presentan estos organismos a su habitat natural durante su etapa larvaria
(Mendo et al. 2016). Debido a esto solo un pequefio porcentaje de productores recurren a
larvarios o “hatcheries” para obtener semillas o larvas, mientras, la gran mayoria depende
del uso de bancos naturales (Sanchez, 2017; Mendo et al. 2020). Lamentablemente estos
bancos naturales no estan disponibles todo el afio, ya que se ven impactados rapidamente
ante cambios de temperatura del mar y ante eventos climatologicos extremos (Ej.
Fendmeno de EI Nifio) (Mendo et al. 2003; Mendo et al. 2016). Por otro lado, en el caso
de langostinos (Litopenaeus vannamei) el desarrollo de larvarios en el Perd es
practicamente inexistente (Del Carpio, 2020), por lo que los productores deben importar
las post-larvas creando una alta dependencia al mercado extranjero y un alto riesgo a la
transmision de enfermedades virales (Ej. virus del sindrome de la mancha blanca)
(Guevara et al. 2012; Pretell-Monzon et al. 2020).

Una de las limitaciones mas importantes que frenan la produccion rentable y sostenible
de larvas y semillas en hatcheries, es el alto costo que presenta la produccién de biomasa
de microalgas marinas, suministro nutricional indispensable de estas larvas (Sanchez,
2017; Oostlander et al, 2020). Por tanto, una solucion a este problema seria contar con la
capacidad de produccién de biomasa concentrada de microalgas para generar este
suministro, la cual hasta la fecha no se ha desarrollado eficientemente en el mercado
nacional. Esto debido a la existencia de algunas brechas tecnoldgicas como el limitado
desarrollo en disefio de fotobiorreactores y la limitada disposicion de sistemas de
concentracion de biomasa a gran escala.

En este proyecto se propone el disefio de un sistema de produccion para la obtencion de
biomasa concentrada de microalgas marinas, capaz de ser utilizada como suministro
nutricional en cualquier tipo de larvario de organismos hidrobiol6gicos de interés
comercial.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Disefiar un sistema que produzca eficientemente concentrado biomasa de microalgas
marinas (Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata, Chaetoceros calcitrans)
mediante el uso de un fotobiorreactor y técnicas de floculacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar el tipo de fotobiorreactor y la aproximacion de disefio a usar para
desarrollar un sistema de cultivo eficiente de microalgas a través del uso de
algoritmos de disefio.

e Estimar los parametros de disefio y operacion ideales del fotobiorreactor para el
cultivo eficiente de microalgas a traves del uso de ecuaciones tedricas sobre
hidrodinamica, distribucion de luz y parametros de crecimiento celular

e Determinar un protocolo de précticas necesarias para la optimizacién de los
parametros de operacion y condiciones fisicoquimicas ideales del fotobiorreactor
propuesto mediante la aplicacion de disefios factoriales experimentales que
permitan la obtencion de maxima productividad por volumen de cultivo.

e Determinar un protocolo de practicas necesarias para la seleccion de las mejores
condiciones de floculacion para la obtencién de concentrado de biomasa de
microalgas mediante la aplicacion de disefios factoriales que permitan la
obtencion de un maximo porcentaje de recuperacion.



3. ANTECEDENTES

El cultivo de microalgas marinas utilizando fotobiorreactores se ha reportado para
diferentes especies con resultados importantes en productividad: para la produccién de
Nannochloropsis sp, utilizando paneles planos (Cheng-Wu et al. 2001), para
Phaeodactylum tricornutum, utilizando columnas tipo airlifts (Acién-Fernandez et al.,
2001; Molina et al. 2001), Chaetoceros calcitrans utilizando también columnas tipo
airlifts (Krichnavaruk et al. 2005) y para cultivo de Isochrysis galbana utilizando un
fotobiorreactor cerrado semicontinuo (Niu et al. 2013).

Por otro lado, el uso de biomasa concentrada de microalgas para cultivo de
organismos hidrobiolégicos es una practica que esta teniendo éxito en diferentes paises
alrededor del mundo (Hair et al., 2011; Haesman et al. 2000; Yang et al, 2011). Siendo
este producto obtenido mediante el uso de diferentes tecnologias que incluyen técnicas
de centrifugacion, floculacién, filtracion, entre otras (Borowitzka, 1999; Parwadani,
2011).

Por ejemplo, se ha reportado el éxito del cultivo del organismo Holothuria scabra,
utilizando concentrado biomasa de microalgas (Hair et al., 2011). Esta experiencia
involucrd el uso de biomasa de microalgas marinas concentrada comercial InstantAlgae
® hecha en base a diversos organismos (ej. Pavlova lutheri, Isochrysis sp., Tetraselmis
sp. Pavlova lutheri y Thalassiosira weissflogii). Por otro lado, Haesman et al. (2000)
también reportan el éxito del cultivo de diferentes bivalvos utilizando biomasa de
microalgas de alta concentracion. La experiencia involucré el uso de biomasa concentrada
de diversas especies (ej. Pavlova lutheri, Isochrysis, Chaetoceros sp., Skeletonema
costatum, etc.), utilizando procesos de floculacidn, coagulacion y centrifugacion para su
obtencion. Knuckey et al. (2006) hicieron lo propio utilizando biomasa concentrada de
microalga Chaetoceros muelleri obtenida a través de floculacion para alimentacion de
Crassostea gigas 'y Pecten fumatus. Asimismo, también se comprobé la eficacia de
biomasa concentrada para cultivo de larvas de ostra perlera, Pteria penguin (Southgate
et. al 2016; Wassnig et al. 2016).



4. JUSTIFICACION

El suministro de microalgas es fundamental en la produccion de larvas y juveniles
de una gran diversidad de organismos hidrobiol6gicos debido a su alta calidad nutricional
ya que no existe aun en el mercado otras dietas que puedan servir de suplemento (Brown
et al., 1994; Helm et al., 2006). Si bien, las microalgas se encuentran en el agua de mar
de forma natural, la cantidad es insuficiente para garantizar el crecimiento de grandes
densidades de organismos hidrobioldgicos que se cultivan en los larvarios (Helm et al.,
2006; Singh et al. 2015). Es por eso que, a nivel mundial, el cultivo en condiciones
especiales in situ o la compra de suministros como biomasa concentrada de microalgas
es esencial para el éxito de una acuicultura eficiente ya que permiten una disponibilidad
importante de este suministro (Catarina et al., 2012; Becker, 2004).

En el Perl no existen laboratorios o empresas capaces de producir biomasa
concentrada de microalgas, es por ello que los larvarios requieren llevar a cabo la
produccion de microalgas in situ, lo que representa un alto costo de inversion. Ademas,
el mantenimiento de este tipo de laboratorios involucra un costo fijo muy alto,
estimandose en hasta un 40% del costo de produccion de microalgas total para el caso de
cultivo de bivalvos (Borowitzka et al. 1999; Helm et al., 2006).

Por otro lado, algunas investigaciones en el Peru han descrito que, incluso con el
funcionamiento de un laboratorio de produccién de microalgas, los larvarios en el Perl
no llegan a abastecer su demanda (Mendo et al. 2020). Esto probablemente debido al uso
de tecnologia poco eficiente para la productividad de algas y a la falta de técnicas para el
almacenamiento de las mismas. Actualmente no se han implementado formas de producir
eficientemente biomasa concentrada de microalgas, lo cual mejoraria significativamente
la viabilidad y rentabilidad de la produccion de larvas en la acuicultura (Oostlander et al.
2020).

En el Per( ain no existe un producto de biomasa concentrada de microalgas ya
que la brecha tecnolégica en el desarrollo de fotobiorreactores y en la aplicacion de
tecnologias de concentracion es amplia. Sin embargo, con la aplicacion de algunos tipos
de fotobiorreactores como fotobiorreactores tubulares o fotobiorreactores con sistemas
que incluyen airlifts seria posible obtener una alta productividad de microalgas de gran
calidad nutricional (Contreras-Flores et al., 2003; Ugwu et al., 2008) y con procesos
fisicoquimicos como floculacion, seria posible obtener biomasa en alta concentracion
(Haesman et al. 2000; Knuckey et al. 2006).



5. METODOLOGIA

5.1.Disefio del sistema de produccion de concentrado de microalgas
El disefio de un sistema de produccion ideal para obtener concentrado de
microalgas, requiere de tres pasos fundamentales. El disefio del sistema de cultivo de
microalgas, que involucra al fotobiorreactor, el disefio del sistema de concentracion de
microalgas y finalmente la identificacion de practicas que permitan la optimizacion del
desempefio de ambos procesos.

Es por tanto que se pretende primero generar una propuesta general de la
disposicion de los recursos mas importantes siendo este los tanques de alimentacion,
cosecha, el fotobiorreactor y el sedimentador. A continuacion, se desarrollaran los disefios
de estas unidades de procesamientos que deberan estar de acorde a la capacidad de
produccion estimada. Se debe tener en cuenta que el disefio que se escoja debe de ser
posible de escalarse a grandes volimenes de produccion (de 1m® a 100 m?) de forma
directa, es decir, haciendo uso de las mismas ecuaciones de disefio.

Finalmente, con los resultados obtenidos se seleccionan las caracteristicas de los
recursos necesarios para el funcionamiento del sistema de produccion de concentrado de
microalgas (volumen de tanques, volumen de sedimentador bombas peristalticas,
aireador, equipos de iluminacidn, entre otros).

5.1.1. Disefio del fotobiorreactor
a) Eleccion del fotobiorreactor y aproximacion de disefio

Para llevar a cabo el disefio del fotobiorreactor se propone en primer lugar un
algoritmo para efectuar la eleccion del tipo de fotobiorreactor para un cultivo
fotoautotréfico de microalgas (Figura 1). En el algoritmo propuesto no se considera tipos
de fotobiorreactor que no sean posibles de ser escalables a grandes volimenes como los
disefios que incluyen fotobiorreactores de tanque agitados o tipo columnas airlift. Este
tipo de disefios son excluidos debido a la baja razén de area-volumen que se genera en su
escalamiento lo que limita la exposicion de luz (Singh et al. 2012), de la misma forma no
se incluyen disposiciones de alta complejidad en su escalamiento como las presentaciones
helicoidales, o por ejemplo, airlift multitubulares (Sukacova et al. 2021). Asimismo,
tampoco se incluyen sistemas de cultivo en batch o en lote debido a que a nivel de gran
escala se prefiere disminuir el nivel de manejo y limpieza requerido de forma que se
maximice el tiempo de uso activo de un sistema.

A continuacién, se propone un algoritmo que permite definir el tipo de
aproximacion para el desarrollo de la propuesta de disefio del fotobiorreactor requerido
(Figura 2). El algoritmo nos permite identificar el nivel de complejidad dependiendo de
la eficiencia requerida y referente a la informacidn tedrica o experimental disponible para
los objetivos propios del cultivo.
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Figura 1. Algoritmo para identificar el tipo de fotobiorreactor a disefiar para el
cultivo de organismos fotoautotrofos con posibilidad de ser escalado en forma
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Figura 2. Algoritmo para identificar la aproximacion de disefio del fotobiorreactor

b) Parametros de disefio y operacion del fotobiorreactor

Para la estimacion de parametros de disefio se hicieron uso de ecuaciones teoricas
sobre hidrodinamica y distribucidn de luz desarrolladas para el modelo seleccionado, por
su lado para llevar a cabo la estimacion de los pardmetros de operacion ideales del
fotobiorreactor, se hicieron uso de ecuaciones teéricas que tomaron en cuenta parametros
de crecimiento celular.

Para el desarrollo de los célculos se hizo uso de informacion experimental sobre
crecimiento de las microalgas a trabajar. La informacién experimental fue recolectada a
partir de pruebas preliminares desarrolladas en las instalaciones de Science Support
S.A.C.

Para las pruebas preliminares se obtuvieron cepas de microalgas marinas del banco de
germoplasma de Instituto del mar del Pert (Imarpe — Callao). Las especies utilizadas
fueron: Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata y Chaetoceros calcitrans y los
cultivos fueron desarrollados en recipientes con volumenes de 6 Litros usando como
medio de cultivo el medio Guillard F/2 para Isochrysis galbana y Nannochloropsis
oculata. Para el caso de Chaetoceros calcitrans se utilizo medio de cultivo el medio



Guillard F/2 y 0.4AmM de metasilicato de sodio (Anexo 1). Las condiciones de cultivo
fueron de temperatura de 20° C para todas las especies y las condiciones de luz fueron
especificas para cada una de ellas (Anexo 2).

5.1.2. Disefio del sistema de concentracién de microalgas

Para el disefio del sistema de concentracion de microalgas se debera tomar en
cuenta la biomasa requerida de concentrado de microalgas y la concentracion de biomasa
méaxima estimada por especie de microalgas. Con ello se hara la propuesta de un sistema
que incluya un sedimentador que se use por lotes.

5.2.Propuesta de protocolo para la optimizacion de parametros de operacion
del sistema de produccién de concentrado de microalgas

5.2.1. Optimizacion de condiciones fisicoquimicas ideales del
fotobiorreactor

Se propone se desarrollen las siguientes practicas para lograr la optimizacién de
parametros de operacion y condiciones fisicoquimicas ideales del fotobiorreactor tubular
propuesto.

1. Tratamiento del indculo para pruebas en fotobiorreactor

2. Determinacion de productividad

3. Desarrollo del disefio factorial experimental para obtener la méaxima
productividad por volumen de cultivo.

5.2.2. Optimizacion de las condiciones de floculacion para la obtencion de
concentrado de biomasa de microalgas

Se propone se desarrollen las siguientes précticas para lograr la optimizacion de obtencién
de concentrado de biomasa de microalgas.

1. Desarrollo del disefio factorial experimental para obtener el maximo porcentaje

de recuperacion
2. Determinacion de porcentaje de recuperacion
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6. RESULTADOS

6.1.Disefio del sistema de produccion de concentrado de microalgas

Se propone la siguiente disposicion de recursos mas importantes para el sistema
de produccion de concentrado de microalgas (Figura 3), el que incluye un tanque de
medio de cultivo que se conecta de forma continua al fotobiorreactor, que es donde se
produce el cultivo de microalgas. A continuacion, un tanque de cosecha conectado de
forma continua al fotobiorreactor, el cual a su vez estara conectado a un sedimentador el
que funcionara por lotes y en donde se realizara la dosificacion de floculante. Finalmente
se realizara el proceso de obtencién del concentrado de microalgas que seré retirado de la
parte inferior del sedimentador.

= Inicio

Tanque de

medic de cultive Fotobiorreactor

4L

[ Tangque de cosecha }

4

Dosificacién de floculante ’:>{ Sedimentador }

<L

Obtencién de concentrado

de microalgas

= Fin
Figura 3. Disposicién de unidades de procesamiento del sistema de
produccién de concentrado de microalgas

6.1.1. Disefio del fotobiorreactor tubular
a) Eleccion del fotobiorreactor y aproximacion de disefio

A partir del algoritmo de seleccion del tipo de fotobiorreactor, se identifica el
disefio de fotobiorreactor tubular sin uso de bomba centrifuga con disposicion que
maximiza el uso de luz artifical para el proceso de produccion de cultivo de microalgas.
Por otro lado, se identifica que la aproximacién a utilizarse serd semi-empirica. Se
propondra un disefio de fotobiorreactor a partir de un disefio tedrico ya existente el que
debera ser ajustado a nivel empirico para la optimizacion de la operacion de su
funcionamiento.

Se toma por tanto como base el fotobiorreactor tubular propuesto por Molina et
al. (2001) (Figura 4). Los procesos que se llevan a cabo dentro del fotobiorreactor fueron
los siguientes: en primer lugar, el medio de cultivo y el indculo ingresan a la altura del
desgasificador. Este flujo de entrada es controlado por una bomba peristaltica. A
continuacion, el medio de cultivo y el inoculo se tornan parte del cultivo el cual es
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transportado por accion del desgasificador hacia su seccién final. Luego se impulsa el
ingreso del cultivo a la seccidn tubular por la accion de la gravedad. La seccién tubular
consta de tubos transparentes que permitiran una gran superficie expuesta a la luz (Figura
4). El flujo llega al final de la seccion tubular con una carga mayor de biomasa y de
oxigeno gaseoso, por tanto, retorna al desgasificador. Con ayuda de otra bomba
peristaltica, se retira continuamente cosecha luego de recorrer el desgasificador, antes de
ingresar a la seccién final de este. Se propone para la iluminacion el uso de tipo led
(Melnicki et al. 2013) para evitar el incremento de temperatura. Se propone también el
uso de un flujémetro de didxido de carbono para el monitoreo del flujo de ingreso de
dioxido de carbono al sistema. Como longitud total del fotobiorreactor se propone 20
metros, el valor a calcular serd el diametro de tuberias. EI esquema del desgasificador
propuesto se indica en la Figura 5, siendo el valor a calcular la altura del mismo.

Tanque de Leyenda
: Cosecha
[~ salida de zases mmmP Ty liquido
Flujo gaseoso
=
Tanque de
Medio de cultivo
Tanque
desgasificador
<:| Entrada de aire Seccion tubular

G—
coz -~
Caudalimetro ] -

Figura 4. Esquema de un fotobiorreactor cerrado tipo tubular. Modificado de Molina
et al. (2001).

04 m

0.6m

f————————————

~ -—
Figura 5. Esquema del desgasificador. Modificado de Velasquez et al. (2015).
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Se determinaron los parametros de disefio y operacién del fotobiorreactor tubular
propuesto. Entre los parametros de disefio se evalud la longitud del didmetro de tubos, dt
y la altura del tanque desgasificador, H. Por otro lado, también se identificaron los
parametros de operacion, datos que son necesarios establecer para el funcionamiento del
reactor para cada especie de microalga. Para obtener estos pardmetros se hicieron uso de
ecuaciones matematicas, asi como informacion obtenida informacion previamente en los
laboratorios Science Support Pert S.A.C. y aquella encontrada en bibliografia para las
especies de microalgas a trabajar (Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata,
Chaetoceros calcitrans).

b) Parametros de disefio y operacion del fotobiorreactor tubular

Para llevar a cabo el célculo de los parametros de disefio y operacién se recabo
informacion sobre caracteristicas del cultivo de microalgas para las especies
seleccionadas como lo son: coeficiente de extincidn, irradiancia méxima, concentracion
de biomasa maxima y tasa de crecimiento maxima para cada especie de microalga a
trabajar (Tabla 1).

Tabla 1. Informacion recabada de las diferentes especies de microalgas

Isochrysis galbana  Nannochloropsis Chaetoceros
oculata calcitrans
Coeficiente de extincion 0.172 0.172 0.17%
(m2/g)
Irradiancia maxima 67 (aprox 3900 50 (aprox. 2900 78 (aprox. 4500
(umol m?s?) Lux)® Lux)® Lux)®
Tubo led de luz fria
6500K
Concentracion de 1006 © 1020 ¢ 3500 ®
biomasa méaxima (mg L
Y
Tasa de crecimiento 0.029% 0.031% 0.025%
méaxima (h™)

a Cadelina et al. 2017 ° Informacion obtenida de ensayos preliminares en instalaciones
de Science Support S.A.C. (Anexo 2) °Alkhamis et al. 2013 YMillan-Oropeza et al. 2016
®Velasco et al. 2017

El coeficiente de extincion, el cual fue utilizado para establecer relacion entre la
biomasa y la absorbancia, se encontrd que fue de 0.17 m?g™*. Por otro lado, la irradiancia
méaxima, el cual nos dié informacién para la cantidad de intensidad luminosa que puede
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soportar una especie de microalga, fue de 67 umolm= s* para Isochrysis galbana, 50
umolm s para Chaetoceros calcitrans y de 78 umolm? s para Nannochloropsis
oculata indicando que esta ultima especie es la mas fotosensible. La concentracion de
biomasa méaxima obtenida fue de 1006 mgL™ para Isochrysis galbana, 1020 mgL™ para
Chaetoceros calcitrans y 3500 mgL* para Nannochloropsis oculata.

A continuacidn, se presentan los diferentes parametros de disefio para el desarrollo
de la propuesta de disefio del fotobiorreactor tubular y las ecuaciones matemaéticas que
permiten su calculo.

Tabla 2. Ecuaciones para calculo de parametros de disefio del fotobiorreactor
tubular

Parametro de ., L. Fuente
e Ecuacion matematica oy , o
disefio bibliografica
Diametro de A partir de ecuacién de irradiancia promedio. Molina et al.
tUberl,aS 10 * (1 — eXp(—Ka * Cb * L) (ECl) 2001

., =
av " KaxCb+L

Donde:
1,,: Irradiancia promedio (umol m2s™)

I,: lrradiancia incidente disponible (2 veces el valor de
compensacion ,12.7 umol m?s™, Regaudie et al. 2010)

Ka:Coeficiente de extincion de luz
Ch: Concentracion de biomasa maxima (g L)

L: distancia de recorrido de la superficie al seno del liquido o
didmetro del tubo (m)

Velocidad Se requiere hacer una gréafica que permita identificar la maxima  Molina et al.
superficial del velocidad de flujo superficial que puede utilizarse, teniendo en 2000
liquido cuenta el tamafio de micro remolinos (4)

f . |i -L
:.l._‘ = | = | E‘I'
lp |
(Ec. 2)

Donde:

u,.: Viscosidad del medio de cultivo (kg mis™)
p, : Densidad el medio de cultivo (kg m®)
&= Disipacion de energia (W/kg)

A su vez, la disipacién de energia se calcula:

2xCrx UL3

Donde:

Cy=Constante de Fanning

14



U,=Velocidad de flujo laminar (m/s)

d,: Diametro de las tuberias (m),

C. =0,0791 Re ™

(Ec. 4)
Donde:
Re= Constante de Reynolds
Altura de la A partir de las dos ecuaciones siguientes: velocidad Molina et al.
columna del Superficial del liquido en las tuberias, Uy, 2001
. 4/7
1.25
desgasificador U, = ( gs”i"%‘zs ) (Ec.5)
0.3164*(7") +Leg
Donde:

g : Aceleracion de la gravedad, 9.8 ﬂz
S

&,. Fraccion de gas en el liquido o gas hold-up,
d,: Diametro de las tuberias (m),

H: Altura de la columna del desgasificador (m)
u;.: Viscosidad del medio de cultivo (kg mis™)
p, : Densidad el medio de cultivo (kg m®)

Lq: Longitud equivalente del bucle solar (m)

Y la ecuacidn de la fraccion de gas (gas hold-up).
__ B
&, H% (Ec.6)
Donde:
B : Razdn de la velocidad superficial del gas a la velocidad
superficial total,
Ar: Parametro del perfil de velocidad radial
U,: Velocidad de la subida de burbujas (m s?)
U;: Velocidad del gas en la zona de subida del
desgasificador (m s?)
U, : Velocidad superficial del liquido (m s?)

Los pardmetros de disefio, tanto el didmetro de las tuberias y la altura del tanque
degasificador, son necesarios para identificar las medidas del fotobiorreactor. A partir de
las ecuaciones es evidente que para determinar el diametro de las tuberias d;, se toma en
cuenta la irradiancia maxima, asi como el valor de irradiancia promedio y el coeficiente
de extincién en la ecuacion 1. Por otro lado, para el célculo de la altura del tanque
desgasificador, se debe tomar en cuenta el didmetro de las tuberias calculado
anteriormente y se debe seleccionar la velocidad superficial del liquido tomando en
cuenta que este valor no debe permitir un valor de tamafio de microremolinos (A)mayor
a 17 micrémetros. Para seleccion de la velocidad estimada se realiza el calculo del tamafio
de microremolinos a diferentes velocidades laminares (Gréafico 3).
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Figura 5. Efecto de la velocidad superficial (m/s) en la longitud de microremolinos
(um) a diferentes diametros de tuberia (m)

A continuacion, los resultados de los célculos realizados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de disefio de fotobiorreactor calculados para las diferentes
especies de microalgas

Isochrysis galbana  Nannochloropsis Chaetoceros
oculata calcitrans

Diametro de 9.12 16.51 8.09
tuberias, dt (cm)
Velocidad laminar 4 45 4
estimada (m/s)
Altura de la 4.8 2.81 5.50
columna de
desgasificacion, H
(m)

El mayor didmetro se estima para Nannochloropsis oculata, con 16.51 cm de
diametro, siendo para Isochrysis galbana un aproximado de 9.12cm y para Chaetoceros
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calcitrans de 8.09cm. Con respecto a la velocidad laminar seleccionada, se puede ver que
en la Figura 5 que el efecto del diametro es que a medida que este es mayor, mayor sera
el diametro de microremolinos producido. Asimismo, es evidente que, a mayor velocidad
laminar, la longitud de microremolinos que se formen es menor. Debido a que es
necesario que el tamafio minimo de microremolinos sea de 17 micrometros (Velasquez et
al. 2015), se requiere de maximo una velocidad laminar de 4 m/s para Isochrysis galbana
y Chaetoceros calcitrans . En el caso de Nannochloropsis oculata, es posible utilizar
una velocidad de 4.5 m/s. Para llevar a cabo los calculos para la altura del desgasificador,
se trabajo con las variables encontradas en Molina et al. 2000 para el cultivo de
microalgas. Siendo el valor para ¢,-,0 la fraccion de gas en el liquido (hold-up), de 0.0002,
para u;,, viscosidad del medio de cultivo y para p, densidad el medio de cultivo , 0.0009
kg m™s?y 997 kg m™ respectivamente. Finalmente para L., la longitud equivalente del
bucle solar fue de 0.03 m. Asimismo, el valor de g, la razon de la velocidad superficial
del gas a la velocidad superficial total, se estim6 a 0.001, mientras que el valor de Ar,
parametro del perfil de velocidad radial, se identificé como 1.1y para Up, velocidad de
la subida de burbujas fue de 0.4 m s,

Entre los pardmetros de operacion que se busca calcular se tiene: tasa de dilucion
y flujo de didxido de carbono. La tasa de dilucion se define como el nimero de veces que
el volumen del biorreactor circula a través del sistema por unidad de tiempo (o la inversa
del tiempo de residencia) (Hochfeld, 2006). En un sistema continuo, donde se busque
tener un cultivo en fase exponencial durante el tiempo que dure este, el estado estable se
alcanza al igualar la tasa de dilucion a la tasa de crecimiento. Si la tasa de crecimiento
fuera mayor a la tasa de dilucidn, el cultivo deja de encontrarse en la fase exponencial y
entra a una fase de decrecimiento. Si la tasa de crecimiento fuera menor a la tasa de
dilucion, la cantidad de sustrato es mayor al utilizado y también se deja de encontrarse en
su méxima concentracion (Pepper et al., 2015).

Para una fijacion optima del didxido de carbono en el proceso de la fotosintesis,
es necesario que el didxido de carbono sea transferido adecuadamente a la fase liquida
desde la fase gaseosa, lo que puede ser entendido como un coeficiente de transferencia de
masa conocido como kla (Razzak et al. 2016). Para determinar el flujo didéxido de carbono
(mol L't h'h), se hacen uso de las ecuaciones matematicas mostradas a continuacion (Tabla
4), teniendo en cuenta la tasa de crecimiento de cada especie de microalgas a utilizar.

Tabla 4. Ecuaciones para el calculo de los parametros de operacion del
fotobiorreactor tubular

Parametro . . Fuente
o Ecuacion matematica o
de disefio bibliografica

Para definir la tasa de dilucion se realiza el célculo de la siguiente

Tasade  ecuacion.
dilucion D = Hmax (Ec.7) Pepper et al.,

Donde: 2015
D= Tasa de dilucion (h'%)
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Umax=Tasa de crecimiento méximo (h*)

Para definir el flujo de dioxido de carbono se realiza el calculo de
las siguientes ecuaciones.

Concentracion equivalente de dioxido de carbono.

Ci = HCOZ * YCOZP (EC8)
Donde:

Ci= Concentracién equivalente de diéxido de carbono en fase
liquida (mol L)

HCO, = Constante de Henry de diéxido de carbono (mol L*atm™)

Flujo de YCO,= Fraccion molar de dioxido de carbono en la fase gaseosa
dioxido de P= presion atmosférica (atm) Razzak et al.
carbono 2016

Flujo molar de diéxido de carbono

FlujoC0, = tmaCt (Ec.9)

Rco,
Donde:
FlujoC0, = Flujo molar de dioxido de carbono (mol L h?)
Mumax =Tasa de crecimiento (h)

Ci = Concentracion equivalente de didxido de carbono en fase
liquida (mol L)

R¢o,= Rendimiento de dioxido de carbono (g/mol)

De forma similar, a partir de la informacion recabada y con ayuda de ecuaciones
indicadas anteriormente, se obtuvieron también los pardmetros de operacion de
fotobiorreactor para las diferentes especies de microalgas de interés (Tabla 5).

Tabla 5. Paradmetros de operacion de fotobiorreactor para las diferentes
especies de microalgas

Isochrysis galbana  Nannochloropsis Chaetoceros
oculata calcitrans
Tasa de dilucion, D (h-1) 0.029 0.031 0.025
Flujo de dioxido de 0.0017 0.0027 0.0015

carbono (mol L-1 h-1)

18



La tasa de dilucion para Isochrysis galbana fue de 0.029 h%, para Nannochloropsis
oculata de 0.031 h!, mientras que para Chaetoceros calcitrans fue de 0.025 h™. Con
respecto al flujo de didxido de carbono, este dependié de la tasa de crecimiento
encontrada experimentalmente para cada especie de microalga. Se realizé el calculo
teniendo en cuenta un rendimiento aproximado de didxido de carbono de 33.8 g/mol y un
valor de Ci aproximado a 2 mol L (Molina et al. 2001). Para Isochrysis galbana la tasa
de crecimiento fue de 0.0017 mol L h, para Nannochloropsis oculata fue de 0.0027
mol L h't, mientras que para Chaetoceros calcitrans fue de 0.0015 mol L h. Se hizo
evidente que, a mayor tasa de crecimiento de las microalgas, se da una mayor demanda
de flujo de didxido de carbono.

6.1.2. Disefio del sistema de concentracién de microalgas

El sistema de concentracion de microalgas incluye un sedimentador. El
sedimentador es un sedimentador simple con 60° de inclinacion en la base que se trabaja
por lotes (Moros et al. 2017). El esquema se muestra en la Figura 5.

El volumen total del sedimentador sera tomado en cuenta a partir de la
concentracion de biomasa estimada, pero para terminos de disefio inicial, se tomara en
cuenta el dato de productividad estimado encontrado en los ensayos preliminares.

Br
Ve = = (Ec. 10).
Donde:

Vc= Volumen de cosecha (L)
Ce = Concentracion de biomasa maxima estimada(mg/L)
Br = Biomasa requerida (mg)

Asimismo, se define el volumen del floculo a partir de Knuckey et al. 2006, que estima
para la microalga T. pseudonana un aproximado de 3.8% de volumen del fléculo para los
primeros 15 minutos de sedimentacion. A continuacion, estima su variacion hasta un
0.56% de fléculo del volumen inicial para las 24 horas de sedimentacién. Se tomara en
cuenta este primer volumen del floculo (mayor volumen), para el disefio para poder
asegurarnos que el floculo se encuentre en la zona de sedimentacidn. Este valor nos
permitira identificar las dimensiones del sedimentador (Ec. 8).

Vf =0.038(Vc) (Ec. 112).
Donde:
Vft= volumen del floculo (L)
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Vc= volumen de cosecha (L)

El volumen del sedimentado debera igualarse al volumen del floculo. El sedimentador
que tendra 60° para permitir su deslizamiento por gravedad debera tener entonces un radio
calculado a partir de la siguiente ecuacion (Ec. 9), la que se desarrollara por iteracion.

_ (Vfx3)
r= \’nx(0.2499xr) (Ec. 12).

Donde:
Vi= volumen total del sedimentador (L)

Vft= volumen total funcional del sedimentador (L)

Tabla 6. Dimensiones de sedimentador calculados para produccion de 2509 de
biomasa concentrada de diferentes especies de microalgas marinas

Isochrysis galbana  Nannochloropsis Chaetoceros
oculata calcitrans

Volumen de cosecha, Vc (L) 248.50 245.10 71.40
Volumen del fléculo, VF (L) 9.568 9.436 2.750

Radio del sedimentador, r (m) 0.198 0.196 0.131
Diametro del sedimentador, D 0.472 0.468 0.338
Altura del Se(crjri;nentador, Hs 0.236 0.233 0.156
Altura del cilindro, Hc (m) 1.939 1.954 1.274

Altura total, Ht (m) 2.175 2.187 1.430
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Figura 5. Propuesta de sedimentador para recoleccion de concentrado de
microalgas .

6.2.Protocolo para la optimizacion de parametros de operacion del sistema de
produccién de concentrado de microalgas

6.2.1. Optimizacion de condiciones fisicoquimicas ideales del
fotobiorreactor

a) Tratamiento del in6culo para pruebas en fotobiorreactor

Se produce el volumen necesario, aproximadamente un total de 10 L de
indculo, en recipientes de 6L con medio Guillard F/2, a 20C° y bajo luz artificial
(intensidad de luz utilizada previamente en este tipo de recipientes en el
laboratorio de Science Support Pert S.A.C. A continuacion, se vierte el 10% del
volumen efectivo del fotobiorreactor como inoculo. EI 90% restante es agua de
mar filtrada a 50um con un sistema de filtro mecéanico y a 1um con una manga
filtrante. Asimismo, se desinfecta previamente con hipoclorito de sodio en una
concentracion de 25mg/L (0.0025%p/v) (OIE, 2009).

b) Determinacion de productividad para cada condicion evaluada
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Para determinar la productividad de biomasa de forma préactica se realiza
en primer lugar una curva de calibracion que permita relacionar biomasa obtenida
de un volumen de muestra en unidades de g/L versus valores de absorbancia
medidos usando espectrofotometria UV-Vis (Santos et al. 2015). Para ello se debe
obtener la medicidn de biomasa a diferentes fases del cultivo, pueden ser muestras
retiradas cada 12 horas, con las que se procede con lo siguiente. Se remueve la
humedad de los papeles filtro utilizando una estufa por 20 min a 60°C, luego se
enfria con un desecador por 20min y son pesados a continuacién en una balanza
analitica con 4 cifras decimales hasta peso constante (Béchet et al., 2016). A
continuacion, se filtra 5ml de cada muestra de cultivo a 0.22um y se enjuaga con
3ml de formiato de amonio al 30 g/L (Béchet et al., 2016). Se llevan a estufa a
60°C por 24h y se dejan enfriar al desecador por 20 minutos. Finalmente se
registran los pesos en balanza de cuatro digitos restando los pesos registrados de
los filtros.

Se realiza la medicion de las diferentes muestras de cultivo a
espectrofotometria UV-Vis. Para ello se miden los valores de absorbancia a 688
nm para cultivos de Chaetoceros calcitrans, 682 para Isochrysis galbana y 682nm
para Nanochloropsis oculata (Santos et al. 2015). A continuacion, la informacion
obtenida se deberd graficar en un grafico de dispersién donde se debera
correlacionar la biomasa (g/L) y la absorbancia obtenida. Esta curva de calibracion
nos permitira identificar de forma directa la biomasa del cultivo.

Para obtener valores de productividad en valores de mg/I-dia para
los diferentes dias de cultivo, se debera tomar en cuenta las medidas de biomasa
obtenida en cada dia. La productividad volumétrica (Pv) se define como la
cantidad de biomasa por volumen obtenida por unidad de tiempo en dias (Posten
et al, 2009) (Ec.13).

X=X
B, =-—L=
At

Donde,

Xi= concentracion inicial de biomasa (mg/l)

Xf= concentracion maxima de biomasa (mg/l)

At= intervalo de tiempo entre la inoculacion y la obtencion de la
concentracion maxima de biomasa (dia).

(Ec.13)

c) Desarrollo del disefio factorial experimental para obtener la maxima
productividad por volumen de cultivo.

Para determinar las condiciones fisicoquimicas ideales para el cultivo
eficiente de microalgas dentro del fotobiorreactor tubular, se realizaran cultivos
previos usando 10% de inoculo de microalgas usando como medio de cultivo agua
filtrada a 50um y desinfectada con hipoclorito de sodio en una concentracion de
25mg/L (0.0025%p/v) (OIE, 2009). A continuacion, se realizaran mediciones de
los niveles de pH y temperatura haciendo uso de un multiparametro WTW 3620
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(Ynga et al., 2019). Las mediciones de intensidad luminosa seran llevadas a cabo
mediante el uso de un luxémetro Amprobe LM-120 (Ynga et al., 2019). Se
identificaran las condiciones ideales para el cultivo llevando a cabo pruebas
experimentales mediante un disefio tipo Taguchi L9, que incluye 3 factores a 3
niveles, siendo los factores: pH, temperatura e intensidad luminosa (Tabla 1), y se
medird para todos los mencionados tratamientos los valores de biomasa por
volumen (g/L) recuperada, asi como la productividad volumétrica (g/L-dia).

Tabla 7. Disefio experimental tipo Taguchi L9 para calibracion de condiciones
fisicoquimicas para determinar el desempefio del fotobiorreactor tubular

Tratamiento pH Temperatura (C°) Intensidad
luminosa (Lux)

T1 8 20 3000
T2 8 21 3500
T3 8 22 4000
T4 8.5 20 3500
T5 8.5 21 4000
T6 8.5 22 3000
T7 9 20 4000
T8 9 21 3000
T9 9 22 3500

Finalmente se analizan los resultados haciendo uso del paquete estadistico
Minitab18. Se evalla que efecto presenta la mayor interaccién y que condiciones
permiten la obtencion de mayor cantidad de biomasa por volumen y productividad
volumétrica.

6.2.2. Optimizacion de las condiciones de floculacion para la obtencion de
concentrado de biomasa de microalgas

Se propone se desarrollen las siguientes practicas para lograr la optimizacion de obtencion
de concentrado de biomasa de microalgas.

a) Determinacion de porcentaje de recuperacion

Se estimard la biomasa esperada a partir de los valores de productividad
identificados en una muestra de 20ml de cosecha obtenida luego de una mezcla
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homogénea. A continuacion, se realizara el proceso de floculacion. La biomasa
floculada se separa por sedimentacion y se recupera en un papel filtro. Se remueve
la humedad del papel filtro utilizando una estufa por 20 min a 60°C, luego se enfria
con un desecador por 20min y se pesa a continuacion en una balanza analitica con
4 cifras decimales hasta peso constante (Béchet et al., 2016). A continuacién, se
llevan a estufa a 60°C por 24h y se dejan enfriar al desecador por 20 minutos.
Finalmente se registran los pesos en balanza de cuatro digitos restando los pesos
registrados de los filtros. Se registra este valor como biomasa real. A continuacion,
el porcentaje de recuperacion se obtiene haciendo uso de la siguiente ecuacion

(%R):
%R = 2= x 100% (Ec.14)
Donde,

Be= Biomasa esperada (mg/l)

B= Biomasa obtenida real (mg/l)

b) Desarrollo del disefio factorial experimental para obtener el méximo
porcentaje de recuperacion

El proceso de concentracion de microalgas que se tomara en cuenta es el de
floculacion haciendo uso del método desarrollado con floculante LT-25 con
500uM de FeCl3.6H20 (Knuckey et al., 2006). Para ello se tomaradn muestras de
10 litros de cosecha de microalgas, las que se ajustaran a un pH de 10.5. A
continuacién, se afiade una dosis de floculante LT-25 y 500uM de FeCls.6H20.
Se deja en reposo durante 24-72 horas. Para ello se realizaran pruebas con
diferentes dosis de floculante (0.25, 0.5, 1mg/L) ya que la literatura indica que la
concentracion de floculante puede variar dependiendo de la especie de microalga
a tratar (Knuckey et al., 2006). Los floculos formados se llevaran a 4°C hasta el
dia siguiente. Luego se afiade HCI concentrado hasta pH 8-9. para retirar el exceso
de sales de sodio que se hayan formado en la superficie (Knuckey et al., 2006).

A continuacion, se presenta el tipo de disefio factorial experimental propuesto (Tabla 8).

Tabla 8. Disefio experimental tipo Taguchi L9 para identificacion de
condiciones ideales de concentracion de microalgas

Tratamiento Dosis de Tiempo de reposo pH
floculante LT-25 (horas)
(mg/L)
Tl 0.25 24 8
T2 0.25 48 8.5
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T3 0.25 72 9

T4 0.5 24 8.5
TS5 0.5 48 9
T6 0.5 72 8
T7 1 24 9
T8 1 48 8
T9 1 72 8.5

Finalmente se analizan los resultados haciendo uso del paquete estadistico
Minitab18. Se evalla que condicidn tiene mayor efecto en el porcentaje de
recuperacion asi como las condiciones que permiten una optimizacion del proceso
de concentracion.

6.3.Resultados esperados de la optimizacion de desempefio
6.3.1. Resultados esperados sobre el desempefio del fotobiorreactor tubular

Se realizaron las pruebas de productividad de acuerdo a la metodologia indicada de
forma que se obtuvieron las condiciones fisicoquimicas ideales para el desempefio del
fotobiorreactor (Tabla 9).

Tabla 9. Condiciones fisicoquimicas ideales para el cultivo de las diferentes
especies de microalgas en el fotobiorreactor tubular

Isochrysis Nannochloropsis Chaetoceros
galbana oculata calcitrans
pH 8.2 8.2 8.2
Temperatura 20 22 20
Intensidad 4000 3000 4000

Luminosa

Los valores ideales de pH y temperatura para las especies de microalgas
cultivadas en el fotobiorreactor tubular fueron las que se muestran en la tabla 4. Para
las tres especies de microalgas se determind un pH de 8.2. Con respecto a la
temperatura, para Isochrysis galbana, se determind una temperatura de 20°C, para
Nannochloropsis oculata de 22°C, mientras que para Chaetoceros calcitrans 20°C.
Con respecto a la intensidad luminosa, se encontr6 que la menor intensidad luminosa
fue mejor para el cultivo de Nannochloropsis oculata con aproximadamente 3000
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Lux, por otro lado, para Isochrysis galbana y Chaetoceros calcitrans se vio un mejor
desempefio a 4000 Lux.

La productividad de biomasa fue un dato importante en este proyecto, ya
que se busco que con este sistema de cultivo se tenga un aproximado de 135- 200%
(De Vree et al. 2015). Por tanto, los resultados se aproximaron a los siguientes
datos teoricos (Tabla 10).

Tabla 10. Productividad de biomasa microalgal esperada para el cultivo de las
diferentes especies de microalgas usando el fotobiorreactor tubular

Isochrysis Nannochloropsis Chaetoceros
galbana oculata calcitrans
Méaxima 1358.1 -20122 1377-2040? 4725 — 70007
productividad
(mg/L)

@ Aproximado a partir de De Vree et al. 2015

6.3.2. Condiciones esperadas de procesos de concentracion de microalgas

El proceso de concentracion de microalgas involucro el uso de diferentes dosis de
floculante LT-25 y de condiciones diferentes (Tiempo de reposo y pH). Es en las
condiciones mostradas en la tabla 6 donde se evidenci6 un estado 6ptimo de viabilidad.

Tabla 11. Condiciones de concentracion esperadas por especies de microalgas

Isochrysis galbana  Nannochloropsis Chaetoceros
oculata calcitrans
Tiempo de reposo 24-48 48-72 24-48
(horas)
Concentracion de 1 1 0.25-1
floculante (mg/L)
pH 8 9 8
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7. DISCUSION

7.1.Disefio del sistema de produccion de concentracion de microalgas

El sistema propuesto incluye un disefio que toma en cuenta los objetivos de
cultivo, asi como las condiciones de crecimiento para las especies de microalgas
propuestas. Para ello se recabo informacion bibliografica y se hizo uso de informacion
obtenida a nivel de laboratorio para ensayos preliminares realizados en las
instalaciones de Science Support Per S.A.C. Se llevo a cabo la seleccion del tipo de
disefio y aproximacion teniendo en cuenta algoritmos de disefio (Figura 1 y 2) que
toman en cuenta los objetivos de cultivo. A continuacion, se logré definir una
disposicion de las unidades de procesamiento (Figura 3) que une cada una de las
partes del sistema. Con respecto al disefio del fotobiorreactor, se escogid un sistema
tubular que permite una amplia superficie de exposicion a la luz para la interaccion
de las microalgas con los fotones (Cafiedo et al. 2016). Si bien, en la literatura se ha
podido verificar la existencia de modelos que maximizan ain mas la proporcion de
superficie expuesta, resulta en mayor complejidad su construccion y mantenimiento
como lo es por ejemplo el sistema de fotobiorreactor tubular de tubos helicoidales
(Sukacova et al., 2021) o tubulares conicos (Morita et al. 2001), por lo que la presente
propuesta se enfoca en el desarrollo de un fotobiorreactor tubular. El disefio de este
tipo de fotobiorreactor se encuentra en las Figura 5, en donde se identifica la direccion
de los flujos y la disposicion de las partes del fotobiorreactor: seccion tubular y tanque
desgasificador. Se identifica asimismo el disefio del tanque desgasificador en la
Figura 6. Diserios similares al tanque desgasificador escogido se encuentran en
diferentes propuestas en la bibliografia (Michels et al. 2014, Velasquez et al. 2015).
Esta seccion del fotobiorreactor busca eliminar la concentracion en exceso de oxigeno
producto de una alta tasa fotosintética caracteristica en este tipo de sistemas (Molina
et al. 2001). Una concentracion alta de oxigeno resulta contraproducente para la
productividad ya que inhibe el crecimiento celular debido a que compite con el
didxido de carbono por la enzima Rubisco involucrada en la fijacién de dioxido de
carbono para generar biomasa (Raso et al. 2011).

Para llevar a cabo los diferentes calculos se hace uso de informacion recabada
tanto en bibliografia como en los ensayos preliminares (Tabla 1). Luego, se llevaron
efectivamente los céalculos de diametro de tuberia para el fotobiorreactor tubular
haciendo uso de las ecuaciones de disefio propuestas (Tabla 2), las cuales incluyen
factores importantes como la irradiancia maxima que puede soportar una especie de
microalga antes de darse la fotoinhibicion, fendmeno que se define como la alteracion
y eventual inactivacion del fotosistema 2 o PSII, de forma que se afecta a cadena de
transporte de electrones en la cadena de reacciones que reducen NADP+ a NADPH
(Pedruzi et al. 2020). También se toma en cuenta la irradiancia promedio que se espera
tener en el seno del tubo siendo este valor el doble del valor de compensacion
identificado en literatura (Regaudie et al. 2010). Este valor es importante tomar en
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cuenta ya que un valor menor induciria un cambio en el metabolismo en las
microalgas, prefiriendo asi una via heterotréfica a autotrdfica para la obtencion de
energia lo que no permite maximizar la tasa fotosintética (Regaudie et al. 2010). Es
asi que se logra estimar valores de didmetro identificados en la Tabla 3. EIl hacer uso
de un didmetro menor, influenciaria en una inhibicion de crecimiento y dafio de
estructuras celulares identificados en estudios previos con sistemas tubulares donde
se evidencia fotoinhibicion (Huarachi-Olivera, 2015).

A continuacion, se estiman valores de velocidad de flujo maximos que son
posibles de utilizar con los diametros encontrados previamente. Ello se calcula
tomando en cuenta la ecuacion de longitud de microremolinos, disipacion de energia
y constante de friccion de Fanning (Molina et al. 2000). Se puede inferir a partir de la
Figura 5, que tanto la velocidad superficial como el diametro de la tuberia tienen un
efecto en la longitud de microremolinos que pueden generarse. Por tanto, un mayor
diametro de tuberia permite hacer uso de una mayor velocidad superficial. A
continuacién, se logra estimar valores maximos aproximados tomando en cuenta que
es necesario tener un minimo de longitud de 17 micrémetros de microremolinos para
evitar el dafio en las células (Velasquez et al. 2015). Los valores se encuentran en la
Tabla 3 y con ello se prosigue con los calculos para determinar la altura del
desgasificador.

El disefio del tanque desgasificador incluye un sistema airlift, que no solo
permite eliminar la concentracion de oxigeno en exceso, sino que permite el
movimiento de la masa acuosa por el sistema (Molina et al. 2000). Este tipo de disefio
se propone para el cultivo especies de microalgas de alta sensibilidad que no podrian
ser cultivadas en sistemas impulsados con el uso de bombas centrifugas. Por tanto, es
evidente que este tipo de disefio es apropiado para especies como Isochrysis galbana
y Chaetoceros muelleri, siendo en ambos casos sensibles a valores de 1.2Pa de estrés
fluidodinamico (Michels et al., 2016) y catalogadas como “sensibles” en un estudio
previo (Wang et al. 2018). Con respecto a la especie Nannochloropsis oculata se
indica que tiene una pared rigida (Oliveira, 2017), pero no se tienen valores
especificos de sensibilidad, por tanto, si bien puede aplicarse este tipo de disefio, se
recomienda hacer estudios experimentales para determinar la sensibilidad de
Nannochloropsis oculata para poder utilizarse en sistemas que involucren una bomba
centrifuga lo cual permitiria escalar su produccion a volumenes mucho mayores (Fan
et al. 2021).

Los calculos para la altura del desgasificador, fueron trabajados con las
variables encontradas en Molina et al. 2001 referentes a las caracteristicas del fluido
y el valor de la razén recomendada entre las velocidades de liquido y de gas, asi como
los valores de diametro de tuberia calculados anteriormente. Se debe tener en cuenta
que el disefio propuesto busca maximizar la transferencia en la interfase gas — liquido
en el sistema de forma que se disperse el oxigeno disuelto a la atmosfera. Asimismo,
se busca minimizar el efecto de cizallamiento que pueda generar la ruptura de las
celulas al generar estrés significativo en ellas (Yap et al., 2015). Se logro identificar
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valores aproximados para el disefio del tanque de desgasificacion (Tabla 3), donde se
obtuvo que es necesario utilizar una mayor altura de columna de desgasificacion para
un menor de diametro de tuberia requerido.

Si bien se toman en cuenta valores especificados en la literatura, no se incluye
en este disefio el calculo de la longitud de las tuberias en el sistema con respecto a la
saturacion del oxigeno (Molina et al. 2000). Ello se debe a que se estima que se
requeririan de al menos 320 metros de tuberia para alcanzar un valor de oxigeno
aproximado al 300% de saturacion (Velasquez et al., 2015). Este calculo sin embargo
debe ser realizado si se requiere un disefio de una escala mayor para evitar la
concentracion excesiva de oxigeno que se daria en ese caso (Molina et al. 2000). Otro
factor que no es tomados en cuenta en los calculos es un aumento de concentracion
celular mayor a lo esperado, que podria darse como resultado de un valor mayor de
productividad, el cual tendria un cultivo con menor acceso a la luz o fotolimitado. Por
otro lado, debe evitarse la posibilidad de formacion de biopeliculas que generarian un
efecto de sombreado el cual influiria negativamente en la tasa fotosintética y por ende
en la productividad (Ramirez et al. 2013).

Con respecto a los parametros de operacion calculados segin diferentes
ecuaciones propuestas en la literatura (Tabla 4), se lograron identificar tanto el flujo
de dilucién necesario (Tabla 5) que permite realizar la seleccion de la bomba
peristaltica que cumpla con ese requerimiento, asi como el flujo estimado de didxido
de carbono teniendo en cuenta la tasa de crecimiento llevada a cabo en ensayos
preliminares, el que puede variar al momento del desarrollo del sistema de
fotobiorreactor si este permite un mayor crecimiento.

Finalmente, para el disefio del sistema de concentracion de microalgas, se
logré llevar a cabo la identificacion de las dimensiones del sistema (Tabla 6),
asimismo se propone el esquema del sistema (Figura 5). Este sistema incluye un
angulo de 60° que permite que los fléculos de biomasa de concentrado de microalgas
generados puedan ser recuperados por la base por accién de la gravedad. Asimismo,
se toma en cuenta el volumen de los fl6culos (Knuckey et al. 2006) en los calculos de
dimensién del sedimentador, de forma que los fléculos no se depositen en zonas que
no permitan su facil extraccion. Cabe mencionar, sin embargo, que el volumen
ocupado por el flculo puede ser mucho menor al indicado en este disefio y puede
variar dependiendo de la especie de microalga y condiciones a trabajar.

7.2.0ptimizacion de parametros de operacion

Con respecto a la optimizacién de los parametros de operacion del sistema, se
propone dos protocolos. El primero de ellos enfocado a la optimizacién del cultivo
en el fotobiorreactor tubular. El segundo protocolo enfocado a la optimizacién de las
condiciones de concentracion en el sistema de concentracion. El protocolo de
optimizacion de pardmetros de operacion de fotobiorreactor incluye tanto la
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preparacion de indculos para llevar a cabo los cultivos en fotobiorreactor como las
practicas para determinar la cantidad de biomasa por volumen y los valores de
productividad volumétrica (Posten et al. 2009). Se propone asimismo una serie de
experimentos a diferentes condiciones fisicoquimicas que permitiran optimizar la
operacion del fotobiorreactor tomando en cuenta un disefio experimental tipo
Taguchi L9 el que podréa ser evaluado mediante analisis estadistico haciendo uso del
paquete estadistico Minitab18.

La metodologia por matriz ortogonal de Taguchi es un enfoque basado en
factores que fusiona estadisticas y técnicas de ingenieria. Ademas, el andlisis de los
datos experimentales que permite este disefio a través de analisis de varianzas
proporciona informacidn sobre factores estadisticamente significativos y sus niveles
optimos para el disefio de parametros experimentales. (Taguchi, 1986). ElI método
Taguchi se ha utilizado anteriormente con éxito para estudiar una gran cantidad de
variables con una pequefia cantidad de experimentos, ahorrando tiempo y dinero en
la investigacion de cultivos de microalgas (Chiranjeevi et al. 2016).

El protocolo de optimizacion de parametros de operacion del sedimentador
propone una serie de experimentos a diferentes condiciones de floculacion las que
permitiran optimizar la operacion del sistema de concentracion tomando en cuenta
también un disefio experimental tipo Taguchi L9 el que podré ser evaluado mediante
analisis estadistico haciendo uso del paquete estadistico Minitab18. En estudios
similares para determinar dosis y condiciones de floculacion para Nanochloropsis sp.
utilizando hidroxido de sodio, se encontré que los datos eran homocedasticos por lo
que se aplica Kruskall-Wallis y de comparaciones multiples de Dun para su analisis
(Rojo et al. 2016)

7.3.Resultados esperados de la optimizacion de desempefio

Los valores esperados de la optimizacién de desempefio del fotobiorreactor
estan de acuerdo a bibliografia encontrada para practicas similares (Tabla 9 y 10).
Se recomienda llevar a cabo el analisis de la tasa de crecimiento en este tipo de
sistema ya que es posible que este varie en la practica y por tanto requiera realizar
ajustes en tanto a la tasa de dilucion y flujo de didxido de carbono. Se ha evidenciado
que la aplicacion de un cultivo en fotobiorreactor permita un 135- 200% de tasa de
crecimiento de la observada a nivel de laboratorio (De Vree et al. 2015). Por tanto,
se recomienda que para poder mantener un sistema homogéneo que permita un
sistema continuo de cultivo se debera ajustar la dilucion a la nueva tasa de
crecimiento (Chen et al. 2021). Es necesario acotar en este punto que si bien, una
mayor tasa de crecimiento requiere ajustes en los parametros de operacion
propuestos, resulta de beneficio para la obtencion de producto ya que se consigue
una mayor produccion en un mismo volumen de medio de cultivo lo que permite
obtener un producto mas competitivo.

Se ha podido recabar informacion de experiencias similares en cultivos de
fotobiorreactor tubular para Chaetoceros calcitrans y Nannochloropsis oculata,
donde se ha visto una obtencion de biomasa maxima de 8.82 y 8.10 g/L
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respectivamente a condiciones de pH 8 (Ramanathan et al. 2011). En este caso se
trabajo con 15 centimetros de diametro de tuberia y 1200 lux de intensidad luminosa.
No se especifica el flujo de didxido de carbono pero se evidencia que se permite una
producciéon de biomasa significativa. Con respecto a experiencias previas para
cultivo en fotobiorreactor para Isochrysis galbana, se ha podido identificar una
obtencion de biomasa por volumen de 2g/L (Molina et al. 1994), en este caso se
realizaron cultivos con intensidad de luz variante ya que el fotobiorreactor estuvo
expuesto a luz solar y por tanto con presencia de fotoperiodo.

Los valores esperados de la optimizacion de desempefio del sistema de
concentracion (Tabla 11), indican la aplicacion de tiempos de reposo entre 24- 48h,
asi como concentraciones de floculante entre 0.25 y 1 mg/L (Knuckey et al., 2006 )
y un pH mayor para Nanochloropsis sp. (Rojo et al. 2016). Aln no se cuenta con
suficiente bibliografia para poder identificar condiciones mas exactas y posiblemente
requiera de un mayor ajuste en la practica. En el caso de las dosis propuestas de
floculante, se puede proponer dosis mas cercanas a aquellas que fueron exitosas y
volver a optimizar la préctica siguiendo los mismos protocolos de forma que se logra
hacer uso de una dosis minima necesaria y se evita el empleo de una dosis mayor que
significaria un desperdicio de reactivo. Asimismo, se espera que el tiempo de espera
pueda ser optimizado. Finalmente se recomienda hacer pruebas comparativas con
floculantes que permitan una recuperacion importante de biomasa y que no requieran
del uso de volumenes importantes de soluciones acidas o basicas, como por ejemplo
quitosano (Chen et al. 2014).

Este paso final de identificacion efectiva de las mejores condiciones de
operacion del sistema de produccion permite disminuir costos al reducir el uso de
recursos en el laboratorio lo que permite que el producto obtenido sea mas
competitivo a nivel mundial.
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8. CONCLUSIONES

e Se logré identificar el tipo de fotobiorreactor y la aproximacion de disefio a usar
para desarrollar un sistema de cultivo eficiente de microalgas a través del uso de
algoritmos de disefio siendo el resultado un fotobiorreactor tubular y una
aproximacion semi-empirica.

e Se estimaron los parametros de disefio y operacion ideales del fotobiorreactor para
el cultivo eficiente de microalgas a traves del uso de ecuaciones tedricas sobre
hidrodinamica, distribucion de luz y pardmetros de crecimiento celular tomando
en cuenta condiciones especificas para el cultivo de cada especie de microalga de
interés.

e Se logrd generar un protocolo de practicas necesarias para la optimizacion de los
pardmetros de operacion y condiciones fisicoquimicas ideales del fotobiorreactor
propuesto mediante la aplicacion de disefios factoriales experimentales que
permitan la obtencion de maxima productividad por volumen de cultivo.

e Se logré generar un protocolo de practicas necesarias para la seleccién de las
mejores condiciones de floculacion para la obtencion de concentrado de biomasa
de microalgas mediante la aplicacion de disefios factoriales que permitan la
obtencion de un maximo porcentaje de recuperacion.

Finalmente, la presente propuesta de disefio incluye protocolos de optimizacion y
resultados esperados para servir de guia en el disefio de un sistema que pueda ser escalable
y aplicable para la produccién de concentrado de biomasa de microalgas que son de
importancia en la industria acuicola ya que son sirven de suministro nutricional para el
cultivo de organismos hidrobiol6gicos en hatcheries.
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ANEXOS

Anexo 1: Preparacion medio Guillard F/2 para microalgas marinas
Se preparan las soluciones stock R1, R2, R3 y R4 de acuerdo a las tablas 1-4.

Tabla 1: Preparacion para 1L de solucion R1 o solucién de macronutrientes

Reactivos Masa Molecular | Masa (g) Molaridad final
NaNO3 84.9947 75 8.82E-04
NaH2PO4. 2H20 | 156 5 3.21E-05

Tabla 2: Preparacion para 1L de solucion R2 o solucion de Metales Traza

Reactivo Masa Molecular | Masa (g) | Molaridad final
Na;EDTA . 2H,0 372.2368 0.436 1.17E-06
FeClz . 6 H20 270.2957 0.315 1.17E-06
CuSQO4 . 5 H0 249.685 0.01 4.01E-08
ZnS04. 7 H20 287.5496 0.022 7.65E-08
CoCl, .6 H20 237.9309 0.01 4.20E-08
MnCl; . 4 H,O 197.9052 0.18 9.10E-07
Na:MoO; . 2 H20 241.9677 0.006 2.48E-08

Tabla 3: Preparacion para 100mL de solucion R3 o solucion de Vitaminas.

Reactivo Masa Molecular | Masa (g) | Molaridad final
tiamina HCI (vit. B1) 337.3 0.2 2.96E-07
cianocobalamina (vit. B12) 1355.38 0.25 9.22E-08
biotin (vit. H) 244.31 0.01 2.05E-08

Tabla 4: Preparacion para 1L de solucion R4 o solucidn de Silicatos.
Reactivo Masa Molecular | Masa (g) | Molaridad final

Na;Si03.5H,0* 212.1396 30 1.06E-04

A continuacion, se vierte 1ml de solucion de R1, R2 Y R3 por cada litro de
medio de cultivo a preparar. Asimismo, se vierte 100 ml de solucién de R3 por cada
litro de cultivo a preparar.
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Anexo 2: Datos preliminares obtenidos en laboratorio Science Support Pert S.A.C.

A) Datos de cultivo de diferentes especies de microalgas
a. Cultivo de Chaetoceros calcitrans

Fecha: Marzo de 2021 Temperatura AC: 20°C
Especie Chaetoceros calcitrans lluminacion : 4120 lux
Codigo : CHAEC 10A Fuente de luz: 2-Led T8 16W 6500K]
Medio de cultivo Medio Guillard F/2 + S Distancia: 15cm
Volumen: 6L pH inicial: 8.2
Dia 15 16 17 18 19 20 21
1° Conteo 2 4 9 12 24 32 30
Conteo en cuadrantes | 2° Conteo 3 4 6 14 21 35 39
de 0.025mm ( cel/ml / | 3° Conteo 6 6 8 16 25 38 36
250 000) 4° Conteo 2 3 9 14 28 31 34
5° Conteo 4 5 8 12 26 31 38
Dia de cultivo 0 1 2 3 4 5 (3
oy 85E+05 | 11E+06 | 20E+06 | 3.4E+06 | 6.2E+06 | 8.4E+06 | 8.9E+06
o ety 4.18E+05 | 2.85E+05 | 3.06E+05 | 4.18E+05 | 6.47E+05 | 7.62E+05 | 8.94E+05
Tiempo de duplicacion 64.229 27.700 31.208 27.564 55.624 284.752
Tasa de crecimiento 0.011 0.025 0.022 0.025 0.012 0.002
b. Cultivo de Isochrysis galbana
Fecha: Abril del 2021 Temperatura AC: 20°C
Especie Isochrysis galbana lluminacion : 3750 lux
Codigo : ISO11A Fuente de luz: Led T8 16W 6500K
Medio de cultivo Medio Guillard F/2 Distancia: 18cm
Volumen: 6L pH inicial: 8.1
Dia 5 6 7 8 9 10 11
1° Conteo 3 4 12 21 28 30 30
Cg”tef o |2 Conteo 6 8 10 24 32 35 33
Cuadrantes de
0.025mm ( cel/ml / 3° Conteo 4 7 14 24 29 39 39
250 000) 4° Conteo 8 8 13 25 32 31 34
5° Conteo 4 9 9 21 35 28 31
Dia de cultivo 0 1 2 3 4 5 6
00 ety 13E+06 | 18E+06 | 2.0E+06 | 5.8E+06 | 7.8E+06 | 8.2E+06 | 8.4E+06
iy 5.00E+05 | 4.81E+05 | 5.18E+05 | 4.68E+05 | 6.94E+05 | 1.10E+06 | 8.77E+05
Tiempo de
duplicacion 45414 | 34723 | 24193 | 54309 | 377.271 | 683.067
Tasa de crecimiento 0.015 0.020 0.029 0.013 0.002 0.001
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c. Cultivo de Nannochloropsis oculata

Fecha: Abril del 2021 Temperatura AC: 20°C
Especie Nannochloropsis oculata lluminacién : 2890 lux
Codigo : NANO 7A Fuente de luz: Led T8 16W 6500K
Medlp de Medio Guillard F/2 Distancia: 22cm
cultivo
\Volumen: 6L pH inicial: 8
Dia 19 20 21 22 23 24 25
Dilucion 1 1 1 4 4 4 4
Conteo en 1° Conteo 15 12 19 12 28 29 30
cuadrantes de | 2° Conteo 14 19 25 15 25 27 31
0.025mm ( 3° Conteo 15 18 25 14 21 30 30
celiml /250 1 4° Conteo 12 20 28 12 28 28 32
000) 5° Conteo 19 2 24 11 26 30 25
Dia de cultivo 0 1 2 3 4 5 6
Promedios x
250 000 3.8E+06 4.6E+06 6.1E+06 1.3E+07 2.6E+07 2.9E+07 3.0E+07
(cel/ml)
200 ety 6.37E+05 | 9.42E+05 | 8.18E+05 | 164E+06 | 2.88E+06 | 130E+06 | 2.70E+06
Tiempo de
duplicacion 85.638 58.119 22.098 23.891 140.597 604.402
Tasa de
crecimiento 0.008 0.012 0.031 0.029 0.005 0.001

B) Datos sobre ensayos preliminares de irradiancia maxima para diferentes especies
de microalgas

Tabla 1: Tasa de crecimiento a diferentes exposiciones de irradiancia para Isochrysis
galbana

Tasa de crecimiento maxima para
Irradiancia (Lux) Isochrysis galbana
3102 0.026
3750 0.029
3988 0.028
4210 0.019

Irradiancia maxima aproximada= aprox. 3900 Lux
Tabla 2: Tasa de crecimiento a diferentes exposiciones de irradiancia para Nannochloropsis
oculata

Tasa de crecimiento méxima para
Irradiancia (Lux) Nannochloropsis oculata
2545 0.021
2890 0.031
3499 0.025
3750 0.024
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Irradiancia maxima aproximada= aprox. 2900 Lux

Tabla 3: Tasa de crecimiento a diferentes exposiciones de irradiancia para Chaetoceros
calcitrans

Tasa de crecimiento méxima para
Irradiancia (Lux) Chaetoceros calcitrans
2581 0.017
4120 0.025
4495 0.025
5124 0.021

Irradiancia maxima aproximada= aprox. 4500 Lux
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