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Resumen

Se optimizd la produccion de biomasa (¢) de cultivos batch de Spirulina sp. en fotobiorreactores a escala de
laboratorio (FBL) de 0,2 L, por efecto de Xi: intensidad de diodos electroluminosos (LED’s) entre 1,25 a 41,7
klux y Xz: fotoperiodo de12/12 a 24/0, h de luz/h de oscuridad (L/O) utilizando un disefio compuesto central
rotacional (DCCR) y metodologia de superficie de respuesta (MSR). Asimismo, se evaluaron las
caracteristicas hidrulicas y el valor ¢ de un cultivo batch de Spirulina en un fotobiorreactor de canal bucle
cerrado abierto a la atmosfera (FB-BCAA) por efecto de la iluminacion LED de 8,3+1,9 klux y fotoperiodos
de 12/12 y 24/0 h L/O. En los FBL se encontré dos zonas éptimas de ¢, ambas con una intensidad LED de
21,5 klux y fotoperiodos 12/12 y 24/0 h L/O, siendo los valores ¢ de 1,65 y 1,62 respectivamente. EI modelo
matematico que indicd estas zonas fue de segundo orden (p = 0,000396 < 0,05) con una consistencia de
prediccion de R? = 0,92. En el FB-BCAA, el cultivo de Spirulina sp. con fotoperiodo de 12/12 h L/O, mostro
un valor ¢ de 0,72, una adaptacion mas rapida de 4 = 4,62 h, una mayor velocidad especifica de crecimiento
de umax= 0,033 h'l y menor tiempo de consumo de energia de 74,05 h; comparado con el cultivo desarrollado
con fotoperiodo 24/0 h L/O. Los parametros hidraulicos del FB-BCAA fueron: volumen de operacién 2,5 L,
velocidad de flujo 0,26 m/s, nimeros de Reynolds (Re) 15488, Froude (Fr) 0,60 y Vedernikov (Ved) 0,90.

Palabras clave: Spirulina; fotobiorreactor; air-lift; hold-up; LED; optimizacion; fotoperiodo.

Abstract

Biomass (¢) production from Spirulina sp. batch cultures was optimized in laboratory scale photobioreactors
(LPB) of 0.2 L, by the effect of Xu: intensity of light emitting diodes (LEDs) and Xz: photoperiod, between
1.25-41.7 Klux and 12/12-24/0 hours of light/dark (L/D) respectively using a central composite rotational
design (CCRD) and response surface methodology (RSM). The hydraulic characteristics and ¢ value from
Spirulina batch cultures were also evaluated in a closed-loop channel photobioreactor open to the atmosphere
(PB-CLOA) by the effect of the lighting LED of 8.3+1.9 klux and photoperiod of 12/12 and 24/0 h L/D. Two
optimal zones of ¢ in LPB were identified, both with a 21.5 klux LED intensity and photoperiod relationship
of 12/2 and 24/0 h L/D, with values of 1.65 and 1.62 ¢ respectively. The mathematical model which indicated
the optimal zones was of 2nd order, which had a high significance (p = 0.000396 < 0.05) achieving a
predictive value of R? = 0.92. In the PB-CLOA, the cultivation of Spirulina sp. with photoperiod of 12/12 h
L/D, showed a ¢ value of 0.72, a more rapid adaptation of 1 = 4.62 h, a higher specific growth rate of
umax=0.033 h! and reduced time energy consumption of 74.05 h; compared to culture developed with
photoperiod 24/0 h L/D. The PB-CLOA hydraulic parameters were: operation volume 2.5 L, flow velocity
0.26 m/s, numbers of Reynolds (Re) 15488, Froude (Fr) 0.60 and Vedernikov (Ved) 0.90.
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1. Introduccion

La Spirulina es una microalga filamentosa
(Cianobacteria) en forma de espiral que
crece en aguas azul verdosas. Las especies
consideradas seguras para su consumo son
S. platensis, S. maxima y S. fusiformis
(Serbana et al., 2016). Pueden ser
facilmente separadas de su medio, poseen
alta digestibilidad y Ilegar a contener hasta
70% de proteina de excelente calidad
(Yean-Chang, 2011). Investigaciones han
demostrado su potencial aplicacion en el
area de alimentos funcionales, con capaci-
dad de desarrollo en segmentos industria-
les como alimentos saludables y terapéu-
ticos (Wen-Qing et al., 2016; Raposo y de
Morais, 2015). Por lo que es considerada
de alto valor econémico, conveniente para
cultivos a gran escala (Benelhadj et al.,
2016). Un elevado rendimiento de biomasa
de Spirulina puede obtenerse ajustando
ciertos pardmetros, como son la intensidad
de luz, modo de operacion y configuracién
del fotobiorreactor (FBR).

Los cultivos por lote (batch), son los mas
ampliamente aplicados debido a su simpli-
cidad y flexibilidad (da Silva et al., 2016).
Los FBR’s pueden aumentar la superficie
expuesta a la luz con una elevada relacion
superficie/volumen (S/V), lo que permite
incrementar la concentracion celular. En
FBR’s tubulares cerrados, la luz es
eficientemente capturada por las células,
pero sus costos de instalacién son elevados
(Singh y Sharma, 2012) en comparacién
con las piletas convencionales abiertas a la
atmosfera (Rodrigues et al., 2010) que en
forma de canal de bucle cerrado con
recirculacion, constituye la configuracion
mas ampliamente utilizada para la
produccién  comercial de  Spirulina
(Brennan y Owende, 2010; da Silva et al.,
2016), siendo el método mas barato,
debido a que requieren baja potencia y son
faciles de mantener y limpiar. Pero
presentan desventajas en la disponibilidad
de luz, agitacion, pH, temperatura,
evaporacion, pérdida de CO, cuando
utilizan este tipo de fuente carbono,
acumulacion de oxigeno fotosintético (O2),

requerimiento de terreno elevado y suscep-
tibilidad a la contaminacién (Ramirez-
Mérida et al., 2015a,b), por lo que sus
rendimientos son bajos (Brennan y
Owende, 2010).

El agua evaporada puede ser restituida
periédicamente (Handler et al., 2012). Su
mezclado debe ser adecuado para mantener
las células en suspension, evitando la
estratificacion térmica, optimizando la
distribucion de nutrientes, el intercambio
del gas, reduciendo el efecto sombra y la
fotoinhibicion. En los cultivos en canales,
velocidades de 5 cm/s son suficientes y en
FBR’s tubulares son usados sistemas de
elevacién por aire (air-lift) (Ugwu et al.,
2008). La intensidad de luz y la longitud
de onda juegan un rol critico en la
actividad fotosintética, lo cual es conse-
cuentemente reflejada en su crecimiento,
debido a que los fotosistemas catalizan la
reaccion de conversion de energia
luminica, capturada por las moléculas
excitadas de la clorofila en forma de
energia utilizable (Cheirsilp y Torpee,
2012). En este sentido, varios estudios se
han desarrollado para mejorar la eficiencia
de utilizacion de la luz y reducir los costos
de sistemas de iluminacion artificial.

Cultivos de laboratorio utilizan tubos
fluorescentes, los que consumen alta
energia comparada con los diodos

emisores de luz LED’s (Light Emitting
Diodes), cuyo tiempo de vida e intensidad
(W/m?) son 941% y 500% mas
respectivamente (Carvalho et al., 2011).

Muchos cultivos utilizan solamente energia
solar como fuente de luz. Sin embargo, el
rendimiento de los sistemas al aire libre, es
mas bajo que los realizados en recintos
cerrados (Chen et al., 2011). La irradiacién
de luz en los sistemas con luz artificial
debe proporcionarse con cuidado, ya que el
exceso de esta provoca un fenémeno
Ilamado fotooxidacion o fotoinhibicion
donde se produce dafios del aparato
fotosintético de la célula (Pedrosa-Bezerra
et al., 2012). Kebede y Ahlgren (1996) han
reportado en Spirulina estudios con
intensidades de luz entre 1,67 a 41,7 klux.
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Habiendo logrado condiciones dptimas a
27,5 Klux. Existen reportes de tolerancias
de flujo en cultivos de Spirulina platensis
hasta 5000 umol fotén/m?s (417 klux)
cuando se utilizan fuente de LED’s con
flujo de luz discontinuo (Gordon y Polle,
2007). Carvalho et al. (2011) sostienen que
los LED’s poseen una intensidad luminica
de 14,7 a 55,5 W/m? con emision de
energia en la region de 400 a 500 nm de
0,04 a 0,08% vy, que en la region de 600 a
700 nm la emisidn de energia es de 87,6 a
98,3%. Una longitud de onda de 600 a 700
nm es mas eficiente para la fotosintesis e
irradiancias entre 400 y 500 nm pueden
incrementar la tasa de crecimiento. lgual-
mente sostienen que diferentes especies de
microalgas requieren distintos espectros de
luz, dependiendo de los principales
pigmentos presentes en ella, lo que aunado
a la intensidad luminica constituyen para-
metros importantes para el crecimiento y
metabolismo.

El fotoperiodo es otro factor importante, el
cual estd constituido por el tiempo de
exposicion a la luz y oscuridad, lo que
tiene efecto sobre los ciclos de vida y
actividades metabdlicas de las microalgas.
Rodriguez y Triana (2006) han sostenido
gue la Spirulina no puede soportar una
exposicion prolongada de iluminacion, ya
que podria ser destruido por fotolisis,
recomendando la necesidad de mantener la
iluminacion controlada en fotoperiodos
regulados de tiempo 12/12 horas
(dia/noche). Aunque Habib et al. (2008)
han reportado que para S. platensis, se ha
encontrado que el fotoperiodo 6ptimo es
16 horas/dia, basado en la evaluacion de la
densidad Optica y contenido de clorofila.

En este sentido en la presente investigacion
se trata de dilucidar los rangos de
intensidad luminica de LED’s blanco y
fotoperiodo (L/O) en la produccién de
biomasa de Spirulina y la determinacion
los pardmetros hidraulicos de importancia
en un fotobiorreactor de canal bucle
cerrado abierto a la atmésfera (FB-BCAA),
evaluandose su produccion de biomasa en
un cultivo batch.

2. Materiales y métodos

Materiales y equipos

Se contd con cultivos stock de Spirulina
sp. (Laboratorio de Biotecnologia Alimen-
taria de la Universidad Privada Antenor
Orrego de Trujillo UPAO - Per) mante-
nida en medio estandar Zarrouk con una
iluminacion de 5,0 klux. Como medio para
los cultivos experimentales se utilizé (g/L):
0,07 K;HPO., 0,005 FeSOs 0,1 NaNOs,
0,1 KNOs, 1,6 NaHCO3, 330 mL/L de agua
de mar filtrada para obtener 1,2% de
salinidad (Véasquez-Villalobos et al.,
2014). Fotobiorreactores de laboratorio
(FBL) de vidrio de 0,2 L de capacidad,
fotobiorreactor de canal bucle cerrado
abierto a la atmosfera (FB-BCAA) de PVC
(policlururo de vinilo) de 25 L de
capacidad maxima con un éarea de
iluminacién de 867,6 cm? (construido de
tuberia PVC de 2” de diametro comercial)
(Figura 1). La iluminacion de los cultivos
se realizd con LED’s de color blanco
ECORANGE 6500 k, 12W, 220 V. Para el
control del fotoperiodo (L/O) por ilumi-
nacion de los LED se utilizd un timer
ALION AHC 15A. La intensidad de luz
fue determinada con un medidor de lux
AEMC (mod CA813), se utilizd un
microscopio optico 40X Leica (mod CME)
para realizar el recuento de células con una
camara Neubauer (1/10 mm deep, brigth
line-Boeco, Germany), el pH se determind
con pHmetro Mettler Toledo con electrodo
inlab 43, para la inyeccién de aire al FB-
BCAA se utiliz6 un soplador de aire
(blower) de 0,24 kW, 0,32 HP, 3330 min™.

Metodologia experimental

Optimizacion de la produccién de
biomasa (¢p) de -cultivos batch de
Spirulina en fotobiorreactores a escala
de laboratorio (FBL)

La produccion de biomasa de Spirulina (¢)
fue determinada en términos de log (N/No),
(N: ndmero de células/No: numero de
células iniciales). En los FBL, ¢ fue
evaluada en funcion a la intensidad
luminica (X1) en rangos de 1,25 a 41,7
klux producida por iluminacion LED
blanco y, fotoperiodo (X2) en rangos de
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12/12 a 24/0 h de luz/h de oscuridad
respectivamente (L/O); de acuerdo al
planteamiento factorial: 2n+2*n+4 puntos
centrales. La amplitud y los puntos
centrales de las variables X; y X: se
determinaron a través de un disefio
compuesto central rotacional (DCCR) con
un valor & = +\2, lo que posibilité una
matriz experimental con ocho (08)
tratamientos y cuatro (04) repeticiones en
el punto central, totalizando doce (12)
ensayos (Tabla 1). El recuento celular (N)
obtenido en cada ensayo permitio,
utilizando la ecuacion de Gompertz
(Véasquez-Villalobos et al., 2013) [YA =
dbeexp(-exp(b - c*TA)] donde YA = log
(N/No) donde ¢: produccion de biomasa,
TA: tiempo (h), b, c: constantes; verificar
la optimizacion de ¢ en funcion de X;y Xz
utilizando metodologia de superficie de
respuesta (MSR), obteniéndose un modelo
matematico de segundo orden, el cual fue
analizado estadisticamente a través del
coeficiente de determinacion (R?) y proba-
bilidad estadistica p < 0,05. Lo que posibi-
litd visualizar la region Optima en un
grafico tridimensional y una superficie
bidimensional. Los rangos de la intensidad
luminica de 1,25 y 41,7 klux fueron
tomados de valores reportados por Godoy
et al. (2011); Kebede y Ahlgren (1996)
respectivamente. Los FBL, fueron agitados
con aire proveniente de un blower (0,02
L/s) a los que se les ilumind con luz LED
blanco en los rangos indicados en la Tabla
1, aspecto que se obtuvo colocando las
luminarias a la distancia apropiada para
obtener los lux correspondientes y lo cual
fue controlado con un medidor de lux.
Asimismo, se controld el pH, la tempera-
tura'y N utilizando una cdmara Neubauer.

Pruebas hidraulicas con agua corriente
en fotobiorreactor de canal bucle
cerrado abierto a la atmosfera (FB-
BCAA)

Para determinar los parametros aplicables
al cultivo de Spirulina, previamente se
hicieron pruebas hidraulicas en el FB-
BCAA identificando los  siguientes
pardmetros: volumen de operacion, caudal

de aire suministrado al cultivo, Hold-up
(¢), Radio hidraulico (Rn), Numero de
Reynolds (Re) y Numero de Froude (Fr).

&= (far — fan) / far (1)
Donde far: tirante hidraulico aguas arriba; fa:
tirante hidraulico aguas abajo. Los tirantes
hidraulicos fueron determinados en el punto de
medicién central del canal (Figura 1), con
ayuda de un Vernier por el desplazamiento de
la mandibula movil.

2g9_ —
Ry = f :26 CEZ lefc
4[?"'@ sen (4)‘.2_'_52) (2)

Donde r: radio de la tuberia de PVC (m); f:
tirante hidraulico (m); c: cuerda = v [4r2 — 4(r —
f)2]; 0: angulo formado entre dos radios (r) y la
cuerda (c) = 2-sen*[4fc/(4f2+c?)].

Re = 4RyVIV 3
Donde V: velocidad del agua (m/s) (fue deter-
minada por inyeccion de azul de metileno en
un punto fijo aguas arriba y medicion del
recorrido a la aparicién del marcador en una
longitud fija aguas abajo); v: viscosidad
cinemética del agua a la temperatura del
experimento (m?/s).

Fr =V /N (g[c(r-f)/2]/c) (4)
Donde g: aceleracion de la gravedad (9,8 m/s?).

Produccion de biomasa (¢) en cultivo
batch de Spirulina en fotobiorreactor de
canal bucle cerrado abierto a la
atmosfera (FB-BCAA)

La produccion de biomasa de Spirulina en
FB-BCAA se realizd en dos fotoperiodos
12/12 y 24/0 h L/O, para lo cual se
instalaron tres focos LED’s separados
entre si 28,9 cm y a una distancia del fondo
en la linea longitudinal central de 6,76 +
0,50 cm, que permitié obtener una ilumina-
cion de 21,5 klux y a ambos costados en el
fondo del canal de bucle cerrado del FB-
BCAA, una iluminacion de 8,3+1,9 klux.
El volumen del cultivo de microalgas fue
de 2,5 L, el cual fue mezclado y agitado en
el canal de bucle cerrado por movimiento
generado por elevacion de aire (air-lift),
producido por la aspersion de burbujas
(Fig. 1). La produccién méxima de bioma-
sa de Spirulina (¢) fue determinada en
términos de log (N/No), donde N (célu-
las/mL) fue determinada utilizando camara
Neubauer. Asimismo, se control6 el pH, la
temperatura y nivel de evaporacion.
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Figura 1. Vista lateral y superior del fotobiorreactor de canal bucle cerrado abierto a la atmosfera
(FB-BCAA) indicando la posicion de los LED’s, ingreso de aire y puntos de medicion de los

tirantes hidraulicos.

3. Resultados y discusion

Optimizacion de la produccion maxima
de biomasa (¢p) de cultivos batch de
Spirulina en fotobiorreactores a escala
de laboratorio (FBL)

En la Tabla 1 se observa el efecto de la
intensidad luminica de los LED’s y del
fotoperiodo en la produccion méaxima de

biomasa de Spirulina (¢), denotandose la
accion limitante de la intensidad luminica
por encima de 21,5 klux, conjuntamente
con un efecto de alta eficiencia de
produccion de biomasa en dos valores
contrapuestos de fotoperiodo 12/12 y 24/0
h L/O, con similares resultados de ¢ de
1,655y 1,620 respectivamente.

Tabla 1
Influencia de la intensidad luminica y fotoperiodo en la produccion de biomasa (¢) de Spirulina en
FBL
Intensidad Fotoperiodo Produccion Temperatura Coeficiente
Ensayos luminica (klux) (horas de luz)  de biomasa pH Q’C) de regresion
Xi X; (@) ( (R)
1 -1 7,2 -1 13,8 0,611 10,09+0,09 28,6+0,7 0,88
2 1 35,8 -1 13,8 0,812 10,29+0,33 28,8+0,8 0,91
3 -1 7,2 1 22,2 0,728 10,50+1,16 28,5+0,7 0,99
4 1 358 1 222 1,136 10,2540,21 28,8+0,6 0,99
5 2 1,25 0 18 0,261 9,2+0,04 29,6+1,0 0,82
6 V2 41,7 0 18 0,755 10,37+0,28 29,60,9 0,90
7 0 215 2 12 1,655 10,21+0,16 27,6+1,1 0,98
8 0 21,5 \2 24 1,620 10,07+0,15 29,7+0,9 0,97
9 0 215 0 18 0,570 10,34+0,15 28,7+1,2 0,93
10 0 215 0 18 0,646 10,25+0,06 28,5+1,2 0,98
11 0 21,5 0 18 0,591 10,26+0,07 28,6+1,2 0,97
12 0 21,5 0 18 0,593 10,27+0,09 28,7+1,2 0,98
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Una excesiva intensidad de iluminacion de
41,7 klux puede conducir a la foto-
oxidacién, mientras que bajos niveles
como 1,25 klux son limitadores de
crecimiento de las microalgas. Esto es
concordante con lo sostenido por Carvalho
et al. (2011) y Pedrosa-Bezerra et al.
(2012) quienes ademas sostienen, que el
requerimiento de luz es uno de los
pardmetros mas importantes para el
desarrollo de los cultivos de microalgas,
por lo que la luz debe ser proveida a una
intensidad, duracion y longitud de onda
adecuadas. La existencia de los valores
contrapuestos de fotoperiodo 12/12 y 24/0
h L/O, con similares resultados de ¢,
podria estar ligado a la naturaleza de la
fuente de iluminacién y a la fotoaclima-
tacion, ya que ambos cultivos recibieron
iluminacion LED blanco de 21,5 klux. Al
respecto Dubinsky et al. (1995) han
sostenido que debido a los cambios
relativamente rapidos y amplios en la luz
del ambiente al que estan sometidas, las
microalgas tienen una capacidad notable
de fotoaclimatacién, la cual estd ligada a
una serie de cambios interrelacionados
fisicos,  biofisicos,  bioquimicos vy
fisioldgicos que ayudan a las células a
optimizar el uso de la luz disponible. Por
lo que los dafios por exceso de luz
dependen en cierta medida del estado de
fotoaclimatacion de las células. Células
aclimatadas a luz relativamente baja
(adaptada a la sombra), previas a la
exposicion a radiacion de alta intensidad
pueden ser dafiadas, debido a la baja dosis
de irradiacion que aquellas células que han
sido aclimatadas a alta iluminacion. En
cultivos batch cultivados al aire libre, es
recomendable aclimatar previamente el
indculo a altos valores de luz. Por otro
lado, cuando el indculo celular es pequefio,
la irradiacion inicial también debe ser baja,
de lo contrario dafio fotoluminico puede
causar colapso del cultivo (Carvalho et al.,
2011).

Por otro lado, el pH y la temperatura son
aspectos igualmente importantes. Habib et
al. (2008) han reportado que Spirulina
platensis cultivada en medio Zarrouk

normal, con un pH de 10,5 a 11,0 y a una
temperatura superior a 35 °C, produce una
disminucién del crecimiento y del conte-
nido de p-caroteno. Este aspecto esta
ligado a la intensidad de la luz, un
incremento en la intensidad hasta 10 klux
da lugar a un contenido mayor g-caroteno.
Cuando se cultivan con iluminacion de luz
roja, el contenido de p-caroteno es mas
alto, y més bajo con luz azul y blanca.
Wen-Qing et al. (2016) reportan un pH y
temperatura éptimos para el crecimiento de
Spirulina de 9,5-10,0 y 30 °C respectiva-
mente, con medio de cultivo especifico y
con mayores concentraciones (g/L) de: 0,6
KH.PO4, 2,0 NaNOs;, 1,2 K;SO. 10,0
NaHCOs, 0,2 MgSO4-7H,0, en compara-
cién con el medio de cultivo utilizado en la
presente investigacion y sin presencia de
agua de mar. Los valores de pH vy
temperatura en los FBL en la presente
investigacion fluctuaron entre 9,82-10,50 y
27,6-29,7 °C respectivamente (Tabla 1),
habiendo superado ligeramente los valores
Optimos de pH y con una temperatura
menor a lo recomendado por Wen-Qing et
al. (2016), aspecto que puede influenciar
en el crecimiento de la microalga.
La optimizacion de la produccién de
biomasa utilizando MSR permitié obtener
un modelo de segundo orden, el cual tuvo
una consistencia de R? = 092, p =
0,000396 < 0,05 y error absoluto medio de
12,5% entre los valores experimentales y
predichos:

® =8,518776 + 0,018157-X1 — 0,000519-X1% —

0,926863-X2 + 0,02550-X22 + 0,000865-X1-X2
En este sentido la representacion de la
superficie de respuesta y de contornos
(Figura 2), permite ubicar dos regiones
Optimas en los intervalos 12/12 y 24/0 h
L/O respectivamente, iluminadas con luz
LED blanco.
Los resultados observados en la Figura 2
resaltan el alcance del empleo de la luz
LED, que en la presente investigacion fue
de color blanco, la cual de acuerdo a
Rengifo y Vargas (2012) posee un rango
de emision de longitudes de onda amplio
entre 400 a 700 nm con dos picos de
emision azul y verde (462,5 y 545,7 nm).
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Carvalho et al. (2011) sostienen que una
longitud de onda de 600 a 700 nm, es méas
eficiente para la fotosintesis e irradiancias
entre 400 y 500 nm pueden incrementar la
tasa de crecimiento. En este sentido, la luz
LED empleada en la presente investigacion
cubre este espectro de longitudes de onda.
Con la peculiaridad sostenida por Carvalho
et al. (2011), quienes sostienen, que cada
tipo de microalga se caracteriza por una
curva especifica, que relaciona su tasa de
crecimiento con la intensidad de luz
incidente a una temperatura y, que cerca de
la mitad del espectro completo de la luz
entre 400 a 700 nm, es fotosintéticamente
atil; el cual es normalmente utilizado para
el crecimiento de microalgas.

X1
(b)
Figura 2. Superficie de respuesta (a) y de

contornos (b) de la relacion de intensidad
luminica (X1) y fotoperiodo (X2) en la

produccion maxima de
Spirulina sp.

biomasa (¢p) de

Si bien es cierto que, en la presente
investigacion, se demuestra la capacidad
de la Spirulina a crecer en dos
fotoperiodos de 12/12 y 24/0 h L/O
respectivamente, iluminadas con luz LED
blanco, otros investigadores como Wen-
Qing et al. (2016) han utilizado luz LED
rojo (longitud de onda, 620-630 nm) con
una irradiacion diaria de 18 a 22 h con
6000 lux de intensidad, habiendo obtenido
la mayor produccién de materia seca con
un tiempo de exposicién de 8 h diarias.
Asimismo, combinaron luces LED azul-
rojo, habiendo obtenido adn mayor
produccién de biomasa que con luz LED
rojo, por lo que los resultados de los
referidos investigadores deben ser tomados
en cuenta para investigaciones futuras en
modelos escalables.

Pruebas hidraulicas con agua corriente
en fotobiorreactor de canal bucle
cerrado abierto a la atmosfera (FB-
BCAA)

En la Figura 1 se observa los esquemas de
las vistas lateral y superior del FB-BCAA.
En la vista de superior se denota la
direccion de flujo de recirculacion en el
canal de bucle cerrado y en la vista lateral,
se observa la tuberia de interconexion entre
los canales aguas arriba y abajo (ar, ab),
asi como el posicionamiento del aspersor
en el lado ar, que por el ingreso del aire
posibilita la elevacion del liquido (air-lift)
creando un diferencial en el tirante
hidraulico o hold-up (¢). La formacion del
¢ en el FB-BCAA, aumenta con el
volumen de operacién y caudal de aire
(Figura 3). Esta tendencia llega a su
maximo a los 2,0 L de volumen, donde se
obtiene el mayor valor de ¢ con el caudal
maximo de aire suministrado de 133,6
mL/s. La formacion del ¢ produce una
variacion de los tirantes hidraulicos ar y
ab, donde ar > ab (Figura 4), generando
una pendiente en la superficie con el
subsecuente movimiento y generacion de
velocidad, lo que influye en el caso del
cultivo de Spirulina en los niveles de
turbulencia y aprovechamiento de la
energia luminica.
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Conforme se observa en la Figura 5, la
velocidad del liquido esta influenciada por
el volumen de operaciéon del BF-BCAA,
con un volumen maximo de operacion de
2,5 L, se alcanza la mayor velocidad en el
agua de 26 cm/s con un caudal de aire
promedio suministrado de 73,3 mL/s. Con
un mayor caudal del aire suministrado la
velocidad no se incrementa. Jiménez et al.
(2003) trabajaron en cultivos de Spirulina
con piletas semi industriales de PVC de
1350 L, 13500 L y una 135000 L (450 m?),
con una profundidad de la suspensién de
30 cm, recirculadas mediante rueda de
paletas a una velocidad de 30 cm/s, mayor
que la utilizada en la presente
investigacion. En la literatura, la intensidad
de mezcla se define generalmente por el
nimero de Reynolds (Re) (Richmond y
Hu, 2013): Re alto esta asociado con alto
nivel de la mezcla y viceversa. Re es
proporcional a la velocidad de flujo, un Re

alto significard en consecuencia, una alta
velocidad del cultivo en el FB-BCAA. La
turbulencia también se utiliza como
sinénimo de Re, en muchos trabajos sobre
mezclado de algas, un Re alto corresponde
a flujo turbulento, mientras que un Re bajo
corresponde a flujos laminares. En
estructura laminar la viscosidad amortigua
las inestabilidades de un flujo vortex, los
que tienden a ser suprimidos rapidamente
(Prussi et al., 2014). Por lo que el nivel de
turbulencia, va influir en el mezclado de la
suspension de microalgas, necesaria para
estar en continuo contacto con el sustrato,
eliminar oxigeno y aprovechar la energia
luminica para un adecuado desarrollo. En
la Figura 6 se observa un Re superior a
14000, con un valor especifico de 15127,
el cual se logra con un caudal de aire
suministrado de 73,3 mL/s y con el mayor
volumen de liquido de 2,5 L en el FB-
BCAA.
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Figura 5. Variacion de la velocidad del agua
en funcién al caudal de aire suministrado y
volumen del FB-BCAA.
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Figura 6. Variacion del Re del agua en funcion
al caudal de aire suministrado y volumen del
FB-BCAA.
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Gudin y Chaumont (1991) definieron para
un biorreactor tubular, que un flujo de
cultivo es laminar con un Re < 3500 y
turbulento Re > 3500, sostenian que el Re
= Vdplu depende mayormente de la
velocidad (V) y la viscosidad (u), y que un
mezclado significativo del liquido por una
alta velocidad puede producir dafio celular.
Optimas condiciones de exposicion a la
luz, por el disefio y funcionamiento del
FBR, requieren elevada velocidad del
liquido el que genera dafio celular y por lo
tanto limita la productividad de la biomasa
del sistema de cultivo. Segun sostiene del
Alamo (2005) el movimiento de un fluido
en el canal es turbulento para Re mayores
que Repy~Re~2000, habiendo utilizado para
caracterizar el flujo la relacion Re = Vch/v
(Re basado en la velocidad de la corriente
libre y en el espesor del flujo) y Rey, =
Vph/v (Re basado en la velocidad media y
el espesor de flujo), donde V. es la
velocidad en el centro del canal y Vy es la
velocidad media, h es la semialtura en
canales, v es la viscosidad cinematica. Por
otro lado, Zucarelli y Morresi (2015)
sostienen que los nameros tradicio-
nalmente empleados para el flujo en
canales abiertos son Re y el nimero de
Froude (Fr), con un Re > 3000 el flujo es
turbulento (Re = Vud/v), donde d es la
profundidad de flujo. EI nimero de Froude
(Fr) se utiliza para caracterizar el flujo
subcritico o supercritico. Si Fr < 1,0 el
flujo es subcritico, aspecto que caracteriza
al FB-BCAA conforme se observa en la
Figura 7. Cuyo valor aumenta a mayores
volimenes de trabajo y a mayores valores
de caudal de aire suministrado (73,3 y
133,6 mL/s). Un flujo es estable o
inestable dependiendo de la tendencia de la
perturbacion (onda) a atenuarse 0
amplificarse en el tiempo. Para indicar la
condicion de flujo de acuerdo a la
estabilidad de la superficie libre, se utiliza
el nimero de Vedernikov (Ves = Fr/Frs),
donde Frs es el nimero de Fr para la
condicion de flujo neutralmente estable.
Chen (1995) propuso expresiones de Frs
para diferentes numeros de flujo, que
obedecen a diferentes distribuciones de

velocidad. Considerando para el presente
experimento un flujo hidraulicamente
turbulento con superficie lisa, Fs =
2/(1+3m), donde m = 1/6. Los valores de
Fr en las condiciones de desarrollo
experimental en el FB-BCAA, fueron del
orden de 0,39 a 0,60, mostrando un Veq de
0,59 a 0,90 (Ve < 1), es decir la celeridad
de la onda cinematica es menor que la
celeridad de la onda dinamica, por lo que
el flujo se puede considerar estable, donde
la celeridad de la onda dinamica esta
influenciada por las fuerzas de presion e
inercia.

g 0,7
=06
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z
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0,3 ——13,4mL/s
02 17,8 mL/s
—&—73,3mL/s
0,1
—»—133,6 mL/s
0

1 2 3

Volumen del fotobiorreactor (L)
Figura 7. Variacion del Fr del liquido en
funcién del volumen del FB-BCAA vy caudal
de aire suministrado.

Los aspectos de agitacion y mezclado en el
FB-BCAA es de relevante importancia, por
su utilizacion en cultivo de microalgas. En
relacién a este aspecto, se reporta que
microalgas  dinoflageladas son  muy
sensibles a las tensiones de cizalla y
fuerzas hidrodinamicas, generadas por la
turbulencia en los FBR’s (Garcia-Camacho
et al., 2011; Lopez-Rosales et al., 2015).
Gallardo-Rodriguez et al. (2009) observa-
ron influencia de la turbulencia a pequefia
escala, asociadas con la agitacion y
aireacion en los bioprocesos, que en el
caso de la presencia de células de
Spirulina, si esta es excesiva podria
acarrear algunos inconvenientes. Por otro
lado, Mitsuhashi, et al. (1994) estudiaron
en un experimento de corta duracion, la
naturaleza de la tasa fotosintética de una
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suspension de Spirulina, sometida a un
flujo hidrodinamico cortante o de cizalla
con luz fluorescente, encontrando que un
flujo cortante incrementa la fotosintesis,
pero simultaneamente produce destruccién
celular. En un experimento que los
referidos autores denominan de larga
duracion (100h), encontraron que tanto la
tasa de crecimiento como la morfologia de
la Spirulina, son sensibles a los estimulos
mecéanicos del fluido y, que una aplicacion
de 100h de tension mecénica sobre la
Spirulina, puede llevar a la adaptacion de
la funcién fotosintética y de su morfologia;
gue la tasa de crecimiento depende del
esfuerzo cortante, el cual proporciona a las
microalgas un estimulo fisico. Asimismo,
Ravelonandro et al. (2011) encontraron
gue las células de Spirulina son fragiles vy,
en una columna de burbujas sin mezclado
adicional existe un mejor crecimiento,
confirmando su sensibilidad al esfuerzo
cortante. En este sentido en la presente
investigacion, la alta turbulencia podria
haber estimulado a una adaptacion de la
fotosintesis, adicionalmente a los efectos
luminicos observados en los fotoperiodos
de 12/12 y 24/0 h L/O. Ravelonandro et al.
(2011) sostienen que la columna de
burbujas, parece ser el sistema mas
adecuado para el estudio del crecimiento
de Spirulina en escala de laboratorio, asi
como a gran escala. En este sentido en la
presente investigacion, el flujo del cultivo
estuvo basado en un sistema de columna
de burbujas, que produjo un ¢ entre ar y ab
generando turbulencia por el movimiento
del cultivo en el FB-BCAA.

Produccion de biomasa (¢) en cultivo
batch de Spirulina en fotobiorreactor de
canal bucle cerrado abierto a la
atmosfera (FB-BCAA)

En la Figura 8 se observa el cultivo de
biomasa de Spirulina en FB-BCAA
iluminado con luz LED, con un valor de
8,3+1,9 klux en el canal de bucle cerrado,
cuyo valor ¢ fue evaluado en dos
fotoperiodos de 12/12 y 24/0 h L/O
respectivamente.

Figura 8. Fotobiorreactor de canal bucle
cerrado abierto a la atmdsfera (FB-BCAA) con
cultivo de Spirulina y luminarias LED blanco.

En la Tabla 2 se muestra los parametros de
la cinética de crecimiento para ambos
fotoperiodos, modelados con la ecuacion
de Gompertz (Figura9 ay b).

Tabla 2

Pardmetros de la cinética de crecimiento de
Spirulina sp. en FB-BCAA con 8,3+1,9 klux de
intensidad luminica y dos fotoperiodos

Fotoperiodo Fotoperiodo

Parametros 12/12h L/O 24/0h L/O

Produccion de biomasa (¢)

(log N/No) 0,72 0,85
Fase de adaptacion (1) h 4,62 9,86
Velocidad especifica de

crecimiento (umax) ht Oleks) ey
Tiempo de generacion (G) h 20,81 27,1
Coeficiente de regresion (R) 0,96 0,94

Debido a la evaporacion, se tuvo que
restituir dos veces agua a los cultivos a
efectos de mantener las condiciones
hidraulicas del FB-BCAA. Se observa que
una produccién de biomasa (¢) de 0,72
(362°746.323 células netas en una S/V de
0,040 m?/L) y 0,85 (358°916.667 células
netas en una S/V de 0,048 m?/L) (Tabla 2),
no representan la proporcionalidad de las
células netas como biomasa producida. Al
respecto se observa una menor produccion
de células netas en el cultivo realizado,
utilizando un fotoperiodo de 24/0 h L/O.
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Figura 9. Cinética de crecimiento de Spirulina
sp. con 8,3t1,9 klux en FB-BCAA en: (a)
fotoperiodo 12/12 h L/O y (b) fotoperiodo 24/0
h L/O.

Asimismo, en los dos fotoperiodos se tuvo
una baja relacién S/V, aspecto que limita el
incremento de la concentracion celular
(Singh y Sharma, 2012). Por otro lado, el
cultivo realizado con un fotoperiodo de
12/12 h L/O mostr6 una adaptaciéon (1)
mas rapida, una mayor velocidad especifi-
ca de crecimiento (Umax) (Figura 9a), con
mayor pendiente en la fase de crecimiento
logaritmico. Variaciones en el desarrollo
de la Spirulina, estuvo influenciado por el
fendmeno de formacion de biopeliculas
(fouling) de las células en las paredes del
FB-BCAA, por lo que diariamente la
biomasa fue desprendida por accion de un
cepillado. De acuerdo a Fang et al. (2014),
las biopeliculas fototréficas son matrices
cerradas de comunidades microbianas
propias de los quimiotrofos y fotdtrofos
(cianobacterias y microalgas), inducidas
por la energia luminica. Generalmente las

fototrofas oxigénicas, tales como las
cianobacterias, algas verdes y diatomeas,
tipicamente habitan en la superficie de las
biopeliculas fototroficas, las que, utilizan-
do energia luminica y reduccion de didxido
de carbono, generan oxigeno y sustratos
orgéanicos, los que soportan el crecimiento
de los heterdtrofos. Estas comunidades
juegan un papel ecolégico importante en el
ciclo del carbono vy nutrientes. El
desarrollo de biopeliculas fototroficas es
promovida por la excrecidn de sustancias
poliméricas extracelulares, las cuales
sirven como un agente autoadhesivo,
permitiendo la formacion de una matriz de
biopelicula con incrustacién celular.

Los valores de pH de los cultivos fueron de
9,7240,15 y 9,7+0,2 a temperaturas de
27,9409 y 27,3+0,6, mostrando valores
Optimos de pH (9,5-10,0) y menor
temperatura (30 °C) (Wen-Qing et al.,
2016). La iluminacion promedio en los
cultivos en el canal de bucle cerrado fue de
8,3+1,9 klux, pero como se observa en la
Figura 8 esta no fue uniforme, ya que
como sostienen Rengifo y Vargas (2012),
los LED’s blanco poseen un pico de
intensidad maxima, en un angulo de
emision 6 = 0° con una espectro luminico
difuso, debido a la dispersion de la luz,
produciendo un rango de emision de
aproximadamente 30° con una mayor
intensidad sobre el centro, aunadas a que
en los dos extremos del canal de bucle
cerrado, se producen zonas oscuras durante
el movimiento del cultivo y asimismo, por
el movimiento las células de microalgas en
la zona expuesta a la atmosfera, estas
alternan entre la superficie y el fondo,
entre zonas de luz y oscuridad con una
determinada frecuencia, lo cual puede
influenciar en el crecimiento de las
microalgas mejor, que la luz dosificada en
forma continua (Amini-Khoeyi et al.,
2012; Li et al., 2014). Por otro lado, la
intensidad luminica decrece con el
aumento de la densidad celular durante el
desarrollo del cultivo (Contreras-Flores et
al., 2003; Markou y Georgakakis, 2011).
Al respecto Chen et al. (2016) sostienen
que solo una adecuada intensidad, duracion
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y longitud de onda luminica es apropiada
para el cultivo de microalgas.

Conforme se observa en la Figura 9 los
cultivos de Spirulina en el FB-BCAA,
lograron alcanzar la mayor produccién de
biomasa a las 148,1 y 105,9 horas, con los
fotoperiodos de 12/12 y 24/0 h L/O
respectivamente. En el primer caso con
fotoperiodo 12/12 h L/O se tiene menor
tiempo de 74,05 h de consumo de energia;
comparado con fotoperiodo 24/0 h L/O con
un tiempo de 105,9 h de consumo de
energia. Lo que indica la ventaja del uso de
fotoperiodos de 12/12 h L/O, méaxime que
las horas de luz puede ser obtenido de
fuente de iluminacion natural.

4. Conclusiones

Se determiné en fotobiorreactor de
laboratorio (FBL) dos zonas Optimas de
produccion de biomasa de Spirulina sp. (¢b)
de 1,65y 1,62, ambas con una intensidad
de diodos electroluminosos (LED’s) de
21,5 Klux y fotoperiodo 12/12 y 24/0 h de
luz/oscuridad (L/O) respectivamente. El
modelo matematico que indica las zonas
Optimas fue de segundo orden, el cual tuvo
alta significancia (p = 0,000396 < 0,05),
logrando un valor de prediccion Rz = 0,92,
entre los valores experimentales de ¢ y los
predichos.

Los pardmetros hidraulicos determinados
con agua corriente en fotobiorreactor de
canal bucle cerrado abierto a la atmosfera
(FB-BCAA) fueron: velocidad de 0,26
m/s, la cual se logré con un volumen del
FB-BCAA de 2,5 L y con un flujo de aire
suministrado de 73,3 mL/s para producir el
air-lift. EI nimero de Reynolds (Re) fue de
15127 de naturaleza turbulenta. Asimismo,
los nimeros de Froude (Fr) y Vedernikov
(Ved) mostraron un valor < 1, lo que indico
su naturaleza subcritica y estable del
fluido.

El cultivo de Spirulina desarrollado en FB-
BCAA con iluminacién LED de 8,3+1,9
klux y fotoperiodo de 12/12 h L/O, mostré
una produccion de biomasa de 0,72, una
adaptacion mas rapida (1) de 4,62 h, una
mayor velocidad especifica de crecimiento
(umax) (0,033 h) y menor tiempo de

consumo de energia de 74,05 h; compa-
rado con el cultivo de Spirulina
desarrollado con fotoperiodo 24/0 h L/O.
Lo que indica la ventaja del uso de
fotoperiodos de 12/12 h L/O.
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