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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion genera una propuesta para el dimensionamiento y planeacion
de un fotobiorreactor para la produccién de hidrogeno, debido a que los métodos tradicionales
producen grandes cantidades de gases de efecto invernadero, los cuales tienen consecuencias
nocivas en el medio ambiente; y la produccion de hidrogeno por medio de biorreactores es una

alternativa prometedora con un enorme potencial.

Inicialmente se plantea el disefio utilizando microorganismos que tengan la propiedad de producir
hidrogeno bajo condiciones especificas, por lo tanto, se hace una investigacion y evaluacion con
respecto a los microorganismos Optimos y se determina que la microalga Chlorella Vulgaris tiene

un funcionamiento satisfactorio y es elegida como el organismo a trabajar.

Posteriormente se realiza una investigacion con respecto a la influencia de la luz solar sobre la
Chlorella Vulgaris y se evaltan posibles ubicaciones en el territorio colombiano dénde se pueda
poner el equipo en funcionamiento. Asimismo, se efectda un andlisis de los distintos tipos de
fotobiorreactores y se concluye que el fotobiorreactor de placas planas es el mas acorde para los
objetivos planteados. Finalmente se proponen el disefio y las condiciones de operacion del
fotobiorreactor, usando como base un volumen de 3 litros, y alcanzando asi un valor tentativo de

produccion de hidrégeno de alrededor 238 mL/L/h.

Palabras Clave: Fotobiorreactor, Hidrogeno, Microorganismos, Chlorella Vulgaris.
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INTRODUCCION

La sobrepoblacion y el consumo excesivo en la sociedad han hecho que la demanda energética sea
cada dia més alta. Debido a que los métodos tradicionales de generacion de energia dependen en
su mayoria de combustibles fésiles, los indices de gases de invernadero y agentes contaminantes
también se han incrementado; esto conlleva grandes dafios ambientales que pueden incrementarse
en los préximos afios y llegar a ser irreversibles. Para combatir este problema y en busqueda de
fuentes energéticas mas sustentables, se propone el disefio de un fotobiorreactor para la produccion
de hidrdgeno, pues este elemento es considerado uno de los principales combustibles limpios. “El
hidrogeno también es objeto de investigacion, ya que posee estructuras, tanto fisicas como
quimicas, diferentes a los deméas combustibles usados actualmente” [1], y su principal residuo al
realizarse la combustion es agua. Es por esto que en los Gltimos afios su estudio y la busqueda de
métodos viables de produccion se ha incrementado. Esperamos que los resultados de nuestra
investigacion permitan un avance en el estudio y la produccion de combustibles limpios en

Colombia y América latina.

Por otra parte, el hidrégeno no se puede obtener de manera directa, ya que en la naturaleza se
encuentra combinado con otros compuestos, 1o que significa que se debe realizar un proceso de
obtencion o de separacion para poder extraerlo completamente. Es por ello por lo que nos

enfocamos en la produccidn y obtencién de hidrdgeno en este proyecto.

El hidrogeno puede ser extraido de diferentes fuentes renovables y bioldgicas, como la
fermentacién con microorganismos que a rasgos generales ocurre en reactores batch a
temperaturas muy inferiores a las de obtencion utilizadas en la industria del hidrogeno. La materia
prima para la obtencién de hidrégeno tiende a ser material lignocelulésico o desechos organicos;
las condiciones de operacion y conversion del reactor son dependientes del tipo de
microorganismo, la composicion, el sustrato suministrado y las caracteristicas de operacion de este

sistema bioldgico.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Proponer un disefio conceptual de un fotobiorreactor para la produccién de hidrégeno.
Objetivos especificos
» Caracterizar los tipos de microorganismo que tienen la capacidad para producir hidrégeno.
> Definir la ubicacién geografica en Colombia del fotobiorreactor con respecto a la
incidencia de la radiacion solar

» Seleccionar el tipo de fotobiorreactor adecuado para el proceso
> Especificar las condiciones de disefio y operacion del fotobiorreactor

16



1. MARCO TEORICO
1.1 Hidrdgeno

El hidrégeno es el elemento quimico mas ligero y abundante del universo (constituye
aproximadamente el 75 % de la materia del universo) [2], est&4 formado por un protdn y un electron
y es estable en forma de molecula diatomica (Hz). En condiciones normales se encuentra en estado
gaseoso, Yy es insipido, incoloro e inodoro. Es de gran abundancia en el planeta, aunque se
encuentra combinado con otros elementos como el oxigeno formando moléculas de agua, o el
carbono, formando compuestos organicos. Por tanto, no es un combustible que pueda tomarse
directamente de la naturaleza, sino que es un vector energético (como la electricidad) y por ello se

tiene que fabricar [2].
1.1.1 Usos del hidrégeno

La produccién del hidrégeno es una produccion cautiva, es decir, que toda la produccion es
consumida en su totalidad. “El sector de mayor consumo es la produccion de amoniaco (61%)
seguido de los procesos de refinado de petrdleo (23%) y la produccion de metanol (9%). EI 7%

restante se consume en diversos procesos industriales” [3].

El hidrogeno posee multiples usos principalmente en las areas de: hidrocarburos, combustibles

y fertilizantes.
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Figura 1.

Usos industriales del hidrégeno
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Nota. Principales usos industriales del hidrégeno, tomado de: Banerjee, S.;Musa, M.; Jaafar, A.
“Economic assessment and prospect of hydrogen generated by OTEC as future fuel”. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2016.11.115 [acceso: Feb.20,2022].

1.1.1.a Tratamiento de hidrocarburos. Una de las industrias que mas se beneficia de la
aplicacion del hidrégeno, es la de los hidrocarburos. Se valen de las propiedades quimicas de este
elemento para la obtencidn de diferentes compuestos y para el tratamiento de hidrocarburos como
hidrodesulfuracién, hidroisomerizacion, desaromatizacion e hidrocraqueo. Estos procesos sirven
para obtener varios derivados de hidrocarburos como la gasolina.

1.1.1.a.i Hidrodesulfuracion. Es un proceso de eliminacion de elementos indeseables también
Ilamados heterodtomos como los mercaptanos, sulfuros, disulfuros y tiofenos que se retiran
mediante un flujo de hidrdgeno en presencia de un catalizador Co-Mo y a una temperatura de 400
°C [4].

1.1.1.a.ii Hidroisomerizacion. Es un proceso por el cual las parafinas lineales y algunas olefinas
se transforman en un isémero de mayor octanaje; donde corrientes de alimentacion ricas en

pentanos y hexanos reaccionan con el hidrégeno para producir estos isomeros. Donde las
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tecnologias principales es el método. BUTAMER UPO que opera en un reactor con recirculacion,

temperatura de 200 °F y presién de 580 psi. [5].

1.1.1.a.iii Desaromatizacion. Se hidrogenan los aromaticos para obtener ciclo parafinas
(alcanos). Procesos como el BENSAP UPO el cual implementa un lecho catalitico fijé, un
catalizador de metal noble para evitar reacciones secundarias, una temperatura de operacion entre
212 - 418 °F y una presion entre los 145 - 435 psia [5].

1.1.1.a.iv Hidrocraqueo. La materia prima sufre un proceso de craqueo catalitico mediante la
reaccion con el hidrégeno para obtener productos de bajo punto de ebullicion. “Las condiciones
tipicas de entrada son de 1300 °F (704 °C) y entre 950-1000 °F (510-538 °C) de salida, y presiones

de operacion entre 10 a 30 psi (0,68 a 2 atm); y utiliza un catalizador de zeolita” [6].

Figura 2.

Esquema de proceso comunes en refineria de petroleo
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Nota. Esquema de los procesos comunes en una refineria de petréleo, tomado de: Linde gas Espaiia “Aplicaciones
del hidrégeno en refinerias”. Disponible en: https://www.linde-gas.es/es/processes/petrochemical-processing-and

refining/hydrogen_applications_refineries/index.html [Acceso: Feb.20,2022]
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1.1.1.b Elaboracidn de fertilizantes. Uno de los productos mas usados para producir fertilizantes
industriales es el amoniaco (80% de uso es para fertilizantes como fuente de nitrégeno) [7], se

sintetiza por medio del proceso Haber Bosch en el cual es imprescindible el hidrogeno.
Proceso de sintesis del amoniaco o proceso Haber-Bosch:
N, + 3H, —» 2NH,

Esta reaccion es posible y rentable a altas presiones (200 bares) y bajas temperaturas (475 °C)
en presencia de un catalizador de Osmio [7], que debido a su escasez es sustituido por uno menos
eficiente pero més comun y por ende aplicable al proceso industrial, la sintesis de amoniaco ocurre
en presencia de un catalizador de hierro [7]. La produccion mundial de amoniaco emplea
principalmente gas natural como materia prima (su implementacion es mayor a 70%) [7] donde

el reformado con vapor domina el proceso de produccién de amoniaco a nivel industrial.

1.1.1.c Vector energético. La IEA (2015) publico: “Technology Roadmap Hydrogen and Fuel
Cells”. Se evidencia un fuerte interés por trabajar en este tipo de energia renovable. Este
documento exhibe una vision al 2050, por lo cual se establece unas metas y escenarios que alcanzar
en el tema de uso del hidrégeno en el transporte y la industria. De igual manera, presenta como

actores relevantes en este tema a: Estados Unidos, Japon y la Unién Europea (UE) [8].

La pareja hidrégeno-pila presenta un menor impacto ambiental. La oxidacion del hidrégeno en
un motor alimentado a través de una pila, no genera emisiones de SOz, hidrocarburos no quemados
y tampoco COg, el cual es producto de cualquier combustion completa. Por el tubo de escape de

un coche utilizando esta novedosa tecnologia sélo sale vapor de agua.

“Las altas temperaturas que se generan en el interior de un motor térmico provocan la formacion
de NOx (6xidos de nitrogeno)” [9], que, sin embargo, pueden reducirse con ayuda de catalizadores
que disminuyen la temperatura del proceso. BMW, MAN Yy recientemente Ford han apostado por
los motores de combustidn de hidrégeno [9], una tecnologia limpia y mucho mas barata hoy que

la pila de combustible.

La reaccion que se produce a ambos lados de una celda de combustible tipo PEM (Membrana

de intercambio de protones) son las siguientes:
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Anodo: 2H, » 4H™ + 4e~

Catodo: O, + 4H™ + 4e~ — 2H,0

1.1.1.d Comparacion de poder calorifico de combustibles.

Tabla 1.

Combustibles solidos

Combustible Densidad PCI PCS Combustible  PCI PCS
media kj/kg kj/kg kj/kg kJ/kg
kg/m3

Turba 360 21300 22500 Aglomerado 31300 35600
de carbdn

Lignito 1050 28400 29600 Carbén de 31400 33700
madera

Hulla 1350 30600 31400 Coque 29300 33700

Antracita 875 34300 34700 Coque de 34100 36500
petréleo

Nota. Poder calorifico del carbon y otros combustibles sélidos, tomado de: Maria Isabel Torrecilla “Practicas
de termodinamica y termotecnia”. Disponible en: https://es.scribd.com/document/42702065/Tablas-Tema-3
[Acceso: Feb.25,2022]
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Tabla 2.

Combustibles liquidos

Combustible PCI PCS Combustible PCI PCS
kj/kg kj/kg kj/kg kj/kg

Aceite de - 38830 Fuel-oil n°1 40600 42695

esquistos

Alcohol 23860 26750 Fuel-oil n°2 39765 41860

comercial

Alquitrdnde ~ ------ 37025 Gasoleo? 42275 43115

hulla

Alquitran de 36420 @ - Gasolina? 43950 46885

madera

Etanol 26790 29720 Petréleo 40895 47970

puro? bruto

Metanol4 19250 - Queroseno® 43400 46500

Nota. Poder calorifico de combustibles liquidos, donde: ¥ Densidad a 15°C,850 kg/m3; 2 Densidad a
20°C,730kg/m?3; ® Densidad a 15°C,780kg/m3; # Densidad a 20°C,790 kg/m? ; tomado de: Maria Isabel
Torrecilla “Practicas de termodinamica y termotecnia”. Disponible en:

https://es.scribd.com/document/42702065/Tablas-Tema-3 [Acceso: Feb.25,2022]
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Tabla 3.

Combustibles gaseosos

Combustible  Densidad PCI PCS Combustibl Densidad PCI PCS

media kj/kg kj/kg e media  kJ/kg kJ/kg
kg/m3 kg/m3
Gas ™ 39900 44000 Gas de agua 0,711 14000 16000
natural
Gas de 050 - 46900 Gas ciudad 0,650 26000 28000
hulla
Gas de 0,56 31400 35250 Gas de agua 0,776 26400 27200
cogueria carburado
Gas de - 10000 12000 Propano 506 (I) 46350 50450
aire 1,85 (9)
Hidrogeno 0,0899 120011 14185 Butano 580 () 45790 49675
3 2,4 ()

Nota. Poder calorifico de combustibles gaseosos, donde: (*) Varia segun el pais de procedencia. (1), (g) Densidad a
20°C en estado liquido y gaseoso, respectivamente. P.C. Medio del biogas = 5554 kcal /m?3 tomado de: Maria Isabel
Torrecilla “Practicas de termodinamica y termotecnia”. Disponible en:

https://es.scribd.com/document/42702065/Tablas-Tema-3 [Acceso: Feb.25,2022]

El poder calorifico del hidrogeno es 3 veces mayor al del gas natural y al coque, mas del doble que
el butano o propano y supera por casi 3 veces el poder calorifico de uno de los combustibles mas
utilizados a nivel mundial como lo es la gasolina; debido a la gran capacidad energética el
hidrégeno es un combustible prometedor y propicia el inicio de la investigacién para tecnologias
futuras acerca de su aprovechamiento.

1.1.2 Métodos de obtencion

La produccién de hidrogeno es renovable, fosil o un hibrido de las dos anteriores dependiendo
de las materias utilizadas en el proceso, las fuentes de energia y los distinto procedimientos para

la obtencidn del hidrogeno.

«La demanda mundial de hidrégeno en 2010 fue de 43 Mton y se prevé gque ascienda a 50
Mton para 2025. Actualmente, la produccion de hidrégeno se lleva a cabo a partir de compuestos
con carbono en las siguientes proporciones: el 43% procede de gas natural, el 30% de naftas y el

18% de carbon, sélo el 4% se produce a partir de agua por electrolisis.» [3]
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Figura 3.

Rutas para la produccién de hidrégeno
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Nota. Este esquema presenta las principales rutas de produccion de hidrégeno y ramificaciones posibles para el
proceso, tomado de: Maria H. Brijaldoz, Cristian Castillo y Gerénimo Pérez “Principales rutas en la produccion de
hidrégeno”. Disponible en: http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-30332021000200302
[Acceso: Feb.27,2022]

1.1.2.a Procesos industriales. Aungue existe una gran cantidad de rutas para la produccién de
hidrogeno las utilizadas comercialmente son las termoquimicas donde se destaca el uso del
reformado de hidrocarburos o metanol; también, pero con una menor frecuencia (solo el 4% de la
produccidn a nivel industrial) se usan las rutas electroquimicas en especial la electrolisis del agua,
donde ésta solo es viable al trabajar con volimenes relativamente pequefios de produccion y en

zonas donde la energia eléctrica es barata.

1.1.2.a.i Reformado de hidrocarburos y metanol. El reformado de metano (CHas) con vapor es
un proceso utilizado a lo largo de varias décadas para producir H. [10] Por tratarse de la tecnologia
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mas econOmica, este proceso es el que se utiliza en la actualidad en la produccién industrial del

hidrogeno. La reaccion es:
CH, + H,0 - CO + 3H,

“El gas natural reacciona con vapor de agua sobre un catalizador de niquel colocado en el
reformador primario a temperaturas de 1.200 K y presion total de 20-30 bar” [10]. Luego el
efluente rico en hidrégeno, junto a dioxido de carbono y cantidades infimas de metano no
convertido y monoxido de carbono remanente (< 1% en volumen) pasan a una serie de etapas para
concentrar el hidrégeno, que en las plantas modernas por lo general se incorporan unidades de
purificacion mediante compresion/adsorcién/desorcion que permiten alcanzar un hidrégeno muy
puro (99,999% en volumen) [10].

1.1.2.a.ii Electrolisis del agua. Cuando se requiere una baja cantidad de hidrogeno, la opcion
maés acorde es la electrélisis del agua. La reaccion electrolitica se realiza en medio alcalino debido
a que en este medio se incrementa la conductividad eléctrica. El hidrégeno producido en el catodo
se debe purificar ya que contiene impurezas de oxigeno y un cierto nivel de humedad. La corriente
de hidrogeno se seca mediante un adsorbente y las impurezas de oxigeno se eliminan con un
convertidor DeOxo [10]. Ademas, en el anodo del electrolizador se produce oxigeno, cuyo
volumen es la mitad del volumen de hidrégeno, tal como corresponde a la composicion de la

molécula de agua.

La mayor parte de los electrolizadores son de tipo tanque con los electrodos dispuestos en
paralelo. El calor liberado en el proceso se elimina recirculando agua alrededor de las celdas. El
hidrégeno producido por electrolisis es del orden de 4,9-5,6 kWh por cada m® de hidrogeno
producido [10], por ende, es al menos dos veces mas caro que el hidrégeno obtenido por reformado

del gas natural.

1.1.2.b Precursores renovables. De acuerdo con la alta demanda de hidrégeno y el aumento de
la rigurosidad a favor del cuidado del medio ambiente se desarrollan procesos de obtencion con

recursos renovables y a fines a una menor contaminacion del ambiente como:
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1.1.2.b.i Biomasa celulésica. EIl hidrégeno puede obtenerse a partir de una fuente renovable
como es la biomasa celuldsica. La celulosa contenida en los desechos o material lignocelulésico
puede convertirse en hidrégeno mediante pretratamientos para exponer la celulosa y mediante un
proceso bioldgico o termoquimico producir hidrdégeno; donde a nivel industrial los métodos de
mayor avance son la combustion, licuefaccion, pirdlisis y gasificacion. “El material
lignocelulosico se oxida parcialmente a temperaturas superiores a 1000 K, se produce una fraccion
gaseosa junto a un residuo carbonoso que se reduce posteriormente para formar Hz, CO, CO.y
CHg4” [10].

Cuando se realiza el proceso de gasificacion de biomasa y ocurre en presencia de oxigeno se
genera alquitran. Los residuos pesados se polimerizan y forman estructuras mas complejas que no

resultan apropiadas para produccién de hidrogeno mediante reformado con vapor [10].

1.1.2.b.ii Procesos térmicos. Otros procesos renovables utilizan la energia térmica para producir
hidrogeno. Estos procesos no son cataliticos e incluyen la disociacién termoquimica del agua
usando el calor de una fuente energética a elevada temperatura, como por ejemplo reactores

nucleares y hornos solares.

Por medio del aumento de la temperatura (> 950 K) [10], se llevan a cabo diversas reacciones
quimicas para formar hidrogeno y oxigeno. Uno de los procesos mas relevante es la
descomposicion de un sulfato metalico que se descompone a temperaturas proximas a 1100 K [10],
generando Oxidos metélicos y gases (SO2 y O2). Luego en una etapa posterior el 6xido metalico se
oxida con vapor de agua y SO generando de nuevo el propio sulfato y liberando hidrégeno. En
este proceso no se producen emisiones de €0,, “ademas de tener una eficiencia elevada (>85 %),

aunque este proceso sea atractivo atin no se encuentra implementado a escala industrial” [10].

1.1.2.b.iii Procesos fotoquimicos. Otro proceso llamativo de produccion de hidrégeno es la
disociacion del agua sobre semiconductores utilizando luz solar. La eficiencia de este proceso
viene determinada principalmente por las propiedades foto-fisicas y la morfologia del material

semiconductor empleado [10].

Conforme al estado del arte de esta tecnologia, la aplicacion comercial de la produccion de

hidrogeno mediante energia fotonica del espectro visible requiere desarrollos importantes en la
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ciencia e ingenieria hasta conseguir fotocatalizadores activos y estables en la reaccion de
disociacion. “Cuestiones como la transferencia de carga entre el semiconductor y el co-catalizador

y su dependencia de factores estructurales y electronicos de la interfase permanecen abiertas” [10].

Estas areas representan oportunidades excelentes de mejora de los fotocatalizadores utilizados
en disociacion fotoquimica del agua. El control de la morfologia del catalizador en la escala
nanomeétrica mediante procesos de fabricacion innovadores es otra de las direcciones que permitira

modular la morfologia y la reactividad de los fotocatalizadores.

1.1.2.b.iv Reformado de etanol y azlcares. Una forma simple de transporte del hidrogeno es
mediante precursores renovables, tales como etanol (C2HsOH) y azucares (CsH1206) en fase
liquida. Estos precursores se transforman en hidrégeno mediante procesos de reformado con vapor

de agua o bajo presion en fase liquida en el mismo lugar donde se consume el hidrégeno.

Para liberar el hidrogeno del etanol y de los carbohidratos se utilizan catalizadores en sistemas
de reaccion disefiados para operar en fase liquida o gaseosa. Este proceso presenta la gran
ventaja de contar con materia prima (C2HsOH y CsH1206) considerada neutra en relacion a las

emisiones de CO..

La dificultad que presentan este tipo de reacciones es que no son selectivas y se ven favorecidas
otras reacciones laterales que dan lugar a subproductos no deseados (mondxido de carbono,
metano, acetaldehido) y, por ello, a una disminucion de la selectividad a hidrégeno. También, los
catalizadores sufren procesos de desactivacion por depdsitos de carbon, lo que dificulta la puesta
en préctica de esta tecnologia [10].

1.1.2.b.v Biofotdlisis del agua. El hidrogeno puede producirse también mediante sistemas
biolégicos. Algunos microorganismos fotosintéticos son capaces de realizar la ruptura de la
molécula de agua en sus componentes (Hz2 y O2). “Algunas algas, como el alga verde Scenedesmus,
producen Hz cuando se iluminan con luz visible o cuando se mantienen en condiciones anaerobicas

y en ausencia de luz” [11].

Un ejemplo de la produccion y variedad de rutas bioldgicas que pueden tomar las algas verdes

para la produccién de hidrogeno es: la especie Scenedesmus que produce hidrégeno no solamente
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bajo irradiacion con luz sino también por via fermentativa en condiciones anaerobicas, utilizando
almidén como sustrato. “Aunque la velocidad de produccion de H2 por unidad de peso conforme
a la via fermentativa es menor que la obtenida mediante irradiacion, la produccion se mantiene

estable debido a la ausencia de oxigeno” [12].

Las cianobacterias producen también hidrogeno mediante fermentacion, en ausencia de luz y en
condiciones anaerobicas. Entre las distintas cianobacterias ensayadas, la especie Spirulina es la

que presenta una actividad mas elevada [13].

1.1.2.c Produccidn de hidrégeno por métodos bioldgicos. La ventaja principal de los procesos
bioldgicos es el uso de recursos energéticos renovables y métodos a presion y temperatura
ambiente. La glucosa se us6 como materia prima, pero ahora se presta atencion al almiddn,
sacarosa, celulosa y materiales de desecho. Principalmente dividido en cuatro métodos de

produccion:
1.1.2.c.i Biofotolisis. Esta se encuentra comprendida en biofotdlisis directa e indirecta:

1.1.2.c.i.a Biofotolisis directa. Este proceso involucra reaccién de fotosintesis donde se
convierte en energia quimica para ser utilizada por las microalgas (algas verdes y cianobacterias).

La reaccion es:
2H,0 + Energia solar - 2H, + 0,

Durante la fotosintesis, las algas dividen las moléculas de agua en hidrogenacion de oxigeno y
la enzima hidrogenasa convierte el hidrégeno en gas de hidrdgeno. “Durante el proceso, la energia
de la luz es absorbida por los pigmentos en el fotosistema | (PSI), el fotosistema Il (PSII) o ambos,
que elevan el nivel energético de los electrones derivados de la oxidacién del agua. La hidrogenasa
acepta los electrones de Fd para producir las hidrogenasas (figura 4)” [14].
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Figura 4.

Biofotélisis directa
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Nota. Descripcion gréfica del proceso de biofotdlisis directa, tomado de: Chaubey, Rashmi Sahu,

Satanand James, Olusola O. Maity, Sudip “A review on development of industrial processes and
emerging techniques for production of hydrogen from renewable and sustainable sources”. Disponible
en: https://doi.org/10.1016/j.rser.2013.02.019 [Acceso: Feb.29,2022]

1.1.2.c.i.b Biofotdlisis indirecta. Consiste en dos pasos donde en el primer paso esta compuesto
por la fotosintesis que da lugar a glucosa y en este segundo paso, glucosa y agua dan H> y CO2 por

proceso inducido por la luz [14]. descrito como:
6H,0 + Energia luminosa — (C4H,304), + 60,
(CeH120¢),, + 12H,0 + Energia lumino sa —» 12H,6C0,

1.1.2.c.ii Foto-fermentacién. “Bacterias fotosintéticas producen hidrégeno en presencia de la
enzima nitrogenasa mediante el uso de inoculantes ligeros de energia y acidos organicos (acetato,

lactato y un biorreactor)” [14] . La reaccion general es la siguiente:
CeHy,0¢ + 12H,0 - 12H, + 6C0,
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1.1.2.c.iii Fermentacion oscura. Ocurre al inocular bacterias en un medio rico en carbohidratos,
dependiendo de la especie la reaccion que se da puede operar en temperaturas mesofilas,
termofilas, termofilas extremas o hipertermdfilas. Se genera principalmente H. y CO2 combinados
con otros gases como CH4 0 HS [14], dependiendo del proceso de reaccién y del tipo de sustrato
utilizado. Este proceso no requiere mucha energia y no se ve afectada por las condiciones

climaticas de esta tecnologia comercial.

El rendimiento de la produccién de hidrégeno depende del valor de pH, el HRT (Tiempo de
Retencion Hidraulica) y la presion parcial del gas. El pH debe mantenerse entre los valores de 5-

6 para el rendimiento maximo de hidrégeno. [14].

Figura 5.
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Nota. Diagrama de bloques fermentacion oscura, tomado de: Chaubey, Rashmi Sahu, Satanand James, Olusola
O. Maity, Sudip “A review on development of industrial processes and emerging techniques for production of
hydrogen from renewable and sustainable sources”. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.rser.2013.02.019
[Acceso: Feb.29,2022]

1.1.2.c.iv Sistemas hibridos. Es cuando la produccion de hidrogeno se lleva a cabo a través de
dos etapas, la fermentacion oscura y fotofermentacion. Este proceso se considera debido a que

posee un mayor aprovechamiento del sustrato. “El primer paso es la fermentacion oscura
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utilizando microflora y posteriormente pasa a una etapa de fotofermentacion; el rendimiento

méaximo de hidrdgeno es de aproximadamente 3,67 mol Hz / mol de sacarosa” [14]
1.1.3 Impacto ambiental
Para hablar de su impacto se debe tener en cuenta su clasificacion:

Gris: El hidrogeno gris es uno de los que genera mayores emisiones de gases de efecto
invernadero, en especial CO». Mayoritariamente proviene del gas natural y es el mas barato de
producir [15].

Marrén: es un tipo de hidrégeno similar al gris, pero generado a partir del carbon [15].

Azul: El hidrégeno azul es el que genera emisiones de C0,, pero estas son capturadas para ser
almacenadas o reutilizadas. [15] Es una forma de produccion de bajas emisiones y es el mas viable

para reducir emisiones en el corto y medio plazo.

Verde: El hidrégeno verde, también conocido como hidrégeno limpio que por su ruta de
produccién es un hidrogeno renovable, lo que significa, que no genera ninguna emision
contaminante durante su produccién. Es un proceso prometedor, pero que se encuentra rezagado
por su poca competitividad contra las rutas convencionales, pero los expertos consideran que aun

queda un camino para que resulte econémicamente eficiente [15].

Se considera una produccion limpia a partir de procesos como la electrdlisis o de bajas

emisiones alimentados con energia de fuentes renovables.
1.2 Microorganismos productores de hidrdgeno

Actualmente los seres humanos asocian los microorganismos como 0rganismos que generan
enfermedades y deterioran los alimentos. Sin embargo, con el paso del tiempo el hombre ha
aprendido a aprovecharlos y generar un beneficio en una gran variedad de procesos, pero teniendo

mayor impacto en la industria alimenticia por las propiedades que brindan estos organismos.
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Uno de los procesos que pueden desarrollar los microorganismos es la produccién de hidrégeno,
el cual es una fuente de combustible que esta llamando el interés en los Ultimos afios, ya que sus

estructuras tanto fisicas como quimicas, difieren a los deméas combustibles usados actualmente [1].

Los microorganismos son seres vivos tan pequefios que es imposible verlos a simple vista, estan
ubicados en todas partes y fueron las primeras formas de vida en el planeta aproximadamente 4000
millones de afios [16]. Sin los microorganismos la vida no podria ser posible ya que gracias a estos

organismos vivos se gener( gran parte de la atmosfera de la tierra.

Cada microorganismo tiene rasgos que lo caracterizan y lo diferencian de los otros organismos,
algunas tienen tiempos de reproduccidn cortos, otros sobreviven en condiciones hostiles y aisladas
de otros organismos vivos, otros pueden reproducirse por division celular y algunos pueden llegar

a generar propiedades beneficiosas o perjudicales para los seres humanos, plantas o animales.

Estos organismos pueden ser unicelulares (organismos con solo una célula) y organismos
pluricelulares a (organismos constituidos por dos o mas células) [16]. Generalmente los
organismos unicelulares son en su mayoria procariotas (bacterias), pero también existen algunos

organismos unicelulares eucariotas como lo son protozoarios.
1.2.1 Bacterias:

Son organismos unicelulares que pertenecen al grupo de los procariotas lo que significa que
carecen de nucleo celular y organulos como las mitocondrias, cloroplastos o el aparato de Golgi.
[17] También poseen una organizacion celular que generan una variedad de formas conocidas. Son
organismos muy abundantes en el planeta y algunas especies tienen la cualidad de vivir en
condiciones ambientales extremas. Suelen tener una pared celular compuesta de peptidoglicano y

poseer un flagelo la cual le ayuda a su desplazamiento [18].

Estos miden entre 0,5y 5 p de longitud, lo cual hace que sea imposible de ver a simple vista[19],
a menos que se agrupen y formen colonias las cuales permitan verse a un tamafo visible. Estas
colonias poseen un tamafo que va desde los 0,5 a 4 mm de diametro llegando a tener una forma
generalmente circular, puntiforme, irregular, rizoide o fusiforme [19], dependiendo con la bacteria

con la cual se esté trabajando.
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1.2.1.a Clasificacion segun su forma: La forma de las bacterias es muy diversa, las mas
caracteristicas son los bacilos que poseen una forma de bastén, los cocos tienen forma esférica, los
espirilos que poseen una helicoidal con una pared celular rigida, y los vibrios que generan la forma

de una coma [17].

Figura 5.

Clasificacion de las bacterias segun su forma
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Nota. Ejemplos visuales de la clasificacion bacteriana segun su forma, tomado de: BiologiaSur “Apuntes de Biologia”.
Disponible en: https://www.biologiasur.org/index.php/121-apuntes-de-biologia/grupos/255-1-2-2-1-caracteristicas-

estructurales [Acceso: Mar.1,2022]

Una forma de clasificar los microorganismos es dependiendo su pared celular, puesto que se les
conoce como Gram positivas a las bacterias que poseen una capa gruesa de peptidoglicano o

mureina y Gram negativa a los que poseen una capa mas delgada en su pared celular [17].

1.2.1.b Clasificacion segun su nutricion. La clasificacion de las bacterias segin su nutricion o
metabolismo bacteriano se clasifica mediante la obtencion de carbono que es esencial para su

desarrollo

33


https://www.biologiasur.org/index.php/121-apuntes-de-biologia/grupos/255-1-2-2-1-caracteristicas-estructurales
https://www.biologiasur.org/index.php/121-apuntes-de-biologia/grupos/255-1-2-2-1-caracteristicas-estructurales

» Nutriciones heterotrofas: Son bacterias que pueden generar su propio alimento por medio

de la luz solar u obtencion de carbono del ambiente.

> Nutricion autétrofa: Son bacterias que tienen la capacidad de sintetizar sustancias
inorganicas para su metabolismo. Son abundantes en el agua y son los encargados de la

descomposicion de los elementos.

Una caracteristica importante para resaltar es que algunas bacterias son fototrofas las cuales
tienen la capacidad de tomar fotones de la luz de sol como fuente de energia y que vamos a tratar

con detenimiento en este documento.
1.2.2 Cianobacterias

Son microorganismos procariotas, aerdbicos y fotoautétrofos (no todas) los cuales se
encuentran entre los organismos mas primitivos de la tierra, se estima que su origen empezd
aproximadamente hace unos 3500 millones de afios [20], también se reconoce por usar la
fotosintesis como medio de obtencidn de energia, a su vez tienen una facilidad de crecimiento muy

alta lo cual favorece su aparicion en distintos lugares como en suelos 0 en medios acuosos.

“Estos microorganismos suelen tener una afinidad a ambientes dulceacuicolas (cuerpos de agua
que no fluyen) con pH entre 6 y 9 y temperaturas que rondan entre los 15 y 30°C y habitan
preferiblemente donde haya una alta concentracion de nutrientes preferiblemente nitrogeno y
fosforo” [20].

1.2.2.a Clasificacion de cianobacterias. La clasificacion bacteriolégica se basa en la informacién
genética y filogenética de las cianobacterias que han podido ser aisladas de cultivos puros. Las
cianobacterias fueron agrupadas en cuatro subsecciones, las cuales fueron divididas en subgrupos

y géneros (tabla 4).
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Tabla 4.

Clasificacion de las cianobacterias

Division Subdivision Clase Orden
Cianobacterias Gleobacteria Oxiphotobacteria Chrococcales
Phycobacteria Chroobacteria Gloeobacterales
Gleobacteria Nostocales
Hormogoneae Oscillatoriales

Pleurocapsales
Prochlorales
Stigonematales

Nota. Clasificacion de las cianobacterias segun la genética y la filogenética, tabla tomada de:
Cecilia Callejas “Trabajo especial I: Metabolismo del nitrégeno en cianobacterias formadores
de heterocistos”. Disponible en:
https://www.colibri.udelar.edu.uy/jspui/bitstream/20.500.12008/19143/1/uy24-12246.pdf
[Acceso: Acceso: Mar.3,2022]

1.2.2.a.i Reproduccién. Estos microorganismos al ser bacterias se reproducen de manera

asexual, sin embargo, algunas especies tienen reproducciones Unicas dentro del grupo de bacterias.

» Fision binaria: Ocurre cuando la célula madre crece al punto de alcanzar un determinado

volumen y se divide dando dos células hijas [21].

» Fision multiple: Es un tipo de reproduccion asexual, en donde la célula madre se divide de
manera secuencia en varios fragmentos de células hijas llamados beocitos o nanocitos [22].

También se ha encontrado que las cianobacterias son microorganismos eficientes para la

conversion de energia solar y que producen una gran cantidad de metabolitos [23].

Las cianobacterias han Ilamado mucho la atencion para la produccion de biocombustibles,
biofertilizantes, y fuentes de nutrientes para la alimentacion humana y animal. Una de las maneras
mas acordes de trabajar con estos microorganismos es por medios de fotobiorreactores, los cuales
dependen de las condiciones de operacién dadas por el metabolismo del microorganismo para

generar un metabolito especifico, producto o concentracion de biomasa.
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Figura 6.

Estructura celular de cianobacterias
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Nota. Estructura celular de las cianobacterias, tomado de: Biorrender.com “Plantillas de

cianobacteria”. Disponible en: https://app.biorender.com/biorend-
ertemplates/figures/5¢c8c7b9ed4f2ef330063294 [Acceso: Mar.3,2022]Disponible
en:https://app.biorender.com/biorendertemplates/figures/5¢8c7b9ed4f2ef330063294  [Acceso:
Mar.3,2022]

1.2.3 Microalgas

Son organismo unicelulares eucariotas fotosintéticos, que crecen de manera autétrofa o
heter6trofa, son altamente eficientes en la fijacién de CO> y tienen la facilidad de hacer uso de la
energia solar para producir biomasa con una eficiencia cuatro veces mas alta que las plantas. A su
vez en el mundo se encuentran aproximadamente 30 000 de estas especies las cuales muy pocas

han sido estudiadas con detenimiento y aun mas pocas son explotadas comercialmente.

Estan presentes en varios ambientes como en lagos, mares y rios, aunque también se pueden
encontrar en el suelo y en varios ambientes terrestres, en donde crecen con temperaturas que varian
los 10 a 35°C, con una temperatura optima de 16 a 24°C [24]. La composicidn de estos organismos

(lipidos, carbohidratos y proteinas) es variable dependiendo de la especie que se esté examinando
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y el medio de cultivo que tenga, pero se estima que aproximadamente su contenido lipidico varia

entre el 20 y 50 % en peso seco [24].

El interés hacia estos organismos radica por las diversas caracteristicas que poseen, haciendo
que sus avances, evaluaciones y estudios sean altos, principalmente se busca avances con
diferentes fines para ejecutarlos en distintas ramas como salud humana, cosmética, purificacion de
aguas residuales, prevencion de la contaminacion acuatica, industria farmacéutica, produccion de

pigmentos, antibidticos, etc.

Actualmente ha llamado el interés de numerosas lineas de investigacion y a empresarios para
la posibilidad de negocios en la creacidn de energias, ya sea biocombustibles o produccién de

hidrégeno.

1.2.3.a Composicion de Microalgas. Las microalgas eucariotas poseen todos los 6rganos que
poseen las células eucariotas. “La célula contiene: un nucleo con material genético en cromosomas,
mitocondrias (para realizar ciclo de Krebs), cloroplastos (donde trabajan los pigmentos
fotosintéticos) (PS 1y Il). Ribosomas 80S y 70S, aparato de Golgi” [25].

Para el transporte intracelular y la excrecion de productos exocelulares; reticulo
endoplasmasmatico para funciones de sintesis y transporte; lisosomas con enzimas digestivas;
vacuolas con funcion de almacenamiento; microtabulos y microfibrillas como soporte estructural

de la célula para movimiento intracelular.

Otros drganos caracteristicos de estos seres vivos son el pirenoide el cual estan asociado al
cloroplasto y se cree que intervienen en conversion y translocacion de los grupos fotosintéticos en
el cloroplasto [25]. Algunas microalgas varian en la forma y composicion de la pared celular, los
cuales pueden consistir en una o varias piezas, los componentes mas comunes son la celulosa,

silice, carbonato calcico o proteina.
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1.2.3.b Estructura celular.

Figura 7.

Estructura celular de las microalgas
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Nota. Estructura y componentes de las microalgas, Tomado de: “Agro tendencia
Caracteristicas celulares de las microalgas”. Disponible en:

https://agrotendencia.tv/agropedia/el-cultivo-de-microalgas/ [Acceso: Mar.6,2022]

1.2.3.c Tipos de microalgas. Las microalgas se clasifican por reino, divisién, clase, orden,
familia, género y especie. Cuando el nombre estd compuesto de dos palabras tal como
"Nannochloropsis gaditana" se refiere a el género y la especie [25]. Esta es la informacion
necesaria para poder averiguar las necesidades nutricionales de una microalga de manera que es

posible fabricarle un medio de cultivo adecuado.

Todas las microalgas de la misma especie son esencialmente la misma en casi todos sus aspectos
bioquimicos. Sin embargo, incluso entre la misma especie pueden darse diferencias de la misma
forma que observamos diferencias entre familiares cercanos. Cuando es necesario distinguir entre
microalgas de la misma especie, se habla de "cepas" (strains), y entre la misma especie puede haber

cepas sustancialmente diferentes [26].

1.2.3.c.i Las algas verdes (Chlorophyta/Charophyta). Chlorophyta, o microalgas verdes, es uno
de los grupos de microalgas mas estudiados, y se describe como el mas abundante. La mayoria de
los miembros de su filo se encuentran en agua dulce; sélo el 10% de ellos son habitantes comunes
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de los ambientes marinos [27]. “La mayoria de sus miembros son unicelulares, la pared celular
estd formada por polisacaridos celulésicos y no celulésicos. Presenta clorofila a y b, y tiene

almidon como material de reserva” [28].

Las microalgas verdes son el grupo mas prometedor debido a sus mdaltiples aplicaciones
biotecnologicas. Por ejemplo, la Chlorella, ha llegado a la fama cientifica como porque se una
para estudios fundamentales sobre la fotosintesis y también por ser la primera microalga explotada
comercialmente [29]. Inicialmente, estos microorganismos fueron propuestos como una fuente rica

en proteinas para la nutricion humana y animal.

A mediados del siglo XX, la investigacion ha demostrado una gran variedad de aplicaciones de
Chlorella en diferentes areas industriales, como la alimentacion, los productos farmacéuticos, los
cosméticos y los combustibles. “Las células de Chlorella son esféricas o elipsoidales, con
didmetros que van de 2 a 15 pm. Actualmente se han descrito 44 especies de este género” [30].
Donde la Chlorella Vulgaris es una especie muy cultivada y reconocida como una importante

fuente de proteinas, acidos grasos y pigmentos naturales.

“Ademas de la clorofila a y b como caracteristica de Chlorophyta, estas microalgas contienen
los carotenoides 13-y I-caroteno, y varias xantofilas como pigmentos accesorios” [31], que pueden
ser acumulados y explotados comercialmente, como es el caso ya presentado de las microalgas
Dunaliella Salinu y Haematococcus Pluvialis, responsables de la produccion comercial de B-

caroteno y astaxantina, respectivamente.

1.2.3.c.ii Euglenophyta. Son unicelulares y se encuentran en el agua dulce; cerca de dos tercios
de estas especies son heterotrofas ya que carecen de cloroplastos. Las células autétrofas tienen una
pigmentacion similar a la de las microalgas verdes, ya que tienen clorofilasay b, 13- y I-carotenos,
y xantofilas. “El almacenamiento de energia es el paramildn, un polisacarido glucano ligado a 13-

1,3, que se dispone fuera de los cloroplastos™ [32].
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“El género mas representativo de Euglenophyta es Euglena, con alrededor de 337 especies
catalogadas, aunque sélo 164 han sido aceptadas taxonomicamente” [33]. Es una gran fuente de

metabolitos explotables biotecnoldégicamente como lipidos, carotenoides, tocoferol y paramilo.

1.2.3.c.iii Haptophyta. Las haptofitas presentan unas 500 especies, que se dividen en dos clases:
las Coccolitoficeas y las Pavloficeas [34]. La mayoria son unicelulares moviles. Debido a sus

componentes su aspecto es dorado amarillento-marrédn para este tipo de algas.

Estas se encuentran en ambientes marinos, y en menor nimero en hébitats de agua dulce y
terrestres. Las microalgas Haptophytes son una parte representativa del fitoplancton en los mares
de todo el mundo. “Estas especies pueden provocar cambios en el clima regional porque producen
sulfuro de dimetilo volatil, aumentando la nubosidad. Ademas, especies como Chrysochromulina
polylepis y Prymnesium parvulum pueden ser toxicas para los peces y causar la muerte por asfixia”
[35].

1.2.3.c.iv Dinoflagelados (Dinophyceae). Solo hay una unica clase, Dinophyceae, con 150
géneros y unas 2000 especies [32]; siendo organismos unicelulares, biflagelados, los cuales se
pueden encontrar en la mayoria de los ecosistemas, pero en mayor abundancia en el mar. “Solo
alrededor del 50% de los dinoflagelados son fotosintéticos: las demas especies se presentan como
simbiontes de los corales constructores de arrecifes” [29] y, por ende, estos son esenciales en la

formacion de los sistemas de arrecifes de coral. Los Dinoflagelados también son de color dorado.

Las floraciones de este tipo de algas son conocidas como mareas rojas, las cuales constituyen
un gran problema de salud publica, “porque provocan la muerte de peces y otros animales marinos,
asi como diversos tipos de enfermedades humanas causadas por sus toxinas (intoxicacion diarreica
por mariscos, intoxicacién neurotdxica por mariscos intoxicacion paralitica por mariscos, y
ciguatera)” [36], las biotoxinas producidas por estos organismos tienen potencial de uso en
aplicaciones biomédicas, toxicologicas y farmacoldgicas debido a su bioactividad [33].

1.2.3.c.v Las diatomeas (Bacil/ariophyceae). Los organismos que se ubican en la clase
Bacillariophyceae son organismos unicelulares o coloniales. Las bacillarioficeas pueden
encontrarse en ambientes marinos y de agua dulce. Hacen gran parte del fitoplancton marino;

aunque, la mayoria de las especies habitan el fondo de los ecosistemas acuaticos. “En cuanto a los
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pigmentos fotosintéticos de las diatomeas, estas se caracterizan por presentar clorofila a y ¢ que

contienen fucoxantina y otras xantofilas, como neofueoxantina y diadinoxantina” [37].

Entre las diatomeas més estudiadas esta la especie Phaeodactylum tricornurum. Esta microalga
se reconoce como una importante fuente de lipidos, “con contenido apreciable en acido
eicosapentaenoico, asi como de carotenoides, en particular la fucoxantina, la cual es un
antioxidante y también pigmentos en la acuicultura para ser utilizada en el cultivo de especies

econémicamente importantes, como las ostras” [38].

1.2.3.c.vi Eustigmatophyceae. “Las Eustigmatofitas son un grupo distinto de algas ocrofitas. En
su estado vegetativo. Estas células son unicelulares esféricas, ovoides, poliédricas o de forma
irregular, se retinen en colonias y so6lo tienen clorofila a” [39] Las Eustigmatoficeas las
encontramos en habitats de agua dulce y terrestres, con la excepcion del género Nannochloropsis,

que es solamente marino.

Las Eustigmatophyceae son una clase pequefia, que contiene s6lo ocho géneros y unas 30
especies [40]. Entre ellas, destacan las especies del género Nannochloropsis que se han convertido
en un foco de interés comercial y cientifico para la produccién de biocombustibles y otros
bioproductos, como lo son los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga y pigmentos.

1.2.3.c.vii Las algas rojas (Rhodophyta). Se considera como el primer eslabon entre las algas
procariotas y las eucariotas. “Estas algas rojas se caracterizan por presentar clorofila a y
ficobiliproteinas como pigmentos accesorios, que pueden esconder u opacar el color verde de la
clorofila a. También, contiene almidon Florideans (polisacarido similar al glucogeno)” [29], los

cuales son carbohidrato de reserva, similar a como sucede en las cianobacterias.

Las algas rojas son diversas donde la mayoria de ellas se encuentran en ambientes marinos. Se
han descrito alrededor de 7000 especies, donde el género Porphyridium es el de mayor estudio
[41]. estos microorganismos tienen células circulares, “que miden entre 5y 16pm de didametro; no
tienen flagelos, y pueden formar colonias sueltas en una matriz mucilaginosa” [29]. En este género
destacan por su potencial de exploracién como fuente de &cidos grasos poliinsaturados, como
puede ser el 4cido araquidénico y EPA (Acido Eicosapentaenoico), polisacaridos sulfatados,

pigmentos (ficobiliproteina y ficoeritrina) [29], y también como fuente de proteinas.
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1.2.3.d Acondicionamiento y medios de crecimiento de microalgas. En una coleccion de
microalgas, las cepas pueden mantenerse en diferentes condiciones de cultivo, dependiendo del
uso previsto. En la mayoria de los casos, las cepas no se mantienen en condiciones tales que puedan
utilizarse inmediatamente en un experimento, por ejemplo. Las cepas se mantienen casi siempre
en condiciones de crecimiento subdptimas, ya que esto evita que las algas crezcan demasiado

rapido y requiere un trabajo intensivo de subcultivo y manipulacion del cultivo.

La aplicacion de condiciones de cultivo subdptimas implica el uso de una temperatura no ideal
pero no perjudicial, por ejemplo, “20°C para una cepa hipotética cuyo 6ptimo seria 23 °C; 15°C,
por ejemplo, podria ser una temperatura perjudicial) y/o una irradiacion débil (por ejemplo,
20 uE m~2s~1)” [40].

Los medios de cultivo no ideales rara vez se utilizan para mantener las microalgas en
condiciones suboptimas, ya que esto puede dar lugar a condiciones de crecimiento muy
insatisfactorias, como pueden ser los dafios celulares o prolongados lapsos de recuperacion cuando

las cepas se transfieren a otro medio de cultivo.

Los cultivos son pasados a condiciones de crecimiento Optimas solo cuando vayan a ser
utilizados. Las condiciones inferiores a las 6ptimas provocan una menor tasa de crecimiento, y no
deberian promover el estrés en las algas, pero si esto sucede, se corre el riesgo de perder cepas o
incluso de tener dificultades para propagarlas a voliumenes mayores. Las cepas por lo general se
mantienen en los tubos de ensayo para no utilizar espacio innecesario; También al aumentar el

tamario del frasco de cultivo se evidencia un aumento en la tasa de crecimiento [40].

Algunas grandes colecciones de algas en cultivo también adoptan el mantenimiento de los
cultivos recién preparados en condiciones Optimas durante 4-15 dias (dependiendo de la tasa de
crecimiento de la cepa) [40] antes de disponer los frascos de la coleccion en condiciones de
crecimiento suboptimas. Exponer a cortos lapsos de condiciones de crecimiento de mayor
estimulacion aumenta la tasa de produccion. También, permite examinar el cultivo en busca de

posibles contaminaciones antes de su incorporacion.

“Cuando los cultivos se encuentran en un medio liquido se deben agitar, para mantener sus

propiedades homogéneas y que no sucedan grandes perturbaciones.” [40]. En el caso de las cepas
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de crecimiento paulatino, las algas suelen adaptarse rapidamente a las nuevas condiciones, en un
rango que casi siempre corresponde a 7-10 dias. Posteriormente[40], puede ser necesario un plazo
mas largo para que las microalgas se aclimaten completamente a las condiciones deseadas (por
ejemplo, 20 dias).

Cuando un cultivo se va a utilizar para experimentos o entregarlo a solicitantes externos se debe
inocular en un medio de cultivo fresco y el nuevo cultivo se mantiene en condiciones optimas de
crecimiento durante un tiempo variable, dependiendo de la cepa. Al cabo de unos dias se realizan

subcultivos adicionales en los que se pueden aumentar los volumenes cultivados [40].
1.3 Luz solar

La radiacion solar es la energia que emite el sol mediante ondas electromagnéticas y este tipo
de energia dicta los fendbmenos atmosféricos como climaticos. Esta energia se le conoce como
radiacion electromagnética y es proporcionada por las reacciones de fusion nuclear llevadas a cabo

en el interior del sol. [42].
1.3.1 Transmisién de la luz solar

La radiacion solar sufre procesos de debilitamiento al pasar por la atmésfera y luego por la
difusion, reflexion en las nubes y de absorcion por las moléculas de gases (como el ozono y el
vapor de agua) y por diferentes particulas en suspension, la radiacion solar alcanza la superficie
terrestre ocednicay continental que la refleja o la absorbe. “La cantidad de radiacion absorbida por
la superficie es devuelta en direccion al espacio exterior en forma de radiacion de onda larga, con

lo cual se transmite calor a la atmdsfera” [42].

1.3.1.a Absorcion, reflexion y transmision. La luz se encuentra sometida a fendmenos de
absorcion donde transforma la energia radiante de la luz en forma de energia calorifica; también
debido a su caracter de onda experimenta el fenomeno de reflexion donde el material u objeto
reflejan las ondas incidentes y por Gltimo la transmision que es el paso de la radiacion a través del
material [43]. Estos fendmenos son dependientes de las caracteristicas del material y ocurren en

distintas proporciones y no necesariamente en el espectro visible (figura 8).
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Figura 8.

Absorcion, reflexion y transmision de la luz

Luz incidente Reflejada

N

Transmitida

Nota. Reflexion, transmision y opacidad de la luz sobre las superficies, tomado de: Hugo
Rodriguez “Curso de Sensitometria 2004, Disponible en:
https://www.hugorodriguez.com/cursos/curso_sensit_02.htm#trans  [Acceso:  Mar.15,
2022]

1.3.2 Luz polarizada

La polarizacion es una propiedad de la luz, que describe la geometria interna de una fuente de
radiacion. [44] y de acuerdo con el modelo clésico la luz es una onda transversal electromagnética
que puede viajar en el vacio, como se muestra en la siguiente figura (figura 9) “dicha onda tiene
una componente eléctrica (en azul) y una componente magnética (en rojo) cuyas direcciones

forman un angulo de 90°” [45].
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Figura 9.

Onda transversal electromagnética

" ) _ E
? /‘ ‘A\ A‘ ,A\ p L\
? . t 1 { J A LTA |
- - - ' [ 2 1 - ’ » J A| - ¢ - L » _>> - \.4'
» y
’ ) 4 Y Y ' g ¢ k k‘
’ q ) ’ VW \V - ' ‘V/
L A4

Nota. Representacion de una onda transversal electromagnética segun la mecénica clésica, tomado de: Alexandra
Serrano Cortés “;Qué es la polarizacién?”. Disponible en:
http://red.unal.edu.co/cursos/ciencias/mtria_ensenanza/polarizacion/html/polari_concepto_1.html [Acceso:
Mar.16, 2022]

Las vibraciones eléctricas y magnéticas de una onda luminosa se producen en varios planos,
una onda puede vibrar en mas de un plano, a esto se le llama onda no polarizada, dentro de las
ondas luminosas no polarizadas se encuentra la luz emitida por una vela o un bombillo, la luz no
polarizada puede transformarse en luz polarizada confinando sus vibraciones a un solo plano

(figura 10) por medio de fendmenos como: transmision reflexion y refraccion [45].

Figura 10.

Polarizacion de la luz

Luz
~ polarizada

Luz no
polarizada —

Polarizador

Nota. Polarizacion de la luz, tomado de: Real Sociedad Espafiola de Fisica
“Polarizacion de la luz. trabajos de Malus, Arago y Fresnel” Disponible en:
http://rsefalicante.umh.es/TemasLuz/Luz07.htm [Acceso: Mar.16,2022]
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La polarizacion es el fendmeno en el que las ondas estan restringidas a una direccion de

vibracién, es una propiedad de las ondas que describe la orientacion de sus oscilaciones
1.3.3 Interaccion de la luz solar con las microalgas

La luz es el nutriente que proporciona la energia a las microalgas para que puedan llevar a cabo
la generacion de nueva biomasa y es por tanto el motor del crecimiento[46]. La irradiacién de la
luz es el nutriente limitante en un fotobiorreactor, debido a que los demas nutrientes se pueden
suministrar. No obstante, la energia solar es limitada y presenta problemas al penetrar en el
fotobiorreactor. También, “su exceso puede ser limitante, ya que las microalgas absorben la luz

muy intensamente, y no la pueden asimilar por completo” [46].

La luz utilizada para realizar la fotosintesis se encuentra en el rango de luz visible, lo que quiere
decir, entre 400 a 700 nm de longitud de onda. Mediante la fotosintesis se capturan y convierten
energia luminica a energia utilizada en el metabolismo del microorganismo y asi obtener la energia
y poder reductor necesario para incorporar CO y la fabricacion de moléculas organicas que se

requieren para el crecimiento [47] .

Las microalgas son organismos de tipo eucariotas; el rendimiento de la fotosintesis depende de
la presencia de los pigmentos absorbedores de luz, Ilamadas clorofilas. “Estos pigmentos absorben
la luz principalmente en la region azul-violeta y rojo del espectro y absorben débilmente en la
region verde, esta es la razon por la cual los fototrofos poseen una tonalidad verde.” [48] Las
microalgas para realizar la fotosintesis utilizan la energia solar para metabolizar el CO2 a H20,

liberando oxigeno molecular de glucosa en las microalgas.
CO, + H,0 + fotén —» CH,0 + 0,
El CO2 se metaboliza produciendo azucares.

Cs0, + 6H,0 — C,H,,0, + 60,
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1.4. Fotobiorreactores

Son dispositivos que utilizan la luz como fuente de energia para cultivar microorganismos
fototréficos (organismos que captan fotones para producir compuestos organismos). Estos
organismos usan la fotosintesis para producir biomasa por medio de la luz y el CO2 del ambiente
[49].

Entre los microorganismos mas comunes para su uso estan las: plantas, cianobacterias, bacterias
moradas, microalgas y musgos. Este dispositivo se genera para crear un entorno artificial con
condiciones especificas que se controlan con detenimiento y dependiendo la especie de organismo
que se quiera trabajar. Esto se realiza para mantener un medio de cultivo estable controlando
parametros importantes como temperatura, pH, concentracion de oxigeno, entre otras. Esto permite
una tasa de crecimiento alta y niveles de pureza mucho més altos que los que puede ofrecer otro
entorno de la naturaleza. Dependiendo de las condiciones del cultivo se opta por usar dos sistemas

de cultivo (sistemas abiertos o cerrados).
1.4.1 Tipo de fotobiorreactores

1.4.1.a Sistemas abiertos. Estos estanques son la manera mas comun de produccién de algas,
ya que es el método mas econdmico para la produccién de biomasa a gran escala. Estos sistemas
se clasifican en aguas naturales (lagunas, estanques y lagos), o por aguas residuales en estanques
que se generan de manera artificial. Suelen ser ubicados cerca de plantas de energia o industrias
con grandes producciones de CO> donde la biomasa absorbe nitrégeno de la atmosfera en forma
de NOx.

1.4.1.a.i Open Ponds. Son sistemas de cultivo que tienen forma de balsas o canoas y
generalmente consiste en canales poco profundos con medidas que rondan los 0,15-0,45 metros de
profundidad [50]. La temperatura de los estanques no se controla y se suele usar a pH basicos (9
-11) para evitar que otros organismos pueden crecer dentro del fotobiorreactor [50], también se
usa condiciones de salinidad especificas para minimizar la contaminacién por otras cepas que

ingresen. Laintensidad luminica es dependiente de la insolacidn solar que entre al fotobiorreactor,
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por lo tanto, la eficiencia de los estanques abiertos depende sobre las variaciones diurnas locales

y la temperatura del lugar.

Figura 11.

Fotobiorreactores Open Ponds

L —

Nota. Imagen aérea de un open pond, tomado de: Bless, Maximiliano Alejandro y

Conteri, German Daniel “simulacion computacional del crecimiento de microalgas en

un fotobiorreactor” Disponible en: https://cutt.ly/GLDvw8q [Acceso: Jul.13, 2022]

1.4.1.a.ii Raceways. Son medios de cultivo que tienen forma circular los cuales son un poco
mas sofisticados ya que proveen agitacion y mezcla, al igual que los open ponds se les puede
suministrar CO2 para mejorar el rendimiento del proceso, y a su vez permite el control del pH. El
dispositivo de impulsion que usa son ruedas de paleta o “paddle wheel” que consigue mantener el

cultivo en suspension y mezclado con un gasto energético bajo por metro cubico [51].
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Figura 12.

Fotobiorreactores Raceways

Nota. Biorreactor Raceways, tomado de: Sandra Milena Parra Gonzalez “Disefio de

fotobiorreactor para cultivo microalgal basado en loégicas matematicas y principios de
movimiento y forma”. Disponible en: https://docplayer.es/183643327-Diseno-de-
fotobiorreactor-para-cultivo-microalgal-basado-en-logicas-matematicas-y-principios-

de-movimiento-y-forma-sandra-milena-parra-gonzalez.html [Acceso: Jul.13, 2022]

1.4.1.b Sistemas cerrados. Estos reactores se denominan asi por que mantienen al cultivo
totalmente aislado exterior, estos suelen estar equipados por medios de agitacién, control de pH o
intercambiadores de calor o aireadores de CO-. [48]. Estos son fotobiorreactores muy especificos

ya gue solo suelen disefiarse especificamente para una especie de alga concreta.

1.4.1.b.i Columnas. Consisten en una columna de material transportador con un didmetro y altura
determinada, también se caracterizan por columnas féaciles de construir ya que su forma cilindrica
ayuda a distribuir la luz [52]. También se han utilizado columnas de recirculacion interna con el
objetivo de mejorar el flujo y prolongar el contacto de los gases, mejorando la transferencia de
materia, algunas veces también se pueden construir las columnas de manera vertical. Una

desventaja que poseen es que reducen las captaciones de luz que impactan en el fotobiorreactor.
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Figura 13.

Fotobiorreactores de columna

=1k 12

-

Nota. Fotobiorreactores de columna, tomado de: Virginia Araguzo Carballera ‘“Proyecto de
modificacion de la edar de lerma (burgos) con disefio de un fotobiorreactor para cultivo de
microalgas con fines energéticos”. Disponible en: https://1library.co/document/q7wm330z-
proyecto-modificacion-burgos-diseno-fotobiorreactor-cultivo-microalgas-
energeticos.html [Acceso: Jul.14,2022]

1.4.1.b.ii Tubulares. Se reconocen como los fotobiorreactores mas sofisticados y los mas
especializados, pero son también los mas caros de construir, el disefio de estos fotobiorreactores

se compone por dos partes [49]:

» Lazo: Es la parte que lleva a cabo la captacion de energia solar, se le considera como lazo
ya que forma una corriente de tubos unida de forma compacta con ayuda de codos y curvas,
el lazo esta especificamente disefiada solo para la captacion de luz, sin tener que

preocuparse por los intercambiadores de calor o materia [49].

> Desgasificador: Esta parte se enfoca en el intercambio de materia, especialmente la
desorcion de oxigeno que logra ingresar al fotobiorreactor. La transferencia de materia y
el grado de agitacion en estos fotobiorreactores son bajos lo que hace que produzcan altas

concentraciones de oxigeno [49].
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Figura 14.

Fotobiorreactores tubulares

Nota. Fotobiorreactores tubulares, tomado de: Hipo6lito Garcia Cuenca

“Sistemas de cultivo de microalgas para la depuracion de aguas residuales
y produccion de biocombustibles”. Disponible:
http://dspace.umh.es/bitstream/11000/2710/1/Garcia%20Cuenca%2C%?20
Hip%C3%B3lito.pdf [Acceso:Jul.14, 2022]

1.4.1.b.iii Placas planas. También son conocidos como Flat Plat Reactors, estos tienen un disefio
simple que busca un uso eficiente de la luz [51]. Estos estan formados por dos laminas de
materiales transparentes, generalmente de plastico, entre las que se agita el medio de cultivo

mediante sistemas mecanicos o neumaticos.
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Figura 15.

Fotobiorreactor de placas planas

Nota. Fotobiorreactor de placas planas, tomado de: Agrotendencia. Disponible en:

https://agrotendencia.tv/agropedia/el-cultivo-de-microalgas/ [Acceso: Jul.14,2022].
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2. CARACTERIZACION DE ORGANISMOS PRODUCTORES DE HIDROGENO

En este capitulo, se quiere dar a conocer algunos géneros de microorganismos que tengan la
posibilidad de generar hidrégeno por medios de cultivos especificos, esto con la idea de dar algunas
condiciones de produccion de cada uno y realizar un analisis que nos permita obtener una base de

los microorganismos mas “ideales” para trabajar.

Tabla 5.

Tasas de produccion de hidrégeno obtenidas por métodos bioldgicos, valores

experimentales.

Tasas de produccion de hidrégeno obtenido en distintos métodos

evaluado en cianobacterias y microalgas

Proceso Tasa de produccién
Biofotdlisis 0,07 mmol/L/h
Biofotdlisis indirecta 0,35mmol/L/h
Fotofermentacion 145-160 mmol/L/h
Fermentacion oscura 77 mmol/L/ h
Procesos de dos etapas 3,72-7,2 mol Ha/mol Cs

Nota. Recopilacion de informacion de la produccién de hidrégeno del género
Rhodopseudomonas, informacion tomada de: Brandon SeanRoss Robert W.M.Pott
“Hydrogen production by immobilized Rhodopseudomonas palustris in packed or
fluidized bed photobioreactor systems”. Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0360319920338568?via%3Dihub
[Acceso: Mar.25, 2022]

El género Rhodopseudomonas es ampliamente estudiado por su capacidad de produccion de
hidrogeno en presencia de luz, y “una de sus especies mas estudiadas para este proceso es la especie
palustris; esta especie presenta mayores rendimientos en reactores PBR (Reactor de Lecho
Empacado) de lecho fluidizado que en reactores PBR de lecho compacto y reactores CSTR

(Reactor de Tanque Agitado Continuo) (rendimientos inferiores a: 8 mL/g/h)”[53].
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Las simulaciones para generar un modelo cinético de alta precision para la produccion de

biohidrogeno en reactores PBR analizan los cambios causados por la intensidad de la luz a la que

se expone la cepa, la temperatura de crecimiento y la sintesis de biohidrogeno [54].

2.1 Bacterias productoras de hidrogeno

2.1.1 Caracteristicas de la bacteria Rhodopseudomonas (faecalis RLD-53).

Tabla 6.

Produccién de hidrégeno por medio de Rhodopseudomonas.

Género

Rhodopseudomonas (faecalis RLD-53)

Tipo de organismo

Bacteria gramnegativa parpura no sulfurosa

Tipo de celula

Procariota

Caracteristicas

metabdlicas

Fotofermentacion anaerobia y fotosintesis anoxigénica

Medio de crecimiento

La bacteria utilizada se cultivd durante cuatro dias en
medio de Van Niels modificado [53].

Crecimiento

Su fase exponencial dura aproximadamente 72 horas y
genera hidrogeno en menor medida comparado a su
fase estacionaria [53].

Forma de produccion

El hidrégeno es generado por medio de las enzimas

nitrogenasas e hidrogenasas [55].

Condiciones de operacion

Iluminacion: 150 W/m? (lampara incandescente de 60
W)

pH:6,8

Temperatura: 35°C [53]

Rendimientos

1. Fase exponencial: 1,82 £+ 0,12 mol Hz/mol
2. Fase estacionaria: 3,67 + 0,26 mol Hz/mol
3. Fase muerte: 1,12 + 0,07 mol Hz/mol [53].
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Tabla 6. Continuacion
Valor agregado Opera a condiciones cercanas a las ambientales

ambientalmente

Nota. Recopilacién de informacion de la produccion de hidrogeno del género Rhodopseudomonas de la
especie faecalis RLD-53, informacion tomada de: Bovinille Anye Cho, et al. “Dynamic modelling of
Rhodopseudomonas palustris biohydrogen production: Perturbation analysis and photobioreactor

upscaling”. Disponible en: https://www.journals.elsevier.com/international-journal-of-hydrogen-energy

[Acceso: Mar.25, 2022]
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2.1.2 Caracteristicas de la bacteria Rhodopseudomonas (capsulatus).

Tabla 7.

Produccién de hidrégeno por medio de Rhodobacter

Nombre

Rhodobacter (capsulatus)

Tipo de organismo

Bacteria gramnegativa purpura no sulfurosa

Tipo de celula

Procariota

Caracteristicas

metabdlicas

Fotofermentacion anaerobia (también puede ser aerobia) y

fotosintesis anoxigénica

Medio de crecimiento

Se cultivo en un medio RCV anaerdbico [56].

Crecimiento

Dura alrededor de 40 horas su etapa de crecimiento

Forma de produccion

El hidrégeno es generado por medio de las enzimas

nitrogenasas e hidrogenasas [55]

Condiciones de

operacion

Biorreactor: BATCH de un litro

Fuente de luz: Lampara de vapor de sodio de 60W
Temperatura: 30°C

pH: 6,8 [56].

Rendimientos

1. Cepal (B10): 17 mL Hi/g/h
2. Cepa?2 (IR3): 72 mL Ha/g/h

Valor agregado

ambientalmente

Las cepas IR3 pueden usar sustratos organicos (residuos

alimenticios) para producir hidrégeno.

Nota. Recopilacion de Informacion de la produccion de hidrégeno del género Rhodobacter de la especie
capsulatus, informacién tomada de: Jonathan Deseure Jamila Obeid, John C. Willison, Jean-Pierre
Magnin ‘“Reliable determination of the growth and hydrogen production parameters of the
photosynthetic bacterium Rhodobacter capsulatus in fed batch culture using a combination of the
function and the model”.

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844021014973[Acceso: Mar.27, 2022]

Gompertz Luedeking-Piret Disponible en:

Las descripciones matematicas indican que la fotofermentacion es mas prometedora que la
fermentacion oscura para la transformacion de sustratos en biohidrogeno para este género en

especifico. La cepa modificada (IR3) presenta grandes avances en el aumento del rendimiento de
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Ho>, pero debido a su dificil adquisicion ésta no sale de las etapas de laboratorio haciendo dificil su

implementacion a mayor escala.
2.1.3 Caracteristicas de la bacteria Rhodopseudomonas (sphaeroides DSM 158).

Tabla 8.

Produccién de hidrégeno por medio de Rhodobacter sphaeroides

Nombre Rhodobacter (sphaeroides DSM 158)

Tipo de organismo  Bacteria gramnegativa purpura no sulfurosa

Tipo de célula Procariota

Caracteristicas Fotofermentacion anaerobia y fotosintesis anoxigénica

metabdlicas

Medio de Las células bacterianas fueron cultivas en un medio de
crecimiento cultivo (PCM) bajo condiciones anaerdbicas [57].
Crecimiento Produce hidrogeno en su fase estacionaria la cual llega

alrededor de las 18 horas [60].

Forma de produccion  El hidrégeno es generado por medio de las enzimas

nitrogenasas e hidrogenasas [55].

Condiciones de Intensidad luminica: 2250 W/m?
operacion pH: 7
Temperatura: 30°C [57]
Rendimientos Proceso Batch: 195 mL/L/h

Proceso continuo: 165 mL/L/h [57].

Valor agregado Al requerir cantidades altas de luminosidad se puede

ambientalmente exponer directamente al sol y evitar usar fuentes de luz
eléctricas.

Nota: Recopilacion de informacion de la produccion de hidrogeno del género Rhodobacter de la especie
sphaeroides DSM 158, informacion tomada de: Felix Krujatz, et al. “Hydrogen production by
Rhodobacter  sphaeroides DSM 158 under intense irradiation”.  Disponible en;
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0960852414014837?via%3Dihub [Acceso:
Mar.29, 2022]
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Es posible mejorar la incidencia de luz en la superficie del reactor para aumentar tasa de
produccién de hidrogeno producido con el género Rhodobacter. Para este caso la produccion de
hidrégeno y la formacion de biomasa se maximizaron con una irradiacion de 2250 W/m? y una
potencia volumétrica de 0,55 kw/m? [57].

2.1.4 Caracteristicas de bacterias fotosintéticas HAU-M1.

Tabla 9.

Produccién de hidrégeno por medio de Bacterias fotosintéticas HAU-M1
Nombre Bacterias fotosintéticas HAU-M1 también llamadas

bacterias fotosintéticas de alta eficiencia (PSB) HAU-
M1

Tipos de organismos  Bacterias gramnegativas purpuras no sulfurosas

Tipo de célula Procariota
Caracteristicas Fotofermentacidn anaerobia y fotosintesis anoxigénica
metabdlicas

Medio de crecimiento Se cultivo en un medio de crecimiento utilizando

biomasa de Chlorella Vulgaris como sustrato [58].

Crecimiento El periodo de retardo de produccion de hidrégeno es de
23,00 h [58]

Forma de produccion  Hidrolisis enzimatica de diferentes enzimas y biomasa

de Chlorella Vulgaris

Condiciones de Temperatura: 25 a 30°C
operacion pH:6,5a7
Sustrato: Biomasa de Chlorella Vulgaris [58].
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Tabla 9. Continuacion
Rendimientos Logra producciones de 291,65 mL con tasas de

produccion de 3,939 — 6,038 mL/h [58].

Valor agregado El sustrato es econdmico ya que puede usar desechos

ambientalmente lignocelulosicos.

Nota. Recopilacién de informacién de la produccién de hidrégeno por medio de bacterias fotosintéticas
HAU-M1, informacion tomada de: Hong Liu et al. “Optimization of hydrogen production performance
of Chlorella vulgaris under different hydrolase and inoculation amount”. Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0959652621015122?via%3Dihub [Acceso:
Mar.30, 2022]

“La cepa adoptada fue la bacteria fotosintética (PSB) HAU-M1, proporcionada por el
Laboratorio Clave de Nuevos Materiales y Equipos de Energia Renovable del Ministerio de
Agricultura de la Universidad Agricola de Henan. Se compone de un 28% de Rhodopseudomonas
palustris, un 27% de Rhodospirillum rubrum, un 25% de Rhodopseudomonas capsularis, 11%

Akhodobacter capsulatus y 9% Rhodobacter sphaeroides” [59].

Los procesos bioldgicos consumen mas energia de la que pueden producir; para mejorar esta
relacion lo que proponen es el aumento de la eficiencia del proceso y, en paralelo, reducir el
consumo de electricidad, ambos aspectos relacionados con la cuestion de un disefio 6ptimo del
fotobiorreactor. El rendimiento de la fotofermentacion puede mejorarse ain mas mediante la
implantacion de técnicas de inmovilizacién, la aplicacion de nanomateriales fotoluminiscentes, la

ingenieria genética y otras estrategias biotecnoldgicas. [60].
2.1.5 Caracteristicas de bacterias del género Thiocapsa.

“Es un género de bacterias purpuras del azufre de la familia de las Chromatiaceae, descubierta
por Winogradsky a finales del siglo XIX con caracteristicas esféricas en forma de tétradas. Su
tamafio ronda de 1-3 um y contiene guanina y citosina en un 65.7%” [61]. Algunos
microorganismos como la Thiocapsa roseopersicina puede producir hidrégeno, sulfato, tiosulfato,

acetato, propionato, piruvato, malato, succinato, fructosa, fumarato o glicol etc. Como sustratos.
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Tabla 10.

Produccion de hidrogeno por medio de bacterias del género Thiocapsa

Género

Thiocapsa

Tipo de organismo

Bacteria purpura de azufre gram negativa

Tipo de célula

Procariota

Caracteristicas

metabdlicas

Realiza fotosintesis en condiciones anaerdbicas y es

quimiotrofo [62].

Medio de crecimiento

Tienen un Optimo crecimiento en medios con
cloruro de sodio 0,3 M [63].

Tasa de crecimiento

Llega a su estado estacionario de 3 a 4 dias en
condiciones fotosintéticas [64].

Forma de produccion

La Bacteria posee 4 NiFe enzimas hidrogenasas
(HupSL, Hyn, Hox y HupUV), fijando el N2 y
produciendo H> siendo la Hox la que produce Hz en
condicion de luz [65].

Condiciones de

operacion

Método 1:

Medio de cultivo: Las cepas se cultivaron en medio
pfenning.

Duracion del cultivo: 3 dias

Temperatura: incubacién a 30°C

Luminosidad: 60-80 mol Quanta m-? s*

pH: 7,00 [66]

Método 2

Medio de cultivo: Las cepas se cultivaron en medio
pfenning.

Temperatura: 25 °C
Luminosidad: 58 pm sm

Duracién del cultivo: 5 dias [67].
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Tabla 10. Continuacion
Rendimientos Método 1: 45 ul/H2S nmol durante 7 h [66]

Meétodo 2: 16,31 ml H, /mg™? proteina 150 h [67]

Valor agregado Operar a temperatura ambiente (25 °C).

ambientalmente

Nota. Recopilacion de informacion de la produccion de hidrégeno del género Thiocapsa, informacion
tomada de: [65] [66] [67] [Acceso: Mar.31, 2022]

2.2 Microorganismos productores de hidrogeno por fermentacion oscura:

La produccion de biohidrogeno por fermentacion oscura son procesos en los que los
microorganismos degradan las materias organicas en metabolitos de bajo peso molecular en fase
liquida en condiciones anaerdbicas y generan biohidrogeno simultdneamente. Durante este proceso
no hay aporte de luz; maltiples tipos de microorganismos son capaces de generar biohidrégeno por

medio de la fermentacion oscura.

“Las bacterias de fermentacion oscura estudiadas actualmente incluyen principalmente
bacterias anaerobias obligadas (Caldi- cellulosiruptor saccharolyticus, bacterias del rumen y
Ruminococcus) y bacterias anaerobias facultativas (Escherichia coli y Enterobacter). Las bacterias
de fermentacion oscura suelen estar dominadas por bacterias mixtas productoras de biohidrogeno”
[15], ya que las bacterias mixtas poseen una mayor adaptabilidad a sustratos complejos para
fermentacién mas eficiente para producir biohidrégeno, mientras que las bacterias puras de una
sola especie no. Por medio de la fermentacion oscura se obtiene mayor velocidad de produccién
de biohidrégeno y un funcionamiento continuo sin luz, lo que la hace llamativo este proceso para

ser implementado a escala industrial.
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2.2.1. Caracteristicas de bacterias mixtas.

Tabla 11.
Produccién de hidrégeno por medio de Bacterias mixtas
Nombre Bacterias mixtas
Tipos de organismos Bacterias gramnegativas purpuras no sulfurosas
Tipo de célula Procariotas

Caracteristicas metabdlicas Fermentacién oscura anaerobia

Medio de crecimiento Residuos organicos (principalmente cascara de fruta)

con inéculo granular

Crecimiento Produce una mayor cantidad de hidrégeno en su fase
de crecimiento la cual se da a las 24 horas [68].

Forma de produccion Produce hidrogeno por medio de hidrogenasas
encargadas de producir hidrégeno molecular sin usar
ATP 2H* + e~ & H, [55].

Condiciones de operaciéon ~ Método 1
Medio de cultivo: Residuos organicos

Temperatura: 35°C

pH: 55
Reactor: anaerobio hibrido de flujo ascendente. [68]
Rendimientos Método 1: 650 + 50 mL H./g COD [68]
Valor agregado La combinacion de las bacterias bajo este método de
ambientalmente obtencién (fermentacion oscura) permite utilizar

distintos sustratos o sustratos complejos.

Nota. Recopilacién de informacion de la produccién de hidrogeno por medio de bacterias mixtas,
informacion tomada de: L.M. Reyna-Gémez, A. Cruz-Lépez, J.M. Alfaro, S.I. Suarez-Vazquez
“Evaluation of the production of biohydrogen during the co-digestion of organic wastes in an upflow
hybrid anaerobic reactor”. Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S138589472100824 X [Acceso: Abr.2, 2022]

“De acuerdo con los anélisis moleculares, se presenta la selectividad del biohidrogeno generada
por presencia de los generos Megasphaera, Clostridium, Lactobacillus y Prevotella, que
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representaban el 26%, 2%, 12% y 29% de la biota microbiana a las 24 h. Ademas, el rendimiento

del reactor anaerobio hibrido de flujo ascendente fue superior al reactor convencional” [68]
2.3 Microorganismos productores de hidrogeno por fermentacion foto-oscura:

Con una combinacion de fotofermentacion y fermentacion oscura, el sustrato se somete
primero a una fermentacion oscura para la produccion de biohidrégeno. Después, los metabolitos
del licor de la fermentacion oscura se utilizan para producir biohidrogeno en la etapa de
fotofermentacion, mejorando asi significativamente el rendimiento de biohidrogeno. Este proceso
combinado puede aumentar significativamente el rendimiento teérico de biohidrégeno, mejorando

sustancialmente la eficiencia de conversion de energia.

Las investigaciones sobre la produccion de biohidrogeno por fotofermentacion oscura se ha
centrado en estrategias de produccién de biohidrogeno de dos y un paso, la ultima de las cuales
implica el cultivo conjunto de bacterias de fermentacion oscura y de fotofermentacion [15].

2.3.1. Caracteristicas de bacterias Clostridium y Rhodopseudomonas

Tabla 12.

Produccion de hidrogeno por medio de bacterias del género Clostridium vy

Rhodopseudomonas
Nombre Clostridium y Rhodopseudomonas
Tipos de organismos Bacterias: Clostridium butyricum es un bacilo
grampositivo
Rhodopseudomonas palustris es una bacteria
gramnegativa parpura no sulfurosa
Tipo de célula Procariotas
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Tabla 12. Continuacion

Caracteristicas

metabdlicas

Clostridium  butyricum:  Fermentacion  oscura

anaerobia

Rhodopseudomonas  palustris:  Fotofermentacion

anaerobia y fotosintesis anoxigénica

Medios de crecimiento

La C. butyricum y R. palustris se cultivan en medios
GP (Medio de Glucosa-Peptona) y YPS

respectivamente [69].

Crecimiento

La C. butyricum y R. palustris tiene una etapa de

crecimiento de 16 horas y 48 horas respectivamente.

Forma de produccién

Produce hidrégeno por medio de hidrogenasas
encargadas de producir hidrégeno molecular sin usar
ATP 2H* + e~ & H, [55].

Condiciones de operacion

Meétodo 1 (C. butyricum)
Operacion: Fotofermentacion oscura
Medio de cultivo: GP

pH:6,0

Temperatura: 37°C

Agitacion: 150 rpm [69].

Meétodo 2 (R. palustris)
Operacion: Fotofermentacion
Medio de cultivo: YPS

pH: 6,5-8,5

Agitacion: 120 rpm
Intensidad de luz: 40W/m?
Temperatura: 30°C [69].
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Tabla 12. Continuacion
Rendimientos El rendimiento total de ambas especies fue de 8,3+ 0,1

mmol H2/ g COD

Valor agregado Puede usar sustratos de desechos lignocelulésicos.

ambientalmente

Nota. Recopilacién de informacién de la produccién de hidrogeno por medio de bacterias del género
Clostridium y Rhodopseudomonas, informacion tomada de: Yaping Zheng, et al. “A review on biological
recycling in agricultural waste-based biohydrogen production: Recent developments”. Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319917320694 [Acceso: Abr.3, 2022]

Tabla 13.
La optimizacion del disefio y el rendimiento de los biorreactores de fermentacion
Tipo de Disefio 6ptimo Tipo de Sustrato Rendimiento
biorreactor fermentacion maximo del Hz
Lecho fijo  Lecho fijo de polietileno  Fermentacion Glucosa 32,3 mL Ha/g
hibrido clorado integrado y oscura glucosa

zeolita modificada con Fe

Biorreactor  Lecho de polietileno de Fermentacion ~ Sacarosay 2,0 mol de H»

de flujo baja densidad reciclado oscura urea /moles
descendente convertidos de
sacarosa

Biorreactor Modulo de membrana Fermentacién Glucosa 2,0 mol Hz/mol

de flujo tubular de ultrafiltracion oscura de glucosa
ascendente sumergida
Biorreactor Lodos anaerdbicos Fermentacion ~ Mezcla de 650 + 50 mL
de flujo hibridos oscura cascaras de H2/g COD
ascendente fruta

Biorreactor =~ Lamina de gel de silice  Fotofermentac Acetato 2,52 £0.13 mol
de como soporte ion Hz/mol de

biopelicula acetato
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Tabla 13. Continuacion

Biorreactor Placa guia de luz Fotofermentac Glucosa 1,11 veces
de modificada con SiO:- ion mayor que la
biopelicula  quitosano-medio como del portador
soporte tradicional
Biorreact Fibra optica anular ~ Fotofermentaci Glucosa 0,34 mmol
or de como portadora on basada en la Hz/mmol de
biopelicula sintesis de glucosa
aguas

Nota. Optimizacion del disefio y rendimiento de los biorreactores de fermentacion tomada de: Yaping Zheng,
et al. “A review on biological recycling in agricultural waste-based biohydrogen production: Recent
developments”.  Disponible en: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319917320694
[Acceso: Abr.3, 2022]

En el caso de la fermentacion los reactores que presentan mayor produccion de hidrégeno
son el biorreactor de flujo ascendente y el de lecho fijo hibrido (tabla 13); donde el primero

de ellos destaca por utilizar un desecho lignocelul6sico como las céscaras de fruta.
2.4. Microalgas productoras de hidrogeno por Biofotolisis.
2.4.1. Caracteristicas del género Scenedesmaceae.

Es un género de algas verdes, de la clase de los Chlorophyceae, que generalmente son
inmoviles. Para la formacion de cenobios se encontr6 que depende de factores como altas
intensidades de luz y temperaturas altas las cuales producen altas tasas de crecimiento [70]. A su
vez se encontré que algunas de estas algas pueden producir gas de hidrégeno en condiciones
anaerobicas al proporcionar hidrogenasas con iones de hidrogeno derivados de la divisién de

moléculas de agua a traves de la fotosintesis [71].
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Tabla 14.

Produccion de hidrogeno por medio de la microalga Scenedesmaceae

Género Scenedesmaceae
Tipo de organismo Alga verde
Tipo de célula Eucariotas

Caracteristicas

metabdlicas

Se desarrollan de manera fotoautotrofa

Medio de crecimiento

Crecen en medios RCM (Medio Reforzado para
Clostridios), Oxoid, TAP (Tris-acetato-fosfato),
SENGER y aguas residuales con altas producciones de
biomasa [72].

Tasa de crecimiento

Tiene un crecimiento de densidad optima de 750 nm al
llegar a su fase estacionaria, la cual ocurre a las 15 a
24 horas [73].

Forma de produccién

Produce hidrégeno por medio de hidrogenasas
encargadas de producir hidrégeno molecular sin usar
ATP 2H* + e~ & H, [55], también produce H, por
fotorreduccion de CO2 [11].

Condiciones de operacion

Método 1:

Medio de cultivo: RCM, Oxoid

Duracion de la fermentacion: 48h
Temperatura: 30°C

Luminosidad: 150uE/m?s

Agitacion: 150 rpm durante la fermentacién
pH: 7 [74]
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Tabla 14. Continuacion
Condiciones de operacion Método 2

Medio de cultivo: TAP
Luminosidad: 30pE/m?s por 18 h

Duracion: 3 dias
Temperatura: 25°C
Agitacion: 120 rpm [73].

Método 3
“Medio de cultivo: SENGER
Temperatura: 30°C
Luminosidad: 50-60uE/m?s
Duracion: 5 dias” [75]
Rendimientos Método 1: 56,8 mL Ha/g VS [74]
Método 2: 1,4 nmol H2/ug chl/h [73]
Método 3: 4,7 ml H2 /ml PVCy 12,3 mL H, /mL [75]

Nota. Recopilacion de informacion de la produccién de hidrogeno por medio de la microalga del género
Scenedesmaceae, informacion tomada de: [73], [74] y [75] [Acceso: Abr.7,2022]

Se encontrd que este género de microalga, (en el caso de la Scenedesmus sp) es demasiado

susceptible a rendimientos distintos de hidrogeno si se varia condiciones de luminosidad. [73]
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Figura 16.

Produccion de hidrégeno de Scenedesmus sp KMITL
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Nota. Produccion de hidrogeno de Scenedesmus sp KMITL en medio TAP en condiciones de
luz y oscuridad, tomado de: Aran Incharoensakdi, Saranya Phunpruch “Hydrogen Production
by the Green Alga Scenedesmus sp. KMITL-O1 under Heterotrophic Conditions”. Disponible
en: https://cutt.ly/ALF2YAH [Acceso: Abr.7, 2022]

Trabajar en condiciones anaerdbicas en los tiempos iniciales del proceso ayuda a producir

cantidades mayores de hidrégeno, como se ve a continuacion.
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Figura 17.

Produccion de hidrogeno de Scenedesmus sp KMITL en distintos tiempos de

adaptacion
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Nota. Produccién de hidrégeno de Scenedesmus sp KMITL en medio TAP bajo diferentes tiempos
de adaptacion anaerobica, tomada de: Aran Incharoensakdi, Saranya Phunpruch “Hydrogen
Production by the Green Alga Scenedesmus sp. KMITL-O1 under Heterotrophic Conditions”.
Disponible en: https://cutt.ly/ALF2YAH [Acceso: Abr.7, 2022]

La produccion de hidrégeno fue la mas alta en las células incubadas bajo adaptacién
anaerdbica durante 2 horas (Figura 17). Después, la produccion de hidrégeno de las células
disminuyd. Esto se debe a que la produccion de oxigeno disminuye y asi la enzima hidrogenasa
no se ve inhibida para generar hidrogeno en las primeras 2 horas después de la adaptacién
anaerobica [73]. La incubacion durante mas de 2 horas no generd una produccién de hidrégeno
constante o mayor, debido a que se reducen los donantes de electrones y protones en las células,

ademas de la limitacion de la enzima hidrogenasa.
2.4.2. Caracteristicas del género Chlamydomonas.

Son un género de algas verdes de alrededor de 10 um de largo por 3 de ancho, en su extremo

posee dos flagelos que le proporcionan movilidad. Poseen la caracteristica de reproduccion asexual
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y sexual dependiendo la circunstancia en las que se encuentran. Sus habitats incluyen suelos,

estanques temporales, lagos eutroficos y nieve derretida [12].

Tabla 15.

Produccion de hidrogeno por medio de la microalga Chlamydomonas

Género Chlamydomonas
Tipo de organismo Alga verde
Tipo de celula Eucariotas
Caracteristicas Se desarrolla mixotroficamente y fotoautotrofamente
metabolicas con NO3z y NO; bajo bajas tensiones de CO> [76].

Medio de crecimiento El medio de cultivo mas usado es el TAP, algunas

veces retirando el azufre [77].

Tasa de crecimiento A las 48 horas llega a su fase exponencial y a las 96

horas a su fase estacionaria [78].

Forma de produccién Se tiene que privar el azufre y el oxigeno del cultivo
para activar la hidrogenas y producir hidrégeno [76],
también pasando de fase aerObica a anaerdbica

rapidamente mejora la productividad del cultivo [79].

Condiciones de operacion  Método 1
Medio de cultivo: TAP
pH: 7,2
Temperatura: 25 °C
Agitacion: 150 rpm
Luminosidad: 200 pE/m?s con fotoperiodos 12:12
Tiempo de produccion éptimo: 110h [76].
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Tabla 15. Continuacion
Condiciones de operacion  Método 2

Medio de cultivo: Medio mineral NO3
Temperatura: 25°C

IHluminacion: Se varié en distintos tiempos (60-250
Hm/m?2s)

Tiempo: 60 h [76].

Meétodo 3

Medio de cultivo: TAP-S (Tris-acetato-fosfato, sin
azufre)

Tiempo de produccion maxima: 120 h

Absorcion fotosintética: 681 nm

Luminosidad: 100 pE/m?s

pH: 8,0
Reactor: Flujo tubular Sartorius [80].
Rendimientos Método 1: 225 ml Hz/L cultivo [81]

Método 2: 660 ul Ho/ Chl [76]
Método 3: 5,2 ml Ho/L Cultivo[80]

Valor agregado Su metabolismo natural involucra el secuestro de COs,

ambientalmente y genera una reduccién ambiental [82].

Nota. Produccién de hidrogeno por medio de la microalga del género Chlamydomonas, informacién
tomada de: [76], [80] y [81] [Acceso: Abr.10,2022]

La fase logaritmica de estos organismos cuando son cultivados es mantenida en un fotoperiodo
de 12:12 (luz: oscuridad) a 22-25°C. En luz a 25°C normalmente las células se dividen 3 veces
produciendo 8 hijas y cuando se manejan temperaturas menores y en condiciones de baja luz

normalmente solo dan dos divisiones [83].
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Figura 18.

Crecimiento de células en cultivo de ciclo 12:12

Nota. Crecimiento de células en cultivo de ciclo 12:12, tomado de: Robert A. Andersen
“Algal Culturing Techniques”. Disponible en: https://www.elsevier.com/books/algal-
culturing-techniques/andersen/978-0-12-088426-1 [Acceso: Abr.12, 2022]

Como podemos observar en la figura 18 el organismo presenta un alto crecimiento celular
trabajando con fotoperiodos 12:12, en donde el mayor crecimiento celular se presenta en la hora
16. También, al ser un organismo que puede crecer de distintas formas, su rendimiento va a variar

dependiendo de la condicion del metabolismo que se le emplee.
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Tabla 16.

Rendimientos de distintos crecimientos que posee la C. reinhardtii

Condiciones de crecimiento Rendimiento (g biomasa/mol
carbono)
Autotrofo 28,9
Heterotrofico 15,6
Mixotroéfico Incrementa cuando aumenta la

intensidad de luz 13,5 a 22,9

Nota. Rendimientos de distintos crecimientos que tiene la C. reinhardtii, tomado de:

Nanette R Boyle & John A Morgan “Flux balance analysis of primary metabolism in

Chlamydomonas reinhardtii”. Disponible en:
https://bmcsystbiol.biomedcentral.com/articles/10.1186/1752-0509-3-4 [Acceso:
Abr.12,2022]

Se observa que el incremento en la intensidad de la luz de la especie C. reinhardtii , ayuda a
producir mejores rendimientos en condiciones mixotroficas, generando velocidades de

crecimiento de hasta 600 pmol/m?s [84].
2.4.3. Caracteristicas del género Chlorella.

Es un género de algas verdes unicelulares del filo Chlorophyta, los cuales poseen una forma
esférica teniendo tamafios de alrededor de 2 a 10 pm de didmetro y no poseen flagelo. Poseen una
reproduccion asexual y bastante rapida, ya que en 24 horas en condiciones éptimas se multiplican
por autoesporulacion que es la reproduccion mas comuan en algas [30]. Se ha encontrado que
algunas especies como la Chlorella Vulgaris tiene la cualidad de producir hidrogeno en medios de

cultivos especificos.
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Tabla 17.

Produccion de hidrogeno por medio del género Chlorella

Género Chlorella
Tipo de organismo Alga verde
Tipo de célula Eucariota

Caracteristicas metabolicas

Se desarrolla de manera mixotrofica.

Medio de crecimiento

Medios MA, F/2, sales minerales y sustancias
orgénicas como aguas residuales y estiércoles [85],

[86] y [87].

Tasa de crecimiento

En medios F/2 llega a una fase estacionaria al dia 20
con tasas de crecimiento de 30x10° a 125x10°
cel/ml” [85].

Forma de produccion

Biofotdlisis indirecta con privacion de azufre [86].

Condiciones de operacién

Método 1

Medio de cultivo: MA

Temperatura: 27 °C

Iluminacion: 120 pm/m?s

Tiempo de produccion mas alta: 100 h
Burbujeo: 5% CO> con velocidad 0,3 vvm [86]

Método 2

Medio de cultivo: Se cultivo foto autotroficamente
en un medio MA.

pH: 8,0

Iluminacion: 120 pm/m?s

Temperatura de inhibicion: 40°C

Tiempo de produccion mas alta: 72h

Burbujeo: aire de 5% de CO2 100 ml/min [87]

Rendimientos

Meétodo 1: 34.8 mL/h/L
Produccion total: 496 mL Ha/L cultivo [86]
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Tabla 17. Continuacion
Rendimientos Método 2: 24 mL Ha/L cultivo [87]

Produccién total: 1 315 mL H2/L

Valor agregado Su metabolismo natural involucra el secuestro de
ambientalmente CO2, y genera una reduccion ambiental, también
degradan aguas residuales y estiércol como alimento,

para crecer en medios naturales [82].

Nota. Produccién de hidrégeno por medio del género Chlorella, informacién tomada de: [85], [86]
y [87] [Acceso: Abr.13, 2022]

Se encontrd que la especie Chlorella Vulgaris es un organismo demasiado susceptible a
cambios respecto al pH y dependiendo del sustrato que se suministre, genera variaciones en la

produccidn de hidrogeno como se ve a continuacion.

Figura 19.

Hidrogeno producido con variacion de pH en el cultivo
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Nota.  Hidrégeno producido con variacion de pH en el cultivo a lo largo del tiempo, tomado de:
Naim Rashid, Kisay Lee, Qaisar Mahmoodb “Bio-hydrogen production by Chlorella Vulgaris under
diverse photoperiods”. Disponible en: https:/link.springer.com/article/10.1007/s00449-012-0819-9
[Acceso: Abr.14, 2022]
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“En la figura nimero 19 la variacion de hidrégeno cambia debido al pH, ya que este cambia las
vias metabdlicas que producen diversos subproductos desfavorables. Esto se debe a que el pH es
uno de los factores que controlan la actividad enzimética productora de hidrégeno con la
nitrogenasa y la hidrogenasa” [86] [87]. También se puede observar que se obtienen mejores
rendimientos en pH de 8 a menores tiempos, por lo tanto, se propone trabajar bajo esta medida;

ademas de que a este nivel de pH se inhibe el crecimiento de otro tipo de microorganismos.

El consumo de glucosa como sustrato para la C. Vulgaris a las 72 horas resultd ser uno del
organismo con tasa de produccion de hidrogeno més altas.

Figura 20.

Consumo de glucosa de la Chlorella Vulgaris para la produccion de hidrégeno
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Nota. Consumo de glucosa de la C. Vulgaris para la produccion de hidrégeno, tomado de: Naim

Rashid, Kisay Lee, Qaisar Mahmoodb “Bio-hydrogen production by Chlorella vulgaris under diverse
photoperiods”. Disponible en: https://www.
sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0960852410013921[Acceso: Abr.14, 2022].

También se puede observar en la figura 20, que usando glucosa como sustrato (deficiente de
azufre) al medio de cultivo, se consume rapidamente alrededor de las 24 horas e incrementando
rapidamente la produccion de hidrégeno, hasta consumirse completamente, esto ocurre en fase

estacionaria con un pH inicial de 8,6.
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2.5 Cianobacterias productoras de hidrégeno por Produccién por fotolisis
2.5.1. Caracteristicas del género Synechocystis.

Es un género de cianobacterias de agua dulce, se representa principalmente con la cepa de
Synechocystis sp PCC6803 [88]. Esta especie es muy susceptible a la modificacion genética. Su
genoma ha sido secuenciado y muchas herramientas de biologia de sistemas y biologia molecular
estan disponibles para estudiar esta bacteria. Recientemente, los investigadores han realizado
importantes esfuerzos para comprender y disefiar esta bacteria para producir productos quimicos
y biocombustibles a partir de la luz solar y el COz. [89].

Tabla 18.

Produccion de hidrogeno por medio de la cianobacteria Synechocystis

Género Synechocystis
Tipo de organismo Cianobacteria
Tipo de célula Procariota

Caracteristicas metabolicas Fotosintesis oxigénica, fosforilacion oxidativa y
glucolisis en medios oscuros [89].

Medios de crecimiento Cultivos de agar, solucion salina BG-AA, BG-11,
BG11-Tris con BG110-Tris.

Tasa de crecimiento
Alcanza a tener tasas de crecimiento de 271,94 +

20,44x10° cel/mL en condiciones especificas [90].

Forma de produccion Produce hidrégeno por medio de hidrogenasas
encargadas de producir hidrogeno molecular sin
usar ATP 2H* + e~ & H, [55].

Condiciones de operacion  Método 1
Medio de cultivo: Medio BG-11 fotoautdtrofa.
Iluminacion: 50 pE/m?s

Temperatura: 30°C
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Tabla 18. Continuacion

Condiciones de operacion

Método 1

Medio de cultivo: Medio BG-11 fotoautotrofa.
Iluminacion: 50 uE/m?s

Temperatura: 30°C

pH: 9-10

Tiempo de produccién: 80 h [91]

Método 2

Medio de cultivo: Mezcla de BG11-Tris con
BG110-Tris.

Iluminacion: 70 um/ m2s

pH: 7.4

Temperatura: 28°C

Burbujeo: gas N2 durante 15 min para eliminar el
oxigeno

Tiempo de produccién: 200h [92]

Método 3

Medio de cultivo: Medio BG11

Iluminacion: 150 um/m?s

Temperatura: 28 °C

Burbujeo: Gas de N> durante 20 min para eliminar
el oxigeno

pH 7,4

Tiempo de produccion: 7 dias [93]

Rendimientos

Meétodo 1: 0,29 mM Ha/Chl h [91]
Método 2: 5,8mL Ha/mg cell h [92]
Metodo 3: 3,07 mL Ho/L h [93]
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Tabla 18. Continuacion
Valor agregado “Capaces de producir toxinas y exudarlas al medio

ambientalmente circundante, constituyéndose en un problema de
significancia para la salud humana y ambiental.”

[94]

Nota. Produccién de hidrégeno por medio de la cianobacteria Synechocystis en 3 medios de cultivo y
condiciones de produccion diferentes, informacion tomada de: [90], [91], [92], [93] v [94] [Acceso:
Abr:16, 2022]

Cuando se inmoviliza estos organismos en geles de alginato de calcio el cual es un material
econdmico y no tdxico, facilita la recoleccidn y separacion de la biomasa de las cianobacterias del
medio de crecimiento, facilitando asi el proceso de produccion de hidrégeno. A su vez, también se
encontrd que la actividad fotosintética de estos organismos depende de la composicion de la matriz
del gel de alginato de calcio. También es una buena solucion para extender la vida util de las

cianobacterias, ya que estas pudieron sobrevivir durante mas tiempo con pérdidas minimas [92].

2.5.2 Caracteristicas del género Spirulina.

Tabla 19.
Produccion de hidrogeno con la cianobacteria Spirulina
Nombre Spirulina
Tipos de organismos Cianobacteria
Tipo de celula Procariota
Caracteristicas Fermentacion oscura anaerobia y Fotofermentacion
metabolicas anaerobia
Crecimiento No se encuentra registrado del tiempo de cultivo.
Medio de crecimiento Medio de Zarrouk, Efluente MFC con acetato de

sodio, agua destilada con soluciones de minerales y

vitaminas [95].

Forma de produccion Fermentacion oscura y fotofermentacion [56].
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Tabla 19. Continuacion
Condiciones de operacion  Medio de cultivo: Zarrouk

Tiempo de trabajo: 26 h — fotoperiodos 24:2
Equipo: EBPR (Fotobiorreactor Electroquimico)
lluminacion: 2,92 W/m?[13]

Rendimientos
27,49y 13,37 mol Ha/d1/m? [13].

Valor agregado No presenta un valor ambiental apreciable comparado
ambientalmente con la produccion de hidrégeno de otros
microorganismos procariotas debido a su gasto

energético constante.

Nota. Produccién de hidrégeno con la cianobacteria Spirulina, informacion tomada de: Selma Hasnaoui, André
Pauss, Nadia Abdi, Hocine Grib, Nabil Mameria “Enhancement of bio-hydrogen generation by spirulina via an
electrochemical photo-bioreactor (EPBR)”. Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0360319919347123 [Acceso: Abr.17,2022]

La produccion se cuadruplica a estas condiciones de operacion, pero sigue siendo baja comparada
con la tasa de produccion media de otros microorganismos [13] y al suministrar un voltaje su costo

de operacion aumenta y hace imposible su implementacion a escala industria
2.6 Evaluacion de microorganismos

Para generar la eleccion del microorganismo a trabajar, se decide hacer una matriz de seleccion
la cual presenta valores ponderados para los parametros: tasa de produccion, crecimiento, valor

agregado ambientalmente, caracteristica metabdlica.

» Tasa de produccion: En esta caracteristica se va a evaluar la cantidad méxima que
presentan los microorganismos en la produccién hidrégeno independientemente del medio
de cultivo y del tiempo de crecimiento que se use. Estos valores pueden oscilar entre 0-
1315 mL Hy, donde el valor del parametro aumenta en una unidad cada 263 mL H.; donde

el valor maximo del pardmetro es de 5 unidades.
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» Crecimiento: Se tendra en cuenta la tasa de crecimiento que presente el organismo o en
su defecto el tiempo de crecimiento necesario para llegar a la tasa de produccién de H»
promedio del estudio. Para la ponderacion 1 de este parametro se considera que de 0 a 2
dias es un crecimiento rapido, entre 2 a 3 dias es de crecimiento medio y mayores a 3 dias
es de crecimiento lento y con un valor de 5, 3 y 1 respectivamente.

» Valor agregado ambientalmente: Se analizara de manera cualitativa el impacto
ambiental de cada microorganismo en su crecimiento y al final se le asignara un valor para
poder ser evaluado en la matriz (1: impacto perjudicial, 2: Impacto bajo, 3: impacto medio,
5: impacto alto)

» Caracteristica metabolica: Se evaluara la cantidad de diferentes rutas metabdlicas y su
factibilidad al ser usadas por el microorganismo, en donde si presenta mas de una ruta de

metabolica, obtendra un valor numérico mas alto.
2.6.1 Factor de importancia

Para la determinacion de la matriz de decision, se tendra un factor de importancia que evalue el
impacto que genera cada pardmetro en el estudio. Cada parametro tendrd un peso distinto
dependiendo su importancia. A su vez este factor de importancia se multiplicara por el valor de

cada parametro evaluado y el valor mayor de la sumatoria determina el organismo a trabajar.
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Tabla 20.

Factor de importancia

Parametros que Factor de
evaluar importancia
Tasa de produccion 5
Crecimiento 4
Caracteristica
metabolica ’
Valor agregado
ambientalmente 2

Nota. Factor de importancia en orden descendente para cada

parametro a evaluar

En el factor de importancia se toma la tasa de crecimiento como el factor mas influyente en la toma
de decision debido a que de ello depende la cantidad y proporcion del producto obtenido; luego se
tiene en cuenta el crecimiento del microorganismo, ya que, aunque el rendimiento puede no variar

significativamente a mayor biomasa del microorganismo, mayor cantidad generada de hidrégeno.

Luego con menor importancia para el proceso, pero relativamente importante, se encuentran las
caracteristicas del metabolismo, las cuales debe satisfacer el disefio del fotobiorreactor. Y por
ualtimo se encuentra el valor de peso dado al valor agregado que pueda dar al ambiente el desarrollo

del método de obtencion.

83



Tabla 21.

Peso de parametros a evaluar

. ) Valor cuantitativo
Valor cualitativo de parametro )
de parametro

Cumple completamente con los estandares

maximos de parametro >

Cumple en su mayoria con los estandares 4

Cumple de forma regular con los estandares 3
Cumple de forma minima con los

estandares ?

No cumple con los estandares 1

Nota. Relacion de valores de acuerdo con el cumplimiento del pardmetro.
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2.6.2 Matriz de decision

Tabla 22.

Matriz de decision

) Tasa de o Caracteristica Valor agregado
Géneros . Crecimiento . _ Total
produccion metabdlica ambientalmente
Rhodopseudomonas
(Palustris) 2 1 2 2 24
Rhodopseudomonas -
(faecalis RLD-53) 2 3 2 2
Rhodobacter
2 5 3 5 49
(capsulatus)
Rhodobacter
(sphaeroides DSM 1 35
3 3 2
158)
Bacterias
fotosintéticas HAU-
2 5 2 4 44
M1
Bacterias mixtas 3 5 2 2 45
Clostridiumy
45
Rhodopseudomonas 2 3 5 4
Spirulina 2 2 5 1 45
Thiocapsa 2 2 3 2 31
Scenedesmaceae 2 5 2 3 42
Chlamydomonas 3 5 3 3 50
Chlorella 5 2 4 5 55
Synechocystis 2 3 4 1 36
Factor de impacto 5 4 3 2 -
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Se establece que debido a sus cualidades y cumpliendo en la mayoria de los parametros
evaluados, el organismo elegido pertenece al género Chlorella, el cual presenta el mayor valor
numeérico en la matriz de decision. A su vez se hace eleccidn de la especie Vulgaris, la cual es el

organismo con el que se evaluo esta especie y el mas ampliamente estudiado de este género.

La Chlorella Vulgaris al ser un organismo fotoautétrofo para la conversion de dioxido de
carbono, presenta una gran dependencia a la cantidad de luz suministrada, mas que otras variables
como el pH y temperatura, por lo tanto, se toma como variable de escalamiento la luz como

principal fuente de energia suministrada al fotobiorreactor [96].
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3. DEFINICION DE LA UBICACION GEOGRAFICA DEL FOTOBIORREACTOR
CON RESPECTO A LA INCIDENCIA DE LA RADIACION SOLAR

3.1 Importancia de la luz solar en microalgas

La luz es el nutriente que proporciona la energia a las microalgas para que puedan llevar a cabo
la generacion de biomasa y por lo tanto es la caracteristica principal del crecimiento de estos
organismos. “La luz es un nutriente limitante en un fotobiorreactor bien disefiado, ya que los demas

nutrientes se pueden afiadir en exceso sin perjudicar el proceso.” [46]

Las microalgas absorben la luz muy intensamente, en mayor cantidad de lo que pueden asimilar,
mas sin embargo suministrar la luz en él fotobiorreactor puede ser uno de los procesos mas
complicados, ya que es un factor limitante y por ello hay que entender que una exposicion solar
excesiva puede dar lugar a demasiada energia, destruyendo los sensibles pigmentos del alga, lo
que seguidamente las manchan, palidecen y pudren [97].

“Una de las caracteristicas que tienen los fotobiorreactores, es que puedan estar fotolimitados,
estos casos ocurren cuando dentro del reactor existen zonas oscuras en el seno de los cultivos, y
aunque existan zonas muy iluminadas, en promedio, el volumen del fotobiorreactor puede estar
muy oscuro” [46]. A esto se le considera como cultivos densos, cultivos en donde existe un
gradiente de iluminacién en donde coexisten zonas oscuras y zonas iluminadas. Esta situacion es

inevitable cuando se usa luz solar.

En cultivos fotoautétrofos, la disponibilidad de la luz determina la intensidad a la que se realiza
la fotosintesis y como consecuencia también la velocidad de crecimiento [98]. Como se habia
hablado anteriormente en todos los sistemas de cultivo (fotobiorreactores) las células méas cercanas
a la superficie del reactor impiden la penetracion de la luz hacia el seno del cultivo, la cual “se
estima que en algunos cultivos solo de 1 a 2 mm de la luz penetra dentro del fotobiorreactor, lo
cual presenta una pequefia fraccion de la zona fotica, de alrededor de 10-30% del volumen total
del cultivo [98].

87



Figura 21.

Trayectoria de la luz y de los ciclos luz/oscuridad
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Nota. Trayectoria de la luz y de los ciclos luz/oscuridad en un fotobiorreactor, tomado de: Coral
Contreras-Flores, Julian Mario Pefia-Castro, Luis Bernardo Flores-Cotera y Rosa Olivia
Cafiizares-Villanueva “avances en el disefio conceptual de fotobiorreactores para el cultivo de
microalgas”. Disponible en: https://www.redalyc.org/pdf/339/33908304.pdf [Acceso: Abr.22,
2022]

Un proceso importante que se debe realizar dentro del fotobiorreactor es el mezclado, ya que
este favorece el intercambio gaseoso, evita la sedimentacion de células, la formacién de gradientes
de condiciones ambientales y de concentracion de nutrientes, pero su funcion principal es permitir
que todas las células puedan acceder a la zona iluminada del fotobiorreactor [98]. En un mismo
fotobiorreactor es posible establecer diferentes maneras de mezclado para manipular el régimen

de iluminacion y asi la tasa de produccion obtenida.

También se encontrd que en cultivos de alta densidad celular en los que se utilizan niveles de
iluminacién altos, como los que se presentan al mediodia con frecuencia reportan aumentos de
productividad al aumentar la intensidad del mezclado. EI mezclado de un cultivo permite una
penetracion de la luz y un mejor régimen de iluminacion [99], sin embargo, este proceso puede
causar un dafio al organismo por la fragilidad que poseen. Esta fragilidad celular y caracteristicas
fotosintéticas entre otros factores pueden variar dependiendo de la cepa con la que se esté

trabajando.
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3.1.1 Influencia de fotoperiodos para el Chlorella Vulgaris

La intensidad de la luz tiene un gran impacto para el género de alga Chlorella, ya que se necesita
una cantidad especifica de luz para que realice su fotosintesis. La tasa de fotosintesis aumenta con
la intensidad luminica, llegando a un nivel de saturacion que solo varia dependiendo la especie.
[100] “Las intensidades de luz que se utilizan frecuentemente oscilan entre los 100 y 200 pE/m?s,

el cual es un valor bajo de luz, ya que corresponde al 5-10% de la luz del dia (2000 pE/m?s)” [101]

Se ha encontrado en diferentes estudios realizados, que la concentracion celular, la produccion
de biomasa y la produccién de hidrégeno depende en gran medida de la cantidad de luz y los

periodos de luminosidad que se le empleen, como se puede ver a continuacion:

Figura 22.

Produccién de biomasa celular, en diferentes fotoperiodos
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Nota. Cuantificacion de biomasa celular a diferentes fotoperiodos y concentraciones de nitrégeno,
tomado de: Maria Yesenia Ruiz Aguilar “Andlisis del cultivo de la microalga chlorella vulgaris a
diferentes fotoperiodos y concentraciones de nitrogeno” pag 48. Disponible en:
http://repositoriodigital.tuxtla.tecnm.mx/xmlui/bitstream/handle/123456789/723/48911.pdf?sequ
ence=1&isAllowed=y [Acceso:25, 2022]
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En la figura 22, se indica que variaciones en los fotoperiodos y la cantidad de nitrégeno
suministrado al medio de cultivo, tienen afectaciones de manera positiva en la produccion de
biomasa, los cuales tienen mayores tasas de biomasa en fotoperiodos de 20/4 y en altas
concentraciones de nitrégeno, en donde se alcanzan a obtener valores de biomasa de 38,15x10°
células/mL, esto se debe a que al aumentar el ciclo de luz , se suministra mas energia para realizar
una mayor cantidad de reacciones bioquimicas [102] . También concuerda con un estudio realizado
por Ferrero (2011) donde la influencia del fotoperiodo sobre algunas microalgas del género
Chlorella, demostr6 una reduccion en la velocidad de crecimiento en ciclos de 12/12 en
comparacion con los expuestos a 24 horas de luz continua, indicAndonos que la biomasa se genera

en mayor cantidad en las horas de irradiacién [103].

Segun un estudio realizado en el 2010 en la universidad de Myiongli en republica de corea [86],
la incidencia de la luz solar sobre la microalga Chlorella Vulgaris tiene afectaciones positivas para
la produccion de hidrégeno, ya que en este estudio se expone a este organismo a cuatro patrones
de luminosidad diferentes, en los cuales las células fueron inmovilizadas y privadas de azufre y
variando los fotoperiodos en rangos especificos aplicando una intensidad de 120 pmol/m?s

constante en cada periodo [86].
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Tabla 23.

Produccion de hidrogeno bajo distintas condiciones de luz

Completamente Parcialmente  Completamente Parcialmente

Condicion o o
oscuro oscuro iluminado iluminado
Tasa (mL/h/L) 19,4 28,7 28,5 34,8
Volumen de H»
348 448 496 530
(Max)
Hora de inicio de
y 23-24 24-25 21-22 21.5-22
produccién Hz
Tiempo de
produccion total 45 59 47 52
de Hy

Nota. Produccion de hidrégeno por medio de la microalga Chlorella Vulgaris en diferentes fotoperiodos,
tomado de: Naim Rashid, Kisay Lee, Qaisar Mahmoodb “Bio-hydrogen production by Chlorella Vulgaris
under diverse photoperiods”. Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0960852410013921?via%3Dihub [Acceso: Abr.28,
2022]

Como se puede apreciar en la tabla 23, es recomendable trabajar en condiciones parcialmente

iluminadas, en donde se obtienen mejores tasas de produccién y tiempos de producciones méas

cortas.

La necesidad de la fase oscura es esencial si se propone realizar un fotobiorreactor con

produccién de hidrégeno, ya que la fotosintesis se rige por dos fases. La primera es donde se
produce el ATP (Adenosin Trifosfato) y NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucle6tido Fosfato)
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en fase luminica, en donde estos, trabajan en la fase oscura para sintetizar moléculas metabolicas

esenciales para el crecimiento [104]

Figura 23.

Produccién de hidrégeno por Chlorella Vulgaris bajo distintos fotoperiodos
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Nota. Produccion de H; por Chlorella Vulgaris bajo condiciones (a) completamente oscuras (b) completamente
claras (c) parcialmente oscuras y (d) parcialmente iluminadas con un periodo de crecimiento de 3 dias, tomado

de: Naim Rashid, Kisay Lee, Qaisar Mahmoodb “Bio-hydrogen production by Chlorella vulgaris under diverse
photoperiods”. Disponible en:

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0960852410013921?via%3Dihub [Acceso: Abr.28, 2022]

Por tanto, se propone la idea de realizar un fotobiorreactor para la produccion de hidrogeno,

con cortos tiempos de incidencia oscura, ya que se presentan resultados 6ptimos de crecimiento.
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3.2 Ubicacion geografica en Colombia del fotobiorreactor con respecto a la incidencia de la

radiacion solar.

Para definir la ubicacion geogréfica se tiene en cuenta 4 factores principales: La incidencia de
luz solar en la zona, la temperatura promedio, los factores de atenuacion de la luz solar y las &reas
del pais donde exista desarrollo industrial o se encuentre cerca a puertos u otras infraestructuras
relevantes para la cadena de suministro de hidrégeno; también se tiene en cuenta los perfiles de

tiempo de duracion, intensidad y constancia de los factores a evaluar.
3.2.1 Incidencia de la luz solar:

“La radiacion solar emitida por el sol llega a la atmésfera de la Tierra considerablemente
debilitada (aproximadamente 1360 vatios por metro cuadrado-W/m?.), debido a la distancia entre
el Sol y la Tierra. Despueés dicha radiacion sufre una atenuacion debido a la capa atmosférica, por
lo que la radiacion en la superficie terrestre es de aproximadamente 1000 W/m?2.” [105] Se

distinguen tres tipos de radiacion solar en funcion de como inciden los rayos del sol sobre la Tierra:

> Directa: es la recibida desde el Sol sin que se desvie en su paso por la atmésfera.

> Difusa: es la que sufre cambios en su direccion principalmente debidos a la reflexion y
difusion en la atmosfera.

> Albedo o reflejada: es la radiacion directa y difusa que se recibe por reflexion en el suelo

u otras superficies proximas.

De entre los tres tipos, la radiacion directa es la de mayor importante en las aplicaciones
fototérmicas. Los dias nublados se recibe una menor cantidad de irradiacion la cual llega a la
superficie como radiacion solar difusa y radiacion de albedo. Debido a esto la radiacion solar total,

sera la suma de todos los tipos de radiaciones:
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Rr = Rgir + Rgir + Ry
Donde:
R; = Radiacién total
Rgir = Radiacion directa
Rgif = Radiacion difusa

R, = Radiacion de albedo

“El valor de la radiacion difusa dependera del angulo (debido a factores geograficos) de los
sistemas de captacion (superficie del fotobiorreactor), dependera de la naturaleza del suelo, por

ejemplo, en la nieve la reflexion es mayor que sobre la vegetacion.” [105]

3.2.1.a Constante solar. “Se define la constante solar como la cantidad de energia por unidad de
tiempo y area, que se alcanza sobre una superficie orientada normalmente hacia la direccién de los
rayos solares en la atmosfera” [105]. Por los efectos de debilitacion que se producen por la
atmasfera, la constante solar para efectos de calculo se tendré en cuenta en la superficie terrestre,
dependiendo de diversos factores: nubes, vapor, horas de sol, etc.

“Por lo que se considera un valor de 1 kilovatio por metro cuadrado (kW/m?) para el valor de
constante solar. Por ello este valor se tomara para determinar las caracteristicas de los sistemas

captadores de energia” [105]

3.2.1.b Unidades de radiacion solar. Los valores de radiacion tienen las unidades de kW/m?,
aunque en algunas documentaciones se utilizan la otra unidad de potencia, los Julios/segundo.

[105] Para obtener el valor de radiacion solar de una determinada zona se puede tener en cuenta:
» Irradiancia: “Flujo de radiacion solar que incide sobre una unidad de superficie en un

tiempo dado. Se expresa normalmente en W/m?, aunque también se expresa en kKW/m?.”
[105]
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» Irradiacion: “se define como la energia por unidad de superficie a lo largo de un periodo
de tiempo. Se expresa en julios (energia) por metro cuadrado (#) 0 COmo potencia(”n’l—';)

mediante la conversion de unidades” [105]

La ecuacion que relaciona la potencia con la energia es la siguiente en donde las unidades de la
energia son los mega julios (MJ) y la de la potencia los kilovatios hora (kWh):
1 Kwh = 3,6 MJ
“Para efectos de calculo se utiliza la Irradiacion y para obtener los valores de irradiacion se
puede obtener desde la base de datos de irradiancia mundial online PVGIS (Sistema de
Informacion Geogréfica Fotovoltaica)” [106]

3.2.2 Precipitacion

«Uno de los principales moduladores de la radiacion UV, son las nubes, debido a que
absorben o dispersan parte de ella, evitando que alcance el nivel del suelo. Se ha llegado a
observar la extincion de cerca de la mitad de la radiacion global para cielos cubiertos, y la mayor

parte de la cual era radiacion directa, que se redujo hasta en un 84 %» [107]

El nivel de precipitacion que se genera al alcanzar el punto de saturacion, el cual es donde las
gotas de agua aumentan de tamario hasta alcanzar la masa necesaria para que con el efecto de la
gravedad estas se precipiten, y tomando la gran disminucion en la radiacion directa cuando se
presenta este fendmeno, los lugares viables para la instalacion de nuestro fotobiorreactor deben
tener valores inferiores a 1500 mm/afio lo que garantiza un periodo de exposicion a la radiacion

solar con pocas interferencias.
3.2.3 Intensidad de la luz

Uno de los requisitos cruciales para un fotobiorreactor es proporcionar suficiente luz para
permitir el crecimiento del cultivo de microalgas o cianobacterias. “Las bajas intensidades de luz
no proporcionan suficiente energia para un crecimiento éptimo y las altas intensidades de luz

conducen a la fotoinhibicion del sistema de recoleccion de luz de algas” [108]
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La intensidad de la luz incidente es facil de medir, se puede comparar entre todos los diferentes
tipos de reactores y es un parametro basico de luz mencionado en casi toda la literatura.
“Desafortunadamente, el valor informativo de la densidad de flujo de fotones incidente es limitado
porque la luz se atenta a lo largo de la distancia en la suspension a medida que las células en
crecimiento absorben la luz y se sombrean entre si en el cultivo. Se debe tener en cuenta la

atenuacion de la luz” [48].

«A pesar de la observacion empirica de que la tolerancia de las microalgas al flujo de luz se
produce a 200-400 pmol m2 s 1, dicho umbral no constituye un limite estricto; de hecho, hay
informes que atestiguan tolerancias de flujo de hasta 5 000 pmolphotonm™ s  sin una saturacion
de flujo significativa, cuando se utilizan fuentes de diodos emisores de luz (LED) y flujos de luz

instantaneos (pero discontinuos)» [48].

En condiciones de laboratorio la luz que incide la superficie del fotobiorreactor se encuentra en
un rango de 50-200 uE m? s %, pero cuando la incidencia de la luz es natural (radiacion solar) es
comun que la luz incidente sea igual o mayor que 2000 pmol m2s™ [109].Se evidencia que para
la Chlorella Vulgaris la exposicion a flujo de luz alta (de 2500 a 3500 pmol m2 s) se presentan

aumentos en su tasa de crecimiento lo cual la hace idonea para uso industrial” [110].

“Comparando la intensidad del Sol, con otra artificial, por ejemplo, un dia de Sol al aire libre
genera 2 000 umol de fotones de luz por metro cuadrado por segundo (2 000 pmol m™ s™. en
potencia unos 1 000 W m=2)” [109] y conociendo que la intensidad tolerable de la Chlorella
vulgaris es considerablemente mayor (aproximadamente 3500 umol m™ s) a la de un dia de sol

al aire libre; las regiones que ofrecen un mayor lapso de irradiacion son las méas idoneas.

La irradiacion en cada region sera evaluada como Hora Solar Pico (HSP). Donde es la cantidad
de energia solar que recibe un metro cuadrado de superficie en un dia promedio dividida en la
constante solar (1000 W/m?); lo cual nos da el valor de la cantidad de horas que la superficie de la
region estaria siendo irradiada por 1000 W/m?,

Irradiacion diaria

1000 ¥
m

HSP =
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3.2.4 Temperatura

La temperatura también es un factor clave y poco estudiado. Comprender el efecto de las
fluctuaciones de temperatura en el metabolismo de las microalgas es crucial ya que los sistemas
de produccion al aire libre, que estan directamente sujetos al flujo solar, pueden sufrir variaciones
muy fuertes en la temperatura diaria y estacionalmente. Las microalgas suelen ser capaces de
desarrollarse en un amplio rango de temperaturas entre 15y 35 °C [111], con una respuesta muy

variable entre las especies. La temperatura afecta la productividad en tres niveles diferentes:

“Desde un punto de vista fisicoquimico, afecta al CO2 y O en su velocidad de transferencia de
masa Yy solubilidad en el medio, junto con el equilibrio/cinética de las reacciones, actuando
fuertemente sobre todos los procesos enzimaticos celulares” [112], afecta el metabolismo de las

microalgas, la velocidad de transporte en la célula, la regulacidn celular y, finalmente, la estructura.

A alta temperatura, también induce la degradacién de proteinas, lo que lleva a la mortalidad
celular. “Se ha demostrado que el estrés por temperatura afecta fuertemente la dinamica de las
ROS (especies reactivas de oxigeno) causando dafio oxidativo progresivo y, en ultima instancia,

la muerte celular” [113].

“La mortalidad celular tiene lugar a temperaturas en un rango (dependiendo de la especie) entre
20 °C y 45 °C” [114]. Tales temperaturas se pueden alcanzar facilmente en un dispositivo de
cultivo de microalgas como fotobiorreactores al mediodia en verano. “Las fluctuaciones de
temperatura de 10 a 45 °C pueden observarse facilmente en regiones templadas, donde el limite
superior esta efectivamente por encima de los umbrales tolerados de la mayoria de las microalgas
de interés” [115]. Por lo tanto, es de vital importancia desentrafar el efecto de la temperatura en

la tasa de crecimiento celular de su efecto sobre la mortalidad.

“Para la generacion de hidrogeno con la microalga Chlorella se encuentran rangos de operacion
entre los 10 a 45 °C” [115] donde para la especie Chlorella Vulgaris se encuentra un valor maximo
de operacion de 40°C [87], en este valor la produccion de hidrogeno se empieza a inhibir debido a

la alta temperatura.
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El rendimiento y crecimiento del alga también presentan valores bajos cuando se encuentran en
temperaturas superiores a 30°C (sobrecalentamiento) y a temperaturas inferiores a 15°C (condicion
suboOptima); la temperatura 6ptima para el crecimiento de las algas en el biorreactor segln los
modelos de Hinshelwood y Bernard-Rémond es de 23,3 °C [116]; también se sabe que los cambios
experimentados en el rango de temperatura entre 18 a 25 °C tanto para el crecimiento como para

el rendimiento de hidrégeno son despreciables.

También se sabe que esta microalga extraida de su ambiente, en cultivos abiertos y en
fotobiorreactor presenta crecimientos y rendimientos de Hz considerables de 25 °C a 32 °C; donde

la temperatura normal de cultivo y produccién es de 25 °C [12].

Teniendo en cuenta lo anterior y que la temperatura, aunque importante no tiene tanta influencia
en el rendimiento de la produccion de hidrégeno siempre y cuando se mantenga en los rangos de
operacion y de forma constante se establece como rango considerado para la evaluacion de este

factor las temperaturas promedio comprendidas entre 18 a 32 °C.
3.2.5 Evaluacion de ubicacion del fotobiorreactor

La hoja de ruta del hidrégeno en Colombia es un consenso el cual se llevé el pasado 13 de
noviembre en Escocia en la COP26 (vigésima sexta sesién de la Conferencia de las Partes),
convocada por la ONU (Organizacion de las Naciones Unidas) , y la asistencia de representantes
de 190 paises [117]. En estas se plantean la meta de disminuir a la mitad las emisiones de CO, para

el 2030 y ser carbono neutro para el afio 2050.

Para el desarrollo del objetivo se descartan las areas que no se encuentren en las zonas
consideradas en la hoja de ruta del hidrégeno en Colombia [117]. Y tomando las zonas destacadas
y sus alrededores aplicamos la evaluacion de los tres parametros cuantitativos previamente

explicados.
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Figura 24.

Zonas posibles para la ubicacion del fotobiorreactor
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Nota. Regiones destacadas en la ruta del hidrégeno en Colombia

Las regiones o zonas destacadas en la hoja de ruta del hidrégeno en Colombia son: Barranquilla
y Cartagena (con el complejo industrial de Mamonal), Bogota, Medellin, Bucaramanga y zonas de

Manizales, Pereira, Armenia y Ibagué [117].

Tabla 24.

Rango de parametros cuantitativos a evaluar

Parametro Rango
Precipitacion (mm/afio) <1500
HSP (Horas Solares Pico) (h/dia) El valor mas alto

Temperatura promedio (°C) 18 - 32

Nota. Valor o rango en el cual deben estar los pardmetros evaluados en cada ciudad

para ser aceptados.
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Los datos tomados para hacer la recopilacion pertenecen al IDEAM (Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales) y abarcan la informacidn de precipitacion, Irradiacion y
rango de temperatura desde el afio 1981 hasta el 2010; y corroborados por las recopilaciones del
IDEAM de afos posteriores (hasta el 2016)

Tabla 25.
Recopilacion de parametros evaluados
) Rango de
Rango de HSP promedio Cumple los
Zona L temperatura )
_ precipitacion anual o parametros
(ciudad) . ] promedio/afio
anual (mm/afio) (h/dia)
(°C)
Barranquilla 500 - 1000 50-55 26 - 28 Sl
Cartagena 1000 - 1500 50-55 26 - 28 S
Bogota 1000 - 1500 4,0-45 12 - 16 NO
Medellin 2000 - 2500 40-45 20-22 NO
Bucaramanga 1000 - 1500 35-4,0 22 -24 S
Manizales 1500 - 2000 4,0-45 16 - 20 NO
Pereira 2500 - 3000 40-45 20-22 NO
Armenia 1500 - 2500 40-45 20-22 NO
Ibagué 1500 - 2000 45-5,0 22 -24 NO

Nota. Recopilacién y evaluacion de los parametros para cada una de las ciudades, informacion tomada de: [42] y [118]
[Acceso: May.6, 2022]

Las zonas que se ajustan a todos los pardmetros son Barranquilla, Cartagena y Bucaramanga.
La ciudad seleccionada para la implementacion del fotobiorreactor es la ciudad de Barranquilla
debido a ser la de menor precipitacion anual y ser una de las dos ciudades con el valor HSP mas
alto junto con Cartagena.
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Figura 25.

Precipitacion mensual en Barranquilla
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Nota. Precipitacion promedio mensual en Barranquilla, tomado de: Instituto de hidrologia, meteorologia y
Estudios Ambientales “Atlas Climatologico de Colombia (1981-2010)” Disponible en:
http://atlas.ideam.gov.co/visorAtlasClimatologico.html [Acceso: May.9,2022]

Para la zona escogida el primer trimestre del afio es el de menor precipitacion y perdida de
radiacion por la interrupcion de las nubes; y los meses donde la radiacion directa disminuye son

septiembre y octubre donde las precipitaciones pueden superar los 150 mm/mes.
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Figura 26.

Radiacion mensual en Barranquilla
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Nota. Radiacion promedio mensual en Barranquilla, tomado de: Instituto de hidrologia, meteorologia y Estudios
Ambientales “Atlas de Radiacion Solar, Ultravioleta y Ozono de Colombia”. Disponible en:

http://atlas.ideam.gov.co/visorAtlasRadiacion.html [Acceso: May.9, 2022]

Para la zona escogida el primer trimestre del afio es el de menor precipitacion y menor perdida
de radiacion por la interrupcién de las nubes; y los meses donde la radiacion directa disminuye son
septiembre y octubre donde las precipitaciones pueden superar los 150 mm/mes. En los otros
lapsos del afio se presentan bajas precipitaciones (<100 mm/mes) y luego de julio hasta noviembre
las HSP disminuyen y se encuentran en un rango de 5,2 a 5,6 h/dia; por ende, en estos 4 meses el
fotobiorreactor deja de recibir un poco mas de 1000 W/m? cada dia.

“La temperatura promedio es de 27,3 °C. Al medio dia la temperatura maxima media oscila
entre 32 y 34°C. En la madrugada la temperatura minima esta entre 22 y 25 °C. Durante la mayor
parte del afio el sol brilla en promedio més de 6 horas /dia, alcanzando valores mayores a 8
horas/dia en el periodo de diciembre a marzo” [118].
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4. SELECCION DEL TIPO DE FOTOBIORREACTOR PARA LA PRODUCCION DE
HIDROGENO

4.1 Sistema abiertos y cerrados para la produccion de hidrégeno por medio del alga
Chlorella Vulgaris.

4.1.1 Fotobiorreactores para crecimiento autotrofo:

Durante varias décadas los fotobiorreactores han sido investigados y desarrollados debido al
amplio potencial que se observa en los mismos. Se han evaluado multiples modelos en una gran
variedad de condiciones y se han contrastado estos resultados por medio de mediciones y
simulaciones computacionales multiples veces, por lo cual decidimos determinar el tipo de

biorreactor que mas se ajusta a nuestros propdsitos valiéndonos de esta informacion.

En primer lugar, se debe hacer distincion entre los sistemas cerrados y abiertos, el uso de estos

altimos para la produccion de microalgas se ha implementado desde la segunda guerra mundial.

4.1.1.a Sistemas abiertos. Se trata de sistemas expuestos al ambiente bien sean naturales o de
fabricacion humana. El tipo principal de sistema abierto son los estanques pues poseen una de las
caracteristicas mas importantes requeridas: amplia exposicion solar [119]. Esta es una de sus
mayores virtudes, ya que permite una exposicién en todas las células, lo cual es positivo ya que
evitan el uso de medios de agitacion internos que pueden generar costos mayores y dafios en las

algas. Sin embargo, deben tener una baja profundidad para poder garantizar el paso de la luz.

“Estos sistemas poseen densidades celulares de hasta 0,7g de células/L, lo que requiere grandes
areas de terreno de alrededor de 500-5000 m2” [120]. También tienen un sistema de control poco
estricto, lo cual se convierte en una desventaja ya que son altamente susceptibles a la invasion de

otros microorganismos incluyendo otro tipo de microalgas o contaminacion de otro medio.

Entre otras formas de sistemas abiertos, destacan los disefios en ‘U’ y los inclinados, estos
requieren ser mezclados bien sea por medio de un sistema mecanico o el aprovechamiento de la

gravedad, y si bien han sido utilizados y estudiados ampliamente estos sistemas enfrentan una gran
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variedad de problemas entre los cuales se encuentran: Bajas concentraciones celulares, altas tasas
de evaporacion del agua, y para los sistemas inclinados pérdidas significativas de CO; y altas

cantidades de energia y una compleja infraestructura que aumenta los costos operativos [121].

Figura 27.

Sistemas abiertos esquema de fotobiorreactor Raceways

Nota. Sistemas abiertos, tomado de: Alexis Hernandez-Pérez y José I. Labbé
“Microalgas, cultivo y beneficios” Disponible en:
https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-
19572014000200001&Ing=en&nrm=iso&ting=en [Acceso: Jul. 15, 2022]

4.1.1.b Sistemas cerrados. Esta tecnologia es mas implementada que los sistemas abiertos, ya
que brindan un entorno mas controlado con respecto al pH, intensidad de luz, temperatura y
concentracion de dioxido de carbono, ademas de permitir el uso de una misma cultura por
prolongados periodos de tiempo. Mejorando radicalmente las condiciones de trabajo e

influenciando directamente la cantidad de biomasa producida.

Estos sistemas impiden la penetracidn directa de la luz, la cual entra al sistema en su lugar por
medio de sus paredes transparentes, y de similar manera al ser cerrados no existe un intercambio
directo de gases entre las algas y el medio exterior, es en este ultimo aspecto que se genera uno los
mayores desafios para su uso. Sin embargo, sus multiples ventajas y los avances en investigacion

de estos los dotan de un gran atractivo.
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Asi mismo son equipos que poseen la facilidad de agregar nuevos dispositivos para la
implementacion del proceso, como agitadores que trabajen por turbinas o agitaciones por medio

de CO: los cuales realizan la agitacion por medio de burbujeo.

En caso de que el fotobiorreactor no este suficientemente expuesto a la luz solar, se pueden
implementar luces fluorescentes que brinden la suficiente capacidad luminica requerida por el alga.
El material del equipo también puede variar, los primeros fotobiorreactores fueron propuestos en
1983 y fueron fabricados a base de vidrio y policarbonato, los cuales eran materiales resistentes a
los impactos, proporcionando un aislamiento efectivo contra el calor y la radiacion, ademas de ser

un excelente transmisor de luz [120].

Los fotobiorreactores tubulares, de columnay de placas planas son los que han generado mayor
atencion, ya que permiten establecer cultivos de alta densidad celular de 3 0 mas veces en
comparacion a sistemas convencionales de carrusel. Esto presente variar ventajas, entre ellas

tenemos:

Facilidad de cosechar biomasa
Realizar un mantenimiento de cultivo de Chlorella sin contaminacion

Mejoras de control en las condiciones de cultivo

YV V VYV V

Inversién del equipo més bajo

Tabla 26.

Comparacion entre sistemas abiertos y cerrados

Parametros Abiertos Cerrados
Coste de inversion Bajo Alto
Coste de consumo energético Bajo Alto
Coste de recoleccién de biomasa Alto Bajo
Tecnologia asociada Simple Compleja
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Tabla 26. Continuacion

Riesgo de contaminacion Alto Bajo
Riesgo de estrés hidrodinamico Bajo Media
Control del proceso Bajo Alto
Eficiencia de fotosintesis Medio Alta
Capacidad de fijacion de CO2 Media Alta
Productividad Media Alta
Optimizacion del proceso Dificil Media
Area necesaria Alta Baja
Consumo de agua Alta Baja
Productividad volumétrica Alta Baja
Dependencia del clima Alta Alta (En nuestro caso)
Flexibilidad Baja Media

Nota. Comparacion de diferentes pardmetros entre biorreactores abiertos y cerrados, tomado de:
SCHOTT “Fotobiorreactores”. Disponible en:
https://www.schott.com/esmx/aplicaciones/fotobiorreactores?selected=1f957e9ceae747cdaa07a4bb8
fa2b8e8 [Acceso: May.12,2022]

Como se puede apreciar, los sistemas abiertos y cerrados poseen diversas ventajas y desventajas
que limitan a cada uno (tabla 26). El sistema de fotobiorreactores abierto posee un alto riesgo de
contaminacion y control del medio de cultivo, el cual es esencial en la produccion limpia y optima
de hidrégeno, también requiere altos costos econémicos en espacio y tratamientos al operar con

estos equipos, por lo tanto, se descarta la idea de trabajar con fotobiorreactores abiertos.
4.1.2 Tipos de fotobiorreactores cerrados para la produccion de hidrégeno.

El interés en el uso de sistemas cerrados ha generado el desarrollo e implementacién de una

gran cantidad de tipos y disefios, sin embargo, apenas algunos de estos tipos han mostrado una
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capacidad prometedora de ser implementados a nivel industrial, pues multiples disefios se tornan
imprécticos pues en su complejidad los costos de mantenimiento y limpieza se ven incrementados

afectando con esto a la operacion [52].

Como ya se menciond, los reactores tubulares, de columna y de placas planas estan entre los
mas usados y prometedores para la produccion de biomasa y por esto daremos una breve

exposicion de las caracteristicas de todos ellos.

4.1.2.a Sistemas tubulares. Estos son posiblemente los sistemas mé&s ampliamente utilizados y
pueden existir en muchos tipos de configuraciones diferentes que pueden clasificarse por su forma
y orientacion, por ejemplo rectos, doblados (cominmente llamados en U) o en espiral, que pueden
ubicarse bien sea de forma vertical, horizontal o inclinada con el proposito de maximizar la
absorcién de luz, y debido a que cuentan con una superficie expuesta a la luz relativamente amplia

una orientacion apropiada puede generar resultados mucho més productivos.

En general emplean circulacion de fluidos por medio de bombas o sistemas de aire
independientes y en algunos casos pueden tener colectores dedicados de luz solar. La
configuracion mas comun es en “forma de cerca” que se trata de una sucesion de tubos paralelos

conectados entre si dispuestos horizontalmente [122].

Los didmetros mas comunes se encuentran en el rango de 10 a 60mm y pueden tener una
longitud de hasta varios metros, jugando estos dos elementos un papel crucial en su desempefio.
Y las velocidades liquidas méas usadas para la produccion en masa suelen ser de entre 0,2 m-s 1y
0,5m-s[52].

Las desventajas de este tipo de sistemas estan dadas principalmente en el control de sus
dimensiones, pues en los sistemas de diametros mas grandes las algas en las capas exteriores al
crecer pueden inhibir la luz recibida por las algas en el sector interno del tubo en un fendmeno
conocido como “auto-oscurecimiento” (self-shading). En tanto que tubos con grandes longitudes
permiten la acumulacion de O lo cual genera un problema de transferencia de masa y aumenta

costos productivos al requerir su remocion.
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Sin embargo, existe una amplia cantidad de literatura relacionada con el analisis de las
acumulaciones de O en fotobiorreactores tubulares (Vease por ejemplo [98] y [123]). Y pueden
seguir siendo considerados como una gran alternativa, como fue expresado por Camacho et.al
“Los fotobiorreactores tubulares son un disefio prometedor para culturas de microalgas de gran
escala altamente controladas. Receptores solares disefiados adecuadamente recolectan mucha de
la luz solar que llega a la superficie del reactor, y permiten una cultivacion mono algal de mayor
calidad [123].

Figura 28.

Fotobiorreactor tubular
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Nota. Sistemas cerrados, tomado de: Alexis Hernandez-Pérez y José I. Labbé “Microalgas,
cultivo y beneficios” Disponible en:
https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-
19572014000200001&Ing=en&nrm=iso&ting=en [Acceso: Jul. 15, 2022]

4.1.2.b Sistemas de placas planas. Son los sistemas mas utilizados en la cultivacion de
microalgas en laboratorios, pues permiten realizar facilmente mediciones de irradiancia e
incidencia de la luz en la superficie de las algas. Y cominmente se orientan de forma horizontal o

en ocasiones de forma inclinada [121].
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Figura 29.

Fotobiorreactor de placas planas

Nota. Sistema cerrado, reactor de placas planas, tomado de: Alexis Hernandez-
Pérez y José 1. Labbé “Microalgas, cultivo y beneficios” Disponible en:
https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-
19572014000200001&Ing=en&nrm=iso&ting=en [Acceso: Jul. 15, 2022]

Entre las ventajas de estos sistemas se encuentra un mayor control sobre la temperatura de este,
pues las superficies irradiadas pueden ser enfriadas por medio del uso de agua, o dependiendo de
la configuraciéon puede sumergirse solo el sistema, en el caso de que su tamafio lo permita.
Asimismo, se caracterizan por poder generar cultivos de alta densidad, pero manteniendo caminos
de luz mucho mas cortos debido a su reducido espesor, por lo cual el auto oscurecimiento

presentado en los sistemas tubulares se ve reducido.

Por otro lado, son en general sistemas de mas facil limpieza con respecto a los sistemas
tubulares, estan poco expuestos a la contaminacion y la cosecha de biomasa en los mismos no
presenta dificultades, todas estas caracteristicas que reducen los costos de mantenimiento y

operativos [98].

4.1.2.c Sistemas de columna. Por ultimo, los sistemas de columna son columnas verticales en
las que la mezcla de fluidos y nutrientes se logra inyectando aire al sistema, estos sistemas han
sido utilizados exitosamente para el cultivo de Chlorella, y se usan generalmente tubos de

aproximadamente 10 cm de diametro méas angostos en su parte inferior para su creacion [121].

109



Figura 30.

Fotobiorreactores de columnas

Nota. Sistema cerrado, reactor de placas planas, tomado de: Alexis Hernandez-Pérez
y José |I. Labbé “Microalgas, cultivo y beneficios” Disponible en:
https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-
1957201400000001&Ing=en&nrm=iso&tIng=en [Acceso: Jul. 15, 2022].
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Tabla 27.

Comparacion entre distintos tipos de fotobiorreactores cerrados

Tipo Eficiencia Uso Transfe- Estrés de Escala-
de de eficiente rencia de cizalla- ient Perspectivas Limitaciones Referencia
fotorreactor mezcla de luz gas miento MO
Tanaue (Molina
nang A B-M B-A A D . Grima ef al.,
agitado . Requiere mate-
Presentan bajo o 1999)
L N riales sofisti-
Sistemns L_O]}bu,r:ﬂof_fif‘-l de cados para su ( Reyna-
slsicma A-M M A B R u}crglg, act de construccion, Velarde et al .,
airlift esterilizar, reduce [ " 2010
fotoinhibicion y ~ qreapequena )
Columna fotooxidacién. il;r:llligzcig]ll{‘ ‘ (Tredici y
de burbu- M M M B R ) . -
: Zittelli, 1998)
jeo
Alta productivi-  Dificultad en
dad de biomasa, el control de
Superficie econdémico, facil temperatura, (Tredici y
plana A A A B-M D de limpiar, baja cierto grado de  Zittelli, 1998)
acumulacion de  crecimiento de
oxigeno. la pared.
Formacion de (chrard et
Tubular A A B-A B-A R Adecuada para gradientes de al., 2011)
cultivos al aire li- pH, disolucion
re, alta producti- de oxigeno -
S bre, alta produc d g Y (Lee et al
Hibrido A-M A A-M B R vidad, econémico CO, a lo largo 1995) ”

del tubo.

Nota. Comparacion entre distintos tipos de fotobiorreactores cerrados y sus parametros, donde: A: alto; M: medio; B:
bajo; D: dificil; R: razonable, tomado de: Ramirez Mérida, Luis Guillermo Jacob-Lopes, Eduardo Queiroz Zepka,
Leila
https://www.researchgate.net/publication/293173737_FOTOBIORREACTOR_HERRAMIENTA_PARA_CULTIV
O_DE_CIANOBACTERIAS [Acceso: May. 15,2022]

“Fotobiorreactor: Herramienta Para Cultivo De Cianobacterias”. Disponible en:

En los reactores de tipo tubular y plano es comuln encontrar secciones separadas para
transferencia de gases y recoleccién de luz, mientras que en los sistemas de columna el aire es
inyectado al sistema por la parte inferior lo cual provee una buena mezcla, provee al sistema con
suficiente CO> y facilita la remocion del Oz generado, que como se ha visto puede convertirse en

uno de los mayores desafios a nivel productivo.

El manejo de temperaturas en los reactores tubulares es similar al empleado en los reactores

planos, aplicando agua en las superficies irradiadas cuando la temperatura aumenta

considerablemente. Y es posible, aunque poco comuln, encontrar reactores tubulares en

configuracion horizontal, sin embargo, estos requieren de unidades separadas para la transferencia
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de gases y pueden enfrentarse a dificultades similares a las reportadas para los reactores tubulares,

pero con mayores diametros que requieren de mayor gasto de energia para la circulacion [119].

La principal desventaja en el uso de estos reactores son sus mayores costos, pues a pesar de ser
relativamente simples su uso no es tan extendido como el de los tipos de reactor previamente

mencionados.

Y concluyentemente, al momento de disefiar un reactor es necesario tener en consideracion la
eficiencia que tendra la iluminacion segln la forma geométrica y la orientacion del sistema
respecto a la luz, la apropiada provisién de CO- evitando las perdidas en lo mas posible, teniendo
a su vez un balance con la remocion del Oz excedente que puede generar disminuciones de
produccién y degradacion en los organismos utilizados y una coordinacion entre el factor escala

con el presupuesto y la disponibilidad en recursos de espacio.
4.1.3 Eleccidn del tipo de fotobiorreactor

Se consideran para los propositos de este trabajo los reactores tubulares y de placas planas como
los méas apropiados. Especialmente los planos, pues estos al haber sido utilizados con menor
extension en el &mbito industrial presentan una amplia gama de posibilidades en la adaptacion de
estos para la busqueda de formas de produccion eficientes en términos de recursos y costos,
permiten un aprovechamiento eficiente de la luz natural, y no presentan demasiados
inconvenientes en la generacién de oxigeno residual o contaminacién. Por lo tanto, el trabajo sobre
los mismos se abre a grandes posibilidades de mejorar la produccién industrial masiva de
biocombustibles por medio de fotobiorreactores.

4.2 Eleccion del material.

Un material adecuado, es una de las caracteristicas mas importantes en el disefio de un
fotobiorreactor, puesto que, la materia influye en distintas propiedades del equipo, entre ellos
tenemos: una alta transparencia, flexibilidad, durabilidad, toxicidad nula, resistencia a productos
quimicos, resistencia a la intemperie y un valor economico [49]. Para poder realizar una leccion
correcta del material del fotobiorreactor, se usara una comparacion por medio de un estudio previo,

hecho por Vicente Sanz en el 2019, en donde este, evalla los tres materiales mas comunes con los
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cuales se construyen estos equipos, y a partir de ahi, realizar un andlisis y posteriormente una

eleccion [49].

Tabla 28.
Propiedad de materiales de elaboracién
Propiedad HDPE Vidrio Polimetilmetacrilato
flotado (PMMA)
Capacidad calorifica (J/Kg K) 2940 750 1470
Conductividad térmica (W/m K) 0,29 1 0,18
Transmision de luz (%) 80 90 92

Densidad (Kg/m?3) 953 2500 1180

Nota. Propiedades de los materiales: HDPE (Polietileno de Alta Densidad), vidrio flotado y polimetilmetacrilato
para la fabricacion de fotobiorreactores, tomado de: Vicente Francisco Sanz Martinez “Disefio de un fotobiorreactor
para la obtencion de compuestos bioluminiscentes”. Disponible en:
https://upcommons.upc.edu/bitstream/handle/2117/167711/dise-0-de-un-fotobiorreactor-para-la-obtenci-n-de-
biomol-culas-fran-sanz.pdf [Acceso: May.16, 2022]

Los pardmetros que se tomaran en cuanta, para la eleccion del material, es la conductividad
térmica, la capacidad calorifica y la transmision de la luz, ya que nos brinda tres propiedades
esenciales para las condiciones de operacién del equipo. En preferencia se decide usar un material
de baja conductividad ya que nos permite mantener una transferencia de calor con el medio
ambiente. A su vez, la capacidad calorifica del material nos ayuda a mantener la temperatura del
equipo constante, evitando perturbaciones con respecto a la temperatura de los alrededores, y por
altimo se busca el valor més alto de transmision de luminosidad, ya que esta caracteristica nos

permite la entrada luminica al reactor, llegando a distintas partes del equipo.

Segun lo anterior, se evalta que el material mas recomendable para fabricar el fotobiorreactor
para cultivar algas del género Chlorella, es el polimetilmetacrilato, el cual posee la transmision de
luz mas alta, con respecto a los demas materiales, a su vez posee una capacidad calorifica menor
que el HDPE vy ser el material con la conductividad térmica méas baja, siendo el material mas

pertinente para trabajar.
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5. CONDICIONES DE DISENO Y OPERACION DEL FOTOBIORREACTOR

La seleccion de rangos de operacion con los cuales se planea trabajar el equipo se tomo a partir
de distintos estudios previamente realizados para la produccién de hidrogeno por medio de la
Chlorella Vulgaris. Esto se realiza con la intencion de obtener resultados los cuales nos genere
indicios de posibles resultados similares si trabajamos bajo las mismas condiciones. A su vez no
se puede dar un criterio exacto de trabajo ya que algunas condiciones de operacion ya estan

estipuladas en capitulos anteriores (luz, temperatura, precipitacion).

Tabla 29.

Propiedades quimicas del fotobiorreactor

VARIABLES QUIMICAS VARIABLES FISICAS
Disponibilidad de carbono, y fosforo Temperatura
Disponibilidad de nitrégeno Viscosidad
Concentracion de oxigeno Entra de energia luminica
Formacion de productos Esfuerzo cortante
pH Morfologia microbiana

Nota. Variables quimicas y fisicas del fotobiorreactor, tomado de: Jhonnathan Camilo Tovar
Salamanca y Jenny Paola Ruiz Diaz “Propuesta de escalamiento de un fotobiorreactor para
la microalga chlorella  vulgaris a nivel piloto”. Disponible en:
https://repository.uamerica.edu.co/bitstream/20.500.11839/825/1/6102537-2016-2-1Q.pdf
[Acceso: May. 20, 2022]

5.1 Condiciones de cultivo

Para el desarrollo y produccion de hidrégeno por parte de la Chlorella Vulgaris se deben tener
condiciones favorables de crecimiento, por lo tanto, se debe de tener presente un correcto control
y manipulacién del medio de cultivo para obtener un mejor comportamiento de este

microorganismo.
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5.1.1 Sustrato:

Para la produccién de hidrogeno por medio de procesos biologicos hay una gran variedad de
materias primas a implementar (figura 31), donde “el medio de cultivo debe tener una fuente de
carbono (en caso de trabajar a condiciones heterdtrofas o mixotroficas), presencia de nitrégeno

fosforo y azufre” [124].

Figura 31.

Tipos de sustratos

Ribosa (plantas)
Pentosas Arabinosa (principalmente en las frutas)

Xilosa (principalmente en las frutas)

/ Monosacdridos Glucosa (plantas)
Hexosas Manosa (algunas frutas)
Galactosa (leche y algunas plantas)
Fructosa (frutas y miel)
» Carbohidratos = (" Maltosa (Germinar el grano y en una pequefia proporeion en jarabe de maiz)
Disacdridos ™ Sacarosa (cafia de azficar)
. Lactosa (leche)

" Almidon (Plantas y algas - carbohidrato de almacenamiento de energia)
Xilano (paredes celulares de plantas y algunas algas)

\ Polisacaridos = Celulosa
Hemicelulosa Lignocelulosa (Plantas - bloque de construccion rigido)
\. Lignina
Materia prima
‘ Cultivos energéticos (miscanto, yuca, paja de trigo, paja de cebada, tallo de maiz)
——> Biomasa ) ‘ . ‘ . ‘ )
Cultivos alimentarios (pulpa de zanahoria, cafia de aziicar, jarabe de sorgo dulce, almidén de maiz, almidén de batata)

——— Acidos organicos -[ (Efluentes derivados de la fermentacion oscura: acido lactico, acido acético, 4cido formico, 4cido eitrico, acido oxalico)

Residuos agricolas (residuos de cultivos)
Residuos municipales (residuos orgénicos)

Residuos industriales (Industria alimentaria, industria lactea, central térmica)
L——» Residuos

Nota. Tipos de sustrato utilizados para la produccién biolégica de biocombustibles, tomado de: Debabrata Das, Namita
Khanna, Chitralekha Nag Dasgupta “Biohydrogen Production. Fundamentals and Technology Advances” pagina 112.
Disponible en: Biohydrogen Production: Fundamentals and Technology Advances - Debabrata Das, Namita Khanna,

Chitralekha Nag Dasgupta - Google Libros [Acceso: May.22, 2022]

Los sustratos mas comunes son los monosacaridos donde sobresale el uso de la glucosa a nivel

laboratorio debido al bajo volumen de cultivo (<200 ml); pero al escalar este proceso a nivel de
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planta piloto o industrial el uso de glucosa no es viable econédmicamente y se debe optar por el
aprovechamiento de otras fuentes como la biomasa, los &cidos organicos o los residuos

industriales.

5.1.1.a Aguas residuales como materia prima. “El cultivo de Chlorella Vulgaris puede admitir
una gran variedad de sustratos como los lixiviados posteriores a la fermentacion de plantas de
biogéas o el ensilaje de maiz.” [125] “Las microalgas pueden utilizar como medio de cultivo las
aguas residuales mediante lodos activados para disminuir la concentracion de nitrégeno y fosforo
en las corrientes, su rendimiento es mayor cuando las microalgas actdan en consorcio con las
bacterias”[121] [126].

5.1.1.b Industria de procesamiento de alimentos. Uno de los sectores industriales mas
importantes en Barranquilla es el de alimentos y bebidas [127] ,donde presenta multiples plantas
productoras de alimentos regionales como: PARADISE DRINK SAS, BAVARIA SA,
PROSIGNA SAS, etc. [128], y es por esto que las aguas residuales provenientes de este tipo de
industrias son las de mayor conveniencia para utilizarlas como materia prima para el cultivo y

crecimiento de la Chlorella Vulgaris.

“El procesamiento de alimentos es parte crucial de las diferentes cadenas de suministro de
alimentos, donde la huella hidraulica de este tipo de industrias es de gran consideracion debido al
gran volumen de aguas residuales generadas.” [129] Las aguas residuales de procesamiento de
alimentos son organicas y mejoran el crecimiento de microorganismos, y debido a esto causan
eutrofizacion de los cuerpos de agua dulce si se descargan sin tratamiento. “Estas aguas residuales
no contienen metales toxicos como los metales pesados y no son tdxicas en comparacidn con otros

efluentes industriales.” [130]

5.1.1.b.i Las aguas residuales de procesamiento de alimentos. Las FPWW (Aguas Residuales
de Procesamiento de Alimentos) se generan principalmente a partir del procesamiento de
productos lacteos, el procesamiento de carne, el procesamiento de aceite comestible, el almidon 'y

las unidades de procesamiento de cerveceria.

“Los FPWW se caracterizan por altos contenidos orgéanicos en forma de TDS (Solidos

Disueltos Totales), TSS (Solidos Suspendidos Totales), DBO (Demanda Bioldgica de Oxigeno) y,
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DQO (Demanda Quimica de Oxigeno), aceites y grasas”[131] [132]. La composicién y las cargas
de contaminacion de los FPWW dependen del tipo de industria, las materias primas y las

tecnologias de procesamiento.

5.1.1.b.i.a Procesamiento de almiddn. son un flujo de desechos tipico del procesamiento de
alimentos, que es rico en nutrientes, no es toxico y es un medio ideal para la produccion de biomasa

de microalgas.

“La industria de procesamiento de almidon utiliza un gran volumen de agua y, por lo tanto,
produce de 6 a 10 millones de aguas residuales por tonelada de procesamiento de almidon” [133].
Los residuos descargados de la industria de procesamiento de almidon se caracterizan por altos
nutrientes organicos en forma de DQO (6000-30,000 mg / L) [133] con una alta cantidad de
materia organica disuelta; Estos componentes actGan como nutrientes esenciales que apoyan la

produccion.

5.1.1.b.i.b Residuales de productos carnicos. EI aumento de la demanda, el gran uso del agua
en el proceso de sacrificio, lavado y envasado. “Las aguas residuales producidas como resultado
de las unidades de procesamiento de carne se enriquecen con una gran cantidad de nutrientes en
forma de materia organica, VFA (Acidos Grasos Volatiles), detergentes, patégenos, antibidticos y
metales pesados, coloracion intensa y olor.” [134] “Este tipo de corrientes residuales presentan
alto contenido de carbono, fosforo y nitrogeno, esenciales para el crecimiento de las microalgas”

[135].
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Tabla 30.

Caracteristicas de las aguas residuales de la produccion de carnicos

Paradmetro Valor
DQO (mg/L) 1100-15,000
DBO (mg /L) 600-3900
TN (Nitrégeno Total) (mg /L) 50-800
Amoniaco (mg /L) 20-300
TP (Fosforo Total) (mg /L) 15-200
TSS (mg /L) 220-6400
VFA (mg /L) 175-797
aceite y grasa (mg / L) 40-1385

Nota. Rango en los cuales se presentan las caracteristicas de aguas residuales en la
produccion de productos carnicos, tomado de: Sabeela Beevi Ummalyma, et al.
“Sustainable microalgal biomass production in food industry wastewater for low-
cost biorefinery products: a review”. Disponible en:
https://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9006494/ [Acceso: May.24,2022]

5.1.1.b.i.c Procesamiento de productos lacteos. El procesamiento de productos lacteos grandes
residuos a nivel mundial, las fabricas de procesamiento de lacteos en sus diferentes procesos
convierten la leche cruda en leche condensada, leche pasteurizada, producen productos como

cremas, suero de leche, queso, mantequilla, yogur, etc.

“Las aguas residuales generadas consisten principalmente en residuos de productos lacteos
subproducto de operaciones unitarias y aguas residuales generadas por la limpieza de equipos de
leche, lavado de contenedores, control de calidad y andlisis de laboratorio. Cada litro de leche

procesa aproximadamente 0,2 a 10L de aguas residuales descargadas” [136].

Los residuos de los productos lacteos se caracterizan por una alta DQO, DBO y solidos
volatiles. “Los principales componentes presentes en estas aguas residuales son proteinas solubles
de la leche, lactosa, lipidos, acidos grasos, minerales, sales y detergentes, nitrogeno y fosforo”
[137]. Estas aguas residuales son ricas en carbono, nitrégeno y fosforo y tienen un gran potencial

para ser un medio de nutriente para la produccion de biomasa de microalgas.
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5.1.1.b.i.d Residuos de la cerveceria. La industria de residuos de la cerveceria produce un gran
volumen de aguas residuales durante el proceso de elaboracion de la cerveza. Se ha informado que

se producen 4-8m3 de aguas residuales por m3 de la produccion de cerveza [138].

Tabla 31.

Caracteristicas de las aguas residuales de la cerveceria

PARAMETROS VALOR
pH 3-12
Temperatura (°C) 18-40
DBO (mg L?) 1200-3600
DQO (mg L) 2000-6000
Fosforo (mg L™?) 10-15
TKN (Nitrogeno Total Kjehldahl) (mg L™?) 25-80
TS (mg L™ 500-8750
TSS (mg L) 2901-3000
TDS (mg L) 2020-5940
VFA (mg L) 1000-2500

Nota. Rango en los cuales se presentan las caracteristicas de aguas residuales en la industria
cervecera, tomado de: David Kwame Amenorfenyo, et al. “Microalgae Brewery
Wastewater Treatment: Potentials, Benefits and the Challenges”. Disponible en:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC6603649/ [Acceso: May.24,2022]

5.1.1b.i.e Procesamiento de aceites. Los efluentes de las almazaras se generan por medio del
procesamiento de aceite de oliva y aceite de palma. “El molino de aceites de palma se encuentra
principalmente en paises del sudeste asiatico como Tailandia, Malasia, Nigeria y también esta

presente en Colombia. La floracion de la agroindustria oleaginosa genera enormes residuos. La
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liberacion de efluentes de POME (Molinos de Aceite de Palma) es diez veces mayor que el aceite
de palma crudo” [139].

Tabla 32.
Caracteristicas de las aguas residuales producto de molino de aceite
Parametro Valor

DQO (mg/L) 40,000 a 90,000
DBO (mg /L) 15,000 a 30, 000
TSS (mg /L) 20,000-40,000
TDS (mg /L) 15-30,000
VSS (mg /L) 15-35,000

Nota. Rango en el cual se presentan las caracteristicas de las aguas residuales generadas por el
molino de aceite, tomado de: Muhamad Maulana Azimatun Nur & Anita G. J. Buma
“Opportunities and Challenges of Microalgal Cultivation on Wastewater, with Special Focus
on Palm Oil Mill Effluent and the Production of High Value Compounds”. Disponible en:
https://link.springer.com/article/10.1007/s12649-018-0256-3 [Acceso: May.26, 2022]

5.1.2 Fotoperiodo:

Los fotoperiodos se definieron por medio de informacion bibliogréfica (figura 23), donde se
puede ver que alteraciones en esta propiedad si afecta radicalmente la produccion de hidrégeno
generado. Por lo tanto, se propone trabajar bajo fotoperiodos de 20/4, en donde estos rangos
presentaron mayores tasas de crecimientos y biomasa generada. El rango de irradiacién solar en la
ciudad de Barranquilla comienza alrededor de las 6 am y finaliza algunos minutos posterior a las
6 pm. En este rango (12 horas), el fotobiorreactor es irradiado con luz solar, y posterior a este

periodo, es irradiado duran 8 horas con luz artificial.
5.1.3 Agitacion:

Para mantener un constante movimiento de todas las cepas de Chlorella dentro del
fotobiorreactor, se hace uso de un sistema de agitacion. Se descarta el uso de agitadores como
turbinas las cuales puedan afectar el medio de cultivo por dafios en las cepas, por lo tanto, se hara

uso de un difusor, el cual estara ensamblado en la parte inferior del fotobiorreactor, en donde
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proporcione agitacion al medio de cultivo por medio de burbujeo inyectando CO- (87,65% pureza),

compuesto que es esencial para el crecimiento de la Chlorella Vulgaris [140].
5.1.3 pH:

Este debe estar regulado entre 7,5 a 8, debido a que se presentan mayores producciones de
hidrogeno entre estos rangos [86], por lo tanto, se hace uso de un regulador de pH dentro del
fotobiorreactor, el cual asegure en el medio un pH Optimo de crecimiento, ya que altas
concentraciones de CO> acidificaran el medio proporcionando un aumento de pH y generando la
muerte de la microalga [141].

5.1.4 Temperatura:

La temperatura a la cual se trabaja el equipo sera a las temperaturas ambientales que presenta
la ciudad de Barranquilla, las cuales se encuentran en un rango de 23-34°C [142], para las
temperaturas maximas y minimas que se pueden llegar a experimentar en la zona. en las cuales se
ha encontrado que la Chlorella Vulgaris tiene un alto rendimiento en la produccién de hidrégeno

con respecto a otras temperaturas.

Para el sistema de control de la temperatura dentro del fotobiorreactor, se propone el uso de 2
termostatos en cada cara frontal del fotobiorreactor, en el rango de trabajo, en donde si la
temperatura es inferior a 26 °C se activen los termostatos para aumentarla (principalmente en las
noches); y si la temperatura es superior a 30 °C se active un sistema de refrigeracion con agua en

la superficie exterior del fotobiorreactor.
5.1.5 lluminacioén:

La iluminacidon presente en el equipo va a disponer de 2 tipos de iluminacion (solar y artificial)
el primero trabaja de 6 am a 6 pm, el segundo se realizara por medio de bombillas de luz roja
incandescentes (700 nm) [143], los cuales seran ubicados en las partes frontales del equipo para
proporcionar una iluminacion uniforme, estos trabajaran de 6 pm a 2 am, y el restante de las horas

del dia, se dejaran en condiciones completamente oscuras.
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5.1.6 Resumen de condiciones de operacion

Tabla 33.

Condiciones de operacion del equipo

Condiciones de operacién del fotobiorreactor

Temperatura (°C) 26-28
lluminacion (W/m?) Luz solar diaria (Barranquilla)
pH 7,5-8,0
Agitacion: 5% con CO>
Fotoperiodos (L/O) 20/4

Nota. Condiciones de operacion del fotobiorreactor de placas planas.

5.2 Dimensionamiento del equipo

Inicialmente se propone el dimensionamiento de un fotobiorreactor de placas planas, ya que
presenta beneficios con respecto a otros tipos, como se vio en el capitulo 3. Este tipo de
fotobiorreactor posee la mayor relacion area/volumen, la cual es indispensable para una mayor
incidencia de luz en la superficie del cultivo de microalgas y asi realizar el proceso de biofotdlisis

con un menor porcentaje de inhibicion.

Para el volumen del fotobiorreactor, se realizd una busqueda bibliogréfica, para encontrar
alguna relacion con respecto al volumen y la tasa de produccion de Hy, y asi tener un rango de
produccién promedio si se trabajase con cierto tamafio. La produccion obtenida en distintas
investigaciones varia bastante, (159-204 mL), en un rango de 500 a 1500 mL para el volumen del
reactor, esto se debe a que las condiciones de trabajo fueron distintas, pero inicialmente se opta
por usar un fotobiorreactor de capacidad de 3 litros (sin tener en cuenta los espesores de las placas)

ya que usualmente es un volumen controlable y comin en este tipo de equipos.
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El equipo constara de 6 laminas de polimetilmetacrilato, con las siguientes dimensiones:

Tabla 34.

Dimensiones de las placas

Dimensiones Parte frontal Placa lateral
Ancho 30cm 5cm
Alto 20 cm 20 cm

Nota. Dimension del fotobiorreactor de placas planas

Tambien, se realizo la relacion superficie volumen, para determinar si el equipo resultaba

adecuado para el proceso fotosintético.

RSV = APF
Ve
RSV = 600 cm?
~ 3000 cm?
RSV =0,2cm™

Donde:

RSV Relacion superficie-volumen
APF: Area de la placa frontal

V; - Volumen del equipo

El rango adecuado de relacion superficie-volumen para construir un fotobiorreactor de placa
plana esta entre 0,2 y 2 cm™ [144], esto indica que el equipo es adecuado para el cultivo de

microalgas. Por lo tanto, en nuestro caso, es valido las dimensiones elegidas.
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Figura 32.

Ilustracion de las placas del fotobiorreactor
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Nota. Dimensiones de placas frontales del fotobiorreactor en (cm)

Las placas que componen al fotobiorreactor se unieron por medio de un soporte esquinero de 1
cm cada lado, que toma todas las bases de los extremos de las placas, y los unira por medio de
tornillos de 3 mm de didmetro, los cuales posteriormente se sellaran con silicona para evitar fugas
entre la placa y el tornillo y evitar contaminaciones dentro del equipo. Cada union tendra de 3 a 4

tornillos para brindar un ajuste correcto y soportar las presiones que requiere el fotobiorreactor.
5.2.1 Suministro de CO2:

El flujo de didxido de carbono sera suministrado al fotobiorreactor por medio de un tanque con
una capacidad de 10 kg [141], el flujo sera regulado teniendo en cuenta las concentraciones que
soporta la Chlorella Vulgaris y donde se presentan buenos rendimientos de produccion con
respecto al hidrégeno (5%) [87].

5.2.1.a Regulacion del CO. EIl control de la presion en la salida del tanque de COo, se realizara

por medio de un regulador de CO..
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Figura 33
Regulador de CO>

Nota. Regulador de salida del tanque de CO,, tomado de: Made-in-China ”
Regulador de COy”. Disponible en: https://es.made-in-
china.com/co_cbmtech/product_Cola-Mixing-Machine-CO;
Regulator_hoirirsgy.html [Acceso: May.30, 2022]

Para regular la concentracion en la cual ingresa el CO», se puede hacer usos de sensores de tipo
K33 ICB [141] [145], el cual esta destinado a bioaplicaciones con un rango de medicién requerido

de 0 a 30 %, con respecto al volumen del CO..
5.2.2 Suministro de Na:

El nitrogeno en forma de nitrato, amonio y urea (o0 combinaciones de estos) son las fuentes mas
comunes [146], Este compuesto se adiciona al medio de cultivo para evitar acumulaciones del
oxigeno dentro del sistema, ya que altos niveles de oxigeno son toxicos para las algas, junto con
la exposicion prolongada a la luz pueden conducir a la muerte por fotooxidacion del cultivo.
También se ingresa este compuesto ya que se encontrdé que genera mayores producciones de

hidrégeno trabajar a distintas cantidades suministradas [147].
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Figura 34.

Mecanismo de regulacién del CO»
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Nota. Regulador de CO,, tomado de: Senseair ” K33 ICB 30%”. Disponible

en: https://senseair.com/products/flexibility-counts/k33-ich-30/ [Acceso:
May.31, 2022]

5.2.3 Tubos difusores:

Para el ingreso de CO:- al sistema, se implementara un disefio con respecto a estos accesorios,
los cuales permitiran una correcta agitacién distribuida en todo el fotobiorreactor. Para ello se
propone hacer de un solo difusor dentro del equipo, ya que el fotobiorreactor es pequefio, con un
didmetro de tubo de 1 cm y una longitud (26 cm) lo cual le permitira trabajar en toda la base del
equipo. La distancia entre cada aspersor se calcul6 de la siguiente manera:

—(CA -DA)
CA+1

DEA =

28cm — (15 % 0,2 cm)
15+1

DEA =

DEA = 1,56 cm
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Donde:

DEA: Distancia entre aspersores
L: Longitud de difusor

CA: Cantidad de aspersores
DA: Diametro del espesor

El tubo serd elaborado en PVC (policloruro de vinilo) y se adicionara a la base del
fotobiorreactor empleando silicona para vidrio. A continuacion, se presenta las dimensiones del

equipo y las caracteristicas del tubo.

Figura 35.

Dimensiones del tubo difusor sobre la placa de soporte

28
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Nota. Dimensiones de la placa de soporte con integracion del tubo difusor en (cm)
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Figura 36

Dimensiones del tubo difusor

Figura 37.

Nota. Dimensiones del tubo difusor en (cm)

Plano del fotobiorreactor con integracion del tubo difusor

i

L

2

Nota. Dimensiones del fotobiorreactor con integracion del tubo difusor en (cm)
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5.2.4 Control de pH:

El ingreso de CO- puede generar cambio en el pH del medio, por lo tanto, se implementa el uso
de cualquier control de pH, el cual pueda realizar un monitoreo constate del sistema y cierre
automaticamente la electrovalvula del regulador cuando el pH se salga de su rango de trabajo (7,5-
8,0) [87].

5.2.5 Sistema de inclinacion:

Se incorpora una base en el fotobiorreactor el cual permita la inclinacion de este equipo, por
medio de dos soportes que ajustan los lados laterales de equipo y permiten un giro de 180°C en la
cara frontal del fotobiorreactor. Esto se realiza para aprovechar siempre la posicion del sol y

generar una distribucion luminica mayor, sin depender de la hora del dia.
Figura 38.

Dimensiones de la base

Nota: Dimensiones de la base del fotobiorreactor (cm)
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5.2.6 Desgasificacion de hidrégeno

Para poder extraer el hidrégeno que se produce dentro del fotobiorreactor se hara uso del
método de desgasificacion, el cual nos permitird extraer los gases disueltos del medio de cultivo.
Este método estd conformado por una bomba de vacio que extraerd las moléculas de los gases y

controlara la presion con la seran enviados al tanque de almacenamiento.

Figura 39.

Desgasificador de hidrogeno

Nota. Desgasificador de gases, tomado de: Shenzhen Haocheng Instrument Co., Ltd
Disponible en:
https://hcinstrument.en.alibaba.com/es_ES/company_profile.html?spm=a2700.deta
ils.0.0.2e72f001ywaD1W [Acceso: jul.14,2022]

5.3 Elaboracién del montaje para el cultivo de microalgas:

Se realizo la elaboracién del montaje completo, para tener un esquema mas real y una idea del

sistema completo para la produccion de hidrégeno, usando los siguientes equipos:
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Figura 40.

Montaje completo del sistema
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2. Balade CO,
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3. Placas del fotobiorreactor
4.Termostato

5. Tubo difusor

. Soporte de inclinacion
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. Lampara de luz

A T BN N Y

. Receptor de CO,
10. Regulador y manometro

11. bomba de vacio
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1. @ Desplazamiento del CO;
2. @ Desplazamiento del H;
3. Desplazamiento delaluz

Nota. Esquema del fotobiorreactor, elaborado en AutoCAD

Aunque el trabajo de grado presenta similitud a proyectos previos, lo que se quiere es generar
un disefio de fotobiorreactor Gtil para pruebas fuera del laboratorio, que su operacién no sea costosa
y permita hacer pruebas a condiciones reales con efluentes de las industrias previamente
nombradas presentes en Barranquilla como sustrato para la produccion de hidrégeno; también se
plantea la manera de recoleccion de los gases generados por medio de un desgasificador de
hidrégeno para su posterior separacion en el laboratorio.
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5.3.1 Listado por partes del sistema

Tabla 35.
Listado de materiales del sistema
TITULO MATERIA CANTIDAD
Placas del equipo Polimetilmetacrilato 6
Soporte del equipo Acero inoxidable 304 1
Tubo de conexidon de tanque de CO,  Acero inoxidable 304 1
Tubo Difusor PVC 1
Placa de unidn entre placas Polimetilmetacrilato 8
Tornillos de 5 mm Acero 28
Codo de 90° a la entrada del equipo Acero inoxidable 1
Valvula superior de control de CO, Predeterminada del 1
equipo
Lampara de luz Predeterminada de la 2
marca

Nota: Materiales para los sistemas iluminacion, estructura del fotobiorreactor y control de CO»

5.4 Inoculacion de la cepa.

La inoculacion de la Chlorella Vulgaris es esencial para un crecimiento optimo dentro del
equipo, por lo tanto, se deberd ir incrementando el volumen del recipiente de cultivo, para

conseguir la velocidad de crecimiento adecuado.

En este caso las cepas se pueden cultivar en tubos de ensayo los cuales posteriormente después
de un crecimiento dado por la cepa se pueden cultivar a recipientes de 1,5 L, en donde
posteriormente se llevan a una incubadora en donde se les suministra las condiciones de operacion

apropiadas para su optimo crecimiento (luz y aire), también es necesario llevar el fotoperiodo

acordado (20/4) para tener un crecimiento mayor.
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Figura 41.

Primera etapa de la inoculacion

/

Preinoculo Inoculo Recipiente de
capacidad de 1.5L

a A

Nota. Primera etapa de la inoculacion, pre-in6culo e indculo, tomado de:
Universidad Nacional de Trujillo, facultad de ciencias biologicas “Seminario
1: Desarrollo 'y  manejo de  inoculos”.  Disponible  en:

https://es.slideshare.net/yeltsinrodrigx/desarrollo-de-inculo [Acceso: Jun.4,

2022]
Figura 42.
Segunda etapa de la inoculacién
Temponzador )
i mp < i t » ?
l |
Cepa de microalga Bomba de aire 8
Incubadora de luz Manejo v control del sistema Eotoluoeresceon

Nota. Segunda etapa de inoculacién y equipos, tomado de: Maria Camila Pedraza Cuesta y Maria Camila Prada
Garavito “Tesis: Evaluacion de la biofijacion de CO, y produccion de biomasa a partir de las microalgas bajo
condiciones de fotobiorreactor a escala laboratorio”. Disponible en:
https://repository.uamerica.edu.co/bitstream/20.500.11839/6729/1/6131002-2018-1-1Q.pdf [Acceso: Jun.4,2022]
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5.5 Cinética

El crecimiento de las microalgas es dependiente de una gran variedad de factores como: el tipo
de sustrato, fuentes de carbono, fuentes de nitrogeno, fuentes de fosforo, tipo de metabolismo,
temperatura, pH, salinidad, agitacion, etc. Es por esto que la cinética puede ser presentada bajo
diferentes modelos cinéticos o de crecimiento microbiano dependiendo de la variable que se quiera
estudiar o de la variable de la cual mas sea dependiente el fendbmeno de crecimiento para las

condiciones dadas.

Tabla 36.

Vision general de la estructura de la cinética de uso comun

Enfoque matematico Ejemplos Ventajas Desventajas

Funciones racionales Andrews, Monod, Basado en la No hay consideracion

(diferentes exponentes en Haldane reaccion o cinética especifica del

numerador y denominador) enzimatica procesamiento de la luz
fototropica

Funcion racional con Han Basado en la PSU y constantes de

significado mecanicista en la cinética de tiempo no medibles

fotosintesis (formalmente reaccion de la directamente

como Monod) clorofila

Funciones especiales
(exponencial, tangente

Steele (exp),
Jassby & Platt

Féacil de usar con
cierta flexibilidad

No hay pretension de
antecedentes mecanicistas,

hiperbolica) (tanh), van si entonces termodindmica
Oorschot (exp)
Funciones definidas por piezas Curva Pl clasica, Clara Punto numérico de
Blackman discriminacion discontinuidad,
entre los procesos  simplificacion excesiva en
dominantes sobre  zonas de transicion
el rango de luz
Multiplicacion de diferentes Comuanmente Facil de usar Ignora la estequiometria
factores/ecuaciones cinéticas aplicado a la incluso en intracelular
combinacion de entornos
diferentes complejos
influencias

Nota. Ventajas y desventajas de los modelos de crecimiento convencionales, tomado de: Kira Schediwy, Andreas
Trautmann, Christian Steinweg, y Clemens Posten “Microalgal kinetics — a guideline for photobioreactor design
and process development”. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articless/PMC6999068/ [Acceso:
Jun.6, 2022]

134



La luz es utilizada como fuente de energia por las microalgas para realizar la fotosintesis, siendo
el pardmetro de mayor relevancia en el modelo cinético de crecimiento. Las microalgas
experimentan tres fendmenos provocados por la intensidad de la luz, zona fotolimitada, zona
fotosaturada y zona fotoinhibida (figura 43); ademaés de la atenuacion de la luz a medida que los

fotones penetran el cultivo.

Figura 43.

Tasa de fotosintesis vs irradiacion

Limitacion Saturacion Inhibicion

Tasa de fotosintesis

k i a5 inh
Irradiacion

Nota. Zonas de foto-limitacion, foto-saturacion y foto-inhibicion en la fotosintesis de
las microalgas, tomado de: Pooya Darvehei, Parisa A. Bahria, Navid R. Moheimani
“Model development for the growth of microalgae: A review”. Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1364032118306129 [Acceso:
Jul.10, 2022]

5.5.1 Modelos de crecimiento

Debido a que el crecimiento de las microalgas, junto a su produccion de hidrégeno se
encuentran en gran medida asociados a la intensidad de luz a la cual se exponen, su
comportamiento se debe analizar por medio de modelos cinéticos los cuales estén en funcion de la

intensidad de luz. A continuacion, se presentan algunos modelos relevantes para este proyecto:
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5.5.1.a Modelo de Tamiya. Es una correlacion entre la fotosintesis y el metabolismo
independiente de la luz en el crecimiento de chlorella propuesta en 1953 por H. Tamiya, T.
Iwamura, K. Shibata, E. Hase y T.Nihei; conocido como modelo de Tamiya, el cual establece una

relacion hiperbolica entre la tasa de crecimiento y la irradiancia. [148] [149]

l,[ — a .umax Iav
,umax + a Iav

Y al dividir el numerador y el denominador por a se obtiene:

_ Hmax Igy _ Hmax
—_— )i k

D+ g, a
Donde:
p =Tasa de crecimiento especifico (dia™t o h™1)
Umasx =Tasa de crecimiento especifico maxima (dia= o h™1)
1, = Irradiancia media en el cultivo (W m™~2, umol foton m=2 s~ 1,0 uE m=2 s71)
I, = Afinidad de las microalgas por la luz: u = 2% (uE m=2s7")

a = Pendiente inicial de la curva de respuesta a la luz

» EIl modelo de Tamiya: Fue uno de los precursores de los modelos cinéticos para
bioprocesos que consideran la limitacion de la luz y se encuentra un gran parecido a el
modelo de Michaelis-Menten para la cinética enzimatica y con el modelo de Monod para
el crecimiento de microorganismos. Otros modelos que consideran la limitacion de la luz

son: Blackman, Van-Oorschot, Bannister, Chalker, entre otros [150].

» Modelo de Grima: Es un modelo matematico de crecimiento de microalgas en cultivo de
quimiostato con luz limitada, que considera la limitacion de la luz asociada a la atenuacion
de la luz por las células; conocido como modelo de Grima. [151]
I(glv

H=Hmax'm

n _
Iav_

m[l—e(—Ka'P'X)]
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Donde:

u =Tasa de crecimiento especifico (dia™t o h™1)

Umax =Tasa de crecimiento especifico maxima (dia=! o h™1)

1,,, = Irradiancia media en el cultivo (W m™2, umol foton m=2 s™ 1,0 uE m=2 s71)

I, = Afinidad de las microalgas por la luz: u = @ (LE m™2s™1)

n= pardmetro de forma

I= Intensidad de la luz incidente (W m™2%, umol fotobn m=2 s 1,0 uE m=2s71)
k, = Constante de atenuacion (kg m™=3)

p = Longitud del recorrido de la luz dentro del fotobiorreactor (m)

X = Concentracion celular (kg m™3)

Otro modelo de limitacion de la luz asociada a la atenuacion de la luz por las células es el modelo

de Ogbonna [152], entre otros.

> Modelo de Camacho-Rubio: Es un modelo mecanistico de la fotosintesis en las

microalgas, que tiene en cuenta factores como la fotoadaptacion, la fotoinhibicion vy el

efecto de la luz intermitente o fotoperiodos. Es un modelo capaz de representar diferentes

respuestas de la fotosintesis respecto a la irradiacion y diversas condiciones de esta [153].

I
.u=:umax'?(1_x;)

Con limitacion de luz:

Con fotoinhibicion:

Donde:
u =Tasa de crecimiento especifico (dia™ o h™1)

Umasx =Tasa de crecimiento especifico maxima (dia= o h™1)
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I= Intensidad de la luz incidente (W m™2, umol fotébn m=2 s™1,0 uE m=2 s71)

a'= Parametro (uE m=2% s71)

x, = Fraccion de estado estacionario de PSUs activadas funcionalmente bajo iluminacién continua
k = Parametro del proceso

& = Parametro del proceso (uE m=2 s™1)

Ademas del modelo de Camacho-Rubio hay mas modelos cinéticos que consideran tanto la
limitacion de la luz como fotoinhibicion, como los modelos: Steele, Aiba, Bernard y Rémond o
Muller-Feuga, entre otros [152].

Para modelar la cinética de crecimiento de las microalgas es conveniente utilizar modelos que
estén en funcién de mdaltiples factores como los modelos de: Klausmeier, Bernard, Pegallapati y
Nirmalakhandan, etc. [152] y a condiciones al aire libre ademéas de los modelos cinéticos en
funcion de la intensidad de luz es necesario el estudio en funcién de la temperatura como los

modelos: Ratkowsky, Jayaraman and Rhinehart, Carvalho and Malcata, Ippoliti, entre otros [154]

El crecimiento de microalgas es altamente dependiente de la energia solar y su exposicion a
condiciones ambientales hace que este parametro no sea controlado y dependa de las condiciones
climaticas de la zona. Segun la cinética de Blackman en in reactor idealmente iluminado
observamos como aumenta la tase de crecimiento especifica a medida que la intensidad de la luz

aumenta (figura 44).
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Figura 44.

Simulacién de cinética de crecimiento segun Blackman

Tasa de crecimiento especifica [y [ day

0.0 -
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Intensidad de la luz Ih v / pmol/mzls

Nota. Simulaciones de cinética de crecimiento. En un reactor idealmente iluminado (curva verde y
diamantes). Cinética ideal descrita por Blackman, supone la reaccion instantanea (linea negra punteada).
la integracion de luz (azul) y la integracion de crecimiento (rojo). Tomado de: Kira Schediwy, Andreas
Trautmann, Christian Steinweg, y Clemens Posten “Microalgal kinetics — a guideline for photobioreactor
design and process development” Disponible en:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC6999068/ [Acceso: Jun.7, 2022]

“Establecer la cinética de la luz como una forma cuantitativa de describir la respuesta celular a

la irradiancia se ha considerado una preocupacion importante durante décadas” [155].

«La medicion de la actividad fotosintética en funcion de la intensidad de la luz en el rango de

frecuencia fotosintéticamente activo conduce a la llamada curva PI. Esta curva se puede dar en

funcion de la densidad de flujo de fotones (local) aqui denotada como I hv [umol-m™2-s71] 0 en

funcioén del flujo de fotones absorbido especifico r hv,abs [umol-g—1-s—1]. Los fotones

absorbidos son potencialmente activos en la fotosintesis y, por lo tanto, la descripcion de la

cinética basada en fotones absorbidos permite una mejor comprension de los efectos fisiologicos

subyacentes.» [156]
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Figura 45.

Cinética de crecimiento asumiendo diferentes pasos consecutivos limitantes
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Nota. Simulacién de cinética de la luz asumiendo diferentes pasos consecutivos limitantes, tomado de: Kira Schediwy,
Andreas Trautmann, Christian Steinweg, y Clemens Posten “Cinética de microalgas: una guia para el disefio de
fotobiorreactores y el desarrollo de procesos”. Disponible en:

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC6999068/ [Acceso: Jun.9, 2022]

Los pasos metabdlicos después de la absorcion limitan ain mas la tasa de crecimiento especifica
potencial. “La tasa de fijacion de carbono se relaciona estequiométricamente con la produccion de
almidon, mientras que la transformacion del almidén en biomasa activa requiere un paso de

respiracion que exige energia y carbono” [156].
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Figura 46.

Estudio optico del sistema de cultivo de microalgas
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Nota. Influencia de la profundidad de propagacion de la luz sobre la productividad en las microalgas donde D prop =
0,47 cm de profundidad en el sistema de cultivo. Tomado de: Changsoon Cho et al. “Study of Optical Configurations
for Multiple Enhancement of Microalgal Biomass Production” Disponible en:

https://www.nature.com/articles/s41598-018-38118-w [Acceso: Jun.9, 2022]

Ademas de la gran influencia de la intensidad de la luz en el crecimiento de las microalgas, se
afiade la gran dificultad generada por la profundidad de la propagacion de la luz, la cual genera
que, a mayor profundidad o espesor de la capa de microalgas, menor sea la interaccion de la luz

con la biomasa en crecimiento generando bajas productividades.

A condiciones controladas es posible producir hidrégeno en el rango de las siguientes tasas de

produccion:
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Tabla 37.

Condiciones de produccion de hidrogeno de la microalga Chlorella Vulgaris

Microalga Intensidad T (°C) pH Agitacion  Maxima tasa
de la luz (rpm) de

(umol produccion
M-2s1) de H2

Chlorella 160 W 8 2,85 mol/ mol

Vulgaris de glucosa

C.Vulgaris 112 30 7.4 60 1,34 mL L

MSUO01 ht

Modified

C.Vulgaris 15 30 6,7 2,0-10%g L

MSU-AGM ht

14

C. Vulgaris 120 40 8,6 150 238 mL Lt h

NIER-10003 1

C. Vulgaris 120 20 8,6 150 24mL L?tht

NIER-10003

Nota. Condiciones de produccién de hidrogeno de la microalga Chlorella Vulgaris, tomado de: Jiménez-Llanos, Jorge
Ramirez-Carmona, Margarita Renddn-Castrillon, Leidy Ocampo-Lopez, Carlos “Sustainable biohydrogen production
by Chlorella sp. microalgae: A review” Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S036031992030149X [Acceso: Jun.11, 2022].

142



CONCLUSIONES

Se determind que el organismo idoneo para la produccién de hidrégeno es la Chlorella Vulgaris,
pues esta cuenta con multiples formas de crecimiento (tanto heterétrofa como autotrofa) y sus tasas
de produccion de hidrégeno son elevadas (1315 mL Ha/L cultivo).

De igual manera, se concluyo que el territorio mas apropiado para la produccion de hidrégeno con
fotobiorreactores a nivel industrial en Colombia es la ciudad de Barranquilla y sus zonas aledafas.
Pues al considerar los factores mas importantes, incidencia de la luz, temperatura media,
atenuacion de la luz y desarrollo industrial, tres de las ciudades méas importantes del pais
(Barranquilla, Cartagena y Bucaramanga) cumplen los requisitos en todas las categorias. Sin
embargo de estas, la ciudad de Barranquilla tiene el menor nivel de precipitacién e interrupcion de
la luz por nubosidades, alcanza a tener luz solar en promedio por mas de 6 horas/dia , ademas de
poseer una temperatura promedio de 27,3°C que se encuentra en el rango de temperatura ideal para

la produccion de hidrégeno con Chlorella Vulgaris.

Respecto al tipo de fotobiorreactor elegido para la produccion, se determind que el biorreactor
cerrado de placas planas es el mas conveniente, pues poseen un aprovechamiento alto de la luz
natural, en términos de espacio fisico pueden adaptarse apropiadamente y sus costos no son tan
elevados. Adicionalmente, no poseen los inconvenientes presentados en los reactores tubulares de
acumulacién de oxigeno que puede inhibir la produccién de hidrégeno. Y debido a que adn no han
sido tan aplicados en la industria como han sido en la academia, por lo cual tienen una amplia

gama de posibilidades en la adaptacion y mejoramiento de los mismos.

En conjuncion a lo cual también se escogié como material para el reactor el polimetilmetacrilato,
tomando como parametros de seleccién su conductividad térmica (0,18 W/m K), capacidad
calorifica (1470 J/kg K) y transmision de la luz (92%), pues tiene la mayor transmision de luz entre
los elementos seleccionados, su baja capacidad calorifica y conductividad térmica ayudan a

mantener la temperatura del sistema controlada.

El fotobiorreactor de placa plana consta de un volumen total de operacion de 3 litros y un espesor
de 5 cm para evitar la inhibicién de la produccion de hidrégeno por baja profundidad de

propagacion de la luz. El equipo cuenta de un sistema de regulacion de CO», un termostato que
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impide el descenso de la temperatura y una base que permite cambiar el angulo de inclinacion,
entre otros dispositivos. La materia prima de mayor interés de la zona son las aguas residuales de
la industria alimenticia, la cual es rica en fuentes de carbono, fosforo y en algunas ocasiones de

nitrégeno.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el experimento a nivel laboratorio a las condiciones de operacion del
fotobiorreactor para poder obtener las constantes cinéticas y asi modelar el comportamiento de
crecimiento bajo modelos que se ajusten a la fotoinhibicion limitante de este tipo de metabolismos.

Otra opcion a considerar es la de tomar un flujo de agua residual de la produccion de aceite de
palma en Colombia como sustrato para el fotobiorreactor, ya que este gran producto de exportacion

colombiana y la floracién de la agroindustria oleaginosa genera enormes residuos y efluentes.
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GLOSARIO

Biofotolisis: Es el uso de los microorganismos como catalizadores para convertir energia solar y
agua a hidrogeno y oxigeno. Esta reaccion se lleva a cabo gracias a las hidrogenasas de hierro, a

través de las cuales los microorganismos usan protones para producir biohidrogeno [157].

Factor limitante: El concepto de factor limitante solo se aplica a deficiencias en nutrientes
quimicos. Pero el concepto se ha ido ampliando hasta incluir parametros fisicos, como luz,
temperatura, etc. “El concepto se amplié nuevamente cuando se reconocié que los parametros

ambientales podian limitar el crecimiento” [124].

Rendimiento: Se define como la relacion entre el producto obtenido y el sustrato consumido,
usualmente referidos a la fuente de carbono y energia. EI rendimiento celular se define a través del

concepto de nutriente limitante [158].

Tasa de produccion: Es la cantidad de producto que se genera con respecto a una unidad de

tiempo y un volumen o propiedad asociada al producto.
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Nota: Precipitacion media total anual.
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Nota: Irradiacion global horizontal medio diario anual.
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