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1. Introduccion

La creciente industrializacion y la alta tasa de crecimiento poblacional en el mundo
(1.068% segun la CIA, 2014), han provocado un fuerte incremento en el consumo de
combustibles fosiles, llevando asi al mundo hacia la crisis energética en la en que nos
encontramos actualmente. Si el consumo de combustibles fosiles se mantiene al ritmo
actual, las reservas mundiales se habran acabado en menos de 50 afios (Huang et al.
2010).

Los combustibles fosiles abarcan alrededor del 80% de la demanda energética global.
Esto es un problema mayusculo, no sélo debido al inminente agotamiento de las reservas
de dichos combustibles, sino también debido a que los combustibles fosiles son los
principales responsables de las emisiones de gases de efecto invernadero y por lo tanto

del cambio climatico que se esta viviendo (Brennan and Owende 2010; Guo et al. 2015).

Una solucioén a estos problemas es el uso de los llamados biocombustibles, los cuales
son combustibles creados a partir de materia organica. Estos biocombustibles ayudan a
mejorar el panorama para el problema energético, ya que pueden ser utilizados para
producir energia reduciendo asi el consumo de combustibles fésiles. Pero también nos
presentan una respuesta al problema del cambio climatico debido a diferentes factores
como lo son: 1) el biodiesel reduce las emisiones de azufre en 30% y de mondxido de
carbono en 10%; 2) la cantidad de gas producido durante la combustion de biodiesel es
menor que la de la gasolina; 3) debido a la ausencia de compuestos aromaticos en el
biodiesel la toxicidad de las emisiones se reducen en 90% y las emanaciones de

cancerigenos en 95 (Huang et al. 2010).

El biodiesel es producido tradicionalmente mediante transesterificacion de triglicéridos
de origen natural, principalmente de aceites vegetales. Como materia prima
generalmente se utilizan cultivos como raps, maiz, soya y aceite de palma, que requieren
el uso de suelo fértil, provocando una reduccion de los terrenos disponibles para cultivos
con fines alimentarios. Para solucionar este problema, en los ultimos afios se han

buscado materias primas que no compitan con la produccién de alimentos, surgiendo



como una alternativa, la utilizacion de cultivos de microalgas (Halim et al. 2011; Meier
Figueroa et al. 2011).

Algunas de las ventajas de usar la biomasa microalgal como el precursor de los
biocombustibles son: 1) las algas son un sistema biol6gico muy eficiente para utilizar la
energia solar con el fin de producir compuestos organicos; 2) las algas son plantas no-
vasculares, no poseen (generalmente) aparatos reproductivos complejos; 3) muchas
especies de algas pueden ser inducidas para producir concentraciones altas de
compuestos deseados como las proteinas, los carbohidratos, los lipidos y pigmentos; 4)
las microalgas son organismos que poseen un muy simple ciclo de divisién celular; 5)
existen diferentes fuentes de alimentos para microalgas, lo que facilita su cultivo; 6) las
microalgas se pueden adaptar facilmente a variaciones en el sistema, dandonos asi

facilidad para la operacion de sus tanques de reproduccién (Amin 2009).

Uno de los principales problemas a los que nos enfrentamos al generar biodiesel a partir
de microalgas es el bajo rendimiento energético, debido a los altos costos de energia
gue nos provoca su produccién (mezclado, bombeo, extraccion de lipidos, secado de
biomasa, etc). Este bajo rendimiento energético se puede ver mejorado con el
aprovechamiento de la biomasa microalgal residual que nos queda después de la
extraccion de lipidos. Una opcién para este aprovechamiento seria la produccion de
biogés, llevando a cabo una digestion anaerobia de dicha biomasa, liberando asi la

energia residual guardada en ella (Meier Figueroa et al. 2011).

Uno de los principales obstaculos con los que nos encontramos al tratar de realizar una
digestién anaerobia a partir de biomasa microalgal es la resistencia que presenta la pared
celular de estas especies. Scenedesmus sp. posee una de las paredes celulares mas
resistentes debido a su composicion multicapa de celulosa y hemicelulosa en el interior,
y esporo-polinicos y politerpenos en el exterior. Esta pared celular, que tiene como
objetivo proteger a la microalga de ataques bioldgicos, reduce también la cantidad de

biogas que se logra producir por una digestion anaerobia (Passos et al. 2014).

En esta investigacion se pretende evaluar a la ozoflotacibn como una alternativa de

pretratamiento, para la ruptura o debilitacion de la pared celular de la microalga, y con



esto, incrementar la produccion de biogas a partir de la digestion anaerobia. Aunado a
esto, se evaluara la capacidad de produccion de biogas a partir de la biomasa microalgal
residual post-extraccion de lipidos, como proceso complementario para mejorar el

rendimiento energético de la obtencion de biodiesel a partir de biomasa microalgal.



2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Evaluar la ozoflotacion como pretratamiento en biomasa microalgal para la obtencién de

biogas.

2.2. Objetivos Especificos y Metas

1. Obtener muestras de biomasa microalgal con las siguientes caracteristicas:
sin pretratamiento, con pretratamiento de ozoflotacion, con pretratamiento de
ozoflotacién y extraccién de lipidos. Para ser utilizadas en las pruebas de
digestion anaerobia.

2. Disefiar y construir reactores para llevar a cabo las digestiones anaerobias
de cada muestra, considerando la medicion de produccién de biogas.

3. Establecer la cantidad de biomasa en peso, temperatura en reactores y
tiempo de retencién, para cuantificar la cantidad y composicién del biogas en
términos de CHasen cada uno de los ensayos.

4. Evaluar la capacidad de generacion de biogas a partir de la biomasa
microalgal residual post extraccion de lipidos, para su aprovechamiento en la
generacion de otros biocombustibles.

5. Analizar y comparar, mediante ANOVA por pares, los resultados obtenidos
para poder sacar conclusiones que ayuden a evaluar la eficiencia de la
ozoflotacion como pretratamiento para la obtencion de biogas.



3. Marco teérico

3.1. Microalgas

Las algas son reconocidas como una de las formas de vida mas antiguas en la tierra.
Son las plantas primitivas, no poseen raices, ramas u hojas, ni tienen formas
reproductoras complicadas. Poseen clorofila como pigmento y medio de asimilacion de
energia solar. Sus estructuras celulares son principalmente para generacion de energia
y su forma simple de desarrollo les permite sobrevivir en ambientes inhdspitos (Brennan
and Owende 2010).

Entre las algas se encuentra una variedad microscépica que se denomina microalga.
Estas algas microscépicas se pueden considerar como pequefias fabricas celulares que
convierten el dioxido de carbono en biocombustibles y bioreactivos de alto valor
comercial. En adicion a esto, las microalgas pueden ser usadas para bioremediacion y

para fijacion de nitrogeno (Chisti 2007).

Las algas y microalgas tienen caracteristicas muy parecidas, sin embargo se prefiere la
utilizacion de microalgas para obtencién de biocombustibles debido principalmente a: 1)
su tamafo, debido a este tamafio el area de contacto es mayor y debido a esto el tamafio
requerido de tanque para su reproduccién menor; 2) la capacidad de crecer con agua

residual como nutriente.

Las microalgas pueden ser organismos procariontes o eucariontes, que son capaces de
crecer en muchos ambientes como: agua dulce, agua residual, agua de mar y algunos
ambientes mas extremos. Los tamafos de estos microorganismos varian desde los
micrémetros hasta milimetros. Existen entre 200,000 y 800,000 especies de algas
aunque solo se han descrito cerca de 50,000. Las microalgas fotosintéticas pueden
crecer practicamente en cualquier ambiente que contenga nutrientes aunque estén en
bajas concentraciones y luz solar. Sin embargo para mejorar su crecimiento se debe
contar con nutrientes especificos para cada especie.(Maity, et al., 2014; Martinez et al.,
2005).



La utilizacion de microalgas como materia prima para la produccion de biocombustibles

ofrece diversas ventajas entre las cuales se destacan:

e Organismos fotosintéticos capaces de duplicar su biomasa en 24h. Tiempo de
duplicacién celular 0.824 dias (Quevedo, Morales, and Acosta 2008).

e Para su crecimiento las microalgas requieren Unicamente de luz solar, didxido de
carbono (COz2), agua y sales inorgénicas.

e No requieren de productos quimicos tales como herbicidas o pesticidas para su
crecimiento.

e Menor requerimiento de area para su reproduccion.

e No son dependientes de un suelo fértil.

e No requieren un suministro de agua dulce.

e Las microalgas pueden cultivarse en agua residual bajo condiciones controladas,
contribuyendo a la remocion de nitrégeno y fosforo.

e Las microalgas funcionan como un tratamiento terciario de aguas residuales.

e Alto contenido de lipidos (puede exceder el 80% en peso seco).

e CO2 como fuente de carbono, 1Kg de biomasa fija 1.83Kg CO..

e La utilizacion de microalgas no compromete la producciéon de alimentos.

e Las microalgas producen subproductos de alto valor agregado como son
proteinas, pigmentos, biopolimeros e hidratos de carbono (Yang et al. 2011; Chisti
2007; Brennan & Owende 2010).

3.2. Pared celular microalgal

La pared celular de las microalgas sigue siendo un tema de interés para muchos
bidlogos. Cada especie muestra diferentes composiciones en ella. A pesar de ello,
utilizando distintas caracterizaciones que se han realizado, se ha logrado clasificar a las

microalgas debido a su cobertura extracelular de la siguiente manera:



Tabla 1. Clasificaciéon de microalgas debido a su cobertura.

Taxon

Cobertura

Composicion

Prasinophyceae

Escalas

2-Ceto

mananos, glicoproteinas

azucares,

Chlorodendrophyceae

Escalas unidas

2-Ceto azucares, proteinas

Trebouxiophyceae

Pared celular

Chlorophyceae

Pared de glicoproteinas
cristalinas; pared celular

fibrosa

Celulosa, algaenea, B-
galactofurano

Glucoproteinas ricas en
hidroxiprolina, celulosa,

arabinogalactano,

extensina.

Ulvophyceae

Pared celular

Celulosa, B-mananos, B-
xilanos, polisacéaridos

sulfatados, extensina.

Charophyceae — antiguas

Escalas, pared celular

2-Ceto azucares, celulosa,
homogalacturona, 1,3- -
glucano, arabinogalactano.

Charophyceae — nuevas

Pared celular

Celulosa,
homogalacturona,
xiloglucanos, mananos,
xilanos, 1,3- pB-glucanos,

arabinogalactano,

extensina, lignina.

(Domozych et al. 2012)

Blumreisinger y su equipo de trabajo (Blumreisinger et al. 1983) realizé un analisis de

biomoléculas presentes en la pared celular de diferentes microalgas:

Tabla 2. Composicién celular (% en peso seco)

Alga Azucares Acidos Glucosaminas | Proteinas | Desconocidos
uronicos
C. vulgaris K 74 4.1 3.9 18
C. vulgaris 24 18 6.3 4.5 47
211-81




C. vulgaris 44 24 15 3.9 13
211-11f
C. 54 14 0 1.7 30
saccharophila
211-12
C. fusca 211- 68 6.9 0 11 14
8c
M. braunii a7 6.1 0.4 16 31
202-7b
A. Densus 32 2.3 14 52
202-1
S. obliquus 39 1.2 0 15 45
276-3a

(Blumreisinger et al. 1983)

El mismo equipo de trabajo realizo un andlisis de los azlcares presentes en las paredes

celulares:

Tabla 3. Distribucién de azlcares en la pared celular (% de azucares)

Alga Rha |Fuc |X1 Ara | Xil X2 Man | Gal Glu
C. vulgaris K | 47 0 13 1.6 7.1 0 1.7 26 3.6
C. vulgaris |45 0 <1 9 19 0 6.7 18 1.7
211-81
C.vulgaris |54 <1 <1 6.6 10 8.8 5.4 14 <1
211-11f
C. 26 0 1.2 2.2 3.3 0 18 27 22
saccharophila
211-12
C.fusca 211- | 24 <1 <1 <1 <1 0 66 0 30
8c
M. braunii 4.2 <1 0 0 1.7 0 72 0 22
202-7b
A.Densus | 1.7 0 0 0 <1 0 79 0 19
202-1
S. obliquus | <1 1.6 0 0 0 0 25 0 73
276-3a
*Rha = Ramnosa, Fuc = Fucosa, Ara = Arabinosa, Xil = Xilosa, Man = Manosa, Gal = Galactosa, Glu = Glucosa. **Las

X son azucares que no se pudieron identificar. (Blumreisinger et al. 1983)

En este estudio se utilizd un cultivo de Scenedesmus sp. y un cultivo de Desmodesmus
Sp. por esto resulta importante el estudio realizado por T. Bisalputra y E. Weier sobre la
pared celular de Scenedesmus quadricauda. En este estudio se llega a vislumbrar con
mayor claridad la pared celular de esta microalga, que al igual que toda la familia

Scenedesmus muestra una alta cantidad de capa peptidica en su pared celular. En otro
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estudia realizado por S. Derenne y colaboradores se ve que alrededor del 70% del
nitrégeno que se encuentra en el alga Scenedesmus quadricauda corresponde a enlaces
amidas, los cuales son grupos resistentes a tratamientos como pueden ser los

pretratamientos quimicos (Derenne et al. 1993).

O A L A
BREEOISIELS!

Céiea A A LAA

Figura 1. Diagrama que muestra la interpretacion de la pared celular de Scenedesmus quadricauda. (Weier 1963)

cl = capa de celulosa, ml = capa media, nt = red hexagonal, o = apertura de la pared peptidica, p = apoyo, sp
=espina.
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La composicion de la pared celular también llega a cambiar segun las condiciones del
cultivo, cambiando tanto la concentracion como el tipo de proteinas y carbohidratos
presentes en ella. (Cheng et al. 2011).

3.3. Cultivo de microalgas

El cultivo de microalgas es la etapa en la cual se busca el incremento de la biomasa, las
microalgas se desarrollan en ambientes que provean las condiciones ideales para dicha
accion, estas requieren de una fuente de luz, carbono (CO2), agua (natural, residual o
salobre), macro nutrientes (C, N, P, S, Ca, Mg y K) y micro nutrientes (Mo, Fe, Ni, Cu,
Zn, Co, B, Mn, CI), ademas de referir a una temperatura favorable de 20-30°C (Yang et
al. 2011).

Las microalgas pueden ser cultivadas de distintas maneras. A escala laboratorio, usando
un pequefo fotobiorreactor iluminado, un fermentador o un tanque de agua tipo caja.

Para su cultivo es necesaria la irradiacion de luz UV, para simular la luz solar.

A gran escala se utilizan tanto sistemas abiertos como cerrados. Los sistemas abiertos
se categorizan en: naturales como lagos, lagunas y estanques; y artificiales como
estanques artificiales y contenedores. Siendo los mas utilizados los estanques, lagos no

muy profundos, tanques, estanques circulares y estanques corrientes (Amin 2009).

De manera general, los sistemas de cultivo cerrados se utilizan para producir de 2-8 g/L
de biomasa, inclusive cuando se desea desarrollar una sola especie; de manera general
un biorreactor consiste de un arreglo matricial de tubos de plastico o de vidrio, de
aproximadamente 0.1m de diametro o menor, permitiendo una penetracién efectiva de
la luz solar; de igual forma se tienen condiciones de operacion controladas como son la
disponibilidad de la fuente de carbono, la iluminaciéon, la temperatura y el flujo de
nutrientes; sin embargo, el biorreactor presenta problemas de sedimentacién con el flujo

de las microalgas a través de éste, la produccién de oxigeno (que a concentraciones

12



elevadas inhabilita el crecimiento de las algas), el aumento del pH y problemas de

escalamiento y de limpieza.

Por otra parte, los sistemas de cultivo abierto para microalgas son mas simples y generan
una produccion de biomasa de 0.1-0.5g/L, dichos sistemas consisten en estanques al
aire libre de baja profundidad (0.3-0.5m), sin agitacidn; sin embargo dicho sistema
presenta ciertas desventajas como lo son la disponibilidad de CO2, siendo la solubilidad
de la fuente de carbono la limitante para el desarrollo de las microalgas; de igual forma
la disponibilidad de nutrientes, la penetracién de la luz solar, el control de la temperatura
y la invasion de depredadores (FAO, 2009). Los sistemas de cultivo abierto son

considerados como apropiados para la produccién de algas a gran escala (Chisti 2007).

Uno de los principales problemas para la generacion de biocombustibles a partir de
microalgas es el costo que produce el cultivo de las mismas, debido a esto se ha
propuesto el cultivo utilizando como alimento agua residual, la cual proporciona los
nutrientes necesarios, tiene un costo practicamente nulo (Cho et al. 2013) y es tratada
por las microalgas, ayudando asi a la disminucién de precio del tratamiento de dicha
agua residual (Abinandan and Shanthakumar 2015; Batista et al. 2014; Hernandez et al.
2013; Kim et al. 2015).

3.4. Cosecha de microalgas

La etapa de cosecha o recoleccion consiste en la recuperacion de la biomasa del medio
acuoso en el que fue cultivada, los métodos de cosecha mas comunes son la
sedimentacion, centrifugacion, filtracion, ultrafiltracion, la floculacion-flotacion y la

flotacion

Floculantes tradicionales para cosechar microalgas son cloruro férrico y de aluminio, y
hasta se ha llegado a utilizar citosina. La cosecha de microalgas por floculacién suele ser

un proceso caro al utilizarse en operaciones grandes (Amin 2009).
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La cosecha de microalgas dentro del proceso de produccion de biodiesel, implica del 20-
30% del costo total de produccion, debido a que es necesario procesar grandes
volumenes de agua para obtener la biomasa; se favorecen los procesos que involucran
coagulantes quimicos, sin embargo estos procesos no obtienen un producto
biologicamente puro, ademas se sabe que el uso de floculantes modifica los

constituyentes del aceite presente en las microalgas (Halim et al. 2012; Tan et al. 2015).

En este trabajo se evaluo el proceso de ozoflotacion como pretratamiento, sin embargo
este proceso también es un método de cosecha que sé da al mismo tiempo que el

pretratamiento y fue este el que se utilizo en la investigacion.

3.5. Pretratamientos para biomasa microalgal

La principal limitaciéon al utilizar biomasa microalgal como sustrato para la digestion
anaerobia es la dificultad que tienen las bacterias metanogénicas para degradar la pared

celular de las microalgas (Debowski et al. 2013; Schwede et al. 2011).

Las técnicas de pretratamiento son necesarias para poder romper la pared celular de las
microalgas y tener acceso a los compuestos de interés que después seran utilizados
para la generacion de biocombustibles. La efectividad del pretratamiento depende en
gran parte de la composicion de la pared celular de la microalga a tratar (Passos et al.
2014).

El pretratamiento es de vital importancia en el aprovechamiento de la biomasa microalgal
para la generacién de metano, ya que sin él las bacterias encargadas de la digestion
deben gastar mucha energia para degradar la pared celular y en algunos casos no logran
penetrar esa pared, lo que lleva a una baja produccién de metano y por lo tanto un bajo

rendimiento energético (Lakaniemi et al. 2013).

Los métodos de pretratamiento se pueden dividir en cuatro categorias: térmicos,
mecanicos, quimicos y bioldgicos (Mat 2015). Hasta la fecha los pretratamientos térmicos

y mecanicos son considerados los mas efectivos para lograr la lisis de la microalga. Los
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pretratamientos térmicos han sido muy estudiados, hasta el grado de existir ya reactores
continuos trabajando con estos meétodos. Los pretratamientos mecanicos dependen
menos de la especie de microalga a tratar, pero requieren mayor cantidad de energia
comparados con las demas técnicas. Los pretratamientos quimicos han resultado
exitosos, particularmente combinados con calor, sin embargo el uso de quimicos puede
contaminar los productos del pretratamiento. Por ultimo los pretratamientos enzimaticos,
mejoran la hidrolisis de las microalgas utilizando una cantidad de energia baja, pero

tardan mas en lograr la hidrolisis necesaria.

Pretratamiento

|

4

Termal ‘L L 'I’
Termal ] [ Mecanico ] [ CQuimico ] [ Binldgico
Enzimatico

|

"
r.

Hidrotermal

Explosidn [ Ultrasonido ] [Micruundﬂs] [ Acido ] [ Alcaling ]

Figura 2. Pretratamientos para biomasa microalgal utilizada en produccién de biogéas (Passos et al. 2014)

|

E

3.5.1. Pretratamientos térmicos

Los pretratamientos térmicos son aquellos en que la biomasa microalgal es solubilizada
aplicando calor. Estos pretratamientos han sido usados por mucho tiempo para mejorar
la desintegracion de particulas organicas a temperaturas que varia entre 50 y 270°C. La
temperatura optima varia de acuerdo al sustrato que se debe hidrolizar. Para microalgas
temperaturas entre los 55 y 170°C han sido aplicadas para incrementar la cantidad de
metano (biogas) producido. Estos pretratamientos térmicos se pueden dividir en tres

tipos:
e Termal
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Para el pretratamiento termal, la temperatura manejada es menor a 100°C bajo presion
atmosférica y es muchas veces conocido como pretratamiento de baja temperatura. Su
mayor ventaja es la baja cantidad de energia utilizada en comparacion con los otros

pretratamientos termales.

Este pretratamiento puede verse influenciado tanto por la temperatura como por el
tiempo de exposicion, siendo la temperatura la variable con mayor importancia para la
desintegracion de la biomasa y la efectividad de la generacion de metano por digestion

anaerobia.

Los aumentos en la cantidad de metano producida son dependientes de la temperatura
en tal grado que para temperaturas de entre 50 y 70°C el aumento llego sé6lo a 12%, sin
embargo en temperaturas de entre 80 y 100°C se ven aumentos en la cantidad de

metano producida de hasta 200%.
e Hidrotermal

Este es un pretratamiento que se da a temperaturas mayores a 100°C con una
disminucién en la presién después del pretratamiento. La cantidad de tiempo del
pretratamiento se ve disminuida drasticamente siendo ahora de 15 a 30 minutos, en vez
del tiempo usado en el tratamiento termal (3 a 24 horas). Este pretratamiento logra
rendimientos de hasta el doble comparado con el pretratamiento termal tanto en

produccién de metano como en la mejora de la hidrdlisis de la microalga
e Termal con explosion de vapor

La presion del pretratamiento incrementa con la temperatura, especialmente a
temperaturas superiores a los 160°C. Después del tratamiento la presion se debe
disminuir drasticamente hasta llegar a la presién atmosférica. Este proceso de cambio
de presion se denomina explosion de vapor. Otro término utilizado para este proceso es
el de hidrdlisis térmica, usualmente se manejan temperaturas de 160°C con presiones
gue rondan los 6 bars, por un tiempo de entre 10 y 30 minutos. Después se deja salir el

vapor hasta llegar a la presion atmosférica y la biomasa se enfria. Este cambio de presién
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logra una gran degradacion de la pared celular y desintegracion de la biomasa. Con este

procedimiento se logra aumentar la cantidad de biogas generado hasta en un 100%.

3.5.2. Pretratamientos mecanicos

Estos logran romper la pared celular utilizando fuerzas fisicas. Estos pretratamientos se
han estudiado mucho para mejorar la extraccion de lipidos para la obtencion de biodiesel.
La gran ventaja de estos métodos es su poca selectividad hacia el tipo de microalga a

utilizar.
e Ultrasonido

El ultrasonido consiste en compresiones y descompresiones rapidas de ciclos de ondas
de sonido. Estos ciclos generan cavidades con formacion de vapor de agua dentro de la
célula, estas cavidades son generalmente llamadas microburbujas. Estas se forman por
el movimiento de las moléculas de agua que causa el ultrasonido. Dependiendo de la
intensidad de las ondas estas microburbujas son comprimidas a su minimo e implotan,
produciendo calor, radicales libres, una zona de alta presiéon y una onda de choque,
dafiando asi la pared celular.

El ultrasonido puede ser aplicado en bajas y altas frecuencias (abajo y arriba de 50 kHz
respectivamente). Las frecuencias bajas favorecen los efectos mecéanicos, mientras que
las frecuencias altas la formacion de radicales. Una vez que se controla la frecuencia las
variables principales a manejar son fuente de poder y tiempo de exposicion. Para que
este pretratamiento funcione, la concentracién de biomasa debe ser suficientemente alta
para incrementar asi la probabilidad de contacto entre células, pero no tan alta como
para incrementar la viscosidad. La temperatura también juega un papel importante, a

menor temperatura menor presion vapor y por ende menor efectividad del pretratamiento.

El ultrasonido promueve la destruccion de la pared celular y la solubilizacion de la materia
organica. Sin embargo los resultados son altamente dependientes de las especies de

microalga y la cantidad de energia aplicada. La relacion de energia con destruccion de
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la pared celular es lineal para la mayoria de las microalgas criadas en aguas residuales
(Passos et al. 2014; Lee et al. 2014).

e Microondas

Las microondas son ondas cortas de energia electromagnética que oscilan entre los 300
MHz y 300 GHz de frecuencia. Generalmente sus frecuencias se encuentren alrededor
de los 2450 MHz. Estas ondas generan un aumento en la energia cinética de las
moléculas, lo que las pone a vibrar y de esta forma aumenta su temperatura. La energia
aplicada por irradiacion de microondas no es capaz de romper los enlaces quimicos, sin
embargo los puentes de hidroégeno si se rompen. Debido a esto las microondas causan
cambios en las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas, sin embargo no en

las primarias.

Similares a aquellos del ultrasonido, los principales parametros a controlar son el tiempo
de exposicién y la fuente de poder. Su principal ventaja es la rapida penetracion de la
irradiacion al nucleo de la microalga, sin embargo esto llega a un alto costo de energia
directamente dependiente de la concentracidon de biomasa. La temperatura también

puede jugar un papel clave en este pretratamiento.

Este pretratamiento arroja generalmente un aumento en la produccion de biogas de

alrededor de 78% en condiciones Optimas (Passos et al. 2014; Passos et al. 2013)

3.5.3. Pretratamientos quimicos
Los pretratamientos quimicos son mucho menos usados que los mecanicos y térmicos.

El mas usado de los pretratamientos quimicos aplicados a microalgas es el alcalino,

especialmente mezclado con temperatura.
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Los estudios sobre pretratamiento con medio alcalino y temperatura han arrojado
resultados contradictorios, donde se ha visto que la adicion del alcalino (NaOH) mejora

la degradacion de la célula microalgal, pero disminuye la produccién de biogas.

Los pretratamientos quimicos han resultado inefectivos, a comparacion de los

pretratamientos mecanicos y térmicos (Passos et al. 2014).

3.5.4. Pretratamientos biolégicos

Los pretratamientos biol6gicos consisten en la degradacion de la pared celular a base de
enzimas, estos pretratamientos son prometedores debido a su bajo consumo energeético.
Ademas los pretratamientos enzimaticos o bioldgicos, no proveen de compuestos
inhibidores que perjudiquen la creacion del biogas. Las enzimas descomponen muchos
de los componentes de la pared celular (como la celulosa y hemicelulosa), a
componentes de menor peso molecular, que son mas viables para las bacterias

anaerobias al momento de la digestion.

Los parametros mas importantes para estos procesos son: la dosis de enzimas, la
temperatura y el tiempo de exposicion. La temperatura y el pH deben estar fijos en los

valores ideales para la actividad de la enzima.

Los principales problemas que tiene este tipo de tratamiento, se deben a la seleccion de
las enzimas, que varian segun la especie de microalga, ya que cada especie tiene

diferente la composicién de su pared celular (Passos et al. 2014).

Tabla 4. Comparaciéon de métodos de pretratamiento para incrementar la biodegradabilidad de la biomasa microalgal en la
digestion anaerobia (Passos et al. 2014)

Pretratamiento Parametros de | Solubilizacion | Mejora en la | Ventajas Desventajas
control de la biomasa | generacion
de metano
Termal (<100°C) Temperatura, XXX XX Baja demanda | Alto tiempo de
tiempo de energética, exposicion
exposicion escalabilidad
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Hidrotermal Temperatura, XXX XX Escalabilidad Alta demanda de
(>100°C) tiempo de energia, riesgo de
exposicién creacioén de
compuestos
refractarios
Termal con Temperatura, XXx XXX Escalabilidad Alta demanda
explosion de tiempo de energeética, riesgo
vapor (>100°C) exposicion, de creacion de
presion compuestos
refractarios, alto
costo de inversion
Microondas Fuente de XX XX - Alta demanda de
poder, tiempo energia eléctrica,
de exposicién dificultades para
escalar
Ultrasonido Fuente de X X Escalabilidad Alta demanda de
poder, tiempo energia eléctrica
de exposicién
Quimico Dosis de X X Baja demanda | Contaminacion
reactivos, energética guimica, riesgo de
tiempo de formar inhibidores,
exposicién costos elevados.
Termo quimico Dosis de XXX XX Baja demanda | Contaminacion
reactivos, energética guimica, riesgo de
tiempo de formar inhibidores,
exposicion, costos elevados.
temperatura
Enzimatico Dosis de X X Baja demanda | Costos elevados,
enzimas, energética necesidad de
tiempo de mantener

exposicién, pH,

temperatura

condiciones de

esterilidad

La cantidad de X se refiere a la eficiencia del proceso, siendo X la menor y Xxx la mayor.

Para poder comparar el balance de energias totales en los diversos pretratamientos se

puede tomar en cuenta la siguiente tabla.
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Tabla 5. Comparacion de balances de energia para pretratamientos (Passos et al. 2014)

Pretratamiento | Condicidon | Concentracion | Incremento | Energia de Energia | Comparacion
Optima de SV (g/L) enla alimentacion | generada | de energias
generacion (kJ/g SV) (kJ/g SV) (Eg/Ea)
de metano
(L CH4/g
SV)
Térmico 75°C ; 10h | 13.5 0.120 6.50 3.87 0.59
Térmico 95°C ; 10h | 13.5 0.130 7.43 4.19 0.56
Hidrotérmico 100°C ; 8h | 37 0.080 2.80 2.58 0.92
Hidrotérmico 120°C ; 2h | 200 0.140 0.58 451 7.78
Hidrotérmico 130°C 7| 14.6 0.050 8.30 1.61 0.19
15min
Microondas 900W ;1 9.8 0.100 70.13 3.22 0.05
3min

*S6lo se toman en cuenta en la tabla pretratamientos en los que se han realizado balances de energia.

Para tener un mejor entendimiento del rendimiento de los pretratamiento nos sirve ver la

siguiente tabla:

Tabla 6. % de aumento de metano en diferentes pretratamientos.

50-80°C por 30m

Pretratamiento Condiciones Incremento % de | Referencia
metano
Termal Scenedesmus 70- | 12.2% (Gonzalez-
90°C por 3 h Fernandez et al.
2012)
Termal Scenedesmus 70- | 9.57% (Gonzalez-
80°C por 25 m Fernandez et al.
2012)
Termal Chiorellla sp. vy (Cho et al. 2013)
Scenedesmus  sp.
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Termal Consorcio de | 67-72% (Passos & Ferrer,

microalgas 75-95°C 2014)
por 10 h
Hidrotermal Chlorella  sp. y|20% (Cho et al. 2013)

Scenedesmus  sp.
120°C por 30m

Hidrotermal Consorcio de | 42% (Passos & Ferrer,
microalgas 130°C 2014)
por 15m
Termal con | Scenedesmus 81% (Keymar et al,
explosion de vapor | 170°C a 8 bars por 2013)
30m
Ultrasonido Scenedesmus 100- | 75-90% (Gonzalez-
130 MJ/kg TS Ferndndez et al.,
2012)
Ultrasonido Scenedesmus sp. y | 6%, 10% y 15% (Cho etal. , 2013)

Chlorella sp.39, 117
y 234 MJ/kg VS
Microondas Consorcio de | 12-78% (Passos et al. |,
microalgas  21.8, 2014)

43.6,65.4 MJ/kg TS

3.6. Ozoflotacion

La ozoflotacion es la combinacion de las propiedades oxidantes del 0zono con el proceso
de flotacion para la remocién de particulas suspendidas en agua. A través de la
ozoflotacion se busca separar la biomasa microalgal del agua debido a que en el proceso
se obtiene la disminucion del potencial zeta de las particulas, incluidas las microalgas,

favoreciendo la formacion de aglomerados de células al momento de la cosecha. Por
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otra parte, al utilizar ozono como gas de dispersion, éste produce lisis en la membrana
de las microalgas, dando lugar a la liberacion de biopolimeros que funcionan como
coagulantes, y de igual forma la lisis de la membrana se puede utilizar como un pre-
tratamiento para etapas posteriores. En este trabajo se midi6 la efectividad de este

proceso como pretratamiento para la obtencion de biogas (Cheng et al. 2010).

El ozono al ser un oxidante provoca la lisis de diferentes algas, teniendo como
consecuencia la liberacion de biopolimeros presentes en las microalgas, por ejemplo
acidos nucleicos, proteinas y polisacaridos. El ozono actia en la liberacion de
coagulantes organicos naturales, y disminuye el efecto de los biopolimeros que algunas
especies de algas excretan de forma natural que pueden afectar la coagulacion (Langlais
et al. 1991).

Estudios anteriores demostraron que el ozono produce cambios en las propiedades de
las proteinas, como en el caso del espumado, en el cual se ve afectado el volumeny la

estabilidad de la burbuja formada por la proteina (Uzun et al. 2012).

La oxidacion de aminoacidos puede inducir en un aumento de la flexibilidad o rigidez de
la cadena proteinica, causando alteraciones en la estructura secundaria y terciaria de la
proteina; por otra parte, la capacidad de formacion de espuma depende de la adsorciéon

rapida en la interface aire-agua (Cataldo, 2003).

Aungue todos los aminoacidos son objetivos para la oxidacién, los mas sensibles de ser
oxidados son tirosina, triptéfano, y el azufre que contienen los aminoécidos cisteina y
metionina, ademas de los &cidos alifaticos de arginina, lisina, fenilalanina e histidina
(Uzun et al. 2012).

3.7. Energia a partir de microalgas

La conversion de energia a partir de biomasa puede ser clasificada en tres formas: 1)
conversién bioquimica, 2) conversion termoquimica, y 3) combustion directa. Sin

embargo debido a que las microalgas poseen un muy alto contenido de agua (80-90%),

23



la combustion directa no tendria sentido para la biomasa microalgal ya que gran parte de
la energia empleada se perderia en evaporar el agua. Pero esta alta cantidad de agua la
vuelve una excelente candidata para los procesos bioquimicos. En la figura 1 se muestra

los caminos para conversion de energia a partir de microalgas (Amin 2009).

| Digestion | | .
Anaerobia Biogas ]

Fermentacidn = Etanol
Conversion
bioguimica p . - .
Transegtenﬁcam . Bindiesel
% I:lrl F % oF
[ Microalgas | Gasificacidn %[ Gas ]
[ L A Aceite
Pirdlisis .
| ) Carbdn vegetal
Conversion
termoguimica . .
b Licuacidn —)[ Aceite ]
s Hidrogenacidn %[ Aceite ]

Figura 3. Conversion de energia a partir de microalgas (Amin, 2009; Brennan & Owende, 2010)

Para generar energia, principalmente biogas y biodiesel, a partir de microalgas es
importante analizar, entre otras cosas, el contenido lipidico de las diferentes especies de

microalgas. Para esto es util la siguiente tabla.
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Tabla 7. Contenido lipidico en diferentes especies de microalgas (Maity et al. 2014)

Especie de microalga

Tipo de microalga

Contenido lipidico en % de

masa seca
Arthrospira maxima Verde azul 20.34
Ankistrodesmus sp. Verde 24 - 31
Botryococcus braunii Verde 25-75
Chaetoceros muelleri Diatomea 33.6
Chaetoceros calcitrans Diatomea 14.6 — 39.8
Chlorella emersonii Verde 25 -63
Chlorella minutissima Verde 57
Chlorella protothecoides Verde 14.6 - 57.8
Chlorella sorokiniana Verde 19 -22
Chlorella vulgaris Verde 5-58
Chlorella sp. Verde 10 - 48
Chlorella pyrenoidosa Verde 11-26
Chlorococcum sp. Verde 19.3
Cylindrotheca sp. Diatomea 16 — 37
Crpthecodinium cohnii Roja 20-51
Dunaliella salina Verde 16 - 44
Dunaliella primolecta Verde 23
Dunaliella tertiolecta Verde 16.7-71
Ellipsoidion sp. Eustigmatophytes 27.4
Euglena gracilis Verde 14 - 20
Haematococcus pluvialis Rojo sangre 15.6 - 33
Isochrysis galbana Prymnesiophytes 7-40
Isochrysis sp. Prymnesiophytes 7.1-33
Monodus subterraneus Eustigmatophytes 16.1
Monallanthus salina Verde 20 -22
Nannochloris sp. Verde 20 — 56
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Nannochloropsis oculata Verde 22.7-29.7
Nannochloropsis sp. Eustigmatophytes 12 - 68
Neochloris oleoabundans | Verde 29 - 65
Nitzschia sp. Diatomea 16 — 47
Oocystis pusilla Verde 10.5
Pavlova salina Prymnesiophytes 30.9
Pavlova lutheri Prymnesiophytes 35.5
Phaeodactylum Diatomea 18 - 57
tricornutum

Porphyridium cruentum Roja 9 -60.7
Scenedesmus dimorphus | Verde 6 — 40
Scenedesmus obliquus Verde 11-55
Scenedesmus quadricauda | Verde 19-184
Schizochytrium sp. Verde amarilla 50 - 57
Scenedesmus sp. Verde 19.6-21.1
Skeletonema sp. Diatomea 13.3-31.8
Skeletonema costatum Diatomea 13.5-51.3
Spirulina platensis Verde 10.3
Spirulina maxima Verde 4-9
Thalassiosira pseudonana | Diatomea 20.6
Tetraselmis suecica Verde 8.5-23
Teraselmis sp. Verde 12.6 —14.7

Existen diferentes formas de biocombustibles que se han sintetizado a partir de

microalgas.

El biodiesel parece ser la meta de la mayoria por su factibilidad para remplazar a la
gasolina actual. Este biocombustible se sintetiza a partir de los lipidos contenidos en la
microalga, para lo cual es necesario realizar una extraccion de lipidos de la biomasa

microalgal y realizar una transesterificacion para crear el biodiesel. El principal problema
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gue viene con la sintesis del biodiesel es el bajo rendimiento energético que provee su

creacion (Halim et al. 2012)

Los bioalcoholes son otra forma de biocombustibles que han llamado su atencion,
especialmente porque no son a partir de los lipidos, sino que utilizan los carbohidratos

para su generacion.

El otro gran biocombustible que se ha planteado crear a partir de biomasa microalgal es

el biogas. De este biocombustible se hablara a continuacion.

Sin embargo se ha visto que el proceso 6ptimo desde el punto de vista econémico como
ambiental consiste en mezclar procesos, en una biorefineria, para asi solventar los
grandes costos de cultivo, cosecha y pretratamiento (Collet et al. 2011; Li et al. 2015;
Posten and Schaub 2009).

Para lograr implementar el concepto de biorefineria ain quedan muchos caminos que
investigar (Razon and Tan 2011). Algunos de estos caminos pueden ser, la generacién
de biogas post extraccion de lipidos, asi como técnicas de pretratamiento y cosecha,

mas econdmicas, que mejoren el balance energético.

3.8. Biogas

El biogas es el producto de la digestiébn anaerobia de materia organica. Esta digestion
involucra una serie de reacciones como lo son: hidrélisis, acidificacion, acetogénesis y
metanogénesis. Estas reacciones se llevan a cabo gracias a la accién de distintos grupos
de bacterias. El primer grupo de microorganismos contienen enzimas que hidrolizan
compuestos organicos complejos a sus monomeros (glucosa, aminodacidos, etc.).
Después estos mondmeros son transformados en acidos grasos volatiles, hidrogeno y
acido acetico. Luego las bacterias acetogénicas transforman los acidos grasos volatiles
en hidrogeno, diéxido de carbono y acido acético. Al final las bacterias metanogénicas

convierten estos compuestos en metano y diéxido de carbono (Harun et al. 2011).
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Tabla 8. Composicién de biogas generado por digestion anaerobia (Kwietniewska and Tys 2014)

Compuesto Concentracion en el biogas (%)
Dioxido de carbono 25-50
Metano 50-75
Agua 6-6.5
Oxigeno 09-1.1
Nitrogeno 39-41
Hidrégeno

Sulfuro de Hidrégeno <0.1-0.8
Amoniaco <0.1-1
Mercaptano En esporas
Acidos grasos de bajo peso molecular

Substancias moleculares Trazas

Un parametro muy importante a medir para evaluar la calidad de un biogas que se genera
para implementar como fuente de energia es su concentracién porcentual de metano.
Un biogas con una alta concentracion de metano sera un biogas que nos genere una alta

cantidad de energia.

3.9. Biogas a partir de microalgas

El potencial de biometano en microalgas depende principalmente de los compuestos
presentes en ellas (carbohidratos, lipidos y proteinas), lo cual depende directamente de
las condiciones de crecimiento y la especie de microalga. Entre mayor cantidad de lipidos
se encuentren en la microalga mayor sera su potencial de biometano, sin embargo esto
aumentara el tiempo de obtencion del biogas. Existen pocos trabajos realizados para la
generacion de biogas en microalgas después de la extraccion de lipidos, lo cual nos daria
una interesante forma de solventar el poco rendimiento energético que resulta de la

creacion de biodiesel a partir de microalgas (Alzate, et al., 2014).
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Los ensayos realizados hasta ahora han mostrado productividades bajas en la
generacion de metano a partir de digestion anaerobia de microalgas, en comparacion de
la produccion que se da si se utiliza otro sustrato como residuos solidos municipales o
residuos organicos (Heaven et al. 2011). Esto se atribuye principalmente a la resistencia
de la pared celular de las microalgas, para esto es necesario usar pretratamientos que

nos ayuden a destruirla.

Un factor a tomar en cuenta al realizar ensayos de digestion anaerobia de microalgas es
el S/l sustrato contra inoculo. Este factor puede determinar la cantidad de biogas
generado al final del proceso (Zhao et al. 2014).

La concentracion del sustrato en el ensayo de PBM (Potencial Bioquimico de Metano)
impacta en la biodegradabilidad del sustrato y debido a esto en la produccién de metano.
La presentacién del sustrato también es un factor a considerar, pues una cantidad
excesiva de solidos en él hace que el mezclado sea mas dificil y puede generar inhibicion
por acumulacién de acidos grasos. Por la otra parte, una concentracion baja de sustrato
aumenta el consumo de energia ya que requiere una temperatura mayor para ser
consumido con efectividad y requiere también de un volumen mayor de reactor para
evitar la pérdida de inéculos. También la cantidad de sustrato juega un papel muy

importante en la concentracién de metano en el biogas (Alzate et al. 2012).

Un gran problema en la digestion anaerobia de microalgas para generacion de biogas,
es la generacion de amoniaco, el cual es téxico para las bacterias metanogénicas y por
ello inhibe la generacién del metano. La relacion C:N (carbono/nitrégeno) promedio de
las microalgas es de 10.5, habiendo especies que llegan a tener relaciones de 5.9
(Ramos-Suarez and Carreras 2014), sin embargo la relacion ideal para una digestion
anaerobia es de 20 a 30, lo cual es una problema a trata al intentar generar biogas en
buenas cantidades. Para corregir esto existen autores que han realizado ensayos para

evaluar la generacion de biogas post extraccion de proteinas (Ramos-suéarez et al. 2014).

Otro parametro importante a tomar en cuenta al llevar a cabo una digestién anaerobia es
la temperatura, El incremento de temperatura de 15 a 52°C, mejora la conversion a

metano de Spirulina maxima, y en general una temperatura de 35°C mejora el proceso.
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Se ha encontrado como temperatura optima la de 40°C, ya que a pesar de que a mayor
temperatura el proceso mejora en cuanto a produccién de metano, el balance de energia

ya no es el mejor debido a la energia empleada en aumentar la temperatura.

El tiempo de retencién hidraulica y de retencion de sélidos, son también, pardmetros de
mucha importancia al momento de llevar a cabo la digestion anaerobia. Se deben
calcular los intervalos en los que se puede llevar a cabo el proceso de manera exitosa y
de ahi analizar la interaccién de uno con otro para mejorar la generacion de metano.
Segun estudios anteriores se ha notado que tomando el maximo éptimo de tiempo de
retencion hidraulica y el minimo éptimo de tiempo de retencion de soélidos, se dan los

mejores resultados de generacion de metano.

La calidad del biogas producido a partir de la biomasa microalgal, generalmente se
encuentra en los rangos de 69 a 75% metano. Sin embargo es importante siempre llevar
a cabo las mediciones de dicha calidad, ya que un biogas bajo en metano genera menor

energia que uno alto en dicho compuesto.

Otro factor a considerar en el proceso es la toxicidad del sodio, el cual es requerido para
llevar a cabo la digestion correctamente en rangos de 0.002 a 0.004M, pero si esta en
concentraciones mayores a 0.14M se vuelve altamente toxico para las bacterias

metanogénicas (Heaven et al. 2011)
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4. Metodologia

Para el caso de investigacion se eligio trabajar con la especie Scenedesmus sp. El motivo

de esta seleccion es debido a 2 factores principales:

1. La especie Scenedesmus sp. presenta una pared celular resistente frente a la
digestion anaerobia, lo cual la vuelve una especie que ha sido dificil de trabajar
con digestion anaerobia si no es pretratada antes de digerir. Al evaluar el efecto
de la ozoflotacidbn como pretratamiento, tenemos como objetivo vislumbrar que tan
eficaz es su poder de oxidacion para hidrolizar la pared celular y con este motivo
es importante elegir una especie de microalga que presente una pared celular que
presente una mala digestion sin pretratamiento (Mussgnug et al. 2010).

2. Laespecie Scenedesmus sp. se reproduce facilmente utilizando unicamente agua
residual como fuente de nutrientes. Esto es una caracteristica deseable tanto por
el ahorro de energia como por el objetivo de la investigacion.

En el tercer ensayo se cambio la especie a Desmodesmus sp. esto debido a problemas
de proliferacion de otras especies en los cultivos de Scenedesmus sp. Las caracteristicas
de esta especie son muy similares a las de la especie Scenedesmus sp. por lo que no

se necesitaron realizar cambios a la metodologia del tercer ensayo.

4.1. Cultivo de microalgas

Las microalgas se cultivaron en Botes de 10 litros transparentes de PET, con agitacion
manual y lamparas de luz blanca como fuente de luz. Se les afiadi6 agua residual
(Komolafe et al. 2014), en dos etapas, 4.5 litros al montar el cultivo y 4.5 litros diez dias

después.

Los cultivos se mantuvieron por lo menos tres semanas para llegar a la concentracion de
biomasa esperada de 500 mg/l. Se not6é que después de la tercera semana el crecimiento

de biomasa se reducia considerablemente.
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Al final del cultivo se realiz6 una observacion en microscopio para poder determinar el %
de Scenedesmus sp. ya que al ser alimentadas con agua residual es practicamente
imposible evitar la existencia de otro tipo de microalgas, especialmente cianobacterias.
Esta concentracion fue mayor al 90% en los cultivos que se utilizaron para las pruebas.

4.2. Recoleccion de lodos

Para la recoleccion de lodos se fabricd un nucleador utilizando una botella de refresco
retornable, debido a su resistencia, esta se partio a la mitad con un cuchillo caliente y se
le realizaron pequefios orificios en la parte de abajo para poder asi drenar una parte del
agua contenida en los lodos. La botella se atornillo a una madera larga para asi tener

acceso a las zonas alejadas o profundas.

Los lodos fueron recolectados de las lagunas facultativas del lago de Texcoco. Se

recolectaron en exceso.

llustracion 1 Laguna facultativa del lago de llustracion 2. Lodos anaerobios recolectados
Texcoco

Los lodos utilizados en el tercer ensayo fueron donados por la Cerveceria Modelo y
provenian de su reactor anaerobio para el tratamiento de sus aguas residuales. Este
cambio se realizdé para comprobar si eran los lodos el factor por el que los ensayos

estaban arrojando datos no cuantificables de metano.
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4.3. Preparacion de muestras

Las muestras preparadas fueron seis diferentes:

e Dos controles, uno de Unicamente microalgas y otro de Unicamente lodos.

e Un blanco, que no recibe pretratamiento.

e Una muestra que se cosecho por sedimentacion y se le aplico un pretratamiento
hidrotermal, a 121°C por dos horas. Esta muestra se utilizar4 para comparar el
pretratamiento hidrotermal con el de ozoflotacion. *

e Una muestra la cual se cosecho y pretratd por ozoflotacion.

e Y por ultimo una muestra a la que se cosecho y pretrato por ozoflotacion y después
se procedi6 a extraer los lipidos. Esta muestra utilizé para poder cumplir con el

tercer objetivo especifico.

* Esta muestra fue omitida para el tercer ensayo debido a la poca cantidad de biomasa que se tenia

en ese momento.

4.4. Ozoflotacién

Las pruebas de oxidacion se llevaron a cabo utilizando el arreglo experimental que se
presenta en la siguiente figura, conformado por un generador de ozono Labo 76 (Emery
Trailigaz, USA) con capacidad de produccion de 1.9 gOs/h, el cual utiliza aire enriquecido
con oxigeno como gas de alimentacién abastecido por un separador de aire (Airseo
modelo AS-12, USA), un contactor gas-liquido, un analizador de ozono gas (Teledyne
Instruments, USA) y una unidad de destruccion catalitica de ozono (Ozone & Control
Systems INC, USA) (Valeriano G. M., 2013).
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Figura 4. Componentes de la unidad de oxidacién por ozono (Valeriano G. M., 2013)
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La DAO (Dosis Aplicada de Ozono) aplicada fue de aproximadamente 10 mg/L.

El tiempo de ozoflotacion fue de 12 minutos por corrida.

llustracion 3. Columna de ozoflotacién

llustracién 4. Ozoflotacion de y )
microalgas llustracion 5. Arreglo del sistema de
ozoflotacion

4.5. Extraccion de lipidos
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Para la extraccion de los &cidos grasos, los solventes seleccionados fueron una mezcla
de metanol: cloroformo (1:2, v/v). Durante la extraccion, la biomasa es expuesta a una
mezcla de disolventes que extraen los lipidos de las matrices celulares. Para ello fue
necesario acondicionar la biomasa microalgal: se sometid la biomasa a centrifugacion a
6,000 rpm (12min) hasta obtener un precipitado verde, el cual se coloc6 en una placa de

vidrio para el proceso de deshidratacion.

El concentrado de biomasa fue deshidratado en una estufa durante 8 horas a una
temperatura de 50°C, posteriormente se retirg la biomasa seca y el polvo de biomasa se

reservé hasta su utilizacion para el proceso de extraccion.

La extraccion de los acidos grasos, se llevo a cabo colocando la biomasa en un matraz
Erlenmeyer de 500 ml (perfectamente limpio y enjuagado con metanol), al cual se le
afiaden 20 ml de cloroformo y 10 ml de metanol, por gramo de biomasa, el matraz se

sellé con papel parafilm y se coloc6 en un agitador orbital durante 24 h a 140 rpm.

Después de esto, se procedio a filtrar, para separar la biomasa residual del liquido en el
gue estan presentes los acidos grasos. Se retird el precipitado (biomasa residual), para

su utilizacién en las pruebas siguientes (Halim et al., 2012).

llustracion 6. Biomasa ozoflotada residual después de extraccion de lipidos
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4.6. Pretratamiento hidrotermal

Es un pretratamiento que provoca la lisis celular de las microalgas utilizando vapor de
agua a altas temperaturas. Para esto es necesario aumentar la presion. En este caso se

utilizé una temperatura de 121°C por dos horas, esto basado en literatura.

4.7. Digestion anaerobia

Para la digestién anaerobia se utilizdé una relacion biomasa/indculo de 1:2. Se realizd en
matraces cerrados y se mantuvo a una temperatura de 37°C. La cuantificacion del gas
producido se realizo con el método de probeta invertida, en el que el desplazamiento del
liquido por gas es nuestra medicion de biogas producido. A este biogas se le midio la
concentracion de CHa4, esta medicion se realizd con cromatografia de gases, utilizando

una curva de calibracion para poder cuantificar.

Para mantener la temperatura los reactores se mantuvieron dentro de la camara caliente
que tiene el edificio 5 del Instituto de Ingenieria, la cual se mantiene a una temperatura
de 37°C.

Para el disefio de los reactores se utilizan matraces Erlenmeyer de 50ml cerrados
conectados a mangueras las cuales terminan en una probeta de 10ml invertida que se
encuentra en un cubo con agua, el desplazamiento de agua para alojar el gas nos dara

la medida del biogas generado.

Las pruebas se realizaron por triplicado para asegurar resultados mas confiables.
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llustracién 7. Reactores para digestion anaerobia

4.8. Parametros a medir

Para poder analizar los resultados sera muy importante medir los siguientes parametros

a todas las muestras:

El primer pardmetro a medir sera la cantidad de biogas que se genera. Debido a que el
objetivo de la tesis es determinar si el método de ozoflotacién sirve como un buen
pretratamiento para la generacién de biogas a partir de biomasa microalgal, este es el
parametro de mayor importancia. Los resultados de las practicas se basan
principalmente en las cantidades de biogas que se generaron en cada uno de los

reactores.

El segundo parametro fue la calidad del biogas. Es importante saber el porcentaje de

metano que se obtiene en el biogas ya que de esté dependera la cantidad de energia
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gue se puede obtener a partir de dicho biogas. Para medir este parametro se utilizé un

equipo de cromatografia de gases.

4.9. Esquema del proceso

El esquema completo del proceso realizado es el siguiente:

Cultivo de
microalgas
% de biomasa % de biomasa
sedimentada ozoflotada
% de biomasa % pretratada % de biomasa % extraccion de
hidrotermal lipidos
Digestion Digestion Digestion Digestion
anaerobia anaerobia anaerobia anaerobia
Resultados

Figura 6. Esquema del proceso completo
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4.10. Disefio de experimento

El experimento se llevd a cabo en un disefio de blogues aleatorios, ya que solo se busca
el efecto de una variable, en este caso el tipo de biomasa en la cantidad de biogas
generado.
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5. Resultados y analisis

5.1. Curvas de crecimiento

Se realizaron las curvas de crecimiento, midiendo sélidos solubles totales, y el célculo
de crecimiento promedio por dia en duplicado. Las graficas obtenidas fueran las
siguientes:

Curva de crecimiento de microalgas

600
550

500

mg/L
&
o

e \uestra 1

400 e \uestra 2

350

300
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Dias

Figura 7. Curva de Crecimiento de microalgas

Crecimiento diario de microalgas

50
45
40
35

30
2
5 H Muestra 1
1 B Muestra 2
1

. | | | I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14
Dias

mg / L dia
o U1 O un

]

Figura 8. Crecimiento diario de microalgas
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Figura 9. Crecimiento microalgal
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5.2. Determinacion de porcentaje de SV para las muestras e inodculo

mg/L

Se determind el porcentaje de solidos volatiles (SV) para las muestras. Los resultados

fueron los siguientes:

Tabla 9. Porcentaje de sélidos volatiles por muestra para los ensayos 1y 2.

ST

Muestra ST (g/8) (g/ml) [SV (g/8)
Lodos 2.4878 0.4260
Cruda --| 0.0129
Con pretratamiento termal 0.0179
Con ozoflotacion ---| 0.0135 ---
Con ozoflotacidon y extraccién

de lipidos 0.2647 --- 0.2226

%Humedad
66.4106

41.9518
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Tabla 10. Porcentaje de sélidos volatiles para el ensayo 3.

%Humeda
Muestra ST (g/g) |ST(g/ml) |SV(g/g) |SV (g/ml) d
Lodos 346.8000 220.9000 65.30%
Cruda 0.0446 0.0378 -
Con ozoflotacién -—- 0.0542 -—- 0.0427 -
Con ozoflotacién y extraccién de
lipidos 0.0317 0.0247 -—-

5.3. Determinacion de ST para las muestras que fueron concentradas

Algunas muestras se tuvieron que concentrar, después de esto se midieron sus sélidos
totales (ST) para poder realizar los célculos para el montaje de los reactores, los
resultados fueron los siguientes:

Tabla 11. Determinacion de s6lidos totales en muestras concentradas

Muestra
Cruda
Con pretratamiento hidrotermal

Con ozoflotacién

llustraciéon 10.Biomasa con
pretratamiento hidrotermal
concentrada

llustraciéon 9. Biomasa cruda
concentrada

llustracién 8. Biomasa
ozoflotada concentrada



5.4. Calculos finales para montaje de reactores

Se realizaron los calculos finales para la cantidad de lodos y biomasa a agregar en los reactores. Estos célculos se
realizaron tomando en cuenta los soélidos totales (ST) y los sélidos volatiles (SV) calculados para cada muestra:

Tabla 12. Célculos finales para montaje de reactores en ensayos 1y 2.

Reactor

Nombre

Cantidad de Lodos (Q)

Tipo de biomasa

Cantidad de Biomasa

1| Control de lodos 17.3861 | ---
2 | Control de lodos 17.3861 | ---
3| Control de lodos 17.3861 | ---

7 |Blanco 17.3861|Cruda 20 ml
8|Blanco 17.3861|Cruda 20 ml
9|Blanco 17.3861 | Cruda 20 ml
10 [ Comparativo 17.3861 | Con pretratamiento hidrotermal 38 ml
11| Comparativo 17.3861 | Con pretratamiento hidrotermal 38 mi

12

Comparativo

17.3861

Con pretratamiento hidrotermal

38 ml




Tabla 13. Célculos finales para montaje de reactores en ensayo 3.

Cantidad de Cantidad de
Reactor Nombre Lodos (g) |Tipo de biomasa Biomasa
1| Control de lodos 17.3861|---
2| Control de lodos 17.3861 | ---
3| Control de lodos 17.3861|---

7 |Blanco 17.3861 | Cruda 39.6912 ml
8|Blanco 17.3861 | Cruda 39.6912 ml
9|Blanco 17.3861 | Cruda 39.6912 ml
10| Blanco 17.3861 | Cruda 39.6912 ml

15

Con extraccioén de lipidos

17.3861

Ozoflotada y con extraccion de lipidos

2.4042g

16

Con extraccion de lipidos

17.3861

Ozoflotada y con extraccion de lipidos

2.4042g
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5.5. Generacion de biogas

Generacion de biogas, primer ensayo
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Figura 10. Generacion de biogas, primer ensayo.
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Generacion de biogas, segundo ensayo
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Generacion de Biogas, tercer ensayo
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Figura 12. Generacion de biogas, tercer ensayo.



5.6. Cromatografia

Para el primer y segundo ensayo los resultados resultaron no cuantificables, por lo que
so6lo se presentan los resultados de la cromatografia del tercer ensayo.

El tercer ensayo presento los siguientes picos de metano:

Tabla 14. Picos de metano en tercer ensayo

Reactor cm
Control In6culo 1 1.5
Control In6culo 2 2.5
Control In6culo 3 1.7
Control Microalgas

1 0
Control Microalgas

2 0.6
Control Microalgas

3 0
Blanco 1 3
Blanco 2 2.7
Blanco 3 3.9
Blanco 4 1.6
Ozoflotacion 1 3.4
Ozoflotacién 2 3.3
Ozoflotacién 3 3.2
Ozoflotacién 4 2.8
Extraccion de

lipidos 1 2.8




Utilizando la siguiente curva de calibracion:

Curva de calibracién para metano

1.2

y=0.1194x - 0.2262

Volumen (ml)
o o
o )

©
>

©
[N}

0 2 4 6 8 10 12

Area (cm)

Figura 13. Curva de calibracién para metano

Se llega a la siguiente tabla:

Tabla 15. Resultados de cromatografia.

Tomando en cuenta que

converion se inyecto .5ml

Reactor cm

Control In6culo 2 0.0723 0.1446

Blanco 1 3 0.132 0.264
Blanco 2 2.7 0.09618 0.19236
Blanco 3 3.9 0.23946 0.47892
[Blanco4 | 16  nocuantficable|-- |
Ozoflotaciéon 1 3.4 0.17976 0.35952
Ozoflotacién 2 3.3 0.16782 0.33564
Ozoflotacién 3 3.2 0.15588 0.31176
Ozoflotacién 4 2.8 0.10812 0.21624
Extraccion de lipidos 1 2.8 0.10812 0.21624
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5.7. Grafica de Metano

Utilizando los datos arrojados por la cromatografia en la generacion de gas de los reactores llegamos a la siguiente
gréfica.

Generacion de metano en tercer ensayo
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Figura 14. Generacion de metano en tercer ensayo



Después de la grafica se realizé un ANOVA para ver si las diferencias presentadas entre
los reactores eran significativas o no, y el resultado fue positivo.

Con esto haciendo una simple operacién matematica:

62.024391 x 100 = 175.8 %

35.273532

Con este resultado podemos ver que el proceso de ozoflotacién dio un aumento en la
generacion de metano de un 75.8%, lo cual nos dice que es un proceso que puede ser
usado como pretratamiento de biomasa microalgal para digestion anaerobia.

Si comparamos nuestros resultados con otros que se muestran en la tabla 6.

Tabla 16. Porcentaje de aumento de metano en diferentes pretratamientos.

Scenedesmus  sp.
120°C por 30m

Pretratamiento Condiciones Incremento % de | Referencia
metano
Termal Scenedesmus 70- | 12.2% (Gonzélez-
90°C por 3 h Fernandez et al.
2012)
Termal Scenedesmus 70- | 9.57% (Gonzalez-
80°C por 25 m Fernandez et al.
2012)
Termal Chlorella sp. vy (Cho et al. 2013)
Scenedesmus  sp.
50-80°C por 30m
Termal Consorcio de | 67-72% (Passos & Ferrer,
microalgas 75-95°C 2014)
por 10 h
Hidrotermal Chlorella sp. y|20% (Cho et al. 2013)




Hidrotermal Consorcio de | 42% (Passos & Ferrer,

microalgas 130°C 2014)
por 15m
Termal con | Scenedesmus 81% (Keymar et al.,
explosion de vapor | 170°C a 8 bars por 2013)
30m
Ultrasonido Scenedesmus 100- | 75-90% (Gonzéalez-
130 MJ/kg TS Fernandez et al.,
2012)
Ultrasonido Scenedesmus sp. y | 6%, 10% y 15% (Choetal., 2013)

Chlorella sp.39, 117
y 234 MJ/kg VS
Microondas Consorcio de | 12-78% (Passos et al. |,
microalgas  21.8, 2014)

43.6,65.4 MJ/kg TS

Podemos ver que el resultado arrojado de 75.8% es comparable con los resultados
obtenidos por Passos y Ferrer de 67-72% (Termal), de Keymar y colaboradores de 81%
(Termal con explosion de vapor), de Gonzalez-Fernandez y colaboradores de 75-90%
(Ultrasonido) y de Passos y colaboradores de 12-78% (Microondas). Los cuales son los
valores mas altos arrojados en la tabla, por lo que podemos ver que el pretratamiento
por ozoflotacion es prometedor para la digestion anaerobia de biomasa microalgal.

La baja generacion de biogas a partir de biomasa microalgal post extraccion de lipidos
puede ser debido tres causas principalmente: 1) a la difusion en el medio de los
carbohidratos al momento de realizar el cosechado; 2) a la mineralizacion de
carbohidratos debido a la oxidacién causada por el ozono; 3) a la baja concentracion de
carbohidratos que se tiene en las microalgas al no ser sometidas a un ambiente de estrés
(Davila B. 2016).
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6. Conclusiones

1 - El uso de ozoflotacion como pretratamiento mejora la obtencion de metano en el
proceso de digestion anaerobia a partir de biomasa microalgal. Aunado a esto provee un
método de cosecha lo cual ayuda a la reduccion de costos del proceso de obtencion de
metano a partir de biomasa microalgal.

2 - Las muestras de biomasa con las caracteristicas de: sin pretratamiento, con
pretratamiento de ozoflotacién y con pretratamiento de ozoflotacion con extraccion de
lipidos, mostraron diferencias significativas en cuanto a la generacion de metano al ser
sometidas a digestion anaerobia.

3 — Los reactores disefiados ayudaron a la satisfactoria realizacién de los ensayos de
digestion anaerobia, sin embargo el sistema de medicion de biogas generd problemas
de lecturas y mantenimiento.

4 - Utilizando los valores de 0.5 g de biomasa en peso por reactor, temperatura de 37°C
y tiempo de retencion de 45 dias, se obtuvieron valores de biogas de hasta 203.3 ml y
composiciones de hasta 33% de metano.

5 — La capacidad de generacién de biogas a partir de biomasa microalgal post extraccién
de lipidos fue baja, probablemente debido, a la difusion en el medio y mineralizacion de
carbohidratos que se da al momento de la ozoflotacion, aunado a que los cultivos no
fueron llevados a situaciones de estrés por lo que en si la cantidad de carbohidratos
inicial era baja.

6 — Los resultados obtenidos demostraron diferencias significativas entre las diferentes
muestras, dando a notar una diferencia del 75% de generacion de metano entre el blanco
y la muestra pretratada con ozoflotacidén. Esto nos deja ver que la ozoflotacion si actla
como pretratamiento para el proceso de digestion anaerobia usando microalgas como
sustrato y es comparable con los resultados obtenidos por investigadores como Keymatrr,
Passos y Gonzales-Fernandez, que fueron presentados en la tabla 6.
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7. Trabajos futuros a desarrollar

» Repetir el experimento en condiciones Optimas para corroborar datos.

> Realizar diferentes experimentos para encontrar la dosis 6ptima de 0zono como
a utilizar como pretratamiento.

> Realizar el experimento utilizando otras especies de microalgas, para poder
evaluar el proceso de ozoflotacion como pretratamiento de una manera mas
general.

» Evaluar el proceso de digestion anaerobia en comparacién con otras estrategias,
como puedes ser la obtencion de bioetanol, para valorizar la biomasa residual post
extraccion de lipidos, para poder trabajar en el sistema de biorefineria.

» Evaluar el potencial de generacion de metano post extraccion de proteinas.
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9. Anexo - Analisis estadistico

Fuente de variacion GL ss MS =
Entre tratamientos

k-1 SSa SSa /(k-1) MSa /IMSg
Error (r-1)k SSe SSe /k(r-1)
Total kr-1 SSt
Fuente de variacion GL ss MS =
Entre tratamientos

3 13.33 4.442556193 5.900436082

Error 84 63.24527798 0.752919976
Total 115 76.57294656

Como 5.90 es mayor que 2.76 la hipotesis Nula se anula, pues si existen diferencias significativas entre los tratamientos.



Figura 15. Tabla de Anova.
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