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Resumen 
El o bjetivo general d e est e t rabajo es eval uar el  ef ecto del  ozon o e n l a l iberación de  
proteínas surfactantes y en los ácidos grasos de microalgas de zona del ex lago de Texcoco, 
con potencial aprovechamiento para la producción de biodiesel.  

Para l ograr el  ob jetivo d e ést e t rabajo se obt uvieron m uestras de agua  del  l ago ar tificial 
Nabor C arrillo, el  cual  se encuent ra ubi cado en l a zona  del  ex l ago de T excoco. Del 
consorcio n atural de microalgas se l ograron identificar 19 géner os; dest acándose l os 
géneros de Chlorella sp (10-57% lípidos) y Cyclotella sp (42% lípidos) para la producción de 
biodiesel, debido a su al to contenido de lípidos. De igual forma, se observó que el género 
Desmodesmus sp (20% l ípidos) presenta una gr an f acilidad par a r eproducirse e n agua 
residual. 

Las muestras de agua con presencia de microalgas fueron sometidas al efecto del ozono. Se 
observó un incremento de la concentración de proteínas totales en el medio acuoso, el cual 
se r elaciona con l a l iberación de est as m oléculas por  ef ecto del  daño causado por  el  
oxidante en las microalgas. La proteína total liberada actúa como un surfactante natural, 
favoreciendo l a f ormación de espum a m ediante l a cual  se pr oduce l a separ ación de l a 
biomasa pr esente en el agua.  Se encont ró que exi ste una r elación di recta ent re l a 
recuperación de la biomasa y la dosis aplicada de ozono (DAO). 

La bi omasa algal que f ue cosech ada m ediante ozof lotación, se som etió a un pr oceso de 
extracción d e áci dos gr asos m ediante sol ventes orgánicos. Al com parar l a cant idad de 
ácidos grasos extraídos de m uestras que f ueron cosechadas sin ozono (centrifugadas) con 
muestras separadas con  ozof lotación, se obser vó una m ayor cant idad de lípidos ext raídos 
(hasta un 100% ) de m uestras que  est uvieron en cont acto con el  oxi dante, r especto a l a 
biomasa obtenida por centrifugación. Se concluyó que la l isis celular causada por  el  ozono 
funciona como un pre-tratamiento para etapas posteriores.  

Sí bi en el  pr oceso de ozof lotación f unciona com o un pr oceso de separ ación y de pr e-
tratamiento, podría generar la oxidación de los ácidos grasos precursores de biodiesel. Bajo 
las condiciones de la muestra utilizada en este trabajo de investigación se encontró que DAO 
superiores a 38 mgO3/L de agua producen la oxidación de los lípidos. 

El perfil de ácidos grasos obtenidos par a cada  época de l año, presento una abu ndancia 
relativa d iferente, l a cual  se m odificó p or ef ecto del  oxi dante. 
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Introducción  
A ni vel mundial se pr esenta un const ante aumento en l a demanda de ener gía, si endo l os 
combustibles f ósiles l a fuente m ás económica (FAO, 2008) . S e est ima que con el  ritmo 
actual de consum o, las reservas de petróleo (1,354 bi llones de barriles) serán agotadas en 
50 años (IEA, 2010; Huang et al., 2010). 

Por ot ra par te, l os com bustibles f ósiles t ienen u n i mpacto n egativo en el am biente por  l a 
generación de gases de ef ecto invernadero, la acidificación del ambiente (aire y suel os), la 
formación de par tículas en el  ai re, la eut rofización de cuerpos de agua,  toxicidad en seres 
vivos, entre otros inconvenientes (Singh et. al, 2012). 

El biodiesel es un combustible alternativo y una fuente de energía renovable, biodegradable, 
cuyo uso contribuiría a reducir las emisiones de azufre y monóxido de carbono en un 30% y 
10% respectivamente, además de que no contiene compuestos aromáticos y posee mejores 
propiedades de combustión (Huang et  al ., 2010) . Se puede obt ener a par tir de m aterias 
primas t ales com o: der ivados agr ícolas ( caña de azúcar ), pl antas al imenticias ( granos de 
maíz, aceites de semillas), insumos no alimenticios (residuos agrícolas y forestales) y 
microalgas (Álvarez, 2009). 

Existe co ntroversia r especto de l a producción de bi odiesel a par tir de  m aterias p rimas 
alimenticias, es por  el lo, que l a ut ilización de b iomasa de m icroalgas cada dí a t oma m ás 
fuerza. Entre las ventajas que estas últimas tienen, es que no requieren de grandes espacios 
para su reproducción y t ienen tasas de crecimiento más altas que las plantas terrestres, por 
ejemplo las algas verdes pueden duplicar su biomasa en menos de 24 hr (Brennan, 2010). 
Las microalgas pueden cultivarse en diferentes tipos de agua (entre estas, en agua residual), 
poseen un alto cont enido de áci dos gr asos por  gr amo de bi omasa y dado que son  
organismos f otosintéticos, ut ilizan la r adiación s olar y el  C O2 atmosférico com o f uente de  
carbono para producir biomasa.  

En el mundo existen pocas empresas productoras de biodiesel a partir de microalgas, éstas 
se encuentran principalmente en los Estados Unidos de América, EUA (Chisti & Yon, 2011). 
Los bi ocombustibles de  t ercera gener ación como el bi odiesel de m icroalgas, e s una 
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tecnología que se encuentra en fase de desar rollo, siendo la producción de biomasa a gran 
escala y la cosecha de la misma, las principales limitantes del proceso de producción.   

Este t rabajo de i nvestigación aborda una t ecnología novedosa para el  cosechado  de l as 
microalgas m ediante flotación con ozono, en l a cual  se evalúa el ef ecto del  ozono en l a 
liberación de proteínas surfactantes y en la composición de los ácidos grasos de microalgas, 
con potencial aprovechamiento para la producción de biodiesel.  

La cosecha de microalgas constituye del 20-30% del costo total de producción del biodiesel y 
se realiza m ediante diferentes procesos (sedimentación, cent rifugación, filtración, 
ultrafiltración, la floculación-flotación y la flotación con aire asistida con coagulantes), siendo 
el más utilizado la centrifugación.  

No obstante, la apl icación de nuevas t ecnologías empieza a cobrar importancia, es el caso 
de la cosec ha de microalgas m ediante l a flotación con ozono ( ozoflotación), un pr oceso 
ligado a la liberación de metabolitos intracelulares de las microalgas, los cuales actúan como 
surfactante, f avoreciendo l a f ormación de espu ma y l a se paración de l a bi omasa al gal. 
Cheng et al., (2010) reportaron la cosecha de m icroalgas con ozono sin la utilización de un 
coagulante adi cional, dest acando e l ef ecto en la liberación de pr oteínas pr esentes en l as 
microalgas, las cuales actúan como surfactantes naturales.  

Como par te de est e trabajo de i nvestigación se evalúa la relación que exi ste entre la  
proteína total liberada durante el proceso de ozoflotación y la biomasa recuperada, así como 
la posible oxidación de los ácidos grasos precursores del biodiesel presentes en la biomasa 
algal.   
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Objetivos  
 

Objetivo General: 

Evaluar el efecto del ozono en la liberación de proteínas surfactantes y en la composición de 
los áci dos gr asos de m icroalgas de l a zona  del  E x l ago de T excoco, con pot encial 
aprovechamiento para la producción de biodiesel. 

Objetivos particulares: 

 Identificar y cuantificar las familias de microalgas presentes en el Lago Nabor Carrillo en 
épocas cálida y fría, con potencial de aprovechamiento para la producción de biodiesel. 
   

 Determinar el  efecto del  ozono en l a l iberación de proteínas sur factantes y su r elación 
con l a r ecuperación de  m icroalgas pr oductoras de áci dos gr asos p recursores de  
biodiesel en muestras de agua de la zona del Ex lago de Texcoco. 
 

 Evaluar el  e fecto del  ozono en l a c omposición de l os áci dos gr asos pr ecursores de 
biodiesel presentes en microalgas durante el proceso de ozof lotación, en referencia a la 
composición inicial en las microalgas.  
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Marco teórico  
Biocombustibles 
Los biocombustibles son al coholes, éteres, ésteres y otras biomoléculas producidas a partir 
de bi omasa de plantas, desechos i ndustriales y pr oductos de agr icultura. S e obt ienen en  
diferentes e stados de agr egación: sólidos ( por ej emplo l eñas, ast illas o car bón ve getal), 
líquidos ( bioetanol, bi oalcoholes o b iodiesel) y gas ( biogás). Entre l os más po pulares se 
encuentran el  bioetanol y el biodiesel, siendo este úl timo el  biocombustible de i nterés para 
este trabajo de investigación.  

Los biocombustibles se clasifican de acuerdo a la materia prima y a la tecnología empleada 
para pr oducirlos, en bi ocombustibles de pr imera, segunda,  t ercera y cuarta gene ración 
(Maciel, 2009). 

Los de primera generación son de procedencia agrícola y p lantas alimenticias, tienen como 
característica un alto contenido de almidón, azúcares y ace ites; como es el jugo de la caña 
de azúcar , de remolacha o de bet abel, granos de maíz, acei tes de sem illas de g irasol, de 
palma, de ricino, de coco o de cacahuate, entre otros. De igual forma se emplean grasas de 
animales, aceites de des echo (provenientes de la elaboración de al imentos) y desper dicios 
orgánicos. D ichos b iocombustibles son producidos a partir de t ecnologías convencionales 
como l a f ermentación, t ransesterificación y  digestión anae robia, obt eniéndose m ediante 
fermentación etanol, metanol y n-butanol, a partir de la transesterificación biodiesel y b iogás 
con digestión anaerobia. 

Los de segunda generación emplean como materia prima residuos agrícolas y forestales 
compuestos pr incipalmente por  cel ulosa, ej emplo de ést os son el  baga zo de l a ca ña de 
azúcar, el  r astrojo de m aíz ( tallo, hoj as y ol ote), paja de t rigo, r amas secas de ár boles, 
etcétera. E ntre l os pr ocesos de pr oducción de stacan l a sacar ificación-fermentación y el  
proceso de F ischer-Tropsch, de l os cual es se obtiene et anol, m etanol, gas de sí ntesis, 
biodiesel, entre otros. 

Los i nsumos veget ales no al imenticios de cr ecimiento r ápido y con  una al ta de nsidad 
energética de sus componentes químicos, son utilizados en los biocombustibles de tercera 
generación; e ntre el los podem os encontrar l os past os per ennes, árboles y p lantas de  
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crecimiento rápido, algas verdes y cianobacterias. Las tecnologías de obtención de este tipo 
de biocombustibles se encuentran en fase de desarrollo. 

Por último, los biocombustibles de cuarta generación, los cuales consideran tecnologías de 
optimización de materias primas genéticamente diseñadas para capturar grandes cantidades 
de carbono, generar combustibles más eficientes y combinarlos con la tecnología de captura 
y almacenamiento de CO2 (CAC). 

 

Biodiesel 
El bi odiesel es un bi ocombustible, que se obt iene m ediante transesterificación de a ceites 
vegetales o grasas animales. Está compuesto por ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME, 
por sus siglas en inglés) o ésteres etílicos de ácidos grasos (FAEE) saturados e insaturados 
(Fazal et al., 2011; Knothe, 2009; Sharma et al., 2008). 

Los áci dos grasos transesterificados con m etanol dan como r esultado un b iodiesel 
compuesto por diversos FAME, la Tabla 1 muestra el  per fil de ácidos grasos presentes en 
éste, se destacaron los comúnmente encontrados en el  biodiesel de procedencia vegetal o 
animal (Hoekman et al., 2011; Knothe, 2008). 

La composición del biodiesel aporta propiedades que lo hacen diferente al combustible fósil, 
por ej emplo el  bi odiesel pr esenta un m enor po der cal orífico, una m ayor vi scosidad, baja 
volatilidad, mayor densidad y contiene oxígeno, el cual permite una auto oxidación.  

El biodiesel tiene como ventaja ser una energía renovable, biodegradable, libre de sulfuros y 
compuestos aromáticos, menor índice de emisiones de hidrocarburos policíclicos aromáticos, 
monóxido de car bono, di óxido de car bono, partículas y hum o, sin e mbargo pr esenta un  
aumento en l a emisión de óxido de nitrógeno (Fazal et al., 2011; Yusuf et al., 2011; Cho et 
al., 2011; Murugesan et al., 2009).  

La principal desventaja del biodiesel se encuentra en el proceso de producción, debido a que 
es una t ecnología en f ase de desar rollo (Fazal et al ., 2011;  Sharma et al., 2008;  K nothe, 
2008). 
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Tabla 1 Perfil de ácidos grasos presentes en el biodiesel (Hoekman, 2011) 

Nombre común Nomenclatura 
química Formula química Peso molecular 

Ácido Láurico Ácido 
dodecanóico C12H24O2 C12:0 200.32 

Ácido Mirístico Ácido 
tetradecanoico C14H28O2 C14:0 228.38 

Ácido Miristoleico Ácido 9-
tetradecenoico C14H26O2 C14:1 226.26 

Ácido Palmítico Ácido 
hexadecanoico  C16H32O2 C16:0 256.43 

Ácido 
Palmitoleico 

(Z)-9 
hexadecenoico 

ácido 
C16H30O2 C16:1 254.42 

Ácido Esteárico Ácido 
octadecanoico C18H36O2 C18:0 284.48 

Ácido Oleico 
cis-9-

octadecenoico 
ácido 

C18H34O2 C18:1 282.47 

Ácido Linoleico 
cis-9, 12-

octadecenoico 
ácido 

C18H32O2 C18:2 280.46 

Ácido Linolénico 
cis-9, 12, 15-

octadecenoico 
ácido 

C18H30O2 C18:3 278.44 

Ácido Araquídico Ácido eicosanoico  C20H40O2 C20:0 312.54 

Ácido Gondoic cis-11-
eicosanoico ácido C20H38O2 C20:1 310.54 

Ácido Behénico Ácido 
docosanoico C22H44O2 C22:0 340.60 

Ácido Erúcico 
cis-13-

docosenoico 
ácido 

C22H42O2 C22:1 338.58 
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Biodiesel proveniente de microalgas 
Las microalgas como m ateria pr ima permiten l a producción de  diferentes bi ocombustibles, 
por ej emplo, m etano a t ravés de di gestión ana erobia, h idrógeno m ediante el  pr oceso de  
fotosíntesis y biodiesel derivado del aceite (Chisti, 2007). 

Estudios en donde se compara el uso de di ferentes materias primas (cultivos alimenticios y 
no al imenticios) para pr oducir biodiesel, indican que l os bi ocombustibles d e t ercera 
generación, como l os provenientes de m icroalgas cul tivadas en agua r esidual, es hasta el  
momento de l as ún icas al ternativas que se t ienen par a producir b iodiesel de manera 
renovable, sin embargo existen pocos estudios bajo estas condiciones (Christenson & Sims, 
2011; Ahmad et al., 2011). 

Aunque el biodiesel producido a partir de los lípidos contenidos en microalgas es una fuente 
de energía renovable para sustituir al diésel, existe la dificultad en el  proceso de producción 
de biodiesel, dichas dificultades se presentan en el cultivo de las microalgas y la cosecha de 
las mismas (Demirbas, 2011). 

A cont inuación se descr iben las etapas del  proceso de pr oducción del biodiesel a partir de 
microalgas, iniciando por detallar a l as microalgas y post eriormente las etapas del proceso: 
(1) cultivo de l as m icroalgas, ( 2) cosecha de l as m icroalgas, ( 3) pr e-tratamiento, ( 4) 
extracción de lípidos, (5) transesterificación y (6) obtención del producto (biodiesel).  

 

Microalgas  

Las microalgas son f ormas de v ida m uy ant iguas, l as algas so n c élulas pr ocariotas 
(cianobacterias) y eucariotas (algas verdes, algas rojas y diatomeas); dentro de su estructura 
las ci anobacterias car ecen de ci ertos or ganelos com o son pl astos, m itocondrias, núcl eo, 
aparato de Golgi y f lagelos, son or ganismos par ecidos a l as bact erias; por  ot ra p arte l as 
células eucariotas contienen los organelos antes mencionados. 

De i gual f orma l as m icroalgas pueden ser  organismos aut otróficos o het erotróficos; l as 
primeras requieren sólo de compuestos inorgánicos tales como CO2, sales y una f uente de 
luz para el  crecimiento, mientras que las segundas son organismos no fotosintéticos por lo 
tanto requieren una fuente externa de com puestos orgánicos, así  como nutrientes como 
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fuente de energía. Para las algas autótrofas, la fotosíntesis es la clave de su supervivencia, 
por lo que convierten la radiación solar y CO2 absorbido por los cloroplastos en trifosfato de 
adenosina (ATP) y del O2 en energía utilizable a nivel celular, produciéndose la respiración, 
apoyando el crecimiento de los organismos (Brennan & Owende, 2010). 

La ut ilización de m icroalgas como materia pr ima par a l a producción de bi ocombustibles 
ofrece di versas ventajas ent re l as cuales se destacan (Yang et al ., 2011; Demirbas, 2011;  
Brennan & Owende, 2010; Chisti, 2007): 

 

• Organismos fotosintéticos capaces de duplicar su biomasa en 24h. 
• Para su cr ecimiento l as m icroalgas requieres d e l uz sol ar, di óxido de ca rbono ( CO2), 

agua y sales inorgánicas. 
• No requieren de pr oductos quí micos t ales co mo her bicidas o pesticidas par a s u 

crecimiento. 
• Menor requerimiento de área para su reproducción. 
•  No son dependientes de un suelo fértil. 
• No requieren un suministro de agua dulce. 
• Las m icroalgas pueden  cultivarse en agua r esidual bajo condi ciones cont roladas, 

contribuyendo a la remoción de nitrógeno y fósforo. 
• Las microalgas funcionan como un tratamiento terciario de aguas residuales. 
• Alto contenido de lípidos (puede exceder el 80% en peso seco). 
• CO2 como fuente de carbono, 1Kg de biomasa fija 1.83Kg CO2. 
• La utilización de microalgas no compromete la producción de alimentos. 
• Las m icroalgas pr oducen subpr oductos de al to val or agr egado com o son pr oteínas, 

pigmentos, biopolímeros e hidratos de carbono. 

 

Como se mencionó, las microalgas presentan un rendimiento de acei te mayor que cualquier 
otro cultivo convencional, se cal cula que es aproximadamente de 10 a 2 0 veces m ayor que 
el derivado del aceite de palma y d e 200 a 400  veces m ayor que el  derivado del aceite de 
soya (Loera-Quezada & Olguin, 2010). 

Los l ípidos de l as m icroalgas son r eservas de ener gía qu e se encu entran dent ro de l a 
estructura celular, por ejemplo, los glicerolípidos se encuentran en la estructura de la 
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membrana, los triglicéridos funcionan principalmente como una forma de almacenamiento de 
carbono y e nergía, en condi ciones de ésteres l as m icroalgas producen mayor cant idad de 
lípidos (Rosch et al., 2012; Hu et al., 2008). 

Además de los lípidos, las microalgas cuentan con otros constituyentes bioquímicos de gran 
importancia, como los carbohidratos, pr oteínas y ác idos n ucleicos. Cada uno de éstos 
grupos tiene una función dentro del metabolismo de las microalgas (Williams & Laurens, 
2010). 

Las microalgas contienen una amplia variedad de carbohidratos, los cuales tienen funciones 
estructurales y m etabólicas, estas bi omoléculas son pr oducto de l a f otosíntesis y t ienen 
como finalidad ser precursores en la síntesis de otras biomoléculas.  

De i gual f orma l as pr oteínas r ealizan f unciones m etabólicas y est ructurales, son ut ilizadas 
como cat alizadores en zimáticos d el m etabolismo cel ular; dentro d e sus f unciones 
estructurales se destaca la formación del soporte para las moléculas de clorofila, las cuales 
realizan l a captación de l uz de l cl oroplasto. Entre los amino ác idos contenidos en l as 
proteínas d e l as microalgas se t ienen los esenci ales com o son:  Arginina ( Arg), Hi stidina 
(His), Isoleucina (iLeu), Leucina (Leu), Lisina (Lys), Metionina (Met), Fenilalanina ( Phe), 
Treonina (Thr), Valina (Val) y  T riptófano (Trp); por otra parte los no esenciales son: Alanina 
(Ala),  Ácido aspártico (Asp), Cisteina (Cys), Ácido glutámico (Glu), Glicina (Gly), P rolina 
(Pro), Serina (Ser) y Tirosina (Tyr); es preciso mencionar que varios de est os amino ácidos 
son de carácter surfactante (Becker, 2007; Brown & Jeffrey, 1995). 

Los ácidos nucleicos (ADN y ARN) trabajan en conjunto con las proteínas proporcionando la 
división y el crecimiento de las microalgas; los ácidos nucléicos son aproximadamente del 3-
5% de la biomasa celular donde se encuentra la mayor cantidad del fosfato de la célula. 

 

Cultivo de microalgas 

El cu ltivo d e al gas es la et apa en  l a cua l se  busca el  incremento de l a b iomasa, las 
microalgas se desar rollan en am bientes que provean las condiciones ideales par a dicha 
acción, est as r equieren de una f uente de l uz, car bono ( CO2), agua  (natural, r esidual o 
salobre), macro nutrientes (C, N, P, S, Ca, Mg y K) y micro nutrientes (Mo, Fe, Ni, Cu, Zn, 
Co, B, Mn, Cl-), además de referir a una temperatura favorable de 20-30°C y un pH (Yang et 
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al., 2011;  M arkou &  G eorgakakis, 2011) . El cul tivo se desarrolla en si stemas abi ertos o 
cerrados.  

De manera gener al, los si stemas d e cul tivo cer rados se ut ilizan para pr oducir d e 2 -8 g/ L 
cantidades de bi omasa (ZHU et al ., 2013), inclusive cuando se des ea desarrollar una sola 
especie; de m anera ge neral un b iorreactor consi ste de un  ar reglo m atricial d e t ubos de  
plástico o d e vi drio, de  apr oximadamente 0. 1m de d iámetro o m enor, per mitiendo una  
penetración efectiva de la l uz solar; de i gual f orma se tienen condi ciones de ope ración 
controladas com o son l a di sponibilidad de la f uente de car bono, l a i luminación, la 
temperatura y el  f lujo de nut rientes; sin em bargo, el bi orreactor pr esenta pr oblemas de 
sedimentación con el flujo de las microalgas a través de éste, la producción de oxígeno (que 
a concen traciones e levadas i nhabilita el cr ecimiento de l as al gas), e l aum ento d el pH  y 
problemas de escalamiento y de limpieza (FAO, 2009; Chisti, 2007). 

Por ot ra par te, los sistemas de cul tivo abierto para microalgas son más simples y gener an 
una producción de biomasa de 0.1-0.5g/L (ZHU et al., 2013), dichos sistemas consisten en 
estanques a l ai re libre de baj a profundidad ( 0.3-0.5m), si n agi tación; si n em bargo di cho 
sistema pr esenta ci ertas desvent ajas com o l o son l a di sponibilidad de C O2, si endo l a 
solubilidad de la fuente de carbono la limitante para el desarrollo de las microalgas; de igual 
forma l a di sponibilidad de nut rientes, l a penetración de l a luz so lar, el  cont rol de l a 
temperatura y la invasión de depredadores (FAO, 2009). Los sistemas de cultivo abierto son 
considerados como apropiados para la producción de algas a gran escala (Chisti, 2007).   

Como ya se mencionó, u na problemática que pr esenta l a pr oducción de bi odiesel a par tir 
microalgas es el  cul tivo de l as m ismas, es por  el lo que e l cultivo de la biomasa utilizando 
agua residual reduce los insumos del proceso (Cho et al., 2013; Rawat et al., 2011), debido a 
que ofrece como ventaja una reducción en la adicción de nutrientes para el desarrollo de la 
biomasa; requiriéndose aguas co n nutrientes como ni trógeno y fó sforo (Markou &  
Georgakakis, 2011). 

De i gual f orma, el cul tivo de l a biomasa funciona como un t ratamiento biológico de aguas  
residuales, como l as de uso dom éstico, i ndustrial, agr oindustrial y t ratamiento de r esiduos 
agrícolas (Raouf-Abdel et al., 2012). Las microalgas abso rben compuestos inorgánicos 
(macro y micro nutrientes), reduciendo la carga inorgánica y orgánica y removiendo metales 
pesados ( tales como Cu2+, Pb2+, Cr3+, Ni2+, Cd2+, Co2+, Fe2+, Mn2+) presentes en las aguas 
residuales (Markou & Georgakakis, 2011). De igual forma el  cul tivo de microalgas en agua 
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residual se convierte en un t ratamiento ambientalmente responsable y sostenible, debido a 
que no generan contaminantes secundarios (lodos), sino que mediante la recuperación de la 
biomasa se presenta el reciclado de nutrientes, la cual se puede utilizar como fertilizantes o 
alimento para animales (Rawat et al., 2011; Pittman et al., 2010). 

Un inconveniente en la utilización de aguas residuales como medio de cultivo en el desarrollo 
de microalgas es la variabilidad en la composición y en la cantidad de la misma, el cual se ve 
afectado por  l a var iación est acional a l o l argo d el año (Markou &  G eorgakakis, 2011) ; d e 
igual f orma existen diversos f actores en l a com posición d el agua r esidual que i nhibe el  
crecimiento de l as m icroalgas, com o son al tas concent raciones de a moníaco, cadm io, 
mercurio, bacterias patógenas o depredadores (Pittman et al., 2010).  

 

Cosecha de microalgas 

La etapa cosecha o recolección consiste en la recuperación de la biomasa del medio acuoso 
en el  que  fue cul tivada, l os m étodos de cose cha m ás co munes son la sed imentación, 
centrifugación, f iltración, ultrafiltración, l a floculación-flotación y l a f lotación. La cosecha de  
microalgas dentro del proceso de producción de biodiesel, implica del 20-30% del costo total 
de pr oducción, debi do a que es n ecesario pr ocesar gr andes vol úmenes de agua  para 
obtener l a b iomasa; se favorecen l os pr ocesos que i nvolucran coagu lantes quí micos, sin 
embargo estos procesos no obtienen un producto biológicamente puro, además se sabe que 
el uso de floculantes modifica los constituyentes del aceite presente en las microalgas (Halim 
et al., 2012; Christenson & Sims, 2011; Borges et al., 2011). 

Como se descr ibió en l íneas ant eriores exi sten di versos m étodos par a el  c ultivo d e l as 
microalgas, para los fines de este trabajo de investigación sólo se describirá la cosecha de 
las microalgas mediante la ozoflotación. 

 

Ozoflotación 

La ozoflotación es la combinación de las propiedades oxidantes del ozono con el proceso de 
flotación para la remoción de partículas suspendidas en agua. A través de la ozoflotación se 
busca sep arar la bi omasa algal del agua  debido a que en el proceso se obtiene la 
disminución del potencial zeta de las partículas, incluidas l as microalgas, favoreciendo la 
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formación de aglomerados de cé lulas al  momento de l a cosecha. Por ot ra par te, al  u tilizar 
ozono como gas de di spersión, éste produce lisis en la membrana de las microalgas, dando 
lugar a  la l iberación de b iopolímeros que funcionan como coagulantes, y de i gual forma la 
lisis de la membrana se puede utilizar como un pre-tratamiento para etapas posteriores (por 
ejemplo en la extracción de los ácidos grasos) (Cheng et al., 2010; Miao & Tao, 2009). 

El ozono al ser un oxidante provoca la lisis de diferentes algas, teniendo como consecuencia 
la l iberación de bi opolímeros pr esentes en l as m icroalgas, por  ej emplo áci dos n ucléicos, 
proteínas y pol isacáridos. El ozono act úa en l a liberación de coagul antes or gánicos 
naturales; y disminuye el efecto de los biopolimeros que algunas especies de algas excretan 
de forma natural que pueden afectar la coagulación (Langlais et al., 1991). 

Estudios anteriores demostraron que el  ozono produce cambios en l as propiedades de las 
proteínas, com o en el  caso del  es pumado, en  el  c ual se  ve af ectado el  vol umen y l a 
estabilidad de l a bur buja f ormada por  l a pr oteína (Uzun et al ., 2012) . L a oxi dación de 
aminoácidos puede inducir en un aumento de la flexibilidad o rigidez de la cadena proteínica, 
causando alteraciones en la estructura secundaria y terciaria de la proteína; por otra parte, la 
capacidad de formación de espuma depende de la adsorción rápida en la interface aire-agua 
(Cataldo, 2003). 

Aunque t odos l os am inoácidos son obj etivos par a l a oxi dación, l os más sensi bles de ser  
oxidados son Tyr, Trp, y el azufre que contienen los aminoácidos Cys, Met, además de los 
ácidos alifáticos de Arg, Lys, Phe y His (Uzun et al., 2012). 

 

Casos de estudio de para la cosecha de microalgas a través de ozoflotación 

En el  2008 Jeng evaluó la acci ón del ozono y del per manganato com o pr eoxidantes par a 
remover algas de un cuerpo de agua, dicho estudio reporta la utilización de concentraciones 
de ozono q ue van desde 1 -7mgO3/L, obt eniéndose el  m ayor por centaje d e r emoción de 
algas (93%) a 3 mgO3/L, concentraciones superiores de oxidante obtuvieron porcentajes de 
remoción inferiores (Jeng et al., 2008). 

Cheng (2010) obtuvo resultados satisfactorios de flotación de Scenedesmus obliquus FSP-3 
con una dos is de 0. 2-0.5 mgO3/mg Biomasa; de i gual forma dicho autor realizo la f lotación 
de Chlorella vulgaris con una dosi s requerida de 0.005-0.03 mgO3/mg Biomasa. Es preciso 
mencionar q ue di chos r esultados f ueron obt enidos par a una  sol a es pecie de m icroalga y 
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cultivadas en medios nutritivos. El autor concluyó que la dosis de ozono está en función de la 
turbiedad de la muestra y de la especie de microalga a cosechar (Cheng et al., 2011; Cheng 
et al., 2010). 

El p arámetro de t urbiedad se r elaciona con e l contenido d e m icroalgas pr esentes en l a 
muestra, influyendo de manera directa con el  consumo de ozono. Y la especie de microalga 
se relaciona con el contenido proteínico, ya que actúa como biosurfactante natural. 

 

Pre-tratamiento de la biomasa 

El pre-tratamiento de la biomasa co lectada tiene como objetivo el acondicionamiento de l a 
misma hacia la siguiente etapa de producción (extracción de l ípidos). Con el pre-tratamiento 
se busca la ruptura de la pared celular para así obtener una mayor liberación de metabolitos 
precursores para la producción de b iodiesel, a m ayor daño c elular aumenta la eficiencia de 
extracción (Halim et al., 2012; Lee et al., 2010). 

Existen diferentes m étodos par a ef ectuar el  pr e-tratamiento de l a b iomasa, cada un o de 
éstos realiza di ferente daño a l a célula de l a microalga, algunos de l os procesos ut ilizados 
para la ruptura celular son: sonificación, homogenización a alta presión, molienda con bolas, 
microondas, lisis químico, shock osm ótico y sol uciones de NaCl 10%. Diversos autores han 
estudiado la eficiencia de cada uno de los procesos mencionados, concluyendo que el grado 
de lisis causado por el proceso depende del microorganismo a tratar (Halim et al., 2012; Lee 
et al., 2010; Chisti & Moo-Young, 1986) 

La recuperación de los ácidos grasos a partir de microalgas se puede mejorar de 3-4 veces a 
través de  la ut ilización de pr e-tratamiento, si n embargo l a mayoría de los pre-tratamientos 
requieren de un alto consumo energético (Lee et al., 2012). 

 

Extracción y transesterificación de ácidos grasos  

El tamaño de las microalgas es un problema durante la cosecha de la biomasa, sin embargo, 
durante la extracción de l ípidos puede ser  una ventaja, debido a que  proporcionan una al ta 
superficie de contacto con los disolventes, formando una fase homogénea.  
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Se puede d efinir a l os lípidos com o cual quier molécula bi ológica que  es sol uble en un  
disolvente o rgánico, se cl asifican en  dos cat egorías en f unción de l a po laridad del  grupo 
funcional pr incipal de las moléculas: (1) l ípidos neut ros comprenden aci lgliceroles y áci dos 
grasos l ibres, ( 2) l ípidos pol ares que son subcat egorizados en f osfolípidos y gl icolípidos. 
Dentro de las microalgas los lípidos neutros se utilizan principalmente en el almacenamiento 
de ener gía y l os l ípidos pol ares se  ut ilizan en l a f ormación de l a m embrana cel ular. S in 
embargo, existen algunas especies de lípidos neutros que no cont ienen ácidos grasos tales 
como hidrocarburos, esteroles, cetonas y pi gmentos (carotenos y l as clorofilas) que no son 
convertibles en biodiesel (Halim et al., 2012). 

Los ácidos grasos son constituyentes de l os lípidos (neutros y pol ares), están constituidos 
por un gr upo car boxilo (grupo hi drófilo) y un a c adena de hidrocarburos ( grupo hi drófobo); 
existen los ácidos grasos saturados los cuales no presentan ningún enlace doble, mientras 
que los ácidos grasos insaturados contienen al menos un enlace doble dentro de l a cadena 
hidrocarbonada (Halim et al., 2012). 

La ext racción de áci dos gr asos se efectúa de diferentes f ormas a ni vel laboratorio, ent re 
éstos destacan los métodos de ext racción con sol ventes orgánicos, la ext racción mediante 
ultrasonido, ext racción mediante f luidos super críticos, ext racción as istida por  m icroondas, 
shock osmótico, la extracción enzimática y la destrucción mecánica (Lee et al., 2010). 

El proceso de extracción de ácidos grasos debe ser selectiva a estos compuestos, debido a 
que se busca r educir la ext racción de otras moléculas presentes en las microalgas ( por 
ejemplo: proteínas y car bohidratos), de no ser  el  caso se r ecurre a una e tapa posterior de 
purificación; cabe destacar que el  método seleccionado en este trabajo de i nvestigación, es 
la extracción mediante una mezcla de solventes orgánicos (polar, no-polar). 

El solvente orgánico no-polar (cloroformo o hexano) interactúa con l ípidos neutros utilizando 
fuerzas de van der Waals; sin embargo, en el citoplasma se encuentran moléculas complejas 
formadas por lípidos neutros y lípidos polares, los cuales están vinculados a las proteínas de 
la m embrana c elular m ediante en laces de hi drógeno, por  l o t anto l a f uerzas de v an der  
Waals ejercidas por el solvente no-polar no son suficientes para impedir estas interacciones. 
Por otra parte, el di solvente pol ar (metanol o etanol) es capaz de romper la interacción 
complejo lípido-proteína mediante la formación de enlaces de hi drógeno con l os lípidos que 
se encuentran en el complejo (Halim et al., 2012; Medina et al., 1998). 
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Durante l a extracción de l ípidos, la bi omasa seca es expu esta a sol ventes or gánicos que 
extrae los lípidos de la célula; la extracción de lípidos a partir de solventes orgánicos, polares 
o no polares, sigue el principio de “similar disuelve similar”; la extracción de ácidos grasos se 
realiza con sol ventes or gánicos pol ares o no p olares, i nclusive con un a m ezcla de est os 
solventes, el  m ecanismo gener al de ext racción se puede r esumir en l os si guientes pasos  
(Figura 1) (Halim et al ., 2012) : (1) los solventes penet ran a través de la membrana celular 
hasta el citoplasma, (2) el solvente interacciona con el complejo lípido, (3) el complejo lípido-
solvente se di socia de l a m embrana cel ular, ( 4) el  com plejo l ípido-solvente se di funden a 
través de la membrana celular y (5) el complejo sale de la célula, transportándose al seno del 
solvente. 

 

Figura 1 Mecanismo de extracción de lípidos por solventes orgánicos  

 

Los l ípidos ext raídos de l a bi omasa ( microalgas) est án compuestos principalmente por  
triglicéridos (90-98%), mono y diglicéridos (0.1-0.5%) de ácidos grasos, y en menor cantidad 
de f osfolípidos, f osfátidos, car otenos, t ocoferoles, com puestos de azúcar  y agua (Bozbas, 
2008); el perfil de ácidos grasos en las microalgas comprende moléculas saturadas (C14:0, 
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C15:0, C 16:0, C 18:0, C 24:0, C 25:0 y C 26:0), m onosaturadas ( C16:1, C 18:1y C 20:1) y  
polinsaturadas ( C16:2, C16:3, C 16:4, C 18:2, C 18:3, C 18:4, C 18:5, C 20:3, C 20:4, C20:5, 
C22:5 y C22:6) (Abou-Shanab et al., 2011; Sydney et al., 2011; Mata et al., 2010; Spolaore 
et al., 2006; Dunstan et al., 1992). 

La Tabla 2 presenta un análisis de d iversas metodologías propuestas para l levar a cabo l a 
extracción de los ácidos grasos. Los autores citados, en su mayoría utilizan una m ezcla de 
solventes or gánicos, ent re l os cua les dest acan como di solvente pol ar: m etanol y u n gr an 
número de al ternativas para el no-polar siendo el más utilizado el cloroformo. Sin embargo, 
no exi ste una hom ogeneidad en l as condi ciones de anál isis, por ej emplo en l a r elación 
biomasa: solventes.  
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Tabla 2 Comparación de técnicas de extracción de ácidos grasos 

Autor Biomasa (g) Solventes 

Condiciones de extracción 

Condiciones óptimas   Volumen de 
solventes (mL) 

Tiempo 
de 

reacción 
(min) 

Temperatura 
de reacción 

(°C) 
Evaporación 

(Montes et 
al., 2011) 100 

Cloroformo: Metanol (2:1) 
300 120 23 Presión 

reducida 
Cloroformo: 

Metanol Metanol 
Etanol 

(Wahlen et 
al., 2011) 0.2 Cloroformo: Metanol (2:1) 5 0.5  Argón  

(Cheng et al., 
2011) 10 

Agua: Metanol: Hexano 
(10:24:48) 

82 180  Rota vapor 
Agua: Metanol: 
Acetato de etilo 

(10:24:48) 

Agua: Metanol: Tolueno 
(10:24:48) 

Agua: Metanol: Acetato de etilo 
(10:24:48) 

(Lee et al., 
2010) 10 Cloroformo: Metanol (1:1) 10 2880  Rota vapor  

(Halim et al., 
2011) 4g 

Hexano 
300 450 Ambiente  

Hexano: Isopropanol 
(3:2) Hexano: Isopropanol (3:2) 
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Durante la transesterificación los ácidos grasos extraídos se hacen reaccionar con un alcohol 
(metanol, etanol, isopropanol y butanol) convirtiéndose en ésteres de alquilo de ácido graso, 
en la Figura 2 se observa la reacción de un t riglicérido (se obtiene a t ravés de una r eacción 
de est erificación ent re un pol ialcohol y t res ác idos gr asos) con un al cohol ( típicamente 
metanol), la reacción está catalizada por un base f uerte (NaOH) o un  ácido fuerte (H2SO4); 
los cat alizadores al calinos t ienen velocidades de r eacción super iores y al tas t asas de 
conversión que los catalizadores ácidos (Halim et al., 2012). 

 

 

Figura 2 Reacción de transesterificación para obtener Biodiesel 

 

La ut ilización de un cat alizador bás ico en la t ransesterificación de lípidos pr ovenientes d e 
microalgas resulta inadecuada debido a la cantidad de ácidos grasos insaturados presentes 
en éstas, ya que dicho catalizador promovería una reacción de saponificación parcial dando 
como resultado la formación de j abón y di ficultando la pur ificación del  biodiesel; en cont ra 
parte l os catalizadores ácidos no presentan sensibilidad al contenido de los ácidos grasos 
insaturados, r esultando ser l os ade cuados par a obt ener bi odiesel a par tir de m icroalgas 
(Ehimen et al., 2010). 

Al finalizar la reacción de transesterificación se cuenta con una mezcla de productos, la cual 
contiene biodiesel, glicerol, catalizador, exceso de alcohol y ácidos grasos sin reaccionar, por 
lo que se de be someter a una et apa de pur ificación, la cual consiste en una separación por 
gravedad ( mediante ce ntrifugación) par a i nducir l a di visión bifásica, obt eniendo en la f ase 
superior bi odiesel y en l a i nferior una m ezcla de l os productos no deseados (Halim et a l., 
2012). 

Se r ealizó una r evisión bi bliográfica ace rca de l as di ferentes condi ciones de 
transesterificación (Tabla 3 ). Resalta la ut ilización del  metanol como solvente para l levar a  
cabo la reacción de transesterificación y la utilización de un catalizador ácido.  
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Tabla 3 Comparación de técnicas de transesterificación en lípidos de microalgas 

Autor Biomasa 
(g) 

Solventes de 
extracción 

Solvente de 
transesterificación 

Condiciones de transesterificación 
Volumen de 

solventes 
(mL) 

Catalizador 
Tiempo de 
reacción 

(min) 

Temperatura 
de reacción 

(°C) 
Evaporación 

(Montes et 
al., 2011) 100 

Cloroformo: 
Metanol 

Metanol 300 
Ácido 

sulfúrico, 3-
10% 

240 60 - 100 Presión 
reducida Metanol 

Etanol 

(Wahlen et 
al., 2011) 0.1 Cloroformo: 

Metanol Metanol 2.5 
Ácido 

sulfúrico, 
1.8% 

20 80  

(Lee et al., 
2010) 1 

Agua: Metanol: 
Acetato de etilo 

(10:24:48) 

KOH-MeOH, HCl-
MeOH, BF3-MeOH 30  30 100  

(Halim et 
al., 2011) 4 

Hexano 
Metanol 20 

Ácido 
sulfúrico, 

1.8% 
120 55 

Evaporado 
en estufa a 

60°C 
Hexano: 

Isopropanol (3:2) 
(Velasquez

-Orta et 
al., 2012) 

1 Metanol: 
Cloroformo (1:2) Metanol 600 

NaOH, 100g/L 
75 60  Ácido 

sulfúrico 
(Ehimen et 
al., 2010) 15  Metanol 60 Ácido 

sulfúrico 240 80  
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Metodología Experimental  
 

Para evaluar el  efecto del ozono en l a l iberación de pr oteínas surfactantes y  en l os ácidos 
grasos presentes en el consorcio de microalgas; muestras de agua residual con presencia de 
microalgas del lago Nabor Carrillo fueron sometidas a diversos procesos, Figura 3. 

Para cumplir con el objetivo, las variables experimentales se establecieron con base a casos 
de estudios previos (Cheng et al., 2011; Cheng et al., 2010; Jeng et al., 2008). Dentro de la 
experimentación se m antuvieron co nstantes l os si guientes par ámetros: m uestra de agua,  
volumen de  l a m uestra y el  f lujo de gas de ent rada. Como par ámetros var iables: 
concentración de ozono  en f ase gas a l a ent rada del  si stema y el  t iempo de ope ración. 
Durante la experimentación los factores de respuesta son: la concentración de proteína total 
liberada y la cantidad y abundancia relativa de los ácidos grasos.  

 

 

Figura 3 Diagrama general de la Metodología 

 

Muestreo de agua con presencia de microalgas 

El la go Nabor C arrillo cuenta con una configuración geom étrica r ectangular y l as l agunas 
facultativas pr esentan l a f orma de u n sem icírculo ( Figura 4) , para sel eccionar el  pun to de  
muestreo fue necesario realizar inicialmente un reconocimiento físico de la periferia del lago 
y de la planta de tratamiento. La selección del sitio se hizo en función de los altos índices de 
coloración verde (característico de p resencia de m icroalgas), así como la accesibilidad para 
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llevar a cabo el muestreo. Cabe destacar que el  muestreo se realizó durante ambas épocas 
del año, época cálida (Marzo a Junio) y la época fría (Octubre a Enero) con una periodicidad 
semanal. 

 

 

Figura 4 Ubicación geográfica del lago Nabor Carrillo 

 

Una vez sel eccionado el  punto de muestreo, la t oma de  m uestra se r ealizó ext rayendo 
volúmenes de agua de la superficie del lago y colocándolos en bidones de polietileno de 20 
L, el  cual  f ue et iquetado pr eviamente, l as m uestras f ueron refrigeradas a 4° C hast a la 
realización de las pruebas.  

 

Identificación y cuantificación de microalgas 

Para la identificación de m icroalgas se llevaron a cabo  mediante observaciones directas en 
un microscopio óptico Leitz Laborlux modelo 513558, utilizando los objetivos de 10x  y 25x . 
La identificación de las microalgas se realizó mediante claves taxonómicas reportadas en la 
literatura (APHA-AWWA-WPCF, 1992). 
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El cont eo de m icroalgas se r ealizó con l a ayuda de una  cámara de N eubauer 
(hemocitómetro) de la marca BRAND modelo 717820, la cual consta de un cubr e objetos y 
porta objetos de cuarzo. La m etodología empleada para realizar el conteo celular se realizó 
de acuerdo a técnica descrita por Granados et. al., 2004. 
 

Pruebas experimentales de ozoflotación en muestras de agua con microalgas 

Las pruebas de oxidación se llevaron a cabo utilizando el arreglo experimental de la Figura 5, 
conformado por un generador de ozono Labo 7 6 (Emery Trailigaz, USA) con capacidad de 
producción de 1. 9 gO 3/h, el cual ut iliza aire enriquecido con oxí geno com o g as de 
alimentación abastecido por un separador de aire (Airseo modelo AS-12, USA), un contactor 
gas-líquido, un analizador de ozon o gas  (Teledyne I nstruments, U SA) y una uni dad de  
destrucción catalítica de ozono (Ozone & Control Systems INC, USA). 

El contactor gas-líquido que fue utilizado para l as pruebas de oxidación consta de una 
columna de vidrio de 1.5 L de capacidad (cuyas dimensiones son: 66 cm de altura y un radio 
5 cm), adaptada para simular el proceso de ozoflotación. La columna cuenta con dos puertos 
de muestreo, el puerto superior se conecta hacia un dispositivo donde se colecta la espuma 
y se separ a l a bi omasa al ga. D icho col ector est á conect ado a un l avador de gases que  
contiene K I ( 2%), par a c uantificar l a cant idad de ozono que está saliendo del  si stema si n 
reaccionar.  
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Figura 5 Componentes de la unidad de oxidación con ozono 

 

Para l as pr uebas de o zoflotación s e pr opuso t rabajar como parámetros variables de  
experimentación la concentración de ozono gas  (CeO3) en un i ntervalo de 3-7 mgO3/L y el 
tiempo de operación (t) en 15-35 min. Se planteó un diseño de experimento rotacional central 
compuesto de segundo orden, el cual se construye a través de un di seño factorial 2k, donde 
los n iveles se encuent ran codi ficados de f orma ±1; así  m ismo est á con formado por  ci erto 
número de puntos centrales (≥1); y finalmente cuenta con una parte axial: dos puntos axiales 
en los ejes correspondientes a cada uno de l os factores, situados a una di stancia del centro 
del diseño.  

La Tabla 4 muestra los valores codificados y los propuestos para el diseño rotacional central 
compuesto, fueron contemplados 5 puntos centrales y una α de 1.68. Por otra parte, la Tabla 
5 presenta las trece pruebas a realizar de forma aleatoria durante la época fría y cálida.  

Destructor de ozono 
Oxígeno a la atmosfera 

Analizador de ozono 

Aire 
atmosférico  

Generador de 
ozono 

Agua de 
enfriamiento 

Reactor de 
ozoflotación Lavador de gases Colector de natas 
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Tabla 4 Valores codificados y propuestos para el diseño rotacional central compuesto 

Variable Niveles codificados 
Axial inferior Bajo Central Alto Axial superior 

Concentración de 
ozono de entrada  

-1.68 -1 0 1 1.68 

Tiempo de 
ozonación -1.68 -1 0 1 1.68 

Variable Niveles propuestos 
Axial inferior Bajo Central Alto Axial superior 

Concentración de 
ozono de entrada  2 mg/L 3 mg/L 5 mg/L 7 mg/L 8 mg/L 

Tiempo de 
ozonación 11 min 15 min 25 min 35 min 39 min 

 

Tabla 5 Representación matricial de las pruebas a realizar 

X1 X2 X1 (mg/L) X2 (min) 
-1 -1 3 15 
-1 1 3 35 
1 -1 7 15 
1 1 7 35 
0 0 5 25 
0 0 5 25 
0 0 5 25 
0 0 5 25 
0 0 5 25 

-1.68 0 2 25 
1.68 0 8 25 

0 -1.68 5 11 
0 1.68 5 39 
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El trabajo experimental se inició con el montaje del arreglo experimental como lo muestra la 
Figura 5, estableciendo las condiciones de operación, que son: 

 

 Flujo de gas de entrada 0.2L/min 
 Volumen de muestra 900mL de agua en el reactor 
 Tipo de muestra, agua del lago artificial Nabor Carrillo ubicado en la Zona del Ex-lago 

de Texcoco (temporadas cálida y fría) 
 Concentración de ozono gas a la entrada de 3-7mg/L 
 Tiempo de operación de 15-35min 

 

Determinación de la concentración de proteína total liberada de microalgas 

Alcanzado e l t iempo de oper ación se t omó una  m uestra de  agua de 2  mL del  puer to de 
muestreo del reactor, se colocó en tubos Eppendor, los cuales contenían previamente 17 µL 
de Na2S4O6 al 0.1N, con la finalidad de neutralizar el exceso de ozono pr esente en el  agua 
al m omento de l a t oma de m uestra y evi tar l a oxi dación de l a m uestra. E l vol umen de 
tiosulfato f ue cal culado mediante l a d eterminación de  la concentración de ozono e n f ase 
líquida, método colorimétrico de índigo (APHA; AWWA; WPCF, 1992). 

Después de la i nactivación del  o zono con t iosulfato de  sodi o, las m uestras f ueron 
procesadas en un sistema de f iltración de 0.2 µm de tamaño de poro, un mililitro del filtrado 
fue colocado en un tubo de ensaye per fectamente limpio al cual se l e adicionaron 2 mL del 
reactivo de Biuret (Merck, 1103070500). 

El m étodo de B iuret es una t écnica par a l a determinación de pr oteínas sol ubles, l as 
sustancias que contienen dos o más enlaces peptídicos forman un complejo purpura-violeta 
con sales de cobre (II) alcalinas, el color se desarrolla por la formación de un ion coordinado, 
tetracúprico con dos grupos amida adyacentes.  

La muestra se dejó reaccionar durante 30 min a temperatura ambiente, cumplido el  t iempo 
se midió la absorbancia a una longitud de onda de 560 nm. Previamente se realizó una curva 
de cal ibración con al búmina sér ica bo vina de la m arca S igma-Aldrich (A2058-5G) en un 
intervalo de concentraciones de 0.01-1 g/L.  
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La espum a col ectada f ue r eservada p ara su posterior análisis. Y f inalmente se r ealizó l a 
titulación del KI que se e ncontraba en el lavador de gases que estaba conectado al colector 
de natas, obteniendo así la cantidad de ozono que no fue transferido durante la prueba. 

 

Extracción y transesterificación de ácidos grasos presentes en microalgas 

Extracción de ácidos grasos 

La eval uación del  efecto del  oxi dante en l a ext racción de áci dos gr asos presentes en l a 
biomasa de microalgas, se realizó comparando cualitativamente los FAME obtenidos a partir 
de l a bi omasa sometida al  ef ecto del oxi dante, con l os F AME obt enidos de bi omasa n o 
sometida al proceso ozonación.  

Para el desarrollo de la metodología de extracción de los ácidos grasos, en la presente tesis 
los solventes seleccionados fueron una mezcla de metanol: cloroformo (1:2, v/v). Durante la 
extracción, la biomasa es expuesta a una mezcla de disolventes que extraen los lípidos de 
las matrices celulares. Para el lo fue necesario acondicionar la biomasa microalgal: tanto la 
biomasa so metida si n tratamiento com o l a so metida al  p roceso de oxi dación, f ueron 
centrifugadas a 3, 000 rpm (15min) hasta obtener un pr ecipitado verde, el cual fue colocado 
en una placa de vidrio para el proceso de deshidratación (Figura 6). 

 

 

Figura 6 Concentrado de microalgas 
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El co ncentrado de b iomasa f ue desh idratado en una estufa dur ante 9 0 min a una  
temperatura de 50° C, posteriormente se retiró con m ucha precaución la biomasa seca, con 
la f inalidad de t ener la menor pérdida posible, el polvo de biomasa fue reservado hasta su 
utilización para el proceso de extracción.  

La ext racción de l os áci dos gr asos pr opiamente, se  l levó a cabo col ocando u n gr amo de  
biomasa seca en un m atraz Erlenmeyer de 125 mL (perfectamente l impio y enjuagado con 
metanol), a l c ual se l e añadieron 2 0 mL de cl oroformo (J.T. B aker 9180 -03) y 10  mL de  
metanol (J.T. B aker 90 70-03), el m atraz se sel ló con pa pel par afilm y se col ocó en un  
agitador orbital durante 24 h a 140 rpm. 

Después de  est e t iempo se pr ocedió a r ealizar una ext racción l íquido-líquido. P ara e llo l a 
biomasa co n l a m ezcla de di solventes f ue cent rifugada d urante 10 m in a 3, 000 r pm. E l 
precipitado se desechó y el  sobrenadante se reservó en un matraz Erlenmeyer de 125 mL 
que posteriormente fue colocado en un embudo de separación, al cual se agregaron 15 mL 
de una sol ución de cl oruro de pot asio ( J.T. B aker 3040 -500) al  0. 88%. S e separ aron l as 
fases acuosas (superior) y orgánica (inferior), se conservó la fase orgánica. 

Los ácidos grasos extraídos de las microalgas se encuentran dentro de la fase orgánica, por 
lo que p ara l levar a cabo l a cuantificación de est os, l a f ase or gánica se depositó en un  
matraz Erlenmeyr previamente pesado (peso constante), en el cual el solvente se evaporó a 
presión reducida y la cantidad de ácidos grasos extraídos se obtuvo mediante diferencia de 
pesos (Ec. 3). 

 

 

 
Dónde: 
AcG(g): Ácidos grasos obtenidos en gramos 
Matraz final: Peso del matraz al final de la prueba en gramos 
Matraz inicial: Peso del matraz al inicio de la prueba en gramos 
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Transesterificación de ácidos grasos 

Seguido a la ext racción de l ípidos a par tir de m icroalgas, es necesar io un pr oceso de  
conversión para pr oducir bi odiesel, debi do a que l a v iscosidad del aceite ext raído es 
demasiado alta para que se pueda utilizar directamente como combustible; es por ello que se 
utiliza la transesterificación para reducir la viscosidad (Kim et al., 2013). 

La transesterificación de los lípidos totales, se realiza en función a la relación estequiometria 
de di cha r eacción. A utores com o M ontes ( 2010) consi deran una r elación m olar m etanol: 
lípidos t otales de 30: 1 que se encuent ra en función de l a est equiometria de l a r eacción 
química y consi derando un exceso en 10 veces , consi derando un peso m olecular de l os 
lípidos t otales de 840  g/mol. C on base en  estas consi deraciones se pl anteó l a si guiente 
metodología para realizar la transesterificación:  

De acuer do a l a cant idad de l ípidos ext raídos se r ealizó el  si guiente cá lculo ( Ec. 4) , 
obteniendo así el volumen del metanol. 

 

 
 

Dónde: 
XgÁcG: Gramos de ácidos grasos extraídos 
YmL MeOH: Mililitros de metanol que adicionar 
 

El volumen de m etanol calculado se agrega a l os l ípidos los cuales se m antuvieron en un  
matraz E rlenmeyer de 125  mL, de igual f orma se adi ciono el 1.8% del  volumen ca lculado 
pero de áci do su lfúrico (H2SO4) (0.04N) (Wahlen et al ., 2011) ; l as m uestras se dej aron 
reaccionar durante 24 h en un agitador oscilatorio.  

Los ácidos grasos con metanol y H 2SO4 se dejaron reaccionar durante 24 h en un a gitador 
oscilatorio para posteriormente evaporar hasta obtener un vo lumen final de 2 m L el cual se 
centrifugó durante 30  min a 5, 000 rpm, e liminando así  i mpurezas y el  gl icerol f ormado 
durante la transesterificación. Las muestras se conservaron a 4°C, para su posterior análisis 
cualitativo mediante cromatografía de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM). 
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Para la identificación de los FAME se utilizó un cromatógrafo de gases Agilent Technologies 
6809, acoplado a un es pectrofotómetro de m asas Agilent Technologies 5973. La de tección 
de los FAME se hi zo a través de un a columna de separ ación DB-5ms de sílice fundido con 
una longitud de 30 metros, un diámetro interno de 0.25mm y un espesor  de película de 0.25 
µm. El gas acarreador para el análisis fue helio con 99.9995% de pureza.  

Condiciones de oper ación del  C G-EM: l a t emperatura del  inyector f ue de 250° C, c on una  
inyección t ipo S plit; el  espectrofotómetro de m asas se pr ogramó a un a t emperatura de  
280°C. E l programa de temperatura del  horno fue el  siguiente: temperatura inicial 85°C (5 
min) con una r ampa de 7°C/min, hasta llegar a 265°C (10 min). Para la identificación de los 
FAME el espectrofotómetro opero en modo SCAN a 50-550m/z. 

Los dat os obt enidos se registraron y  pr esentaron com o un cr omatograma a t ravés de un  
software es pecializado ( Hewlett P ackard Chemstation ver sión B .02.05). D e i gual f orma el  
software cuenta con programa de integración, detección de picos, corrección de l íneas base 
y cálculos finales de abundancia (área bajo la curva).  

Con la f inalidad de cor roborar las condiciones de oper ación y los resultados obtenidos, los 
FAME fueron identificados comparando el tiempo de retención con un estándar conocido de 
26 auténticos ésteres metílicos para la identificación de bacterias SUPELCO 4-7080 diluidos 
en metil caproato, que se analizaron bajo las mismas condiciones de las muestras. La Figura 
7 muestra el  cromatograma de l os FAME del estándar ut ilizado, donde se pueden a preciar 
picos definidos para cada uno de estos. 
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Figura 7 Cromatograma de los metil ésteres de ácidos grasos, para identificar bacterias: Bacterial Acid Methyl Esters 
CP TM Mix. SUPELCO 4-7080
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Resultados y Análisis 
 

Identificación y cuantificación de las microalgas presentes en el lago Nabor 
Carrillo 

De la evaluación visual realizada al inicio del proyecto se seleccionó como sitios de muestreo 
el em barcadero del lago N abor Carrillo ( 19.48°07’56’’ N, 98. 95°99’57’’O) y la laguna 
secundaria de l a planta de t ratamiento (19.45°31’13’’N, 98.99°11’52’’O). En este estudio se 
efectuaron 7 muestreos para la época cál ida y 10 par a la época f ría, por  lo cual todos los 
experimentos se realizaron con muestras frescas correspondientes al muestreo.  

Se r ealizó el  cont eo de m icroalgas en muestras de agua d el l ago N abor C arrillo y de las 
lagunas facultativas respectivamente para ambas époc as, obteniendo l os resultados 
presentados en la Tabla 6 (valor promedio de los muestreos realizados para cada época del 
año), con  base a est os r esultados se sel eccionó para el  es tudio, el  agua del  l ago N abor 
Carrillo por su mayor contenido de algas (Figura 8). 

 

Tabla 6 Conteo promedio de microalgas en el lago Nabor Carrillo y en las Lagunas facultativas 

 Lago Nabor Carrillo 
# microalgas/mL 

Lagunas facultativas 
# microalgas/mL 

Época cálida 2.62x107 3.2 x105 
Época fría 6.08x106 1.07 x104 
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Figura 8 Sitio de muestreo en el lago Nabor Carrillo 

 

Se l ograron i dentificar 19 géneros de microalgas en el  agua del  lago N abor C arrillo, los 
generos más abundantes para ambas epocas del año fueron Oscillatoria sp, Arthrospira sp y 
Spirullina sp (Figura 9 ). E stas m icroalgas no están r eportadas en l a l iteratura com o 
potenciales productoras de pr ecursores de bi odiesel, en el  caso de l a Spirullina sp es 
utilizada para l a acuacu ltura debido a su alto contenido proteínico (60-70% en peso seco ) 
(Vonshak & Richmond, 1988). 
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Figura 9 Géneros predominantes de microalgas: Oscillatoria sp; Asthrospira sp. y Spirullina sp 

 

Los di eciséis géneros de m icroalgas que se i dentificaron e n m enor conc entración f ueron: 
Actinastrum lagerheim, Anabaena sp, Anacystis sp, Chlorella sp, Chlorofita, Chlamydomona 
sp, Coelastrum nageli, Cyclotella sp, Desmodesmus sp, Diatomea sp, Euglena sp, 
Merisopedia sp, Microsystis sp, Pediastrum sp, Phacus sp y Scenedesmus sp (Figura 10). 

Con l a f inalidad de identificar aquellos géner os de  microalgas con  mayor pot encial par a 
producir biodiesel. Se r ealizó una búsqueda bibliográfica sobre el  co ntenido lipídico y 
proteínico de los géneros de m icroalgas encontradas en e l agua del lago Nabor Carrillo. No 
obstante a que no hay  información al r especto par a l a mayor par te de l os gé neros 
identificados, la información recabada (Tabla 7), indica que las especies con alto contenido 
de lípidos y por  lo tanto son candidatas a cul tivarse en agua residual para la producción de 
biodiesel son Chlorella sp (10-57% lípidos) y Cyclotella sp (42% lípidos) (Kirrolia et al., 2013; 
Amaro et al., 2011; Demirbas, 2011; Mata et al., 2010; Spolaore et al., 2006). 
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Figura 10 Géneros de microalgas encontradas en las muestras del agua del lago Nabor Carrillo 
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Tabla 7 Contenido lipídico y proteínico de las microalgas encontradas en el lago Nabor Carrillo 

Género 
Contenido de 

aceite  
(% peso seco) 

Contenido 
proteínico 

(%peso seco) 
Organismo Referencia 

Anabaena sp 4-7.5 43-56 Cianobacteria  (Spolaore et al., 
2006) 

Arthrospira sp 8 25 Cianobacteria  (Mendes et al., 
2006) 

Chlorella sp 10-57 51-58 Alga verde 

 (Kirrolia et al., 
2013; Amaro et 
al., 2011; 
Demirbas, 2011; 
Mata et al., 2010) 

Chlamydomona 
sp 21 48 Alga verde  (Spolaore et al., 

2006) 

Cyclotella sp 42 - Diatomea  (Spolaore et al., 
2006) 

Desmodesmus sp 20 10-20 Alga verde 
 (Kramárová et al., 
2012; Pan et al., 
2011) 

Euglena sp 14-20 - Euglenofita  (Mata et al., 2010) 

Scenedesmus sp 9.5-21.1 50-56 Alga verde 
 (Amaro et al., 
2011; Mata et al., 
2010) 

Spirullina turpin ex 
gomont 4-16.6 60-70 Cianobacteria 

 (Amaro et al., 
2011; Mata et al., 
2010; Harun et al., 
2010) 

 

Para ent ender l os r esultados ob tenidos en ést e t rabajo de i nvestigación es i mportante 
mencionar que l as cianobacterias tienen un al to contenido proteína alrededor del 70% peso 
seco y un baj o contenido de l ípidos del  5% peso seco.  Las al gas verdes t ienen un m ayor 
tamaño que l as cianobacterias, son organismo eucariontes de alto contenido de l ípidos (10-
57% peso seco) y de proteínas (10-50% peso seco); se favorece su reproducción a condices 
bajas de t emperatura por  ej emplo en el  i nvierno. Las al gas ver des se consi deran l as 
principales especies para la producción de biodiesel (ZHU et al., 2013; Godos et al., 2009).  
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Efecto del ozono en la liberación de proteínas surfactantes y su relación con 
la recuperación de biomasa 

En la F igura 11  se muestran los r esultados obtenidos par a dos m uestras de  agua. E n l a 
primera se utilizó aire como gas de dispersión (11a) y en la segunda ozono (11b), durante la 
flotación con el oxidante se generó la formación de una espuma de mayor volumen, rígida y 
con mayor t iempo de vi da útil, la cual no f ue obtenida cuando se ut ilizó aire; así mismo es 
importante mencionar que durante las pruebas realizadas con aire no se obtuvo cosecha de 
microalgas. 

 

 

Figura 11 Comparación del proceso de flotación con aire (a) y con ozono (b) respectivamente durante la recuperación 
de biomasa de microalga 

 

De igual forma se eva luó la concentración de proteína total l iberada en función del t iempo 
(Figura 12), para una muestra de agua que fue flotada con ai re y una con ozono, en ambas 
muestras se apr ecian va riaciones en  l a concent ración de la proteína liberada. L a muestra 
flotada con ai re no pr esenta una cl ara t endencia en l a c oncentración de pr oteína t otal 
liberada.  

Al inicio del proceso de ozoflotación se presenta una disminución en la concentración de l a 
proteína t otal presente en las m uestras de agua, después  tiene a i ncrementarse por  l a 
liberación proteína total generada por la lisis celular de l as microalgas. A mayores dosis y/o 
tiempo de operación se puede presentar nuevamente una disminución por la misma razón al 
inicio del tratamiento.  
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Figura 12 Comparación del contenido proteínico liberado de las microalgas utilizando ozono y aire, como método de 
separación  

 

Como se observó en l a gráfica anterior l a f lotación con ai re no promueve l a l iberación de 
proteína intracelular, por lo tanto no produce un efecto de separación entre la biomasa y el 
medio acuoso, estos resultados concuerdan con lo reportado en l a l iteratura (Cheng et a l., 
2011; Cheng et al ., 2010) . Además, del  aná lisis estadístico realizado se obtuvo que existe 
una di ferencia si gnificativa ent re l as concent raciones de pr oteína total l iberada por  ambos 
gases (p-value=0.055, Anexo 1). 

Por ot ra par te, el ozono tiene dos ef ectos importantes durante la separación, (1) al ser  un  
oxidante fuerte lleva a cabo la lisis celular, permitiendo la liberación de proteína total, y (2) la 
reacción qu e exi ste ent re el  ozono y l as pr oteínas l iberadas, t iene com o consecue ncia l a 
formación d e una espu ma con m ayor est abilidad, la cual f avorece el  p roceso de f lotación 
permitiendo la separación y cosecha de las microalgas.  

Para eval uar el ef ecto que t iene el  ozono sobr e l a l iberación de pr oteínas totales 
intracelulares se realizó la cuantificación de éstas para cada una de las concentraciones del 
oxidante en el gas de entrada y cada uno de los tiempos de ozonación que se establecieron 
para el diseño de experimentos (Tabla 5). 
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La F igura 13 muestra el  modelo de  super ficie de respuesta obtenida para cada ép oca del 
año.  

 

Figura 13 Superficies de respuesta obtenidas para la liberación de proteínas totales por efecto del ozono 

 

En el comportamiento resultante para ambas épocas del año, con respecto a la liberación de 
proteínas totales indica, que hay una concen tración de oz ono en f ase gas  y un t iempo de  
ozoflotación, en los cuales ocurre una máxima liberación de pr oteínas, valores superiores a 
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dichas cond iciones empieza a exper imentar una  desnat uralización de l a pr oteína l iberada 
teniendo como consecuencia la disminución de la concentración. 

Las ecuac iones del  modelo de su perficie de r espuesta que descr iben l a l iberación de  
proteínas están descritos por l as ec uaciones 5 y 6 , para l a época cál ida y l a époc a fría 
respectivamente. Cabe destacar que dichos modelos se utilizan para predecir los resultados 
que ar rojarían ot ras condiciones d e o peración que no f ueron t rabajadas, si n em bargo, es 
importante mencionar que los modelos obtenidos en éste trabajo de investigación se limitan 
al rango de las condiciones de operación estudiadas. 

 

 

 

 

Dónde: 
PT: Proteína total (mg/L) 
CgeO3: Concentración de ozono gas a la entrada (mg/L) 
t: Tiempo (min) 
 

De acuerdo al análisis estadístico (Anexo 1) para la época cálida se observa que en orden 
de i mportancia l as i nteracciones CgeO3: CgeO3 y t :t pr esentan una i nfluencia si gnificativa 
sobre el  va lor de l a co ncentración de pr oteína t otal l iberada. Para l a época f ría solo l a 
interacción CgeO3: CgeO3 presenta una diferencia significativa.  

El máximo de proteína total liberada para l a ép oca cál ida fue de 357.65mgPT/L, c on una 
CgeO3 de 4.83 mgO3/L y tiempo de 24.3 min, (Dosis apl icada de ozon o ( DAO) de 26.13 
mgO3/L de agua); el máximo de la época fría fue de 607.7 mgPT/L, con una CgeO3 de 5.0 
mgO3/L y 21.82 min (DAO de 24.35 mgO3/L de agua). 

La T abla 8 presenta el  delta de proteína total liberada para muestras de microalgas 
cosechadas en de cada época del año, donde se puede apreciar que la mayor liberación por 
miligramo de ozono aplicado ocur re en la época f ría. Se esperaba una mayor cant idad de  
proteína total liberada para la época cálida, debido a una mayor presencia de cianobacterias 
con al to co ntenido d e proteína ( 70% peso seco) . Los  resultados obtenidos de m ayor 
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contenido de proteína total en la época fría, puede probablemente estar asociado, entre otros 
factores, a la calidad del agua de la muestra y a la demanda de ozono, la cual se traduce en 
una mayor DAO para la época cálida. 

Tabla 8 Máxima liberación de proteína total 

Época PT inicial 
(mg/L) 

PT máxima liberada 
(mg/L) 

DAO 
(mg/L) ΔPT mgPT/mgO3 

Cálida 283.43mgPT/L 
±23 357.65mgPT/L 26.13mgO3/L 74.57 2.85 

Fría 436.59mgPT/L 
±71 607.7mgPT/L 24.35mgO3/L 171.11 7.02 

ΔPT: PT máxima liberada-PT inicial 
mgPT/mgO3: Miligramos de proteína total por cada miligramo de ozono aplicado 
 

Por ot ra pa rte, se anal izó la posible relación que exi ste entre l a pr oteína l iberada y l a 
biomasa r ecuperada ( peso seco) . E n l a F igura 14 se obser va que no exi ste una r elación 
directa entre la concentración de la proteína liberada y la biomasa recuperada. 

La concentración de la proteína en f unción de la DAO presenta incrementos y decrementos 
que se hacen menos evidentes conforme aumenta la dosis de ozono; caso contrario el valor 
de la biomasa recuperada aumenta con la DAO.  

 

Figura 14 Relación entre la proteína total liberada y la biomasa seca, en función de la DAO 
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Efecto del ozono en la recuperación de biomasa seca  

Anteriormente se ev idenció que l a biomasa algal en un a m uestra de  agua s e 
puede recuperar mediante ozoflotación, es por ello que se evaluó el efecto de la 
concentración de ozono sobre la eficiencia de recuperación, obteniéndose como 
modelo de superficie de respuesta el presentado en la Figura 16. Las 
ecuaciones que describen dichas superficies son 7 y 8,  para la época cálida y la 
época fría respectivamente. 

 

 

 
Dónde: 
BS: Biomasa seca (mg/L) 
CgeO3: Concentración de ozono gas a la entrada (mg/L) 
t: Tiempo (min) 
 

Para ambas é pocas del año se encontró que existe una r elación directamente 
proporcional e ntre l a r ecuperación de biomasa y la concentración d e o zono g as 
a l a e ntrada, l a c ual se  mejora s i se  ut ilizan tiempos de o peración pr olongados 
(dichos p arámetros g eneran u na d iferencia s ignificativa, A nexo 1 ), lo cu al se  
traduce en un incremento en la dosis aplicada de oz ono, es decir la 
recuperación d e l a b iomasa depende directamente a la DA O como s e m uestra 
en la Figura 15.  

 

Figura 15 Relación entre la biomasa recuperada y la dosis aplicada de ozono 
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Figura 16 Superficies de respuesta obtenidas para la recuperación de biomasa (peso seco) en función del ozono 

 

Cheng et  a l. (2010, 2011) o btuvieron v alores s atisfactorios de  flotación de 
biomasa a lgal c on o zono, r eportando remociones d e 9 8% y  95% e n c ultivos 
puros d e C hlorella v ulgaris y Scenedesmus ob licuo F SP-3 c on dosis de 0 .024 
mgO3/mg biomasa y 0.52 mgO3/mg biomasa, respectivamente. Estos resultados 
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son c omparables c on lo obtenido e n el p resente trabajo de i nvestigación, e n 
donde s e l ograron remociones d e b iomasa algal hasta d el 100% con d osis de  
ozono de 0.13 mgO3/mg biomasa a partir de un consorcio de microalgas nativas 
(en s u m ayoría Oscillatoria sp, Arthrospira sp y Spirullina sp) desarrollado en  
aguas residuales tratadas. 

De acuerdo a los r esultados o btenidos en e l modelo de s uperficie d e r espuesta 
se s eleccionaron las c oncentraciones d e ozono gas a l a ent rada de 3,  5 y 7 
mgO 3 /L y l os tiempos de 15 y 35 min, con l a f inalidad de observar e l efecto del 
ozono en e l porcentaje de recuperación de b iomasa, para e llo se calcularon los 
porcentajes de r ecuperación, los c uales e stán b asados en  el contenido d e 
biomasa de una muestra del lago Nabor Carrillo (determinación experimental), el 
resultado obtenido fue de 404.63±30 mg biomasa en peso seco por cada 900 mL 
de muestra del lago.  

La Figura 17 , muestra e l porcentaje de recuperación de la biomasa presente en 
una muestra de l lago; Como se esperaba, la mayor recuperación de b iomasa se 
presenta con DAO altas. Sin embargo, el análisis de varianza demuestra que los 
porcentajes de r ecuperación d e biomasa no s on s ignificativamente d iferentes 
para c ada é poca d el año (p-value= 0 .53, Anexo 1 ). DAO superiores a l 38.9 
mgO 3 /L g eneran u n porcentaje de recuperación m ayor a l 5 0%, p ara ambas 
épocas del año.  

 

Figura 17 Efecto del ozono en la recuperación de biomasa algal (peso seco) 
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Se realizó un análisis de miligramos de bi omasa seca recuperados por miligramo de ozono  
aplicado (Tabla 9); del balance de masa se obt uvo que l a DAO de 23.33 mgO3/L de agua, 
recuperó mayor cantidad de biomasa para ambas épocas del año.  

Asimismo en la Tabla 9 se puede observar que el aumento en l a DAO es favorable para la 
recuperación de l a bi omasa al gal, si n em bargo, genera un m ayor gast o de ozono y una 
disminución en la utilización de ozono.  

 

Tabla 9 Efecto de la DAO en la recuperación de la biomasa 

Época del año DAO (mg/L) Biomasa seca (mg) % recuperación mgBS/mgO3 

Cálida 

10.00 52.63 13.0 5.26 
16.67 95.38 23.5 5.72 
23.33 161.53 39.9 6.92 
38.89 223.60 55.2 5.75 
54.44 337.53 83.4 6.20 

Fría 

10.00 143.99 35.5 14.40 
16.67 124.50 30.7 7.47 
23.33 179.51 44.3 7.69 
38.89 243.59 60.2 6.26 
54.44 416.07 102.8 7.64 

mgBS/mgO3: Miligramo de biomasa seca recuperada por cada miligramo de ozono aplicado  
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Efecto del ozono en la composición de ácidos grasos presentes en microalgas 

Para este trabajo de investigación en el cual se sometió la biomasa a la acción de un fuerte 
oxidante, es i mportante evaluar la acción del  ozono sobre los ácidos grasos ya que son la 
materia prima para la producción de biodiesel. El primer efecto que se observó fue el daño 
que produce el oxidante sobre la pared celular de las microalgas de ambas épocas del año, 
el cual se ve reflejado en la facilidad de extracción de los ácidos (Figura 18). 

Se encontró que el ozono afecta de forma distinta a l as microalgas de cada época del  año, 
para la época cálida se logró extraer 45.86mgAcG a una DAO 33.91 mgO3/L de agua. Para 
la época f ría se obtuvo un máximo de ext racción de 50 .71mgAcG con una DAO de 23.42 
mgO3/L de agua.  

Se hizo una comparación entre los ácidos grasos extraídos antes y después del  proceso de 
separación mediante ozoflotación, y se puede observar que el proceso de separación aporta 
un ef ecto d e pr e-tratamiento, con el  cual  se l ogran un i ncremento en la extracción de  
aproximadamente el 100% (Tabla 10). 

 

Tabla 10 Incremento en la cantidad de ácidos grasos extraídos por efecto del ozono 

Temporada Sin ozono Con ozono Incremento 
Cálida 22.8 mgÁcG 45.86mgÁcG 101% 
Fría 27.8mgÁcG 50.71mgÁcG 82% 
 

Las ecuaciones que describen los modelos de superficie encontrados para las diferentes 
épocas del año son: Época cálida (Ec. 9) y Época fría (Ec. 10). 

 

 

 

Dónde: 
ÁcG: Ácidos grasos (mg/L) 
CO3: Concentración de ozono gas a la entrada (mg/L) 
t: Tiempo (min) 
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Figura 18 Superficies de respuesta obtenidas para los ácidos grasos extraídos (peso seco) en función del ozono.  

 

Con l a f inalidad de anal izar si exi ste una condi ción de D AO que sat isfaga una ad ecuada 
recuperación de biomasa y al mismo tiempo permita una mayor extracción de ácidos grasos;  
los cual es p odrían ser  transformados m ediante oxidación e n al dehídos y  com puestos de  
ácido carboxílico (Roshchina & Roshchina, 2003). 
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La condi ción opt ima de  oper ación a l a cua l se  e stán r ecuperando l a m ayor cant idad de  
ácidos grasos se recurrió  al modelo se superficie de respuesta. Para la época cálida se tiene 
una recuperación de 45.33 mgÁcG con una DAO de 33.78 mgO3/L de agua y par a la época 
fría 56 mgÁcG a una DAO de 20.89 mgO3/L de agua.  

Así com o par a l os casos ant eriores se  realizó un  balance de m asa con l os r esultados 
obtenidos para saber  la cantidad de ácidos grasos que se están recuperando por dosi s 
aplicada de  ozono . S e l ograron obt ener como m áximo 1.32mgÁcG/mgO3 para l a ép oca 
cálida y 2.14mgÁcG/mgO3 para la época fría, con una DAO de 16.67mgO3/L de agua  y 
23.33mgO3/L de agua respectivamente. Así mismo se cor robora que las dosis al tas ozono 
generan una baja recuperación de ácidos grasos (Tabla 11). 

De igual forma la Tabla 11 muestra los mgÁcG*mgBS que se recuperaron por miligramo de 
ozono ap licado, se en cuentra so mbreado de ntro de l a tabla l a D AO que obtuvieron 
229.99mgÁcG*mgBS/mgO3 con una D AO de 38. 89mgO3/L y par a l a época f ría 343.  
67mgÁcG*mgBS/mgO3 con 23. 33mgO3/L, es  pr eciso m encionar que par a l a época f ría l a 
segunda mejor DAO a utilizar es de 38.89mgO3/L. 

 

Tabla 11 Análisis de ácidos grasos extraídos por efecto del ozono.  

Temporada  DAO 
(mg/L) 

Biomasa 
seca (mg) 

mgBS/
mgO3 ÁcG (mg) mgÁcG/

mgO3 
mgÁcG/
mgBS 

(mgÁcG*mgBS)/
mgO3 

Cálida 

10.00 52.63 5.26 9.00 0.90 0.171 47.37 
16.67 95.38 5.72 22.00 1.32 0.231 125.90 
23.33 146.77 6.29 25.00 1.07 0.170 157.25 
38.89 223.6 5.75 40.00 1.03 0.179 229.99 
54.44 337.53 6.20 30.00 0.55 0.089 185.99 

Fría 

10.00 143.99 14.40 12.00 1.20 0.083 172.79 
16.67 124.5 7.47 16.00 0.96 0.129 119.52 
23.33 160.38 6.87 50.00 2.14 0.312 343.67 
38.89 243.59 6.26 42.00 1.08 0.172 263.08 
54.44 416.07 7.64 2.00 0.04 0.005 15.28 
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Finalmente se realizó el anál isis cromatográfico de los ácidos grasos ext raídos obteniendo 
así el  per fil del  bi odiesel de microalgas. De f orma gener al el áci do pa lmítico (C16:0) y el  
linolénico (C18:3), son los ácidos extraídos que presentan mayor abundancia relativa en las 
muestras obt enidas de  a mbas épocas,  de i gual f orma se l ograron i dentificar en m enor 
proporción ácido l inoleico (C18:2), ácido palmitoleico (C16:1) y áci do esteárico (C18:0). La 
Figura 19 muestra el cromatograma obtenido para el consorcio de microalgas del lago Nabor 
Carrillo. 
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Figura 19 Cromatograma obtenido para el consorcio de microalgas del lago Nabor Carrillo 
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Como se puede observar en l a F igura 20 , con l os r esultados obt enidos no se puede  
establecer u na t endencia de cam bio en l a abundancia r elativa del perfil de ác idos grasos 
(C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2 y C18:3, Tabla 1), pero sí se concluye que el ozono está 
produciendo variaciones en el perfil de ácidos grasos con respecto al blanco.  

 

 

Figura 20 Abundancia relativa del perfil de ácidos grasos 
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El perfil de ácidos grasos para ambas épocas se mantiene igual, mientras que la abundancia 
relativa de cada ácido graso muestra variaciones, esto se debe a la variación de especies de 
microalgas y a la concentración en la que están presentes en el lago Nabor Carrillo.  
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Conclusiones 
 

1.El ozono genera la liberación de proteínas surfactantes y tiene un efecto de pre-tratamiento 
en la etapa extracción de ácidos grasos al  provocar daño en  la membrana celular de la 
microalga. 
 

2.Se identificaron un t otal de 19 géner os de m icroalgas en el  l ago N abor C arrillo, 
predominando l os géne ros Anthrospira sp., Ocillatoria sp. y Spirullina sp., par a am bas 
épocas del año (cálida y fría). Por su alto contenido de lípidos destaca la presencia de los 
géneros Chlorella sp (10-57% lípidos) y  Cyclotella sp (42% lípidos), si n em bargo, se 
observó que Desmodesmus sp (20% l ípidos) presenta en una gr an af inidad a 
reproducirse en agua r esidual, por lo tanto la convierte una candidata para la producción 
de biodiesel a partir de agua residual.  
 

3.Durante la ozoflotación de microalgas el ozono induce la liberación de proteína intracelular 
y l a formación de espum a que contribuyen a la separación de la biomasa al gal, si n 
embargo en el consorcio estudiado con di ferentes espe cies de microalgas, n o se 
estableció una relación directa entre la proteína liberada y la cantidad de biomasa 
recuperada. 
 

4.Se encontró que exi ste una relación directamente proporcional, entre la dosis aplicada de 
ozono (DAO) y la recuperación de la biomasa, es decir, un incremento en la DAO genera 
un incremento en la recuperación de la biomasa; una dosis aplicadas de ozono del  orden 
de 50 mgO3/L genera una recuperación del 100% de la biomasa presente en muestras de 
agua del lago Nabor Carrillo. 

 
5.El efecto d e pr e-tratamiento de l oz ono sobr e la bi omasa cosechada por ozof lotación 

incrementa l a ef iciencia de ext racción de l os áci dos gr asos y m odifica l a abundanc ia 
relativa del perfil de ácidos grasos. 
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Trabajos futuros a desarrollar 
 

 Producción de biodiesel a par tir de  géner os aislados de m icroalgas de un alto 
contenido de lípidos y capaces de ser cultivados en biorreactores que utilicen como 
medio de c ultivo agua r esidual. L os géner os recomendados son  Chlorella sp, 
Cyclotella sp y Desmodesmus sp por su alto c ontenido de  l ípidos y f acilidad par a 
reproducirse en agua residual. 
 

 Evaluación de l a cal idad del  bi odiesel de m icroalgas, debi do a l a com posición del  
perfil de ác idos grasos, ya que l os estándares de cal idad de biodiesel exigen bajas 
concentraciones de ácidos grasos insaturados. 
 

 Estudios del proceso de ozoflotación, como son: mejoras en el diseño del reactor de 
flotación y establecer condiciones óptimas de cosecha de microalgas. 
 

 Evaluación de l os subp roductos que se generan al  ut ilizar un agua r esidual com o 
medio de cultivo de las microalgas, durante el proceso de ozoflotación. 
 

 Evaluación del efecto del ozono en la composición de las microalgas. 
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Anexo 1-Análisis estadístico  
 

Tabla 12 Análisis de varianza de la liberación de proteína total por efecto del aire y el ozono 

Origen de las 
variaciones Suma de cuadrados 

 
 
 

Grados 
de 

libertad 

Promedio de los 
cuadrados F P-value 

Entre grupos 33030.1704  1 33030.1704 4.361534 0.0555078 
Dentro de los 

grupos 106022.856  14 7573.06113   

       
Total 139053.026  15    

 

Tabla 13 Análisis de varianza para la recuperación de la biomasa 

Origen de las 
variaciones Suma de cuadrados Grados de 

libertad 
Promedio de los 

cuadrados F P-value 

Entre grupos 286.86736 1 286.86736 0.333302 0.57960 
Dentro de los 

grupos 6885.4502 8 860.681275   

      
Total 7172.31756 9    
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Análisis estadístico: Proteína total liberada 
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Figura 21 Análisis estadístico para la liberación de proteína total 

 

Tabla 14 Condiciones del modelo de superficie obtenidas para la máxima liberación de proteína total  

Condiciones de operación Época cálida Época fría 
Concentración de ozono 

(entrada) (mg/L) 5.05 5.00 

Tiempo de operación (min) 24.81 21.78 
Concentración de proteína 

total estimada (mg/L) 358.55 607.73 
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Análisis estadístico: Recuperación de Biomasa seca 
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Figura 22 Análisis estadístico para la recuperación de Biomasa seca 

 

Tabla 15 Condiciones del modelo de superficie obtenidas para la máxima recuperación de biomasa seca 

Condiciones de operación Época cálida Época fría 
Concentración de ozono 

(entrada) (mg/L) 7.53 7.53 

Tiempo de operación (min) 37.61 37.61 
Recuperación de biomasa 

seca estimada (mg/L) 468.86 560.19 
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Análisis estadístico: Recuperación de ácidos grasos 
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Figura 23 Análisis estadístico para la recuperación de ácidos grasos presentes en microalgas 

 

Tabla 16 Condiciones del modelo de superficie obtenidas para la máxima recuperación de ácidos grasos  

Condiciones de operación Época cálida Época fría 
Concentración de ozono 

(entrada) (mg/L) 5.54 2.46 

Tiempo de operación (min) 27.44 37.61 
Recuperación de ácidos 

grasos estimado (mg/gBS) 45.33 56 
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