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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue separar microalgas cultivadas en agua
residual mediante el proceso de ozoflotacibn en un reactor tipo

espumador para la produccion de biodiesel.

Para lograr dicho objetivo, se cultivd en agua residual microalgas del
género Scenedesmus sp. obtenidas del lago Nabor Carrillo. Se disefi6 el
reactor tipo espumador y se realizé un disefio de experimentos 33 para
determinar las condiciones de operacion en las cuales se obtuviera la
mayor cantidad de biomasa cosechada. Se aplic6 una regresion
multivariable, la cual relaciona la cantidad de biomasa cosechada como
variable de respuesta contra la concentracion de ozono en fase gas, el
tiempo de ozonaciéon y la concentraciéon inicial de biomasa microalgal

como variables independientes.

La maxima cantidad de biomasa cultivada fue de 520 mg/L al dia 14,
obteniéndose niveles de remociéon de hasta 40% para nitrégeno y fosforo

presentes en el agua residual.

El rendimiento méaximo obtenido fue 21.12 mg biomasa/mg Os, el cual se
obtuvo con las siguientes condiciones: [Oz]: 9.44 mg/L, t: 5 min, Qp,: 0.6
L/min, [Biomasa]o: 758.33 mg/L Y Vmuestra: 1 L, siendo el tiempo de
operacion la variable que posee mayor importancia de acuerdo al analisis

estadistico realizado.

De igual forma, se observé que a mayores concentraciones de biomasa
microalgal inicial se necesitan aplicar bajas dosis de ozono para maximizar

el rendimiento, lo cual favorece la ozoflotaciobn como método de cosecha.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar la separacion de microalgas cultivadas en agua residual
mediante el proceso de ozoflotacion en un reactor tipo espumador

para la produccion de biodiesel.

Objetivos especificos

¢ Implementar un reactor tipo espumador a escala laboratorio, para
experimentar la separacion de microalgas mediante el proceso de

ozoflotacion.

e Realizar pruebas de ozoflotacion por lote, determinando las
condiciones de operacion del reactor (concentracibn de ozono en
fase gas, tiempo de ozonacidén y concentracion inicial de biomasa
microalgal) en funcibn del maximo rendimiento de biomasa

cosechada.

HIPOTESIS

Al realizar la cosecha de microalgas cultivadas en agua residual mediante
el proceso de ozoflotacion empleando un reactor tipo espumador, se
mejorara la separacion, aumentando el rendimiento de biomasa

cosechada por miligramo de ozono aplicado.



1. MARCO TEORICO

1.1 Problematica energética mundial

En 2011, la produccion mundial de energia primaria totaliz6 13201.76
millones de toneladas equivalentes de petréleo (MMtep)!, 2.6% mayor
que en 2010 (Figura 1). Los paises con mayor produccion de energia
primaria fueron China, Estados Unidos, Rusia, Arabia Saudita e India, con
participaciones de 18.4%, 13.5%, 10.0%, 4.6% y 4.1%,
respectivamente. México se situd en el duodécimo lugar, con 1.7% de la

energia total producida en el mundo (SENER, 2012).

m Petréleo

Carbdn y sus derivados

13201.76
MMtep

m Gas natural
HRenovables

® Nucleoenergia

Figura 1. Produccion mundial de energia primaria, 2011.

Los combustibles fésiles actualmente cubren el 80% de la demanda de
energia primaria en el mundo, de la cual el 58% corresponde al sector

transporte. Las fuentes de estos combustibles fosiles se estan agotando,

! MMtep: Energia equivalente a la producida en la combustion de una tonelada de
petroleo.



ademas de que su uso produce el aumento de emisiones de gases
contaminantes, lo que conlleva a efectos negativos como el cambio
climatico, retroceso de los glaciares, aumento del nivel del mar y pérdida
de biodiversidad (Nigam & Singh, 2011).

1.2 Problematica energética en México

El consumo de energia y la eficiencia energética son una creciente
preocupacion en México, ya que la generacion de electricidad, las
industrias y el transporte dependen principalmente de los combustibles
fésiles. México cuenta solamente con el 0.8% de las reservas petroleras
mundiales probadas, posicionandolo en el diecisieteavo lugar a nivel
mundial (SENER, 2012).

Segun datos de la Secretaria de Energia (SENER, 2012), de 2011 a 2012
el consumo nacional de energia incrementé aproximadamente 2% (Tabla
1).

Tabla 1. Oferta neta bruta por tipo de energético.

2011 2012 p‘:’ar';':s;‘:l';l Participacién

(PJ) (PJ) (%) 2012 (%)
Carbén y coque de carbén 605.71 566.38 -6.49 6.42
Gas natural y condensados 3538.34 3624.09 2.42 41.11
Petréleo y petroliferos 3752.47 3913.71 4.30 44.39
Nucleoenergia 106.39 91.32 -14.16 1.04
Renovables 640.73 620.2 -3.20 7.04
TOTAL 8643.64 8815.7 1.99 100.00

En la Tabla 1 se observa que el consumo de petroleo aument6 4.3% en
comparacion con los demas combustibles fosiles, y posee la mayor

participacion respecto a las demas fuentes de energia.



El transporte es el sector que presenta mayor consumo energético,

utilizando el 47% de la energia producida en 2012; sin embargo, mostro

una disminucion de 0.2% respecto a 2011 (Figura 2).

Por otro lado, el sector industrial presenté un aumento en el consumo de

energia de 2.6% respecto a 2011, y es el segundo mayor consumidor de

energia en el pais.

Es importante destacar que los combustibles mas empleados por todos

los sectores son de origen petroquimico.

Residencial, comercial y publico
929 PJ] (19%) Agropecuario
160 P] (3%)

Gas licuado 37.40%

Electricidad 29.10% 71.70%
Lefia 27.60%
Gas seco 4.50%
Solar 0.70%
Diesel 0.50%
Industrial Transporte

1531 P]1 (31%) 2282 P] (47%)
Gas seco 35.80%
Electricidad 34.50%
Carbon
Coque de petroleo
Diesel
Coque de carbon
Gas licuado
Bagazo
Combustoleo
Gasolinas y naftas
Solar

66.00%

Figura 2. Consumo final energético por sector y energético, 2012.

Diesel
Electricidad
Gas licuado
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1.3 Energias renovables

A pesar de que los combustibles fésiles atienden la mayor demanda de
energia en el mundo (80.6% en 2010), las energias renovables cada vez
juegan un papel mas importante en la atencidon de estos requerimientos.
La energia renovable consiste en energia que es producida o se deriva de
fuentes que se renuevan indefinidamente, o de fuentes producidas de

forma sostenible, tales como la biomasa.
De acuerdo a la fuente de la que provienen se clasifican en:

a) Edlica: Energia del viento transformada en energia mecanica o
eléctrica.

b) Solar: Energia proveniente de la radiacion solar.

c) Geotérmica: Energia proveniente del nucleo de la Tierra en forma
de calor.

d) Hidraulica: Generacion de electricidad a partir de energia producida
por agua que fluye y cambia de nivel en forma natural o
artificialmente.

e) Biomasa: Son residuos que se obtienen de animales o vegetales,
los cuales pueden ser aprovechados para su quema directa

(generacion de calor) o en su transformacion a biocombustibles.

La energia solar es la de mayor potencial en el mundo con 60 terawatts
(TW); en cambio, la hidraulica tiene 0.7 TW; la biomasa, 5 TW; la
geotérmica, 0.6 TW, y la edlica de 2 a 4 TW (Gaceta UNAM, 2013).

Este tipo de energias tiene como ventaja la minimizaciéon del impacto
ambiental, disminuyendo la generacion de gases contaminantes y el
cambio climatico. Las energias renovables contribuyeron con el 16.7% del
consumo mundial de energia primaria en 2010 (Figura 3), donde la

biomasa y los residuos representan poco mas del 10%, mientras que la



energia nuclear satisface tan soélo el 2.7% del consumo energético
mundial (REN21, 2012).

m Edlica, solar, biomasa,
geotermia de potencia

Biocombustibles

m Biomasa, solar, geotermia,
calentamiento de agua y
calefaccion

m Hidroelectricidad

m Biomasa tradicional

Figura 3. Distribucion del consumo mundial de energia renovable, 2010.

Aproximadamente un 77% de toda la energia renovable en el mundo
proviene de la biomasa; su mayor consumo se basa principalmente en
usos tradicionales para la coccién de alimentos y calefaccion en los paises
en desarrollo (lefia y carbén vegetal), mientras que el 23% restante esta
destinado a la generacion de bioenergia, como biocombustibles para el
sector transporte, la generacion eléctrica y la generaciéon de calor en los

procesos industriales (REMBIO, 2011).

En México, durante el afio 2011, las energias renovables s6lo aportaron
el 7% de la produccion de energia, representada principalmente por la

biomasa y biogas (Figura 4).



Nuclear Carbodn
1.2% 3.1%

Condesados
1.1%

Figura 4. Produccion de energia primaria en México, 2011 (9190.76 PJ).

1.4 Biocombustibles

Los biocombustibles son combustibles de origen biolégico que se obtienen
a partir de restos organicos. Actualmente se cuenta con una amplia gama
de alcoholes, éteres, ésteres y otros compuestos quimicos generados a
partir de tejidos de plantas y animales, residuos de la agricultura y de la
actividad forestal, y algunos desechos industriales, por ejemplo los de la

industria de alimentos (Espinoza de Aquino, et al., 2009).

Para que el uso de los biocombustibles sea benéfico para la sociedad y el

medio ambiente, es necesario garantizar que (Molina, 2010):

e Contribuyan al bienestar econémico regional y nacional.
¢ No impacten indebidamente en la calidad del aire, el agua y el

suelo.



¢ Reduzcan realmente la emisidon neta de gases de efecto
invernadero.

¢ No requieran cuantiosos subsidios.

e No compitan con la produccion de alimentos o afecten
negativamente a sus mercados.

¢ No afecten la biodiversidad ni contribuyan a la deforestacion.

e No conlleven el uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas que
dafnen a los ecosistemas.

e No degraden o agoten recursos naturales esenciales como el agua

y los suelos fértiles.

En la actualidad, a nivel mundial, existen diferentes tipos de
biocombustibles. Los mas destacados se mencionan a continuacion (Tabla
2).



Tabla 2. Biocombustibles mas empleados.

Biocombustible

Caracteristicas Referencia

Biocombustible compuesto de ésteres monoalquilicos provenientes de aceites vegetales o grasas
animales.
Se obtiene mediante reacciones de esterificaciéon o transesterificacion. (Atadashi, et

Biodiesel e Puede ser mezclado con el diésel petroquimico para ser utilizado en cualquier motor diésel sin  al., 2012)
modificaciones.
¢ Reduce las emisiones de hidrocarburos no quemados, CO,, CO y azufre.
e Posee una capacidad calorifica de 38 MJ/L contra 44.8 MJ/kg del diésel petroquimico.
e Alcohol de origen vegetal.
e Se produce a través de la ffarmentacié.n de div_ersos cultivos agricolas (maiz, trigo, cebada, cafia (Espinoza de
Bicetanol de azucar) o compuestos Ilgnocglulésmos (paja, madera, bagazo). 3 _ _ Aquino, et al
e Puede ser mezclado con gasolina hasta en un 10% para ser utilizado en automoéviles sin ’ o
modificaciones. 2009)
¢ Reduce las emisiones de CO; y azufre.
e Posee una capacidad calorifica de 29.7 MJ/kg contra 47.3 MJ/kg de la gasolina.
¢ Gas combustible compuesto principalmente por metano y
[ ]
o e COs. (Alvarez,
Biogas e Se obtiene a partir de la digestion anaerobia de materia organica. 2009)
e Puede ser utilizado para generar energia calorifica o para la produccién de energia eléctrica
mediante turbinas.
e Posee una capacidad calorifica de 50 MJ/kg contra 55.5 MJ/kg del gas natural.
e Gas incoloro, inodoro y muy reactivo, presente en forma de agua o de compuestos organicos.
¢ Actualmente se obtiene principalmente de sustancias extraidas del petréleo como hidrocarburos
Hidrégeno gaseosos (m_e_tano y propano) o alcoholes (met:_:mol o] etar_lol). o (Gasque,
e Puede ser utilizado en forma de energia mecanica o térmica en motores de combustién interna, 2006)

o en forma de energia eléctrica en celdas de combustible.
Su combustion produce Unicamente vapor de agua.
Posee una capacidad calorifica de 141.8 MJ/kg.




Clasificacion de biocombustibles

La clasificacion de los biocombustibles, segun la materia prima con la que

se producen y la tecnologia que se emplea se menciona a continuacion.

Primera generacion

Son biocombustibles que provienen de cultivos agricolas para consumo
humano con alto contenido de almiddn, azuUcares y aceites. Algunas de
estas materias son la cafia de azucar, los granos de maiz, aceite de semilla
de girasol, aceite de soya, aceite de palma, aceite de ricino, aceite de
semilla de algodon, aceite de coco, aceite de cacahuate, entre otros.
También se emplean como insumos grasas animales, grasas y aceites de
desecho provenientes de la coccion y elaboracion de alimentos, y

desperdicios soélidos organicos.

Se producen empleando tecnologia convencional como la fermentacion
(para azucares y carbohidratos), transesterificacion (para aceites y
grasas), y la digestion anaerobia (para desperdicios organicos). De estos
procesos se obtiene etanol, metanol, n-butanol (a partir de azucares),
biodiesel (a partir de aceites), y biogas (a partir de desperdicios

organicos).

La ventaja de estos biocombustibles es la facilidad de su procesamiento,
asi como la baja emisién de gases de efecto invernadero que se genera,
pero tienen como desventaja el desvio de recursos alimenticios hacia la
produccion de energéticos, ocasionando que enormes extensiones de
tierras de cultivo, que antes se dedicaban a la produccién para consumo
humano, se destinen a cultivos comerciales para producir

biocombustibles.



Segunda generacion

La materia prima de este tipo de biocombustibles son los residuos
agricolas o forestales compuestos por celulosa, como el bagazo de la cafa
de azucar, el rastrojo de maiz (tallo, hojas y olote), paja de trigo, aserrin,

hojas y ramas secas de arboles, etc.

Los procesos de produccion tienen un nivel de complejidad mas alto que
los de primera generacibn, como el proceso de sacarificacion-
fermentacion para la produccion de etanol o el Fischer-Tropsch para

biogés.

La ventaja principal en la produccién de estos biocombustibles es que no
se generan desviaciones de alimentos provenientes de la agricultura hacia
el sector energético, pero su desventaja es la poca ganancia en la
disminucién de las emisiones de gases de efecto invernadero durante el
procesamiento de los insumos, respecto a los biocombustibles de primera

generacion.

Tercera generacion

Los insumos utilizados son vegetales no alimenticios de crecimiento
rapido y con una alta densidad energética almacenada en sus
componentes quimicos, por lo que se les denomina “cultivos energéticos”.
Entre estos vegetales estan los pastos perennes, arboles y plantas de
crecimiento rapido, y las algas verdes (microalgas) y verdeazules

(cianobacterias).

Estos biocombustibles tiene como principal ventaja el consumo de CO2

para la producciéon de los insumos, lo que genera un balance positivo en

10



la emision de gases de efecto invernadero, sin embargo, su desventaja
es la utilizacion de tierras agricolas de cultivo de alimentos para sembrar
los insumos. Esta desventaja no es aplicable para microalgas y

cianobacterias.

Cuarta generacion

Estos biocombustibles son producidos a partir de bacterias genéticamente
modificadas, las cuales emplean CO2 o alguna otra fuente de carbono para

la obtenciéon de los biocombustibles.

A diferencia de las generaciones anteriores en las que también se pueden
emplear bacterias y organismos genéticamente modificados como insumo
o para realizar alguna parte de los procesos, en la cuarta generacion, la
bacteria es la que efectua la totalidad del proceso de produccién de los
biocombustibles (Alvarez, 2009).

Actualmente, esta generacién de biocombustibles se encuentra en fase

experimental, y su produccion esta todavia muy lejos de ser comercial.

Ventajas del uso de biodiesel

El biodiesel es un combustible biodegradable y sustentable, que
contribuye con la generacidon de energia a partir de fuentes renovables
(Kent Hoekman, et al., 2012). Se puede utilizar sin modificar los motores
existentes produciendo menos emisiones de gases de efecto invernadero,
y es mezclado con diésel derivado del petroéleo en cualquier proporcion.
Las ventajas con respecto al diésel petroquimico se enlistan a

continuacion (Biodiesel Handling and Use Guide, 2009):

11



e Disponibilidad (obtenido a partir de fuentes renovables).

e Energéticamente eficiente.

e Reduccibn de las emisiones globales de gases de efecto
invernadero.

e Seguridad de almacenamiento (punto de inflamacion mas alto que

el diésel).

Materias primas para la obtencion de biodiesel

Se muestra a continuacion una comparacion entre distintas fuentes de
materia prima para la produccion de biodiesel en México. Se indican las
proporciones de suelo fértil y de superficie total del pais necesarias para
reemplazar con biodiesel el 100% de la demanda de diésel en México. Las
fracciones de superficie total solo se sefialan para materias primas que no
requieren de suelos fértiles (Tabla 3) (CIA World Factbook, 2009; Schenk,
et al., 2008).

Tabla 3. Comparacion entre distintas fuentes de materia prima para la
produccién de biodiesel en México (Garibay, et al., 2009).

.. Superficie Porcentaje Porcentaje
. Productividad de - . .
Materia biodiesel equivalente equivalente de la equivalente de la
prima (L/ha/afo) requerida (ha superficie fértil superficie total
x 10°) requerida requerida
Palma 5950 3.972 16.14 ---
Jatropha 1892 12.49 50.75 6.43
Colza 1190 19.859 80.69 -
Girasol 952 24.823 100.9 -

Soya 446 52.986 215.3 -—-
Microalgas® 12000 1.969 8 1.01
Microalgas® 20000 1.181 4.8 0.61

a2 Rendimiento conservador de productividad de biodiesel microalgal (Schenk, et al.,
2008).

b Productividad de biodiesel microalgal asequible a través de la tecnologia actualmente
disponible (Wijffels, 2008).
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Estudios en donde se compara el uso de diferentes materias primas
(cultivos alimenticios y no alimenticios) para producir biodiesel, indican
que los biocombustibles de tercera generacion, asi como también los
provenientes de microalgas cultivadas en agua residual, son hasta el
momento las Unicas alternativas que se tienen para producir biodiesel de
manera renovable; sin embargo, existen pocos estudios sobre este tema

(Christenson & Sims, 2011; Ahmad, et al., 2011).

1.5 Microalgas

Las microalgas (Figura 5) son organismos unicelulares que estan
compuestas basicamente por carbohidratos, lipidos y proteinas (Tabla 4)
(Becker, 1994). La concentraciobn de éstas biomoléculas puede
modificarse alterando las condiciones ambientales como: concentracion
de nutrientes, temperatura, intensidad luminosa, asi como el estado
fisiologico: edad de la poblacién, densidad de la poblacién, desarrollo
autotrofico o heterotrofico (Dubinsky, et al., 1978; Aaronson, et al., 1980;
Ben-Amotz, et al., 1985; Becker, 1986; Gudin & Thepenier, 1986).

Figura 5. Microalga del género Chlorella vulgaris.
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Tabla 4. Composicion quimica de microalgas expresada en porcentaje base
seca (Becker, 1994).

Especie Proteinas Carbohidratos Lipidos Acu,:l_os
nucleicos

Scenedesmus obliguus 50-60 10-17 12-14 3-6
Scenedesmus quadricauda 47 -—- 1.9 -
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40 -
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21 -—
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 4-5
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 -
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21 -
Dunaliella biculata 49 4 8 -
Dunaliella salina 57 32 6 -
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20 ---
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38 1-2
Tetraselmis maculata 52 15 3 ---
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14 -
Spirulina plantensis 46-63 8-14 4-9 2-5
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7 3-4.5
Synechoccus spp. 63 15 11 5
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7 ---

Es importante mencionar que las microalgas presentan un mayor
rendimiento de aceite que cualquier otro cultivo convencional; se calcula
que es aproximadamente de 10 a 20 veces mayor que el derivado del
aceite de palma, y de 200 a 400 veces mayor que el derivado de soya

(Loera-Quezada & Olguin, 2010) (Tabla 5).
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Tabla 5. Contenido de lipidos en algunas especies de microalgas (Chisti,

2007).
Microalga Contenido de lipidos
(% peso seco)

Botryococcus braunii 25-75
Crypthecodinium cohnii 20

Cylindrotheca spp. 16-37
Dunaliella primolecta 23

Isochrysis spp. 25-33
Monallanthussalina 20

Nannochloris spp. 20-35
Nannochloropsis spp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia spp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium spp. 50-77
Tetraselmis suecica 15-23

La fraccion lipidica puede dividirse en dos grupos principales: los lipidos
polares, que incluyen glucolipidos y fosfolipidos; y los lipidos apolares,
que incluyen a los triglicéridos, diglicéridos, hidrocarburos, alquenonas,
esteroles y pigmentos (Brown, et al., 1989). La mayoria de los lipidos
microalgales son lipidos polares componentes de membranas, mientras
que los triglicéridos son una reserva de acidos grasos para la division
celular, energia metabdlica, mantenimiento de la membrana, sintesis y
una amplia variedad de funciones fisiolégicas. Los triglicéridos pueden
llegar a constituir hasta el 80% del total de lipidos en microalgas
eucariotas.

Se ha estudiado que en condiciones de estrés (cambio de PpH,
temperaturas extremas, limitacion de nutrientes), las microalgas
producen mayores cantidades de lipidos (Rdsch, et al., 2012; Hu, et al.,
2008).

La composicion de carbohidratos, en términos de azuUcares especificos,
puede variar considerablemente entre las especies de microalgas.

Generalmente la glucosa se encuentra en concentraciones mayores,
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seguida por galactosa, manosa y ribosa. Estas biomoléculas son producto

de la fotosintesis, y tienen como finalidad proveer y reservar energia.

Por otro lado, las proteinas presentes en las microalgas realizan funciones
metabdlicas y estructurales. Dentro de sus funciones metabdlicas destaca
el ser utilizadas como catalizadores enzimaticos en diversas vias,
mientras que entre sus funciones estructurales estad la formacion del
soporte para las moléculas de clorofila, las cuales realizan la captacion de
luz del cloroplasto. Cabe destacar que algunos de los aminoacidos que
conforman las proteinas de las microalgas son de caréacter surfactante

(Becker, 2007; Brown & Jeffrey, 1995).

Los acidos nucléicos (ADN y ARN) trabajan en conjunto con las proteinas,
proporcionando la division y el crecimiento de las microalgas. Los acidos
nucléicos representan aproximadamente del 3 al 5% del total de la
biomasa en peso seco, y es donde se encuentra la mayor cantidad de

fosfato de la célula.

1.6 Ventajas del uso de microalgas

Las microalgas se han convertido en una materia prima prometedora para
la produccion de biocombustibles, debido a que presentan ventajas
significativas en comparacion con otros cultivos empleados en la

produccion de los mismos, entre las que destacan:

e Elevada eficiencia fotosintética.
e Capacidad de crecer tanto en aguas marinas, dulces, residuales y
salobres.

e Capacidad de duplicar su biomasa en 24 horas.
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e Reducciéon de las emisiones de efecto invernadero, fijando
fotosintéticamente el CO:2 liberado en los procesos industriales (1
kg de biomasa fija 1.83 kg de COy).

e No competir con las tierras de cultivo.

e Funcionan como un tratamiento terciario de aguas residuales,
removiendo nitrégeno y fosforo.

e Alto contenido en lipidos (pueden exceder 80% en peso seco).

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

e Pueden producir subproductos de alto valor agregado como

proteinas, pigmentos, biopolimeros e hidratos de carbono.

Ademas de las ventajas previamente mencionadas, las microalgas como
materia prima permiten la produccion de diferentes biocombustibles, por
ejemplo, metano a través de digestion anaerobia de biomasa microalgal,
biohidrégeno mediante el proceso de fotosintesis, biodiesel a partir del
aceite de microalgas y bioetanol a partir de la fermentacién de los

carbohidratos presentes en la biomasa microalgal (Chisti, 2007).

1.7 Produccion de biodiesel a partir de microalgas

El proceso de produccion de biodiesel a partir de microalgas incluye varias
etapas, como son: crecimiento, separacién o cosecha, extraccion de los
aceites de la biomasa del alga y conversion del aceite a biodiesel (Figura
6).

17



IAgua + Nutrientes I:

A 4
|Agua + Nutrientes

| co,

| Luz

Biomasa

| Glicerol |<—
TRANSESTERIFICACION
| Biodiesel |<—

| Alcohol | Biomasa libre de
lipidos (rica en
carbohidratos y
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Figura 6. Esquema del proceso de generacion de biodiesel a partir de
microalgas.

El proceso de produccién de biodiesel estd conformado, en términos
generales, por las etapas elementales indicadas en la Figura 6. El agua,
los nutrientes, el CO2 y la luz son proporcionados a los sistemas de cultivo
(abierto, cerrado o hibrido) para la produccién de biomasa de microalga
rica en lipidos. EI CO2 suministrado puede provenir del aire, o bien, los
sistemas de cultivo pueden ser acoplados a flujos ricos en este gas
procedente de emisiones industriales, tales como las de las plantas
generadoras de energia eléctrica. La biomasa producida es separada del
agua, Yy los nutrientes residuales son recirculados hacia la etapa inicial de
produccion de biomasa. Los aceites son extraidos a partir de la pasta de

microalgas, siendo después transformados en biodiesel y gliceroal,
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mediante la reaccion de transesterificacion alcalina, acida o enzimatica
(Ma & Hanna, 1999; Fukuda, et al., 2001; Sharma, et al., 2008). Este
esquema conceptual puede incluir etapas adicionales que posibiliten
acoplar la produccion de biodiesel al aprovechamiento de los co-
productos, es decir, del glicerol y de la biomasa microalgal libre de lipidos,
ya sea directamente como insumos industriales, en la alimentaciéon
humana, animal y/o acuicola, o indirectamente a través de su
transformacion en productos alternos tales como biogas o bioetanol, entre

otros (Chisti, 2008; Schenk, et al., 2008).

El presente trabajo estd enfocado principalmente en la etapa de
recuperacion de biomasa mediante el proceso de ozoflotacidon, del cual se

profundizara mas adelante.

1.7.1 Cultivo

Los sistemas empleados con mayor frecuencia en la produccion de
biomasa de microalgas son los de tipo abierto y cerrado (Figura 7). Los
abiertos, a pesar de sus formas y diversos tamafos, destacan por ser
semejantes al entorno natural de las microalgas. Los cultivos abiertos
comprenden sistemas naturales (lagos, lagunas, estanques) y artificiales
(superficie inclinada y estanques tipo circuito), siendo éstos ultimos los
de mayor uso. Los sistemas cerrados son también conocidos como
fotobioreactores en los cuales es posible llevar a cabo la producciéon

masiva de biomasa (Bajhaiya, et al., 2012).
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Figura 7. Fotobiorreactores para el cultivo de microalgas. a) Estanque tipo
circuito b) Reactores de placa plana c) Reactores tubulares inclinados d)
Reactores tubulares continuos.

Las principales caracteristicas de los sistemas abiertos y cerrados se

enlistan a continuacion (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas de cultivos abiertos y cerrados.

Cultivos abiertos

Cultivos cerrados

Lagunas o estanques abiertos con
agitacion mediante paletas
giratorias.

Tienen bajos costos de construccion,
de operacion y de produccion de
biomasa.

Se obtienen producciones entre 10 y
20 gm-—=2dia? de biomasa
(Christenson & Sims, 2011).
Requieren de grandes &areas de
terreno, presentan importantes
pérdidas de agua por evaporacion y
de CO:a.

Pueden presentar contaminacion
por otras algas y/0 por
microorganismos que se alimentan
de microalgas (Shimamatsu, 2004).

Son sistemas que permiten un
control preciso de las condiciones de
cultivo, el cultivo de una sola
especie, la obtencién de una alta
productividad de biomasa y evitan la
contaminacion (Chisti, 2007; Ugwu,
et al., 2008; Molina Grima, et al.,
1999; Petrusevski, et al., 1995).

Se obtienen producciones entre 20 y
40 gm-=dia? de biomasa
(Christenson & Sims, 2011).
Presentan elevados costos de
mantenimiento debido
principalmente a la energia invertida
en la agitacion mecanica (Pulz &
Scheibenbogen, 1998; Pulz, 2001;
Carvalho, et al., 2006; Chisti, 2008;
Rittmann, 2008).

20



Por otro lado, existen factores bidticos, abidticos y operacionales que

influyen en el crecimiento de las microalgas (Tabla 7).

Tabla 7. Factores que influyen en el crecimiento de microalgas (Becker,

1988).
Luz
Temperatura
Factores Concentracion de nutrientes
abioticos
. . O2, CO2
(fisicos y
quimicos) pH
Salinidad
Agentes quimicos
Patégenos (bacterias, hongos,
virus)
Factores
bidticos Depredacion por el zooplancton
Competencia entre especies
Mezclado
Tasa de dilucion
Factores

operacionales

Profundidad

Adiciéon de bicarbonato

Frecuencia de recoleccion

Factores abioticos

Luz: Las microalgas son organismos fotosintéticos y solo emplean

la fraccion del espectro de luz solar que es fotosintéticamente

activa, la cual se encuentra entre 350 y 700 nm. El crecimiento de
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A)

B)

los microorganismos fotosintéticamente activos es proporcional a la
intensidad de luz recibida. La forma mas facil de prevenir la
limitacion de luz en los cultivos de microalgas es disminuyendo la

profundidad del recipiente de cultivo

Temperatura: Muchas microalgas pueden adaptarse facilmente a
temperaturas superiores a 15 °C; sin embargo, a temperaturas

menores de 4 °C puede existir una pérdida total del cultivo.

Nutrientes: Los principales nutrientes minerales que las microalgas

necesitan y toman del medio para su desarrollo son:

Carbono: Las microalgas pueden emplear como fuente de carbono
el CO2 presente en la atmosfera asi como también los iones
bicarbonato. Debido a que la concentraciéon atmosférica de CO>
(0.0033%) no es la 6ptima para el crecimiento de las microalgas,
algunos sistemas de cultivos incluyen la inyeccion de aire

enriquecido con 1% a 5% de CO2 (Becker, 1994).

Nitrogeno: El nitrégeno es un nutriente esencial para el crecimiento
de todos los organismos siendo el segundo en importancia para las
microalgas. El contenido de nitrégeno en la biomasa varia de 1% a
10% dependiendo de la disponibilidad y fuente de nitrégeno. El
nitrégeno organico estad presente en sustancias bioldgicas tales
como péptidos, proteinas, clorofila, moléculas de transferencia de
energia (ATP, ADP) y material genético (ARN, ADN) (Barsanti &
Gualtieri, 2006). El nitrogeno inorganico incluyen fuentes tales
como nitratos (NOz7), nitritos (NO27), amonio (NH4*) y nitr6geno
gas (N2). Las microalgas tienen un papel esencial en la conversion
de nitrégeno inorganico a su forma organica mediante un proceso
llamado asimilacion. Ademas, las cianobacterias son capaces de

convertir el nitrogeno de la atmosfera en amoniaco por medios de
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fijacion. La asimilaciéon, que es llevada a cabo por todas las algas
eucariotas, requiere unicamente nitrogeno en forma de nitratos,

nitritos y amonio.

nitrate nitrite glutamine
reductase reductase synthetase

NO, ﬁ NO, ﬁ NH,* Tﬂﬁ L-glutamine

NADH NAD® 6Fd,, 6Fd,  ATP ADP
+ - + + -

+
H* H,0 8H' 2H,0 Glu PO,’

Figura 8. Mecanismo de asimilacion del nitrogeno en las células de las
microalgas.

Como se muestra en la Figura 8, todas las formas de nitr6geno
inorganico se reducen en ultima instancia en amonio; por tanto, el
amonio es la forma preferida de nitrégeno ya que ninguna reaccion
redox se involucra en su asimilacion, lo cual se ve reflejado en un
menor requerimiento de energia. Algunos estudios han demostrado
que el consumo de nitrato se produce hasta que el amonio se
consume casi completamente (Maestrini, et al., 1986). La limitacion
de este nutriente juega un papel importante en el incremento de la

acumulacion de lipidos (Rodolfi, et al., 2009).

C) Fosforo: Es otro elemento esencial para el crecimiento de las
microalgas, las cuales lo toman en forma de ortofosfato (HPO43").
La captacion de ortofosfato es un proceso activo que requiere
energia. Las microalgas pueden captar fosfato organico vy
convertirlo a ortofosfatos cuando el fosfato inorganico es escaso.
Este compuesto interviene en muchos procesos celulares, como en

la transferencia de energia y la biosintesis de acidos nucleicos.
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« pH: El pH en la mayoria de cultivos de microalgas se encuentra entre
7y 9, con un 6ptimo entre 8.2 y 8.7. El control de pH se consigue
mediante aireacion o adicion de CO2, ya que el proceso fotosintético
de fijacion de CO2 provoca un aumento gradual de pH en el medio

debido a la acumulacion de radicales hidroxido (OHY).

1.7.2Cosecha

La cosecha o recoleccion tiene como propoésito remover el agua y
concentrar la biomasa compuesta por las células microalgales para su

posterior procesamiento.

Los costos de separacion pueden contribuir del 20 al 30% en los costos
de producciéon de biomasa microalgal (Molina Grima, et al., 2003), por lo
que la seleccion de una técnica de recoleccion eficiente y de bajo costo

es trascendental.

La filtracidon, centrifugacion, floculacion y flotaciéon con aire disuelto, ya
sea de forma individual o combinados, son los procedimientos de cosecha
mas comunes (Tabla 8) (Chen, et al., 1998; Dismukes, et al., 2008; Lee,
et al., 2009).

El método de cosecha depende de la especie, de la densidad celular y de
las condiciones del medio de cultivo. Generalmente la densidad celular
utilizada en la aplicacion industrial se encuentra entre 0.3 y 5 g/L, lo cual

dificulta la separacion y aumenta el costo (Wang, et al., 2008).
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Tabla 8. Métodos mas comunes para la cosecha de microalgas.

Método de

Caracteristicas
cosecha

e Aplicable en el caso de microalgas unicelulares con
diametros mayores a 5pum (Uduman, et al., 2010).

e Proceso rapido, con eficiencia de recoleccidén superior
al 95%.

e Se requiere un gran consumo de energia para
recuperar la biomasa seca (3000 kWh por tonelada de
biomasa seca) (Wiley, et al., 2011).

Centrifugacion

o Conveniente para especies de microalgas mayores a
70 pm.

Filtracion e A gran escala presenta varios inconvenientes, como la
obstruccion de los filtros, formacion de tortas de
filtracion compresibles 'y altos costos de
mantenimiento.

e Método en el cual se adiciona una sustancia
floculante, comunmente una sal inorganica (alimina,
cloruro férrico, 6xido de calcio) para incrementar el

Floculacion tamafo de las particulas de las microalgas y que
éstas sedimenten facilmente (Molina Grima, et al.,
2003).

e Tiene como inconveniente la contaminacion de la
biomasa

e Es un proceso de separacion de gravedad que utiliza
burbujas de aire que se adhieren a las particulas
sélidas para hacerlas flotar (Garcia, 2014).

e Generalmente se necesita la adicion de un floculante.

e Proceso que combina las propiedades de oxidacion del
ozono Yy los principios fisicos de la flotacién (Langlais,
et al., 1991).

¢ Remocioén de hasta el 98% (Betzer, et al., 1980;
Cheng, et al., 2010).

¢ No requiere la adicién de ningun coagulante (Cheng,
et al., 2010; Garcia, 2014; Valeriano, 2013).

Flotacion con aire
disuelto

Ozoflotacion

Como ya se menciond anteriormente, en el presente trabajo de
investigacion se utilizé la ozoflotacion como método de cosecha, del cual

se profundizara a continuacion.
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1.7.2.1 Ozoflotacion

Desde 1886, el ozono ha sido utilizado para la desinfeccion de agua
contaminada. Actualmente, el proceso de ozonacion tiene maultiples

aplicaciones (Langlais, et al., 1991):

e Desinfeccidon y control de algas

e Oxidacién de contaminantes inorganicos (hierro y manganeso)

e Oxidacion de microcontaminantes organicos (fenoles y pesticidas)
e Oxidacion de macrocontaminantes organicos (trihalometanos)

¢ Mejoramiento en la coagulacion

Recientemente, se han realizado investigaciones en las cuales se busca
aplicar el proceso de ozoflotacién para la recuperacion de microalgas; sin
embargo, estos estudios son aun limitados (Tabla 9), ya que como se
menciond, el ozono generalmente ha sido utilizado como oxidante y

desinfectante en el tratamiento de agua residual (Ho Lee, et al., 2008).
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Tabla 9. Estudios de separacion de microalgas por ozoflotacion.

Suspension de
microalgas

Equipo

Condiciones de
operacion

Efecto
resultante

Referencia

Algas obtenidas del
efluente de una
laguna de oxidacién

Reactor:
h: 125 cm
gi: 9.5 cm
Tamafo de poro del
difusor: 30-60 um

Qgas: 2 @ 4 L/min
Pgas: 0.5 kg/cm?
Dosis de ozono: 15 a 50
mg/L
Vmuestra: 5@ 7.5 L

Liquido incoloro;
98% de remocién
de sélidos
suspendidos

(algas)

(Betzer, et al.,
1980)

Microcistys
aeroginosa cultivada

Planta piloto

Qgas: 1.5a5L/h
Pgas: 0.5 kg/cm?2
Dosis de ozono: 0.055,
0.55, 1.1y 2 mg/L
Tiempo: 60 min
[Biomasa]o: 108-101°
algas/L

Reduccion de
turbiedad y algas

(Benoufella, et
al., 1994)

Chlorella vulgaris
cultivada, obtenida a
partir de una cepa
de agua dulce del
sur de Taiwan

Reactor:

h: 47 cm

@i: 5cm
Tamafo de poro del
difusor: 30-60 um

Qgas: 0.6 L/min
Pgas: 0.65 kg/cm2
Dosis de ozono: 0.005-
0.03 mg Os/mg biomasa

Reduccién de
turbiedad del
98%; células
aglomeradas de
aproximadamente
50 um

(Cheng, et al.,
2010)

Scenedesmus
obliquus FSP-3
cultivada, obtenida a
partir de una cepa
de agua dulce del
sur de Taiwan

Reactor:

h: 47 cm

@i: 5cm
Tamafio de poro del
difusor: 30-60 um

Qgas: 0.6 L/min
Pgas: 0.65 kg/cm2
Dosis de ozono: 0.2-0.5
mg Osz/mg biomasa
[Biomasa]o: 1610 mg/L
Concentracion de ozono:
63, 98 y 135 mg/L
Tiempo: 4 min
Turbiedad: 1000, 400,
240 NTU

Reduccion de
turbiedad del
95%; células
aglomeradas de
10 a 50 um

(Cheng, et al.,
2011)

Desmodesmus sp. y
cultivo mixto con
cianobacterias
obtenidos de un lago
artificial para
tratamiento de agua
residual

Reactor:
h: 67 cm
gi: 4.9 cm
Tamafio de poro del
difusor: 30-60 pum

Qgas: 0.6 L/min
Dosis de ozono: 150 y
300 mg Os/L
[Biomasa]o: 360, 580 y
450 mg/L

Evaluacion del
efecto del ozono
en el perfil de
acidos grasos de
microalgas

(Komolafe, et
al., 2014)

Cultivo mixto de
microalgas obtenidas
de un lago artificial
para tratamiento de
agua residual

Reactor:
h: 67 cm
Ji: 4.9 cm
Tamafo de poro del
difusor: 30-60 um

Qgas: 0.4 L/min
Dosis de ozono: 0.23 mg
Os/L
[Biomasa]o: 419 mg/L
Concentracidon de ozono:
45 mg Os/L
Tiempo: 5 min
Vmuestra: 0.95L
Turbiedad: 712.5 NTU

Reduccion de
turbiedad del
97.8% y de
79.6% respecto a
SST

(Velasquez
Orta, et al.,
2014)
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El proceso de ozoflotacion para la recuperacion de microalgas combina la
floculacion y flotacion en una sola etapa del tratamiento, siendo ésta su
principal ventaja, ya que no se contamina la biomasa recuperada porque

Nno es necesaria la adicion de ningun coagulante.

Por otro lado, el ozono, como cualquier otro oxidante (cloro o diéxido de
cloro), tiene un efecto letal sobre las microalgas o limita su crecimiento;
sin embargo, bajo ciertas condiciones, se puede lograr s6lo un dafio en la
pared celular (lisis) que permita la liberacion de biopolimeros (&cidos
nucleicos, proteinas y polisacaridos) que actuan como surfactantes
naturales. La liberacidon de surfactantes poliméricos naturales se presenta
como la formacién de espuma, en la cual se concentran las microalgas,
dando como resultado la separacion de las microalgas del medio liquido
(Figura 9). Asi mismo, el ozono funciona como pre-tratamiento para
etapas posteriores, como la extraccion de acidos grasos (Cheng, et al.,
2010; Hengfeng & Tao, 2009; Garcia, 2014; Valeriano, 2013; Velasquez
Orta, et al., 2014).

Figura 9. Reaccion del ozono con la microalga (Langlais, et al., 1991).

De igual forma, es importante mencionar que en el presente trabajo se
evaluard el efecto de utilizar un reactor espumador en lugar de columnas

convencionales de flotaciéon, asi como también diferentes concentraciones
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de biomasa microalgal cultivada en agua residual, variable que no ha sido

analizada previamente.

1.7.2.1.1 Reactor espumador

Los espumadores de proteinas son dispositivos que se utilizan para

eliminar sustancias que presentan actividad superficial, como proteinas y

aminoacidos. De manera comercial, se
utilizan para el tratamiento de aguas

residuales y de acuarios (Figura 10).

En general los espumadores comerciales
cuentan con una bomba que produce
burbujas de aire pequefias e impulsa el
agua a tratar hacia una cdmara donde se
da la formacion de espuma debido a la
interaccion en la interfase gas-liquido de los
compuestos disueltos. Posteriormente, la
espuma sube a través de la columna y se

colecta en la parte superior.

Es importante mencionar que en el
presente trabajo de investigacion se adapto

el principio de funcionamiento de los

Figura 10. Espumador
comercial.

espumadores comerciales para la cosecha de biomasa microalgal.
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2. METODOLOGIA

La metodologia experimental que se siguid en este trabajo se muestra en

la Figura 11.

Muestreo y
caracterizacion
de agua
residual

Determinacion .
. Cultivo de

del crecimiento |« .
. microalgas
del cultivo

Disefio del
reactor tipo
espumador

Determinacion
Pruebas e
. de la condicion
experimentales—» 6ptima de
de ozoflotacion P .
separacion

Figura 11. Metodologia experimental.



2.1 Muestreo y caracterizacion de agua residual

La recolecciéon de muestras de agua residual se obtuvo de la planta de
tratamiento de Cerro del Agua en Ciudad Universitaria. Se recolectaron
de acuerdo a las recomendaciones y criterios de la norma NMX-AA-003-

1980 “Aguas residuales. Muestreo”.

La caracterizacion fisicoquimica de las muestras de agua recolectadas

comprendio el analisis de los siguientes parametros (Tabla 10):

Tabla 10. Parametros fisicoquimicos determinados en muestras de agua

residual.

Parametro Método analitico
pH *Método electrométrico 4500-H" B
Nitrégeno amoniacal *Método titulométrico 4500-NH; E
Nitritos Método 8507 HACH
Nitratos Método 8039 HACH
Ortofosfatos Método 8178 HACH
SST *Método 2540 D

* Métodos normalizados para el andlisis de aguas potables y residuales (APHA, 1992).

2.2 Cultivo de microalgas

Los cultivos de microalgas se llevaron a cabo en matraces de 1 L y en
recipientes de PET de 3 L, los cuales simulan sistemas abiertos con
iluminacién continua suministrada por una lampara y agitacion una vez al
dia (Figura 12).

Para llevar a cabo las pruebas de ozoflotacion se realizé la produccion de
mas de 50 L de biomasa microalgal a tres diferentes concentraciones

(baja, media y alta).
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Figura 12. Cultivo Scenedesmus sp.

El cultivo se realiz6 mezclando agua residual como fuente de nutrientes e

indculo en una proporcién 50:50.

El in6culo utilizado fue un consorcio del género Scenedesmus sp., el cual
fue aislado en trabajos anteriores de muestras de agua del lago Nabor

Carrillo (Figura 13).

Figura 13. Microalga del género Scenedesmus sp.
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2.3 Diseio del reactor tipo espumador

La mayor parte de los trabajos que previamente han usado la flotaciéon
como método de cosecha de microalgas se han llevado a cabo en sistemas
batch a escala laboratorio, cosechando de 0.2 a 1.2 L y usando columnas

convencionales de vidrio que van de 21 a 40 cm de altura.

El reactor utilizado para llevar a cabo la cosecha de microalgas mediante
el proceso de ozoflotacion fue un espumador, ya que es el sistema mas

empleado para la recoleccion de espuma.

Para el disefio del reactor espumador se llevaron a cabo pruebas
experimentales de ozoflotacion empleando una columna de flotacion
convencional para determinar la altura 6ptima; ademas, se consideraron
las dimensiones de las columnas utilizadas por diferentes autores (Tabla
11).

Tabla 11. Comparacion de diferentes columnas usadas para la cosecha de
microalgas.

Especie de Porcentaje Tamaiio de la Volumen de
microalga de remocion columna algas Referencia
cosechada (%) (cm x cm) cosechado (L)
Scenedesmus (Poochinda,
quadricauda 90 4% 30 0.2 et al., 2004)
, (Chen, et al.,
Chlorella vulgaris 90 3 x40 0.2 1998)
(Liu, et al.,
Chlorella sp. 90 3 x 40 0.2 1699)
Chlorella y (Wiley, et al.,
Scenedesmus 76.6 8.9x21 1.2 2009)
(Csordas &
Chaetoceros sp. 90 45.7 x 157 220 Wang, 2004)
. . (Velasquez
C“'ﬂ}’;g:x;?s de 79.6 4.9 x 67 0.95 Orta, et al.,
g 2014)
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El reactor fue hecho de vidrio y presenta una geometria cilindrica, con
una capacidad de 1 L. Consta de una entrada y una salida, ademas de un
difusor poroso de vidrio en el fondo, por el cual se alimenta ozono. En la
parte superior cuenta con un colector para la cosecha de la biomasa. Este
ultimo forma parte de las modificaciones a evaluar en la presente tesis,
con la cual se busca obtener una mayor eficiencia de recuperacion de

biomasa microalgal.

2.4 Pruebas experimentales de ozoflotacion

Los estudios de separacion de microalgas por ozoflotacion se llevaron a
cabo en una unidad de oxidacion, compuesta por un separador de aire
(Airsep modelo AS-12, USA) y un generador de ozono Labo 76 (Emery
Trailigaz, USA) con capacidad de produccion de 1.9 g de Oz/h. Como
reactor se utiliz6 un reactor tipo espumador por lotes. El agua fue
suministrada por la parte superior, mientras que por la base de la columna
se alimento6 ozono a través del difusor. La biomasa fue cosechada a través
del colector, el cual esta ubicado en la parte superior de la columna. A la
salida del colector se conectaron un par de lavadores de gases en serie,
el primero para la recolecciéon de la biomasa microalgal y el segundo para

la captacion del ozono residual (Figura 14).
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Figura 14. Sistema de oxidacion.

Las pruebas de ozoflotacion se realizaron con base en un disefio de
experimentos 33, el cual estda compuesto por tres variables (concentracion
de Oz en fase gas, tiempo de ozonacion y concentracion inicial de biomasa
microalgal), y tres niveles por variable, codificados como 1, 0 y -1 (alto,
medio y bajo). El flujo de ozono y el volumen de muestra a ozonar se
mantuvieron constantes, teniendo como valores 0.6 L/min y 1 L,

respectivamente. El disefio de experimentos se muestra en la Tabla 12.
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Tabla 12. Disefio de experimentos.

Variables codificadas Variables reales DOA
Prueba [03] . [Biomasa]o

X1 X2 X3 (ma/L) t (min) (ma/L) (mg/L)
1 1 1 1 30 15 700 270
2 1 1 0 30 15 500 270
3 1 1 -1 30 15 300 270
4 1 0 1 30 10 700 180
5 1 0 0 30 10 500 180
6 1 0 -1 30 10 300 180
7 1 -1 1 30 5 700 90
8 1 -1 0 30 5 500 90
9 1 -1 -1 30 5 300 90
10 0 1 1 20 15 700 180
11 0 1 0 20 15 500 180
12 0 1 -1 20 15 300 180
13 0] 0] 1 20 10 700 120
14 0 0 0 20 10 500 120
15 0] 0] -1 20 10 300 120
16 0] -1 1 20 5 700 60
17 0 -1 0 20 5 500 60
18 0] -1 -1 20 5 300 60
19 -1 1 1 10 15 700 90
20 -1 1 0 10 15 500 90
21 -1 1 -1 10 15 300 90
22 -1 0 1 10 10 700 60
23 -1 0 0 10 10 500 60
24 -1 0] -1 10 10 300 60
25 -1 -1 1 10 5 700 30
26 -1 -1 0 10 5 500 30
27 -1 -1 -1 10 5 300 30

Es importante mencionar que la dosis de ozono aplicada (DOA) se calculd

mediante la siguiente ecuacion:

[03] * t = Qq,

DOA =
\'

Donde:
[O3]: Concentracion de Oz en fase gas (mg/L).
t: Tiempo de ozonacion (min).

Qo,: Flujo de O3z (L/min).
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V: Volumen de muestra a ozonar (L).

De igual forma, se realiz6 un balance de materia para determinar la
cantidad de ozono que no reacciond. De esta manera, se calculd la dosis

de ozono transferida (DOT):
DOT = 03, — 05,
Donde:
03: O3 a la entrada (mQ).
03.: Oz a la salida (mg).

Cabe destacar que cada prueba se realizé por triplicado y de manera

aleatoria para disminuir el error experimental.

Por otro lado, con los datos obtenidos del disefio de experimentos se
realizd un analisis estadistico, el cual incluyé una regresion lineal
multivariable, la cual indica qué variable influye méas durante el proceso
de ozoflotacion, la relacion que existe entre ellas y si hay diferencia

significativa entre éstas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencion de biomasa microalgal mediante el cultivo de un

consorcio del género Scenedesmus sp. en agua residual

3.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual

Se determinaron las caracteristicas fisicoquimicas del agua residual

utilizada para el crecimiento de las microalgas, al inicio y final del periodo

de cultivo (15 dias), para conocer la cantidad de nutrientes presentes y

la remocién de los mismos. Los resultados se presentan en la Tabla 13 y

se comparan con lo reportado por Sacristan de Alva, et. al. (2013),

quienes utilizaron agua residual para cultivar una especie de microalga

del mismo género (Scenedesmus acutus) que el del consorcio utilizado en

la presente tesis (Scenedesmus sp.).

Tabla 13. Caracterizacion fisicoquimica del agua residual.

Este trabajo* (Sacristan de Alva, et al., 2013)
Parametro Inicial Final Remocién Inicial Final Remocién
(%) (%)
pH 8.15+0.12  10.24 + 0.19 8.3 7.84
Nitratos 1.65 +2.07  0.98 + 0.34 40.4 13.4+0.4 3.9+0.3 70.9
(mg/L)
Nitritos
1.05+1.79 2.0l +1.51
(mg/L)
Nitréogeno
amoniacal 2535 +14.12 14.89 +10.4 41.25 494 + 1.3 3.2+23 93.52
(mg/L)
Ortofosfatos || o9, 09  7.23+3.33 39.68 95+02 32+0.4 66.32
(mg/L)

* Valor promedio de tres muestreos realizados en el periodo comprendido de septiembre

de 2014 a enero de 2015.
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En la Tabla 13 se observa un menor contenido y una menor remocion de
nitrogeno (amoniacal, nitratos) en el agua utilizada con respecto a lo
reportado por Sacristan de Alva, et. al. (2013). Los ortofosfatos se
encontraron en mayor concentracion, pero la remociéon también fue
menor. Las diferencias observadas en los niveles de remocién de los
nutrientes es atribuible al uso de una especie de microalga especifica
(Scenedesmus acutus) lo cual resultdé ser mas eficiente que el consorcio

microalgal.

Al final del cultivo se observé un incremento del pH (8.3 a 10.36) debido
a que el agua residual presenta iones carbonato disueltos, los cuales se
hidrolizan y forman iones bicarbonato (que son consumidos por las
microalgas como fuente de carbono para llevar a cabo la fotosintesis), y
iones hidréxido, que son los responsables del aumento en el pH. El
incremento en los valores de pH durante el cultivo es un indicativo del
crecimiento de las microalgas; sin embargo, es conveniente controlar esta
variable, porque se ha reportado que a valores mayores de 9, se favorece
el crecimiento de cianobacterias, las cuales compiten con las microalgas
(Andersen, 2005). En este trabajo no se llevé un control de esta variable
pero si se realizaron observaciones al microscopio para corroborar la

presencia del género Scenedesmus sp.

Por otro lado, se observa que el nutriente que mas se consumio fue el
nitrogeno amoniacal, lo cual coincide con lo reportado en la literatura
(Maestrini, et al., 1986). De igual forma, se observé el aumento en el

nivel de nitritos debido a la nitrificacion de nitrdgeno amoniacal.

Asi mismo, hubo remocién de ortofosfatos, debido a que las microalgas
consumen éste nutriente como fuente de fosforo, el cual es de suma

importancia porque ayuda a la formacién de acidos nucleicos (ADN y
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ARN), fosfoproteinas, fosfolipidos, enzimas y compuestos fosfatados ricos

en energia (ATP).

3.1.2 Cultivo de microalgas

El cultivo de microalgas del género Scenedesmus sp. se realizé durante
los meses de septiembre de 2014 a enero de 2015. Durante el cultivo se
monitored la absorbancia, el pH y los SST para evaluar el crecimiento y
la concentracion de las microalgas. El crecimiento de las microalgas se
determiné midiendo la densidad 6ptica como indicador de la densidad
celular a 680 nm en un espectrofotometro HACH 3900. La concentracion
de biomasa se evalu6é midiendo el contenido de SST (Método 2540 D;
APHA, 1992).

En la Figura 15 se observa que la maxima cantidad de biomasa obtenida
a partir de los cultivos del consorcio de microalgas del género
Scenedesmus sp. fue de 520 mg SST/L, a los 14 dias. Otros autores han
reportado concentraciones de biomasa en agua residual de 730 mg/L y
1179 mg /L para las microalgas Scenedesmus obliquus y Scenedesmus
acutus, respectivamente (Zhang, et al., 2014; Sacristan de Alva, et al.,
2013).
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Es importante mencionar que para llevar a cabo las pruebas de
ozoflotacion con mayores concentraciones de microalgas a la obtenida,
fue necesario concentrar muestras de cultivo mediante sedimentacion

natural y resuspension en un menor volumen.

Por otro lado, se llevé a cabo un conteo de células en una camara de
Neubauer para determinar la proporcion en la cual se encontraban
presentes géneros de microalgas de interés. Del total de células contadas
(9.4 x 10° células/mL), el 80.8% correspondié a Scenedesmus sp.,

mientras que el 19.2% restante pertenecio al género Micractinium.

3.2 Separacion de microalgas mediante ozoflotacion en reactor
espumador

En la Figura 16 se observa la formacién de espuma durante el proceso de
ozoflotacion debido a la reaccidn que existe entre el ozono y las proteinas

liberadas, lo que permite la separacion y cosecha de microalgas.

Figura 16. Formacion de espuma microalgal.
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A continuacion se muestra el desarrollo experimental de una prueba de

ozoflotacion de microalgas (Figura 17).

En la Tabla 14 se observan los resultados experimentales obtenidos para
las variables independientes (concentracion de Oz en fase gas, tiempo de
ozonacion y concentracion inicial de biomasa microalgal) y para la variable

de respuesta (biomasa cosechada).
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Figura 17. Desarrollo de una prueba de ozoflotacion de microalgas.
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Tabla 14. Resultados experimentales de pruebas de ozoflotacion.

X1 X2 X3 Yy Rendimiento Rendimiento N
Prueba  [0s] __ [Biomasalo  SST DOA pot (mg 03/mg . (mg Remocion
(mg/L) t (min) (mg/L) (mg) (mg/L) (mg/L) biomasa) blomgs:;:r/mg SST (%)

1 30.08 15 768.33 744.33 270.72 164.16 0.22 4.62 96.92
2 29.76 15 468.33 454 .83 267.84 161.28 0.35 2.82 97.13
3 30.56 15 320.00 313.50 275.04 210.72 0.66 1.58 97.91
4 28.72 10 768.33 720.83 172.32 130.80 0.18 5.52 93.92
5 28.40 10 468.33 457.03 170.40 125.28 0.27 3.64 97.5
6 30.56 10 320.00 312.00 183.36 132.48 0.42 2.39 97.39
7 28.72 5 768.33 596.33 86.16 72.48 0.12 8.23 78.21
8 28.40 5 468.33 404.33 85.20 78.48 0.19 5.15 86.27
9 30.56 5 320.00 287.50 91.68 73.44 0.25 3.94 90.27
10 19.36 15 758.33 728.83 174.24 131.04 0.18 5.55 96.02
11 19.36 15 468.33 391.33 174.24 127.20 0.33 3.05 82.96
12 20.64 15 320.00 310.00 185.76 124.32 0.41 2.51 96.79
13 19.36 10 758.33 714.33 116.16 96.00 0.13 7.43 94.21
14 19.36 10 468.33 440.33 116.16 99.84 0.23 4.41 94.04
15 20.64 10 320.00 309.50 123.84 93.12 0.30 3.32 96.67
16 19.36 5 758.33 596.33 58.08 54.12 0.09 11.06 78.89
17 19.84 5 476.67 387.67 59.52 52.80 0.14 7.45 81.43
18 20.64 5 320.00 293.50 61.92 52.32 0.18 5.63 91.75
19 9.12 15 768.33 714.33 82.08 69.60 0.10 10.26 92.91
20 9.28 15 476.67 423.17 83.52 70.80 0.17 6.09 88.98
21 8.96 15 301.67 282.67 80.64 67.20 0.24 4.21 93.77
22 9.44 10 758.33 676.67 56.64 51.96 0.08 13.14 89.28
23 9.28 10 476.67 408.67 55.68 50.04 0.12 8.25 85.97
24 8.96 10 301.67 282.17 53.76 45.12 0.16 6.26 93.6
25 9.44 5 758.33 521.67 28.32 25.20 0.05 21.12 69.33
26 9.28 5 476.67 282.67 27.84 24.72 0.09 11.56 59.38
27 8.96 5 301.67 190.33 26.88 23.04 0.12 8.26 63.36
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De acuerdo a los datos experimentales, se observa que la condicidon
Optima para la recuperacion de biomasa es la prueba 25. Este resultado

se compar6é con el publicado por otros autores. Los resultados se

muestran a continuaciéon (Tabla 15):
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Tabla 15. Comparacién de los resultados experimentales con otros autores

Rendimiento

Suspension de Medio de . Condiciones de (mg Remocion .
: . Tipo de reactor . 2 . Referencia
microalgas cultivo operacion biomasa/mg (%)
03)
Espumador Qgas: 0.6 L/min
Agua h: 82 cm Pgas: 0.65 kg/Cm2
Scenedesmus sp. residual Qi:~4'5 cm [Biomasajo: 758.33 21.12 69.33 Este trabajo
doméstica Tam.ano de poro mg/L
del difusor: 10-16 [Os]: 9.44 mg/L
pm t: 5 min
Columna de
Scenedesmus flotacion Qgas: 0.6 L/min
obliquus FSP-3 h: 47 cm Pgas: 0.65 kg/cm?
cultivada, obtenida . Ji: 5 cm [Biomasa]o: 1610
a partir de una smf;'izo Tamafio de poro mg/L 2.0-5.0 95.0 (;;,hezncg)gl,le)t
cepa de agua del difusor: 30-60 [Os]: 63, 98 y 135 "V
dulce del sur de pm mg/L
Taiwan Columna de t: 4 min
flotacién
Cultivo mixto de Column.a’l de
microalgas flotacion Qgas: 0.4 L/min
roalg Agua h: 67 cm | <gass T (Velasquez
obtenidas de un - - [Biomasa]o: 419 mg/L
lago artificial para residual Ji: 4.9 cm [Os]: 45 mg/L 4.35 79.6 Orta, et al.,
9 P doméstica Tamafo de poro - 9 2014)

tratamiento de
agua residual

del difusor: 30-60
um

t: 5 min
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Como se observa en la Tabla 15, el rendimiento que se obtuvo en el
presente trabajo experimental es tres mayor que el reportado por Cheng
et al. (2011) y Veladsquez Orta, et al. (2014), ya que se obtienen 21.12

miligramos de biomasa por miligramo de ozono aplicado.

Es importante resaltar que la condicion 6ptima obtenida en este trabajo
no solo es mejor en términos de recuperacion de biomasa, ya que como
medio de cultivo se utilizé agua residual en lugar de medio sintético, asi
como también una concentraciéon de ozono siete y cuatro veces menor a
la utilizada por Cheng et al. (2011) y Veldsquez Orta, et al. (2014),

respectivamente, lo que reduciria los costos de operacion.

Por otro lado, en términos de porcentaje de remocién de biomasa, se
obtuvo un 25% menos que Cheng et al. (2011) debido a que el agua
residual contiene una mayor diversidad y contenido de constituyentes que
son oxidados durante el proceso de ozoflotaciéon y en consecuencia, la
cosecha de microalgas. Se observa también que la remocién de biomasa
es muy similar en los estudios en los que se utilizé agua residual como

medio de cultivo.

Los resultados obtenidos a partir de diesefio de experimentos fueron
sometidos a un analisis estadistico. Se realiz6 una regresion multivariable
mediante el programa estadistico SPSS (anexo estadistico), la cual
relaciona la cantidad de biomasa cosechada como variable de respuesta
contra la concentracion de Oz en fase gas, tiempo de ozonacion y
concentraciéon inicial de biomasa microalgal, las cuales son variables

independientes. La ecuacion obtenida se muestra a continuacion:

y = —121.26 + 2.43x, + 8.85x, + 0.84x;

48



Donde:

y: Cantidad de biomasa cosechada (mg).

X1: Concentracion de Oz en fase gas (mg/L).

X2: Tiempo de ozonacion (min).

X3: Concentracion inicial de biomasa microalgal (mg/L).

Es importante destacar que la ecuacion anterior posee un intervalo de
confianza del 95% y un coeficiente de correlacion de 0.94. Los intervalos

de confianza para cada coeficiente se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Intervalos de confianza de los coeficientes de la regresion.

Intervalo de confianza de 95 %

Coeficiente

Limite inferior Limite superior
Constante -173.31 -69.211
X1 1.033 3.836
X2 5.962 11.739
X3 0.788 0.911

De acuerdo a los coeficientes obtenidos en la ecuacion anterior, se
observa que la variable que influye méas sobre la cantidad de biomasa
cosechada es el tiempo de ozonacién, seguido de la concentracion de Os
en fase gas y por ultimo la concentracion inicial de biomasa microalgal.
Asi mismo, los valores de las covarianzas entre los coeficientes, al ser
menores gue cero, indican que no existe ninguna relacion entre xi1, X2 y

X3.

Adicionalmente se encontré que los p-value obtenidos son menores al
nivel de significancia, por lo que se concluye que existe diferencia

significativa entre x1, X2 y Xa.

A partir de la regresion multivariable se hizo una extrapolacion de los

resultados manteniendo constante la cantidad de biomasa microalgal
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inicial para conocer el comportamiento a mayores concentraciones de
biomasa que los experimentados. Se realiz6 una gréafica con los valores
obtenidos, los cuales son validos si dicha ecuacion mantiene su

comportamiento lineal (Figura 18).
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Figura 18. Grafica de Rendimiento vs Dosis de Ozono Aplicada (DOA).

Se encontré que se obtienen mayores rendimientos de recuperacion de
biomasa por miligramo de ozono aplicado cuando se tienen suspensiones
iniciales con alta concentraciones de microalgas y bajas dosis de ozono.
A mayores dosis de ozono, la concentracion inicial de biomasa ya no
influye en el rendimiento. Estos resultados son importantes de considerar
dado que indican que la ozoflotacion resulta ser mas eficiente cuando se
trabaja con cultivos méas concentrados, es decir, con mayor concentracion

de biomasa, lo cual es una ventaja con respecto al consumo de ozono.
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CONCLUSIONES

Se llevd a cabo la separacion de microalgas con ozono en el reactor
tipo espumador, concluyendo que es posible mejorar el rendimiento
de cosecha con respecto a las columnas de flotacion convencionales
reportadas, reduciéndose significativamente los requerimientos de

ozono por miligramo de biomasa cosechada.

Las condiciones de operacion que maximizaron la cantidad de
biomasa cosechada son: concentraciéon de ozono en fase gas, 9.44
mg/L; tiempo de ozonacion 5 min; concentracion de biomasa

microalgal, 758.33 mg/L.

En cuanto al proceso de ozoflotacién, se concluye que la variable de
mayor influencia en la separacién de las microalgas es el tiempo de
ozonacién, seguido de la concentracion de ozono en fase gas y en

menor grado la concentracion de biomasa microalgal.

Mediante el disefio de experimentos fue posible obtener un modelo
matematico con un coeficiente de correlacion de 0.94, el cual
describe adecuadamente la cosecha o separaciéon de microalgas

mediante el proceso de ozoflotacion.

De acuerdo a la regresion obtenida, se concluye que no existe

relacién entre las variables del proceso evaluadas.
Se obtuvo un rendimiento tres veces mayor al reportado en la

literatura en cuanto a la cantidad de biomasa cosechada por

miligramo de ozono.
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La ozoflotacion resulta ser mas eficiente cuando se trabaja con

mayor cantidad de biomasa microalgal.
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6. ANEXO ESTADISTICO

1. Desviaciones estandar de los resultados experimentales de
las pruebas de ozoflotacion.

Xa X2 X3 y Rendimiento Rendimiento Eficiencia
Prueba i DOA DoT (mg O3/mg . (mg de_’
[O:] t [Biomasalo SST (mg/L) (mg/L) o 3 biomasa/mg remocién

(mg/L) (min)  (mg/L)  (mg) biomasa) 03) (%)
1 0.91 0.00 110.78 102.29 8.15 44.80 0.03 0.64 0.66
2 1.36 0.00 30.64 28.52 12.22 13.58 0.01 0.06 0.26
3 0.23 0.00 42.43 44.55 2.04 88.93 0.19 0.46 0.94
4 1.02 0.00 110.78 93.10 6.11 18.67 0.00 0.08 1.42
5 0.57 0.00 30.64 42.95 3.39 7.47 0.01 0.13 2.79
6 0.23 0.00 42.43 46.67 1.36 35.30 0.05 0.29 1.67
7 1.02 0.00 110.78 23.10 3.05 0.68 0.00 0.24 8.27
8 0.57 0.00 30.64 36.30 1.70 5.77 0.00 0.08 2.11
9 0.23 0.00 42.43 17.68 0.68 11.54 0.02 0.38 6.44
10 2.49 0.00 96.64 103.00 22.40 4.75 0.02 0.58 1.35
11 2.49 0.00 30.64 111.25 22.40 21.04 0.04 0.37 18.33
12 1.58 0.00 42.43 45.25 14.26 6.11 0.08 0.49 1.31
13 2.49 0.00 96.64 89.57 14.93 8.15 0.01 0.30 0.19
14 2.49 0.00 30.64 26.40 14.93 2.72 0.01 0.14 0.52
15 1.58 0.00 42.43 43.13 9.50 1.36 0.04 0.41 0.66
16 2.49 0.00 96.64 45.73 7.47 7.30 0.01 0.65 4.02
17 3.17 0.00 42.43 24.04 9.50 10.86 0.02 1.08 2.20
18 1.58 0.00 42.43 37.48 4.75 2.04 0.03 0.94 0.45
19 1.58 0.00 110.78 109.37 14.26 10.18 0.00 0.07 0.84
20 1.81 0.00 42.43 16.26 16.29 15.27 0.03 1.08 4.51
21 0.00 0.00 16.50 8.01 0.00 2.72 0.02 0.29 2.47
22 2.04 0.00 96.64 80.14 12.22 10.69 0.01 1.16 0.81
23 1.81 0.00 42.43 11.31 10.86 7.98 0.02 1.09 5.28
24 0.00 0.00 16.50 8.72 0.00 1.36 0.01 0.38 2.23
25 2.04 0.00 96.64 2.36 6.11 5.09 0.01 4.17 8.52
26 1.81 0.00 42.43 16.97 5.43 4.41 0.01 1.38 1.72
27 0.00 0.00 16.50 18.38 0.00 0.00 0.01 0.80 9.56
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2. Resultados obtenidos del programa estadistico SPSS.

Estadisticos descriptivos

Media | Desviacion tipica N
y 453.5144 175.01282 54
X1 19.52 8.49158 54
X2 10.0 4.12082 54
X3 516.2357 193.65717 54
Correlaciones
Yy X1 X2 X3
Yy 1.0 0.121 0.21 0.941
Correlaciéon de x1| 0.121 1.0 0.0100 0.001
Pearson x2| 0.21 0.01 1.0 0
x3| 0.941 0.001 0 1.0
y 0.191 0.064 0
Significancia X1 0.191 0.47 0.497
(unilateral) X2| 0.064 0.47 0.499
X3 0] 0.497 0.499
y 54 54 54 54
X1 54 54 54 54
N X2 54 54 54 54
X3 54 54 54 54
Resumen del modelo®
Modelo R R? R2 corregida | Error tipico | Durbin-Watson
1 0.9712 | 0.943 0.939 43.13939 1.658

a. Variables predictoras: Constante, X1, X2, X3
b. Variable dependiente: y
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ANOVAP

Suma de Promedio de los Valor critico de
GL F
cuadrados cuadrados F
Regresion 3 1530302.52 510100.8398 274.101 | 5.04771E-312
Residuos 50 93049.66209 1860.993242
Total 53 1623352.182

a. Variables predictoras: Constante, X1, X2, X3
b. Variable dependiente: y

Coeficientes

. Error Intervalo de confianza de 95%
Coeficientes .. t p-value - -
tipico Inferior 95% | Superior 95%
Constante | -121.26483 | 25.91648 | -4.6791 | 2.2E-05 | -173.3196141 | -69.21004521
X1 2.4349695 | 0.697862 | 3.48919 | 0.00102 | 1.033273205 | 3.836665726
X2 8.8508339 | 1.438052 | 6.15474 | 1.3E-07 | 5.962422397 | 11.73924542
X3 0.849884 | 0.030599 |27.7752 | 4.7E-32 | 0.788424699 | 0.911343361

Correlaciones de los coeficientes?

X1 X2 X3
X1 1.0 -0.01 -0.001
Correlaciones X2 -0.01 1.0 0
x3| -0.001 0 1.0
X1 0.487 -0.01 -2.24E-05
Covarianzas X2 -0.01 2.068 -1.68E-05
X3 | -2.24E-05 | -1.68E-05 0.001

a. Variable dependiente: y
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