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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la generacion de bioetanol utilizando

biomasa microalgal cultivada en agua residual y cosechada por ozoflotacion.

Para lograr el objetivo de este trabajo se adaptd la microalga Scenedesmus
obliquus para su crecimiento en agua residual, se escalaron los cultivos hasta un
volumen de 4 L, los cuales se estuvo monitoreando el contenido de nutrientes (NHs,
NOs, ortofosfatos) en el agua residual y carbohidratos totales en la biomasa
durante las fases de crecimiento de las microalgas. Se alcanzaron remociones del
97.91%, 80.00% y 93.10% de nitfrbgeno amoniacal, nitratos y ortofosfatos,
respectivamente. Para el caso de los carbohidratos totales se tuvo un aumento
de 14.41% a 31.07% debido a que la microalga entro en una fase de estrés al estar
bajo deficiencia de nitrbgeno amoniacal y bajo contenido de nitratos. Se obtuvo
una productividad de biomasa y carbohidratos de 21.39 mg L' dia! vy 6.65 mg L

dia’ respectivamente.

Se cuantificé el contenido de glucosa en la biomasa cosechada por ozoflotaciéon
y centrifugaciéon por medio de una hidrdlisis acida y mediante un diseno
experimental factorial de 3 factores. Los mejores resultados obtenidos fueron
mediante la biomasa cosechada por centrifugacién con un tiempo de 25 min. y
una concentracion de H2SO4 de 4% (v/v), en el cual se obtuvo un contenido de
glucosa del 10.80 % en la biomasa seca y una concentracion de glucosa en el
hidrolizado de 5.40 g/L. Para el caso de la biomasa cosechada por ozoflotacion se
obtuvo un contenido de glucosa de 10.54% en la biomasa seca y una
concentracion de en el hidrolizado del 5.27 g/L, a un fiempo de 25 min. y una

concentracion de HaSO4 de 6% (v/v) (ver Tabla 16).

Se obtuvo bioetanol mediante la fermentacion de los azUcares obtenidos a partir
de la biomasa hidrolizada, obteniendo una concentracién de etanol 1.8 g/L, con

un rendimiento de 3.6% (g etanol/ g biomasa)
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1. Infroduccion

Existe una problemdatica mundial debido a la creciente demanda energética, lo
que conlleva al agotamiento de las fuentes de combustible fosiles, el incremento
del precio del petréleo y la contaminacién local del aire y global como efecto
invernadero por la quema de combustibles fosiles. Esta situacion demanda la
busqueda de fuentes alternativas de energia basadas en procesos sustentables,
renovables y amigables con el ambiente y en algunos casos con la posibilidad de

capturar el COa.

Los biocombustibles producidos a partir de biomasa han despertado gran interés
debido a que representan una reducida o nula emisidn de gases con efecto
invernadero, ya que el carbono que se libera durante su combustion, es capturado
en su generacion. Para su produccidén, algunas alternativas han planteado el uso
de materias primas de cultivos como el raps (Brassica napus), maiz, soya y aceite
de palma, que requieren de grandes extensiones de terreno fértil, situaciéon que

podria conllevar a crisis alimentarias ante la escasez de suelos cultivables.

En los Ultimos anos se investiga el aprovechamiento de materias primas que no
compitan con la produccién de alimentos, como es el caso de las microalgas las
cuales tienen un rendimiento de produccion de aceite por unidad de drea mayor

que los cultivos de semillas oleaginosas (Wang, et al., 2009).

Los cultivos de microalgas a menudo implican el uso de agua dulce, fertilizantes
(como nutrientes) y la inyeccion de CO2 para el crecimiento, estos factores
aumentan el costo de produccion y reducen su atractivo como alternativa a los
combustibles fosiles. Con el fin de hacer frente a estos problemas, el uso de agua
residual puede ser utilizada como portadora de nutrientes, los cuales, al ser
consumidos por las microalgas pueden mejorar la calidad del agua y producir
biomasa para la generaciéon de biocombustibles (Sacristan, et al., 2013; Demirbas,
2010).

El proceso de conversion de la biomasa a biocombustibles cae dentro de tres

grandes categorias: quimica, bioldgica y termoquimica. El proceso mads eficiente



puede ser la combinacion de dos o mds procesos y usar toda la composicion de
la biomasa para la produccion de biocombustibles (Demirbas, 2010), por ejemplo,
mediante los lipidos, producir biodiesel via transesterificacion y bioetanol a partir
de los carbohidratos, via hidrdlisis y fermentacién alcohdlica, como una biorefineria
(Singh & Gu, 2010).

La produccion de biodiesel a partir de la biomasa microalgal atrae Ila mayor
atencion para la obtencidon de biocombustibles. Algunas especies de microalgas
pueden tener gran contenido carbohidratos e incrementarse bajo condiciones
especificas de cultivo (Dragone, et al., 2011). El uso de la biomasa microalgal rica
en carbohidratos para la produccion de bioetanol, tiene ciertas ventajas en
comparacion con los materiales lignoceluldsicos ya que los carbohidrato de las
microalgas se encuentran principalmente en forma de almiddén y de celulosa (con
la ausencia de lignina), por lo tanto son mas facil de convertir a monosacdaridos
(Ho, et al., 2013 q).

En el presente estudio se evalud la obtencién de bioetanol a partir de biomasa
microalgal (Scenedesmus obliquus) cultivada en agua residual y separada
mediante ozoflotacién. Durante el cultivo se llevd acabo un monitoreo de la
cantidad de nutrientes en el agua residual asi como el contenido de carbohidratos
totales en la biomasa, durante las fases de crecimiento, incluyendo la deficiencia
de nitrébgeno amoniacal, para determinar las condiciones de mayor productividad
de biomas y carbohidratos totales. La biomasa producida fue cosechada
mediante el método de ozoflotacién y procesada para la obtencidon de bioetanol

mediante fermentacion alcohdlica.
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. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar la generacion de bioetanol utilizando biomasa microalgal cultivada en

agua residual y cosechada mediante ozoflotacion.

2.2. Objetivos especificos

Adaptar la microalga Scenedesmus obliquus para su crecimiento en agua

residual.

Llevar a cabo el cultivo de Scenedesmus obliquus en agua residual a escala
laboratorio determinando el contenido de nutrientes (NHs, NO2, NOsg,

ortofosfatos) y de carbohidratos totales durante las fases de crecimiento.

Determinar el potencial de generacién de bioetanol cuantificando el
contenido de azUcares fermentables en la biomasa cosechada por

ozoflotacion y centrifugacion, respectivamente.

Llevar a cabo la obtencidn de bioetanol mediante la fermentacidon de

azucares fermentables obtenidos a partir de la biomasa hidrolizada.
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3. Marco tedrico

3.1. Bioetanol como combustible alternativo

El répido crecimiento de la poblacién y el ascenso de los paises en desarrollo, han
dado lugar a un acelerado aumento de la demanda energética (Harun, et al.,
2010). Alrededor del 80% de las necesidades energéficas provienen de
combustibles fésiles. Con las tendencias actuales de consumo, las reservas de

petrdleo se estan agotando (Nigam & Singh, 2011).

Los problemas ambientales ocasionados por la quema de combustibles fosiles,
tales como el calentamiento global provocado por el aumento de las
concentraciones de CO- en la atmdsfera ha ocasionado la busqueda y desarrollo

de energias sostenibles (Chen, et al., 2013; Balat, et al., 2008).

Actualmente se estd prestando atencion a los biocombustibles, por ejemplo el
bioetanol, el cual es uno de los principales candidatos para reemplazar una
fraccion de los combustibles producidos a partir del petrdleo. Brasil 1o utiliza en
forma de mezcla con gasolina en distintas proporciones o en forma directa en

motores especialmente disenados para bioetanol (Macedo, et al., 2008).

El etanol presenta varias ventajas comparado con la gasolina: posee un mayor
indice de octanos, un calor latente de vaporizacién superior, que se traduce en
una mayor eficiencia energética en el motor. Como desventajas se tienen menor
densidad de energia que la gasolina (34% menor que la energia de la gasolina),
baja presidon de vapor (dificultando el arranque en frio) y miscibilidad con el agua
(Balat, et al., 2008).

Actualmente, la produccién de bioetanol se ha mantenido en los Ultimos anos
(jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Los dos mayores productores
de bioetanol son Estados Unidos y Brasil, con el 57 y el 27% de la producciéon
mundial de bioetanol, respectivamente, segun datos de la Asociaciéon de

Combustibles Renovables (RFA, por sus siglas en Inglés). Estados Unidos y Brasil



producen el bioetanol, a partir del maiz y la cana de azdcar, mientras que Europa

y China, utilizan cereales como materia prima (Morales, et al., 2015).
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Figura 1. Mayores productores de etanol en el mundo

Los biocombustibles pueden ser clasificados de acuerdo a la materia prima
utilizada y su tecnologia de produccion en biocombustibles de primera, segunda

y tercera generacion.

Los biocombustibles de primera generacion se producen a partir de productos
alimenticios (por ejemplo, el bioetanol producido a partir del maiz y cana de
azUcar) los cuales son ricos en sacarosa y almiddn, estos requieren de pocos
tratamientos debido a que los carbohidratos (CHOs) que presentan no tienen una
elevada complejidad y pueden ser fdciimente hidrolizables y por lo tanto
fermentables. Sin embargo utilizar como materia prima productos ricos en
sacarosa y almiddn no es un proceso sustentable para la produccidon de
combustibles ya que esta materia prima puede ser utilizada para la alimentacién
(humana y animal) y consume grandes cantidades de terreno y agua (Maity, et

al., 2014; Sdnchez & Cardona, 2008).

Los de segunda generacioén son producidos a partir de biomasa lignoceluldsica, los
cuales no son productos alimenticios, por ejemplo, el bioetanol producido a partir
de la paja, la madera y la hierba, siendo materias primas de bajo costo. La
biomasa lignoceluldsica estd compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina, los
cuales son una fuente compleja de carbohidratos por lo que requiere de pre-

tratamientos drdsticos (hidrdlisis dcida o alcalina) para la extraccion de los



azUcares, antes de ser fermentada (Figura 2) (Demirbas, 2010; Mood, et al., 2013).
La viabilidad de esta materia prima es a menudo limitada por el bajo rendimiento
y el alto costo del proceso de hidrdlisis con las tecnologias actuales (John, et al.,

2011).
/Lignina
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Figura 2. Pre-tratamiento del material lignocelulésico

Los de tercera generacion no provienen de productos alimenticios y tienen un
rdpido crecimiento y alto contenido energético, por ejemplo, los pastos perennes,
plantas de rapido crecimiento, algas verdes y cianobacterias (Demirbas, 2010;
Maity, et al., 2014). Las microalgas forman parte las materias primas a partir de las

cuales se pueden obtener biocombustibles de tercera generacion.

Los principales inconvenientes de los biocombustibles de primera y segunda
generacion son en mayor medida vencidos por los biocombustibles de tercera
generacién, la ausencia de lignina en la biomasa microalgal simplifica el proceso

de sacarificacion (Harun, et al., 2010; John, et al., 2011).
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3.2, Microalgas como alternativa para la generacion de

biocombustibles

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de organismos fotosintéticos
unicelulares procariontes (cianobacterias) y eucariontes, que se localizan en
diversos hdbitats (aguas marinas, dulces, salobres y residuales), bajo un amplio
rango de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes. Se les considera
responsables de la produccion del 50% del oxigeno y de la fijacion del 50% del
carbono en el planeta (Garibay, et al., 2009). Los principales componentes de las
microalgas son los lipidos, carbohidratos y proteinas, cada uno de estos
compuestos tiene una funcién dentro del metabolismo de la microalgas y pueden
variar segun las condiciones ambientales y nutrientes que hayan sido aplicadas en
su cultivo (Band & Christine, 1999; Dragone, et al., 2011).

El uso de microalgas como materia prima para la produccién de biocombustibles
tiene varias ventajas sobre los biocombustibles de primera y segunda generacion.
Las cuales se mencionan a continuacion (Chen, et al., 2013; Demirbas, 2010; Chisti,
2007):

e Tienen una rdpida tasa de crecimiento ya que pueden duplicar su biomasa
en periodos fan cortos como 3.5 h.

e Las microalgas se pueden reproducir durante todo el ano y tienen gran
contenido de lipidos, los cuales superan en rendimiento a cultivos de
semillas oleaginosas.

e La ausencia de lignina y bajo contenido de hemicelulosa, requiere de un
menor pretratamiento para la produccién de bioetanol.

e Captura eficientemente el CO2 mitigando las emisiones de gases de efecto
invernadero.

e No requieren de un suelo fértil para su cultivo.

e Pueden ser cultivadas en agua residual contribuyendo a la remocién de
nutrientes (nitfrdbgeno y fésforo).

e Tienen ciclos de cosecha muy cortos (1-10 dias) en comparacion de ofras
mafterias primas.

e No compiten con la produccion de alimentos.



e Pueden obtenerse diversos biocombustibles (biodiesel y bioetanol) y

subproductos de valor agregado (proteinas, pigmentos y biopolimeros).

El biodiesel producido a partir de microalgas atrae la mayor parte de la atencion,
debido al alto contenido de lipidos. Una estrategia para la produccion de
biocombustibles se centra en el concepto de biorefineria donde se pretende usar
toda la composicion de la microalga para mejorar la viabilidad econdmica
generando subproductos de valor agregado (Singh & Gu, 2010). Por ejemplo,
generar biodiesel a partir de los lipidos y bioetanol a partir de la biomasa resultante
de la extraccioén de lipidos, la cual es rica en carbohidratos (jError! No se encuentra

el origen de la referencia. 3) (John, et al., 2011).

H.O/nutrientes

H.O/nutrientes—Y»
Luz —
CO2 -

-—> Bioetanol

.

Biodiese
[

]

v
Alimento para
animales

Efluente: Oftros productos
e Fertilizacién

e Imigacion

Figura 3. Proceso conceptual para la produccién de biocombustibles a partir de biomasa
microalgal (modificado de Chisti, 2008).

Algunos géneros de microalgas como Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas,
Scenedesmus y Spirulinaare, son conocidos por su contenido particularmente alto
de carbohidratos de mds del 50% del peso seco en condiciones especificas del
cultivo (Dragone, et al., 2011; Chen, et al., 2013), siendo éstas las mejores

candidatas para la produccion de bioetanol.



Microalga

Contenido de carbohidratos
o almidén (% peso seco)

Chlorella vulgaris 37 (almidon)
C. vulgaris CCAP 211/11B 55

C. vulgaris P12 41 (almidon)
C. vulgaris 55 (almidon)
Chlamydomonas reinhardtii UTEX 90 60

C. reinhardtii IAM C-238 55 (almidon)
Chlorococum sp. 32.5
Chlorococcum sp. TISTR8583 26 (almidon)

Scenedesmus acutiformis TISTR 8495

16.4 (almiddn)

Scenedesmus obliquus

23.4-51.8

Tetraselmis sp.CS-362

26

Tabla

1.

Microalga

Contenido de carbohidratos
o almidén (% peso seco)

Chlorella vulgaris 37 (almidon)
C. vulgaris CCAP 211/11B 55

C. vulgaris P12 41 (almiddn)
C. vulgaris 55 (almidon)
Chlamydomonas reinhardtii UTEX 90 60

C. reinhardtii IAM C-238 55 (almidon)
Chlorococum sp. 32.5
Chlorococcum sp. TISTR8583 26 (almidon)

Scenedesmus acutiformis TISTR 8495

16.4 (almidodn)

Scenedesmus obliquus

23.4-51.8

Tetraselmis sp.CS-362

26

Tabla 1. Carbohidratos o almidén contenido en especies de microalgas verdes (Chen, et
al., 2013).



3.3. Sistemas de produccion de microalgas

Las microalgas se pueden cultivar de manera fotoautdtrofa, fotoheterdtrofa,
heterdtrofa o en condiciones mixotréficas. La produccidn fotoautdtrofa es el Unico
método que resulta técnica y econdmicamente viable para la produccion de
microalgas a gran escala sin la produccion de energia de por medio (Brennan &
Owende, 2010). Los sistemas que existen son los basados en estanques abiertos y

los fotobiorreactores cerrados, los cuales se describen a contfinuacion.

Sistemas abiertos

Los sistemas empleados con mayor frecuencia en la produccidon comercial de
biomasa microalgal son los de tipo abierto, que a pesar de sus formas y tamanos
diversos, asemejan el entorno natural de las microalgas. Se pueden clasificar en
aguas superficiales naturales (estanques, lagunas y lagos) y estanque artificiales o
contenedores (Brennan & Owende, 2010). Los sistemas abiertos tipo circuito
(“raceway ponds”) son los mds comunmente utilizados en sistemas artificiales
(Chisti, 2007) los cuales son circuitos cerrados, poco profundos (0.2 — 0.5m) donde
el cultivo es recirculado y mezclado mediante un rodete con palas evitando la

sedimentaciéon (Figura 4).



Figura 4. Produccion de microalgas mediante sistemas abiertos tipo circuito (Creative

Commons Texas A&M Agrilife)

Las ventajas inherentes a los cultivos abiertos radican en su sencillez y su bajo costo
de inversidbn en contraste con sistemas cerrados, la facilidad que ofrecen para su
operacién y mantenimiento. Las desventajas son debidas a las pérdidas de agua
por evaporacion, transferencia limitada de CO2 debido a su baja concentracion
en el aire, control limitado de condiciones de cultivo, penetracion limitada de la

luz y altos periodos de produccion (Garibay, et al., 2009).

En contraste con los sistemas abiertos, tenemos a los cerrados que ofrecen varias
ventajas, como perdidas minimas de CO2 (si es que se aporta al sistema), confrol y
reproducibilidad de las condiciones de cultivo, ahorro de agua y nutrientes,
flexibiidad de diseno, periodos cortos de produccién, y productividades

considerablemente superiores (Garibay, et al., 2009).

Sistemas cerrados (Fotobiorreactores)

La produccién de microalgas mediante fotobiorreactores, son sistemas donde se
busca solucionar los problemas asociados a los sistemas abiertos para la obtencidn
del mayor crecimiento microalgal ya que reducen los riesgos de contaminacion
por ofros microorganismos, aumentan la eficiencia en la utilizaciéon de luz, permiten

conftrolar las condiciones del cultivo, con una mayor productividad de biomasa. Al
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conftrario de los sistemas abiertos estos tienen un elevado costo de construcciéon y

operacioén (Brennan & Owende, 2010).

Existen varios fipos de fotobiorreactores, siendo los mds comunes los tubulares, los

de columna y los de tipo flat-plate (Figura 5).

[ 5 I N 7o
TN NG >

>

Figura 5. Fotobiorreactores: Flat-plate (A), Tubulares (B), Tipo columna (C)

En la Tabla 2 se muestran las ventajas y limitaciones de los sistemas de produccion

de microalgas.
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Sistema de Ventajas Limitaciones
produccion
Raceway ponds e Relativamente baratos e  Baja productividad de
e  Facil de limpiar biomasa
e Uso de terreno no agricola e Requiere de grandes areas
e Requieren poca energia e Limitado a algunas
e  Facil manutencidn especies de microalgas
reducida homogeneidad
e  Facil contaminacion de los
cultivos
Fotobiorreactores e Grande superficie de e Crecimiento de algas en
tubular iluminacién las paredes del reactor
e Facil control de las e  Requiere grandes areas
condiciones de crecimiento e Formacidn de gradientes
e Construccion relativamente de pH, oxigeno disuelto y
barata COzalo largo del tubo
e Buena productividad de
biomasa
Fotobiorreactores e  Altas productividades de o Dificil escalamiento
flat-plate biomasa facil de esterilizar e Dificil control de
e Reducida acumulacién de temperatura
oxigeno e Bajo nivel de stress
e  Fdacil control de las hidrodinamico
condiciones de crecimiento
e  Buenas condiciones de
iluminacién
Fotobiorreactores e Compacto Elevada e Reducida drea de
en columna transferencia de masa iluminacién

e  Bajos niveles de consumo de

energia
e  Turbulencia elevada
e Reducido estrés mecanico
e Bajos niveles de foto-
inhibicion y foto-oxidacién

e  Construccion sofisticada y
cara

Tabla 2. Ventajas y limitaciones de los sistemas de produccién de microalgas.



3.4. Cultivo de microalgas en agua residual

Los cultivos de microalgas a menudo implican el uso de agua dulce, fertfilizantes
(como nutrientes) y la inyeccion de CO2 para el crecimiento, estos factores
aumentan el costo de produccioén y reducen su atractivo como alternativa a los
combustibles fosiles. Con el fin de hacer frente a estos problemas, el uso de las
aguas residuales puede ser utilizado como una estrategia para minimizar los costos
para el cultivo de microalgas y la generacion de biocombustibles (Sacristdn, et al.,
2013; Ji, et al., 2015).

Las microalgas, mediante su metabolismo fotosintético, capturan la luz solar,
captan didxido de carbono y fijan nutrientes del medio para generar biomasa. Por
lo tanto, pueden ser utilizadas para la remocion de fosforo y nitrdbgeno de las aguas
residuales, que de otro modo, producirian la eutrofizacion en cuerpos de agua
receptores, permitiendo el aprovechamiento de nutrientes remanentes como
materia prima para la generaciéon de biomasa y por lo tanto de combustibles
(Christenson & Sims, 2011).

Dentro de los requerimientos quimicos necesarios para un buen crecimiento de las
microalgas se encuentra el balance entre los macronutrientes especificos y los
micronutrientes. Los macronutrientes de mayor importancia se consideran el
carbono, nitrogeno y fésforo. Con respecto a los micronutrientes son aquellos que
se suministran en poca cantidad (trazas) en comparacion con los anteriores. Entre
estos se encuentran el silice, calcio, magnesio, potasio, hierro, manganeso, azufre,
zinc, cobre, y el cobalto; el suministro de estos micronutrientes rara vez limita el
crecimiento de las algas cuando se utiliza agua residual (Romo, 2002; Christenson
& Sims, 2011).

Existen varios estudios sobre la remocién de nutrientes en agua residual por medio
de microalgas, se hizo una recopilacion de algunos artficulos los cuales se muestran

en jError! No se encuentra el origen de la referencia..



Productividad

Agua
Agua residual PT (%) NT (%) de biomasa Referencia
residual ;
(g/L/dia)
Efluente
Scenedesmus (Ruiz, et al.,
) secundario, - - 0.15
obliquus o 2014)
domeéstica
Efluente
Scenedesmus (Ji, et al.,
secundario, 85 88 0.07
obliquus o 2015)
domeéstica
Scenedesmus i (Zhang, et
Domeéstica >99 >99 0.04
obliquus al., 2014)
Scenedesmus ; (Sacristan,
Domeéstica 66.2 - 0.073
acutus et al., 2013)
Efluente
(Xin, et al.,
Scenedesmus sp.  secundario, 98 98.5 - 2010)
doméstica
Cultivos mixtos (Komolafe,
. ) Doméstica 30.1 55.4 0.017
(Cianobacterias) et al., 2014)
Desmodesmus Doméstica 38.7 80 0.013
(Komolafe,
et al., 2014)
Cultivo mixto
Doméstica 60 83.9 0.017

(Desmodesmus)

Tabla 3. Resumen de remocién de nutrientes y productividad de biomasa a partir de
cultivos de microalgas.



El género Scenedesmus, se ha estudiado en el tratamiento de diferentes fipos de
aguas residuales, destacando las provenientes de plantas de fratamiento
convencionales, de origen industrial, urbano y las derivadas de excretas animales
obteniendo gran eficiencia de remocién de nutrientes (nitrégeno y fésforo) por lo
que se puede decir que Scenedesmus sp, tiene la capacidad y facilidad de
adaptarse en diferentes composiciones de agua para su cultivo (Ruiz, et al., 2014;
Ji, et al., 2013; Woertz, et al., 2009; Sacristan, et al., 2013).

3.5. Estrategias para la produccion de metabolitos de interés

Existen diversas variables que influyen en el crecimiento y la acumulacion de
metabolitos en las microalgas. La Tabla 4 presenta los distintos factores que
afectan mayormente los cultivos de microalgas y sus efectos e interacciones de

estos microorganismos en general.

Factor Efecto e interacciones

Luz e Bqgja intensidad de luz promueve el aumento de unidades
fotosintéticas y por lo tanto el aumento de los pigmentos.

e Una alta iluminacion, los pigmentos disminuyen y bajo se
produce gran cantidad de O2 debido a la fotosintesis puede
producir un dafo fotooxidativo en las células de las microalgas.

e Exceso en la intensidad de luz puede llegar a un nivel de
saturacidn que se manifiesta con una disminucidn en la
fotosintesis y se ve reflejado en una disminucién de la tasa de
crecimiento en la biomasa.

Nutrientes e El CO2 es la fuente de carbono mds utilizada en cultivos de
microalgas, estas pueden vivir bajo concentraciones altas de
COa.

e La falta de nutrientes se manifiesta como un descenso en el
crecimiento o hasta la detencién del mismo.

e La manipulacién en la concentracion de nitrégeno puede
incrementar metabolitos de interés (lipidos y carbohidratos)

Temperatura e Factor importante que afecta el crecimiento y desarrollo de los
cultivos ya que disocian las moléculas de carbono haciéndola
disponible para la fotosintesis.

e La temperatura optima para el cultivo de microalgas ronda
entre los 20 y 24 oC sin embargo puede variar dependiendo de
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la especie de la microalga. Los cambios de ftemperatura
pueden causar alteraciones en las rutas metabdlicas.

pH e Un alta o baja excesiva en el pH disminuye el crecimiento de la
microalga por el rompimiento de muchos procesos celulares.

e Elrango de pH para la mayoria de los cultivos puede estar entre
7y 9, conunrango éptimo de 8.2a 8.7.

e ElpH puede ser controlado mediante la adicién de COa-.

e ElpH se incrementa con la edad del cultivo

Mezclado e Elmezclado asegura la distribucion homogénea de las células y
los nutrientes dentro del cultivo eliminando gradientes de luz,
nutrimentos y temperatura.

¢ Un mezclado vigoroso puede danar la estructura celular de la
microalga.

¢ Un mezclado insuficiente puede provocard un mal suministro de
los factores que influyen en el cultivo.

Tabla 4. Factores que influyen en el cultivo de microalgas (Malgas, 2013)

3.5.1. Deficiencia de nutrientes

Al realizar un cultivo de microalgas, Ia manipulacion de los nutrientes puede crear
un ambiente de estrés en la microalga, induciendo la biosintesis de productos de
interés, como lipidos y carbohidratos. Varios estudios han demostrado que la
composicion celular de las microalgas puede verse afectada por la deficiencia de

nutrientes (nitrdgeno y fésforo) en el cultivo.

Una de las técnicas mdas importantes es la deficiencia de nitrédgeno, la cual
incrementa en gran medida el contenido de lipidos y carbohidratos, ya que bajo
condiciones de deficiencia de nitrdgeno las proteinas y péptidos acumulados
dentro de las células de las microalgas se pueden transformar en lipidos vy

carbohidratos (Pancha, et al., 2014; Ho, et al., 2012; Dragone, et al., 2011).

Existen diferentes estrategias de limitacidén de nitrégeno, como es la limitacién total,
concentraciones intermedias de nitrédgeno, cultivo en dos etapas, donde
primeramente se cultiva en condiciones ricas en nitrdgeno y posteriormente se
transfieren a un medio libre de nitrogeno (Chen, et al., 2011) y por Ultimo

incrementar el tiempo de cultivo ya que las microalgas al consumir los nutrientes
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del medio, provocan una inanicion de nitrogeno en las microalgas (Ho, et al., 2013

a).

Ho (2012) observd en cultivos de Scenedesmus obliquus que durante el periodo de
inanicion de nitrogeno el contenido de proteinas disminuia de 41.2% a 15.43%
mientras que el contenido de lipidos y carbohidratos incrementaba de 11.48% a
22.40% vy 38.25% a 51.8% respectivamente (Figura é) (Ho, et al., 2012).

Ho et al. (2013) investigaron el efecto de la deficiencia de nitrogeno en la
acumulaciéon de carbohidratos en Chlorella vulgaris FSP-E, realizando el cultivo y
monitoreo del contenido de lipidos, carbohidratos y proteinas. Alrededor del 5° diq,
el cultivo mostré baja concentracion de nitrogeno. Durante este periodo de
deficiencia de nitrégeno el contenido de proteina disminuye de 58.8% a 20.1%
mientras que el contenido de carbohidratos incrementaba de 13.3% a 54.4%
teniendo el maximo contenido de carbohidratos después de 3 dias de que se
presentd la deficiencia de nitrébgeno, por lo que, desde el aspecto de la ingenieria
es necesario explorar el fiempo éptimo del cultivo de microalgas bajo condiciones
de deficiencia de nitrégeno para lograr la mayor productividad de carbohidratos
(Ho, et al., 2013 q).
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Figura 6.Concentracion de nitratos, contenido de proteina, lipidos y carbohidratos durante

el crecimiento de S. obliquus (Ho, et al., 2012).
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En el presente estudio se siguid la estrategia de prolongar el tiempo de cultivo
después de alcanzar la remocién de nitrégeno y se cuantificd el contenido
carbohidratos presentes en la biomasa microalgal con respecto al tiempo del

cultivo, con el fin de obtener la mayor productividad de carbohidratos.

3.6. Cosecha de microalgas mediante ozoflotacion

La produccidon de biocombustibles a partir de biomasa microalgal se ha visto
obstaculizada por la imposibiidad de encontrar un método eficaz vy
econdmicamente viable de cosechar grandes cantidades de microalgas. Se
estima esta etapa representa entre el 20 y 30% del costo total de produccidén de la

biomasa (Christenson & Sims, 2011).

Existen diferentes métodos para la separaciéon de las microalgas entre los cuales
destacan la floculacion, la sedimentacion, centrifugacion, flotacion vy la
ultrafiltfracion. En la Tabla 5.Comparaciéon de los métodos de cosecha para las

microalgas (Christenson & Sims, 2011)

Conc. de sodlidos

Método de , .. Principales Principales
después de la Recuperacion Escala . R
cosecha beneficios limitaciones
cosecha
_ Alta Alto costo,
emi-
Centrifugacion 12-22% >90% ot concentracién  alto consumo
iloto
P de solidos de energia
ensuciamiento
. . . Alta
Filtracion Semi- . dela
. 5-27% 70-90% . concentracion
tangencial piloto ) membrana,
de solidos
alto costo
Sedimentacion 0.5-3% 10-90% Piloto Bajo costo Lento
Usualmente
» . Probado a gran .
Flotacion 3-6% 50-90% Piloto | se requiere de
escala
floculantes

Tabla 5.Comparacion de los métodos de cosecha para las microalgas (Christenson &
Sims, 2011)
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La ozonacion es usada en el fratamiento del agua potable para lograr diferentes
objetivos de tfratamiento (Langlais, et al., 1991):

e Desinfecciéon y control de algas

e Oxidaciéon de contaminantes inorgdnicos (hierro y magnesio)

e Oxidaciéon de microcontaminantes inorgdnicos (sabor, olor, pesticidas)

e Oxidacion de macrocontaminantes orgdnicos (color)

e Mejoramiento de la coagulacion.

El proceso de ozoflotacion combina fendmenos fisicos como la flotaciéon con las
propiedades oxidativas del ozono para remover particulas suspendidas en el agua.
La separacion de las microalgas mediante ozoflotaciéon ha sido poco explorada.
Betzer et al. (1980) fue el primero en observar la separacion de microalgas por
ozoflotacion a partir de un efluente de lagunas de oxidacién, obteniendo como
resultado una remocién del 98% de los sdélidos suspendidos o algas, obtuvo un

liguido incoloro y gran remocion de bacterias.

El ozono en su forma molecular (Os) oxida preferentemente dobles enlaces y anillos
aromdticos. En las células de las microalgas provoca una lisis en la membrana
liberando biopolimeros que tiene un efecto coagulante y reducen la tension
superficial, favoreciendo asi la separacion (Langlais, et al., 1991; Cheng, et al.,
2011). Por otro lado, la ozoflotacion puede funcionar como pre-tratamiento de la
biomasa microalgal, mejorando la extraccién lipidos para la produccion de

biodiesel (Velasquez-Orta, et al., 2014).

La flotacidn con ozono tiene la ventaja de no requerir de la adicion de compuestos
quimicos como en el caso de la coagulacion-floculacién que puede ocasionar la
contaminaciéon de los productos precursores de biocombustibles (Velasquez-Orta,
et al., 2014; Cheng, et al., 2011).

En la presente investigacion se evalia si el ozono puede mejorar el rendimiento de

azUcares fermentables que se obtienen por hidrdlisis dcida.

En la Tabla 6 se muestran estudios reportados sobre la cosecha de microalgas

mediante ozoflotacion.
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Dosis de

Tipo de agua Microalga SST Turbiedad Cond:c:one:s, de ozono Remocion Referencias
(mg/L) ozoflotacion
(mg/L)
Cge: 1.1 mgOa3/L; Flujo
Eflvente de Un ' ciifivo mixto 300480 - deozono:2L/min;  005-0.16  98%ssT  (oetzer etal,
estanque . ] . 1980)
Tiempo: 35 min
Medio . i ) 0.024 - 94% (Cheng, et al.,
especifico | Chorelia vuigars 1000 0.05 Turbiedad 2010)
Medio Scenedesmus ng: el m9_03/L’ 95% (Cheng, et al.,
o . 1000 Flujo de ozono: 0.6 0.2-0.52 .
especifico obliquus FSP-3 - o Turbiedad 2011)
L/min; Tiempo: 4min
Agua residual Cge: 45 mgO3/L; Flujo 79.6% SST; (Velasquez-
de un lago Cultivo mixto 419 712.5 de ozono: 0.6 L/min; 0.23 97.8% Orta, et al.,
artificial Tiempo: 5 min turbiedad 2014)
Cge: 9.44 mgO3/L; Flujo (Rodriguez
Agua residual | Scenedesmus sp. 758 - de ozono: 0.6 L/min; 28.32 69.33% SST MUFiiz %O] 5)

Tiempo: 5 min

Tabla é. Estudios realizados para la cosecha de microalgas mediante ozoflotacién (Cge: concentracion de gas a la entrada).
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3.7. Obtencién de bioetanol a partir de las microalgas

El bioetanol es un combustible liquido renovable y amigable con el ambiente. Se
puede producir a partir de diversas materias primas, como el azicar de cana o
almidén (biocombustibles de primera generacion) y de biomasa lignoceluldsica
(biocombustibles de segunda generacién). Actualmente el etanol se produce
principalmente a partir del azicar y materias primas a base de almiddn que son
facilmente fermentables y por lo tanto tienen una gran eficiencia de conversién a
biocombustibles, como el azicar de cana en Brasil, el maiz y la remolacha en
Estados Unidos y la Unién Europea (Chen, et al., 2013; Sdnchez & Cardona, 2008;
Mood, et al., 2013). Sin embargo, como ya se me menciond anteriormente, la
produccidén de biocombustibles a partir de alimentos no es sostenible. En la
actualidad existe un aumento en la poblacion mundial, por lo que al utilizar
alimentos y terrenos cultivables para la produccion de biocombustibles, puede
resultar en el aumento de 10s precio en los alimentos y provocar una escasez de 1os

mismos (John, et al., 2011).

La produccion a partir de biomasa microalgal requiere de varios pasos, incluyendo
el pre-tfratamiento, la sacarificacion, la fermentacion y la recuperacion del
producto (Harun & Danquah, 2011). El principal reto es liberar de manera eficiente

los azUcares fermentables de las células de las microalgas.

Los carbohidratos de las microalgas se encuentran principalmente en la pared
inferna de la célula y en los polisacdridos atrapados dentro de la célula (Kim
Hyoun, et al., 2014).

La obtencién de bioetanol a partir de la fermentacion de los carbohidratos, puede
realizarse en una sola etapa o en etapas separadas. En una sola etapa, la hidrdlisis
y la fermentacion ocurren en un solo paso, los azdcares fermentables obtenidos
por hidrdlisis enzimdtica se metabolizan inmediatamente por el microorganismo
fermentador obteniendo como producto final el bioetanol. En etapas separadas,
primero se realiza la hidrdlisis y posteriormente el producto de dicha hidrdlisis es
fermentado en otra operacién, la ventaja de este método es que se puede realizar
tanto la hidrdlisis como la fermentacion en sus condiciones 6ptimas de operacion

pero en la hidrdlisis quimica (dcida o alcalina), pueden producirse sustancias
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toxicas para el microorganismo fermentador (Briones & Gonzalo, 2012; John, et al.,
2011).

3.7.1. Pre-tratamiento de la biomasa

El pre-tfratamiento es un paso crucial para liberar los azicares fermentables de
modo que la hidrdlisis de los carbohidratos se pueda alcanzar mds répidamente y
con mayor rendimiento. El pre-tratamiento puede ser fisico (molienda) o termo-
quimico. El objetivo es exponer la mayor cantidad de los constituyentes de la

célula para facilitar la hidrdlisis de los carbohidratos (Harun, et al., 2011).

En el presente estudio se evaluard si la ozoflotacion como método de cosecha,
también puede funcionar como pre-tratamiento de la biomasa debido a que es
un oxidante fuerte que actla sobre la membrana de las microalgas
provocdndoles la lisis celular, haciendo disponibles los metabolitos para posteriores
procesos, la cual podria facilitar la liberacidon de azicares fermentables de la

biomasa mejorando su rendimiento.

3.7.2. Hidrdlisis

El almiddn en los cloroplastos, la celulosa en la pared de las células, no son
faciimente fermentables, por lo que estos polisacdridos presentes en la biomasa
de las microalgas deben ser hidrolizados para obtener azicares fermentables. La
hidrdlisis quimica (dcida y alcalina) o enzimdtica son métodos comUnmente
usados para este propdsito. La hidrdlisis dcida es rdpida, facil de aplicar y mds
barata que otros tipos de hidrdlisis, aunque las condiciones dcidas pueden
conducir a la descomposicidn de los azicares en compuestos no deseados que
pueden inhibir el proceso de fermentacion (Miranda, et al., 2012). En contraste, la
hidrdlisis enzimdtica es un proceso mas lento y mds costoso, pero amigable con el
ambiente y que permite obtener altos rendimientos de glucosa sin producir

productos inhibitorios (Ho, et al., 2013 a).

La hidrdlisis dcida proporciona una mayor eficiencia en la conversion de materiales
celulésicos en azUcares fermentables (Harun & Danquah, 2011; Ho, et al., 2013 a).

La mayoria de los estudios se centran en optimizar este proceso debido a que es
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un paso fundamental para la produccidon de bioetanol. Se necesitan contralar
diversos factores para evitar la formacidén de sustancias inhibitorias como los
furfurales y compuestos fendlicos (Miranda, et al., 2012). Los factores que influyen
en la liberacion de azicares fermentables mediante la hidrdlisis dcida son: el
tiempo del proceso, la temperatura, la cantidad de biomasa y la concentracién
del dcido (Harun & Danqguah, 2011) (Ho, et al., 2013 a).

El aumento de temperatura mejora la extraccion de los azUcares debido a que
produce celulosa altamente digerible pero si se incrementa demasiado puede
disminuir significativamente la cantidad de azicares reductores liberados. Por ofra
parte, concentraciones demasiado altas de dcido pueden producir menor
cantidad de azUcares en el hidrolizado, debido a que los azUcares pueden
degradarse y a su vez formar sustancias toxicas como los dcidos acético y férmico,
hidroximetilfurfural y furfural los cuales tienen efectos perjudiciales sobre el proceso
de fermentacion. Grandes cargas de biomasa reducen el desempeno de la
hidrdlisis ya que pueden conducir a una menor exposicion o contacto de la
biomasa con los reactivos utilizados en la hidrdlisis (Harun & Danguah, 2011;
Miranda, et al., 2012).

En estudios realizados por Miranda et al. (2012), comparan diferentes métodos de
ruptura celular y extraccion de azUcares de la especie Scenedesmus obliquus,
tanto fisicos (homogeneizacion, sonicacion, temperatura a 120 °C) como
fisicoquimicos (hidrdlisis dcida y alcalina), concluyendo que el mejor método fue
la hidrdlisis dcida con H2SO4 y que Scenedesmus obliquus es una buena fuente de

carbohidratos para la produccién de bioetanol.

Por ofro lado, Ho et al. (2013) compararon la hidrdlisis enzimatica y dcida,
determinando que la hidrdlisis dcida con H2SO4 es la mds eficaz para la
sacarificacién de la biomasa de Chlorella vulgaris, logrando un rendimiento de

glucosa de 93.6% a partir de los carbohidratos de la microalga.

La Tabla 7 muestra condiciones éptimas reportadas en diversos estudios para la

obtencién de azucares reductores mediante la hidrdlisis dcida con H2SOu.
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AzUcares

Conc. Cargade . extraidos
Microalga de H.SO4 biomasa TZT:'))' Tl(er:;:)o Referencia
(%vv)  (9/) (% base
secaq)
(Harun &
Chf: ;ﬁg;g“m 3 10 160 15 N.D.  Danquah,
2011)
Scenedesmus (Miranda,
obliqUUS 5.36 50 120 30 28.6 et al.,
9 2012)
Chilorella (Ho, et al.,
Julgaris 1 50 121 20 46.1 2013 )
Scenedesmus (Ho, et al.,
obliguus 2 60 121 20 51.8 2013 b)

Tabla 7. Comparacién de las condiciones 6ptimas en la hidrdlisis dcida

En el presente tesis se emplea la hidrdlisis dcida y se evalud la concentracion de
dcido, el tiempo de hidrdlisis y el tipo de cosecha (centrifugacién y ozoflotacién),

para obtener el mayor rendimiento de azUcares fermentables.

3.7.3. Fermentacion

La alta productividad de las microalgas y la capacidad de algunas especies de
acumular altos niveles de azicares, hace que este tipo de biomasa sea atfractiva
como materia prima para la produccion de bioetanol ya que pueden alcanzar un
rendimiento de etanol de 140,290L/ha (Tabla 8) (Mussatto, et al., 2010)
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Materia prima Rendimiento de
etanol (L/ha)

Rastrojo de maiz 1 050 - 1 400
Trigo 2 590
Yuca 3310
Sorgo dulce 3050-4070
Maiz 3 460 - 4020
Remolacha 5010- 6 680
azucarera

Cana de azucar 6 190 -7 500
Microalgas 46 760 - 140 290

Tabla 8. Productividad de etanol de diferentes materias primas (los valores de las

microalgas se calculan a partir del contenido de azicares) (Mussatto, et al., 2010)

Una vez obtenido el hidrolizado este debe ser fermentado para obtener el
bioetanol. La fermentacion produce CO2 el cual puede ser recuperado e
incorporado al sistema de cultivo de microalgas como fuente de carbono (Chen,
et al., 2013)

La mayoria de las fermentaciones alcohdlicas que se llevan a cabo a escala

comercial se realiza mediante la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Ho et al. (2013) obtuvieron bioetanol a partir del hidrolizado dcido de Scenedesmus
obliquus utilizando Zymomonas mobilis como microorganismo fermentador.
Después de 4 horas de fermentacidon encontraron una concentracién de etanol
de 8.55 g/L con un rendimiento de 0.213 g etanol/g de biomasa. La hidrdlisis dcida
no mostro inhibicion significativa en la fermentaciéon alcohdlica debido a
compuestos toxicos, por lo que recomienda como un método viable para la

produccién de bioetanol a partir de biomasa microalgal (Ho, et al., 2013 b).

La tabla 9 muestra un resumen comparativo de estudios recientes para la
produccioén de etanol a partir de biomasa microalgal. Cabe senalar que ala fecha
no se ha reportado la obtencién de bioetanol a partir de microalgas cosechadas

mediante ozoflotacion.
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Hidrélisis

Fuente de la

Tipo de Biomasa Microalgal Biomasa Contenido Contenido  Rendimiento  Referencia
hidrdlisis hidrdlisis y microalgal  de Glucosa de Etanol (g etanol/g
fermentacion (g/L) (g/L) (g/L) alga)
Termo-quimica Acido sulfurico Separadas Chlamydomonas 50 28.5 14.6 0.292 (Nguyen,
reinhardtii et al.,
2009)
Enzimdtica Celulosa + Simultaneas Chlorella vulgaris 20 N.D. 4.27 0.214 (Ho, et al.,
Amilasa 2013 a)
Quimica Acido sulfdrico Separadas Chlorella vulgaris 50 23.6 11.66 0.233 (Ho, et al.,
2013 a)
Quimica Acido sulfurico Separada Scenedesmus obliquus N.D. 8.55 0.213 (Ho, et al.,
2013 b)
Enzimdtica Amilasa Separadas Chlamydomonas N.D. N.D. N.D. 0.235 (Choi, et
reinhardtii al., 2010)

Tabla 9. Comparacién de la concentraciéon de biomasa y el rendimiento del bioetanol, mediante diferentes tipos de hidrdlisis (N.D. no

disponible)
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Metodologia
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4. Metodologia

El desarrollo del proyecto se llevdé a cabo en los laboratorios de Ingenieria
Ambiental (LIA) del Instituto de Ingenieria de la UNAM vy se desarrolldé en dos

etapas principales las cuales se describen a continuacion.

4.1. Etapa 1.

La Figura 7 muestra el esquema con los pasos que se siguieron.

Muestreo de agua Caracterizacién
residual (PTAR fisicoquimica (pH, NH3,
Cerro del Agua) NOs, P total, PO,y SST)

Adaptacion de

Scenedesmus
obliquus en agua
residual
. Cultivo de Monitoreo de nutrientes en el
Curva de crecimiento y . .
- . Scenedesmus cultivo y carbohidratos en la
produccién de biomasa . .
obliquus biomasa

Determinacion del
tiempo de cultivo con
mayor productividad de
carbohidratos

Figura 7. Etapa 1 de la experimentacion

4.1.1. Caracterizacién del agua residual

Para el cultivo de microalgas se utilizé agua residual doméstica (influente)
proveniente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) Cerro del
Agua, ubicada en Ciudad Universitaria (UNAM). Antes de su uso fue filfrada
utilizando un filtro Wathman 40 de 8 um de fibra de vidrio para realizar los

cultivos.
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Se readlizd la caracterizaciéon del agua residual doméstica evaluando el
contenido de nitrogeno total, nitrdgeno amoniacal, nitratos y ortofosfatos

durante el periodo de cultivo de la microalga.

4.1.2. Adaptacion de Scenedesmus obliquus en agua residual

doméstica

La microalga Scenedesmus obliquus utilizada en este estudio fue donada por la
Escuela de Ciencias Biolégicas del IPN. El cultivo puro fue adaptado para su
crecimiento en agua residual realizando diversos cultivos en tubos de ensayo
empleando el influente de la planta de tratamiento de aguas residuales Cerro
del Agua de Ciudad Universitaria (CU). La adaptacién consistid en ir agregando
semanalmente agua residual en una proporcion de 3:1 de inéculo/agua
residual respectivamente, con iluminacion natural y agitacion manual

esporddica en tubos de ensayo.

Una vez adaptada la microalga al agua residual, los cultivos fueron escalados
progresivamente hasta alcanzar un volumen de 4 L. El escalamiento consistid en
ir aumentando el volumen de los cultivos una vez que alcanzaban la fase
estacionaria con una proporcion de 1:1 de indculo/agua residual
respectivamente. Los cultivos eran mantenidos con agitacion magnética e
iluminacion artificial mediante 2 Idmparas LED de 18 watts y una luminosidad de

1850 IlUmenes con un periodo de iluminacion de 12 h de luz y 12 h obscuridad.

4.1.3. Cultivo de Scenedesmus obliquus en agua residual

Se realizd el cultivo de Scenedesmus obliquus en volimenes de 4 L con una
proporcion de 1:1 de indculo/agua residual respectivamente y eran mantenidos

como se describe en la seccidn 4.1.2.

Se realizaban muestreos con la finalidad de evaluar la remocion de nutrientes
(NHs, NOs y PO4) y la cantidad de carbohidratos totales en la biomasa durante
las diferentes etapas de crecimiento de las microalgas para determinar la mayor
productividad de biomasa asi como de carbohidratos totales. También se llevd
acabo el monitoreo de SST, pH y oxigeno disuelto para evaluar el crecimiento

de la microalga. La experimentacion se realizd por duplicado.
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4.2. Etapa 2

La Figura 8 muestra el esquema de los pasos que se siguieron en esta etapa.

Cultivo de Scenedesmus
obliquus (matraces 4L)

Cosecha de la
biomasa
ozoflotacién

Cosecha de la biomasa
por centrifugacién

Secado dela

biomasa
60 °C
. . Determinacion
Hidrolisis . y
. caracterizacion de
acida

carbohidratos (HPLC)

Produccién de bioetanol
con Saccharomyces
cerevisiae

Figura 8. Etapa 2 de la experimentacion

Se realizé el cultivo de Scenedesmus obliquus en volUmenes de 4 L en agua
residual y se procedi® a cosechar la biomasa mediante centrifugacion y
ozoflotacion, respectivamente. La biomasa asi obtenida fue sometida a una
hidrdlisis dcida evaluando las condiciones de tratamiento mediante un disefo
experimental factorial con el propdsito de mejorar el rendimiento en la
obtencidn de azUcares fermentables, los cuales fueron medidos por

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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Una vez obtenidos los resultados del diseno experimental, se realizaron ensayos
de fermentacion por medio de la levadura Saccharomyces cerevisiae para la

obtencién de bioetanol.

4.3. Métodos analiticos

4.3.1. Propiedades fisicoquimicas del agua

Los pardmetros y métodos analiticos utilizados para la determinaciéon de las

propiedades fisicoquimicas del agua se enlistan en la Tabla 10.

Parametro Método
fisicoquimico

Nitrégeno total Kjeldahl (APHA-AWWA- 4500-N
WPCF, 2005)
Nitrégeno amoniacal Titulométrico (APHA- 4500-NHs

AWWA-WPCF, 2005)

Nitratos Reduccion de cadmio 8039
(HACH)

Ortofosfatos Acido ascérbico (HACH) 8048

Solidos suspendidos Soélidos totales en 2540D

totales suspensidon secados a

103-105 °C (APHA-
AWWA-WPCF, 2005)

Oxigeno disuelto Electrodo de membrana  4500-O

pH Electrodo 4500-H B

Tabla 10. Métodos para la determinacion de las propiedades fisicoquimicas del agua

Se estuvo monitoreando el contenido de nutrientes (nitrégeno total, nitrégeno
amoniacal, nitritos, nifratos y ortofosfatos), durante la primera etapa del estudio
en el periodo de muestreo que comprendid del 1 agosto del 2014 al 10

noviembre del 2014. En la Tabla 11jError! No se encuentra el origen de la

36



referencia. se encuentra el resumen de esta caracterizacidn. Lo anterior se
realizd con el fin de llevar un control de las caracteristicas del agua residual

utilizada como medio de cultivo de las microalgas.

Influente PTAR Cerro del Agua CU-UNAM

Pardmetro Max. Min.
NTK (mg/L) 123.50 39.50
Nitrégeno
105.06 32.32
amoniacal (mg/L)

Nitratos (mg/L) 40.00 21.00

Ortofosfatos
10.41 9.00

(mg/L)

PH 8.70 7.56

Tabla 11. Caracterizacion agua residual del influente PTAR Cerro del Agua

El contenido de nutrientes en el influente de la PTAR Cerro del agua presenté
gran variabilidad durante el intervalo de las fechas del muestreo. El alto
contenido de nitratos presentes en al agua residual es indicativo que puede
haber algun tipo de estancamiento del agua, debido a que la planta no se

encontraba en funcionamiento durante los meses de octubre y noviembre.

4.3.2. Determinacion del crecimiento microalgal

El crecimiento de microalgas se realizd mediante la medicion de densidad
Opftica (absorbancia) a 680 nm con ayuda de un espectrofotébmetro (HACH
3900) y mediante gravimetria por el contenido de sdlidos suspendidos fotales
(SST).

4.3.3. Determinacién de carbohidratos totales por el método fenol -

acido sulfirico

La determinacion de azucares totales se realizd por el método colorimétrico de
fenol-acido sulfurico (Dubois, et al., 1956). Un método rdpido y simple para

determinar el contenido total de carbohidratos, el cual detecta précticamente
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todas las clases de carbohidratos. El dcido sulfurico concentrado hidroliza los
polisacdrido, oligosacdrido y disacdrido, para tfransformarlos en monosacdaridos.
Las pentosas son deshidratadas a furfurales y las hexosas a hidroximetil furfural.
Estos compuestos reaccionan con el fenol para producir un color amarillo-oro
(Nielsen, 2015).

Para el andlisis se utilizd una solucidon de fenol al 5% y H2SO4 concentrado al 98%.
En tubos de ensayos con tapa roscada se adicionaron respectivamente y en el
orden siguiente: 1 mL de muestra problema, 1 mL de fenol al 5%, y 5 mL de
H2SO4 concentrado, aplicando un mezclado suave para homogenizar |a
mezcla. Se dejaron los tubos en reposo durante 10 minutos y luego se colocaron
en un bano con agua fria durante 15 minutos. Finalmente, se determind Ia
absorbancia en un espectrofotébmetro HACH (DR 3900) a una longitud de onda
de 490 nm.

Para obtener la concentracion de carbohidratos totales fue necesario la
construccion de una curva de calibracion. A partir de una solucidon de glucosa
de concentracién conocida (100 mg/L) se prepararon las respectivas diluciones
para definir los puntos de la curva (20, 40, 60, 80 y 100 mg/L) y se trataron de

acuerdo al procedimiento previamente descrito.

120.0
= y =73.993x - 2.1281
g 100.0 R2=0.9882 )
®
Ie] 80.0 .
s}
8 400
o
O
5 40.0
e
O
Q 20.0

00 @

0 0.5 1 1.5

Densidad optica a 490 nm

Figura 9. Curva de calibracion para carbohidratos totales
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La curva de calibraciéon resultante para la cuantificacion de glucosa se muestra
en la Figura 9ijError! No se encuentra el origen de la referencia.. Se puede
observar que los puntos se aproximan a una recta con un coeficiente de
correlacion de 0.9882, con la siguiente ecuacion y=73.993x-2.1281

(y=carbohidratos totales, x=absorbancia).

4.3.4. Cosecha de la biomasa

La cosecha mediante centrifugaciéon se realizé a 7,000 rom por 8 minutos
(Miranda, et al., 2012). La biomasa recuperada fue secada a 60°C hasta obtener

peso constante para posteriores andlisis.

Las condiciones de cosecha mediante ozoflotacion fueron establecidas
tommando en cuenta lo reportado por Rodriguez (2015). Las pruebas fueron
realizadas en un reactor espumador por lote utilizando un volumen de trabajo
de 1L, un flujo de gas ozono de 0.6 L/min y concentraciones de 10, 20, 30
mgQOs/L, respectivamente. Las pruebas fueron realizadas por triplicado,

determinando las mejores condiciones de cosecha de biomasa microalgal.

El arreglo experimental utilizado para llevar acabo la ozoflotacion se muestra
en la Figura 10 el cual estad conformado por un generador de ozono Labo 76
(Emery Trailigaz, USA) con capacidad de produccién de 1.9 gOas/h, utiliza aire
enriquecido con oxigeno como gas de alimentacién abastecido por un
separador de aire (Airsep modelo AS-12, USA), un reactor tipo espumador, un
analizador de ozono gas (Teledyne Instruments, USA) y una unidad de

destruccion catalitica de ozono (Ozone & Control Systems INC, USA).

El reactor tipo espumador cuenta con un colector de espuma y biomasa
microalgal en la parte superior el cual se conecta a un sistema de lavadores de
gases para colectar el excedente de biomasa y capturar el ozono contenido
en la corriente de gas agotado. El segundo lavador de gases contiene una
solucion de Kl (2%) para capturar y cuantificar por el método yodométrico

(Birsall, et al., 1952) el ozono que sale del sistema sin reaccionar.
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Oxigeno a la atmosfera

Destructor de ozono

— Separador de Aire
aire Atmosferico
Analizador de ozono Colector de l
espumas

8 | O

Generador de ozono

Ry

Aguade
{ enfriamiento

Contactor gas-liquido

Lavadorde gases Colector de biomasa

Figura 10. Arreglo experimental para el sistema de ozoflotacion

Figura 11. Experimento de la cosecha de biomasa por ozoflotacién
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4.3.5. Hidrdlisis acida de la biomasa microalgal

La hidrdlisis acida se realizdé de acuerdo al procedimiento reportado por
Miranda et al. (2012). Se utilizd un diseno experimental factorial de tres factores
completamente al azar, el primer factor fue la concentraciéon H2SO4 con tres
niveles (2, 4y 6% v/v), el segundo factor fue el tipo de cosecha con dos niveles
(centrifugacion y ozoflotacion) y el tercer factor fue el tiempo de hidrdlisis con
dos factores (15 y 25 min), la concentracion de biomasa y la femperatura no se
varié y fue de 50 g/L y 120 °C por medio de una autoclave, la variable de
respuesta fue el contenido de glucosa en el hidrolizado, cuantificada por

cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) (Ver 4.3.6).

4.3.6. Identificacion y cuantificacion de azicares y etanol por

Cromatogrdfia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

La identificacion y cuantificacion de azucares presentes en el hidrolizado de la
biomasa microalgal fueron realizadas por cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC), equipado con un detector de indice de refraccion WATERS
2414 (16X, 40 °C) y absorbancia WATERS 2487, con un horno WATERS para la
columna, se utilizé una columna Bio Rad Aminex HPX-87H, 300 x 7.8 mm, y como
fase moévil una solucion de dcido sulfurico 5 mM con un flujo 0.60 mi/min y una

Temperatura de 50 °C, con un volumen de inyeccién de 20 ulL.

Se realizaron curvas de calibracion para los compuestos a analizar (glucosa,
etanol y dcido acético), usadas como patrones en concentraciones que van
de0a10g/L.

4.3.7. Fermentacion alcohdlica

Se utilizé la levadura Saccharomyces cerevisiae comercial, esta fue mantenida
en placas de agar preparadas con 200 g/L de glucosa, 10 g/L de exiracto de
levadura, 5g/L de peptona, 1T g/L de (NH4)2SO4, 2 g/L de KH2PO4, 0.5 g/L
MgSO47H20 y 0.5 g/L de FeSOu. El medio de cultivo fue esterilizado a 121 °C por

15 min (Cazetta, et al., 2007), se hacian resiembras cada 20 dias.
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La fermentacion para la obtencién de etanol a partir de biomasa microalgal se
realizd en dos etapas. Primero se realizd la hidrdlisis dcida y una vez extraidos los

azicares fermentables se realizd la fermentacidn alcohdlica.

La fermentacion alcohdlica se llevdé a cabo en matraces de 100 ml con un
volumen de 20 ml del hidrolizado microalgal (Ver 4.3.5), en condiciones
microaerobias a una temperatura constante de 30°C, con agitacion de 100 rpm
y un pH inicial de 6. La levadura fue inoculada con una concentracion inicial
aproximada de 0.7 g/L de hidrolizado. Se realizé6 un experimento control, con el
fin de comparar la produccién de etanol utilizando glucosa como sustrato. Al
final de la fermentacion se determind la concentracion de etanol por HPLC (ver
4.3.6.)
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5. Resultados y discusion

5.1. Adaptacion de Scenedesmus obliquus en agua residual

Después de cuatro semanas de adaptacion se realizd un experimento
comparando el crecimiento de la microalga Scenedesmus obliquus en agua
residual y en medio de cultivo f/2 de Guillard, con una relacion indculo/medio

de cultivo o agua residual 1:1 en tubos de ensayo.

Para dar seguimiento al crecimiento y adaptaciéon de dicha microalga se
monitoreo el contenido de biomasa por medio de la densidad dptica a 680 nm,

en la Figura 12 se muestra los resultados obtenidos.
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Figura 12. Crecimiento de Scenedesmus obliquus en agua residual y medio F/2.

En la Figura 12 se puede observar que Scenedesmus obliquus mostré una mayor
densidad celular cuando se cultivd el en agua residual doméstica comparado
con la obtenida en el medio de cultivo F/2. Estos resultados indican que dicha
microalga presenta gran adaptabilidad al agua residual, lo cual es consistente
con lo reportado por varios autores en la bibliografia, quienes destacan la
facilidad de esta especie para adaptarse y crecer en diferentes tipos de aguas
residuales (Ruiz, et al., 2014; Ji, et al., 2013; Woertz, et al., 2009; Sacristdn, et al.,
2013). Por lo que el agua residual utilizada como medio de cultivo resulté ser la

adecuada para este estudio.
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5.2 Cultivo de Scenedesmus obliquus en agua residual

El cultivo de Scenedesmus obliquus se llevo a cabo utilizando una relacion 1:1
de indculo/agua residual. Se mantuvo con iluminacion natural y artificial, con
agitacion magnética y se determind la densidad celular a tfravés de la densidad
Optica a 680 nm. Se inicid con volimenes de culfivo de 250 ml y se fue
incrementando hasta llegar a volUmenes de cultivos de 4L (Figura 13); se

incrementaba el volumen cuando el cultivo alcanzaba su fase estacionaria.

Figura 13. Cultivos a 4 litros de Scenedesmus obliquus a temperatura ambiente y con

un periodo de iluminacion de 12 h de luz y 12 h obscuridad.

5.2.1. Remocidn de nutrientes durante el crecimiento de Scenedesmus
obliquus.

Una vez alcanzado el volumen necesario, se realizé el cultivo de Scenedesmus
obliquus durante los meses de junio a agosto en volimenes de 4 L con una

proporcidon de 1:1 de indculo/agua residual respectivamente.
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Se realizaron muestreos con la finalidad de evaluar por una parte la remociéon
de nutrientes (NHs, NOs y PO4) y por ofra, la cantidad de carbohidratos totales
en la biomasa durante las diferentes etapas de crecimiento de las microalgas,
para determinar la mayor productividad de biomasa asi como de carbohidratos

totales, la experimentacion se realizd por duplicado.

El contenido de nutrientes obtenidos al inicio y al final del cultivo de
Scenedesmus obliquus se muestran en el Tabla 12. Se alcanzaron remociones
del 97.91%, 80.00% y 93.10% de nitrbgeno amoniacal, nitratos y ortofosfatos,

respectivamente.

Parémetro Unidad Inicial Final Remocion
(%)
Nitrégeno <0.96 =
+
amoniacal mg/L N 45.92 +0.00 0.03 97.91
Nitratos mg/L NO% 1.0+ 0.00 0.38 +£0.02 80.0
Ortofosfatos mg/L PO43 20.68+0.13 1.42+0.06 93.1

Tabla 12. Remocién de nutrientes (cultivos 4 litros).

En la Figura 14 se observa que a los 25 dias de cultivo se logrd la remocion total
de nitrégeno amoniacal en el agua de cultivo, siendo esta la principal fuente
de nitrégeno utilizada por Scenedesmus obliquus, mientras que los niveles mds
bajos de ortofosfatos se obtuvieron al dia 30 (1.42 mg/L). Los nitratos tienden a
disminuir hacia la parte final del periodo de cultivo. Por otra parte, la mdxima
concentracién de microalgas se alcanzé alos 39 dias de cultivo (935 mg/L como
SST).
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Figura 14. Crecimiento de Scenedesmus obliquus y remocion de nutrientes.

Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con lo reportado por
ofros autores, respecto a la capacidad de Scenedesmus obliquus para
adaptarse y remover los nufrientes de aguas residuales. Recientemente, Zahng
et al. (2014) investigaron la remocion total de nitrogeno y de fésforo a partir de
agua residual doméstica. Ji en el 2015 reporté remociones del 85 y 88% de

fosforo y nitrdgeno totales, respectivamente a partir de un efluente secundario.

La Figura 15 muestra la variacion de oxigeno y el pH durante el cultivo de
Scenedesmus obliquus. En los primeros 14 dias se observd un aumento en la
concentracién de oxigeno disuelto, debido al metabolismo y crecimiento de las
microalgas; posteriormente se mantuvo entre 6 y 8 mg/L. Para el caso de del pH,
este tiende a subir y después del dia 10 se mantiene ligeramente en un pH de
10; a los 40 dias tiende a bajar debido a que se alcanza la fase estacionaria (ver

Figura 14).
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Figura 15. Variacion de oxigeno y pH durante el cultivo de Scenedesmus obliquus.

En la Figura 16 se muestra el crecimiento y la productividad de la biomasa
microalgal obtenida en los cultivos de Scenedesmus obliquus, la cual alcanzd
su valor mas alto en el dia 18 (21.39 mg/L/dia, 0.021 g/L). Estos resultados de
productividad son comparables con la mayoria de trabajos reportados en la

bibliografia (ver Tabla 3).
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Figura 16. Productividad de biomasa microalgal

Regularmente se realizaron observaciones de muestras de los cultivos al
microscopio para conocer la distribucion de los géneros de microalga. La Figura
17 muestra una foto del cultivo al final de la experimentacion en la cual se

observa la predominancia de la microalga Scenedesmus obliquus.

Figura 17. Observacién al microscopio al final de la experimentacion
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Con respecto al crecimiento y remocién de nutrientes se puede concluir que el
cultivo de microalgas en agua residual es un método efectivo para el
tratamiento de aguas residuales y la produccién de biomasa microalgal como
ha sido reportado previomente (Zhang, et al., 2014; Ji, et al., 2015; Shen, et al.,
2015).

5.2.2. Acumulacion de carbohidratos bajo deficiencia de nitrégeno

En la produccién de biocombustibles a partir de biomasa microalgal es
deseable utilizar especies de microalgas con altas tasas de crecimiento, alto
contenido de carbohidratos y lipidos. La acumulacion de compuestos ricos en
energia, tales como carbohidratos vy lipidos, puede aumentarse bajo

condiciones especificas de cultivo como es la limitacién de nitrégeno (ver 3.5.1).

En este trabajo se analizd la cantidad de carbohidratos totales en la biomasa
asi como el contenido de nutrientes en las diferentes etapas del cultivo para
determinar las condiciones de mayor productividad, de remocidén y de
limitaciones de nutrientes, respectivamente. Con el tiempo de cultivo las
microalgas consumen el nitrégeno hasta crear una deficiencia del mismo, al no
tener una fuente de nitrégeno, no pueden producir proteinas por lo que

acumulan lipidos y carbohidratos.

En la grdfica de la Figura 18 se puede observar que en el dia 25 el nitrogeno
amoniacal fue consumido totalmente y los nitratos estdn presentes en muy bajas
concentraciones (2 mg/L). Lo que supone deficiencia de dichos nutrientes y
condiciones de estrés para las microalgas, dando como resulfado un
incremento en el contenido de carbohidratos totales de 14.41% a 31.07%. Xin et
al. (2010) reporta que Scenedesmus sp. utiliza principalmente nitrégeno

amoniacal, seguido de urea y finalmente de nitrato.

En cuanto a la mayor productividad de carbohidratos se refiere (6.65 mg/L/dia),
esta se alcanzé en el dia 35 (Figura 19). Ji et al. (2015) investigaron la
productividad de carbohidratos en cultivos de Scenedesmus obliquus utilizando

agua residual municipal con la adiciéon de CO2 encontrando una productividad
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de carbohidratos de 5.15 mg/L/dia, lo cual es consistente con lo obtenido en la

presente tesis.
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Figura 18. Contenido de carbohidratos totales y de nutrientes durante las fases de

crecimiento del cultivo de Scenedesmus obliquus.
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Figura 19. Productividad de carbohidratos

5.3 Potencial de generacion de bioetanol a partir de
biomasa cosechada mediante ozoflotacion.

5.3.1. Cosecha de microalgas mediante ozoflotacién y recuperacion de

carbohidratos totales.

La Figura 20 muestra el desarrollo de una prueba de ozoflotacion y en la Tabla
12 se resumen los resultados de la cosecha de microalgas para fres condiciones
de concentracién de ozono en fase gas, con flujo de gas de 0.6 L/min y tiempo

de 15 min, respectivamente.
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Figura 20. Desarrollo de una prueba de ozoflotacién de microalgas

(A=0 min, B=5 min, C=10 min, D=15min)
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325+ 115 0.6 1024 15 9216 61.92+ 3.53+ 64.62+
7.07 7.07 2.04 0.08 1.41
325+ 115+ 0.6 18.6 15 167.40 109.80 1.94+ 64.62+
7.07 7.07 +1.40 0.04 2.95
325+ 80+ 0.6 32 15 288.00 159.62 1.13+ 75.38%
7.07 0.00 £1.72  0.02 0.54

Tabla 13. Resultados de cosecha de biomasa microalgal mediante ozoflotacion

El porcentaje mds alto de recuperacién de microalgas, medidas como SST, fue
del 75.38% con un rendimiento de 1.13 mg SST/mg Os. Rodriguez (2015) reporta
97.91% de recuperacion y un rendimiento de 1.58 mg SST/mg Oz empleando
condiciones similares de ozoflotacién. Las diferencias en los resultados de
cosecha se pueden atribuir a las caracteristicas propias del cultivo empleado

(concentraciéon microalgal y distribucion de especies de microalgas).
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Para los fines de este trabajo, los porcentajes de recuperacién de biomasa y las
condiciones de ozoflotacién, fueron considerados adecuados para investigar el

potencial de generacion de bioetanol a partir de biomasa microalgal.

Ademds de la cosecha de biomasa microalgal, en este frabagjo se evalud el
efecto del ozono como pre-tratamiento en la hidrdlisis dcida y la obtencién de

azUcares fermentables.

En un primer paso, se investigd si bajo las condiciones de ozoflotacion
ensayadas (Tabla 13), ocurre la liberacién de carbohidratos durante esta etapa
de cosecha. Con este fin se analizd el contenido de carbohidratos totales en el
agua residual sometida a ozoflotacion; para el andlisis, las muestras de cultivo
fueron previamente filtradas para eliminar las interferencias de la biomasa

microalgal. Los resultados se muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Contenido de carbohidratos en el sobrenadante de ozoflotacion en funcién

de la concentiracion de ozono.

Se puede observar que existe un aumento de la concentraciéon de
carbohidratos totales en el sobrenadante de ozoflotacién para las distintas
condiciones ensayadas; a mayor concentracion de ozono mayor contenido de
carbohidratos en el sobrenadante. El aumento de la concentracion de
carbohidratos totales con respecto al valor inicial cuantificado en el cultivo, fue

de 20.91,31.20y 41,42 %, respectivamente. Los datos obtenidos de estas pruebas
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experimentales, fueron sometidos a un andlisis de varianza para conocer si existe
una diferencia significativa en cuanto a la liberacién de los carbohidratos en el

sobrenadante, los resulfados se muestran el Tabla 14.

Grados Sumade Cuadrados F Prob>F
de cuadrados medios calculada
libertad
Modelo 3 43.7249 14.575 11.2886 0.0202
Error 4 5.1645 1.2911
Total 7 48.8894

Tabla 14. Andlisis de varianza en la liberacidon de carbohidratos en el sobrenadante.

En andlisis de varianza indica que existe una diferencia significativa (Prob>F) de
0.0202 con un nivel de significancia del 0.05 («=0.05), por lo que se puede concluir
que ocurre una liberacion de carbohidratos durante la ozoflotacion de la
biomasa microalgal. Estos resultados concuerdan con lo reportado con Nguyen
et al. (2013), gquien encontré que los polisacdridos en el sobrenadante se
incrementan con el tiempo de ozoflotacién, debido ala lisis celular causado por
el ozono. También Chen et al. (2010) indica que el contenido de polisacdridos
aumenta, alcanza un punto mdximo y disminuye a medida que la dosis de
ozono aumenta; lo cual es posible y dependiente de las condiciones de

ozoflotacioén utilizadaos.

5.3.2. Balance de masa de carbohidratos totales en la etapa de cosecha

mediante ozoflotacion.

Debido a los resultados de liberaciéon de carbohidratos en el proceso de
ozoflotacion se decidid realizar un balance de masa de carbohidratos totales
para la etapa de cosecha. La Figura 22 muestra los elementos de balance que

fueron considerados.
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Figura 22. Puntos considerados en el balance de masa de los carbohidratos totales.

Para el balance de masa se realizaron dos experimentos de ozoflotacién con

sus respectivas réplicas, fomando en cuenta las condiciones que mejores

resultados arrojaron en la etapa de cosecha. Para estos experimentos se

utilizaron dos lotes de cultivo distinfos, con una concentracién microalgal

cercana a 400 mg SST/L; los resultados se muestran la Tabla 15.
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390+ 101.67+ 0.6 312 15 280.8 1528+ 139+ 7393+
0.00 7.64 9.09 0.00 1.96
4365+ 16333+ 0.6 112 10 67.2 48.64+ 647+ 6245+
0.00 5.77 2.42 0.00 1.33

Tabla 15. Resultados de cosecha de biomasa microalgal mediante ozoflotacién para

balance de masa de los carbohidratos totales (DOA: Dosis de ozono aplicada, DOT:

Dosis de ozono transferida, [O3]: Concentracion de ozono)
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La recuperaciéon de carbohidratos totales fue calculada de la siguiente manera:

. Cep
% Recuperacion = < * 100
i
Donde,

Ci contenido inicial de carbohidratos totales en el cultivo (mg)
Ccs:  contenido de carbohidratos totales en el colector de biomasa (mg)

En la figura 23 se muestran los resultados del balance de masa de carbohidratos
totales para la condicidn de ozoflotacidn en la que mayor rendimiento de

biomasa se obtuvo en los ensayos de cosecha.

Los resultados indican que para dicha condicion de ozoflotacidon se tiene un
porcentaje de recuperacion de carbohidratos totales del 49.24% en el colector
de biomasa. Los carbohidratos remanentes en la columna de ozoflotacion
equivalen al 27.3% del valor inicial; y se observd una pérdida del 23.5%, lo cual
se puede aftribuir a posibles causas de oxidacion. Se hareportado que la accion
del ozono en los polisacdridos conduce a la ruptura de los enlaces glicosidicos,
seguido por la oxidacion de los monosacdridos libres, llevando eventualmente

ala formacion de dcidos alifaticos y aldehidos (Langlais, et al., 1991).

Columna ozoflotacién
CHO’s =39.28 mg/L
—> Vol =0.99 L

s Masa CHO's = 38.89 mg
Cultivo inicial

CHO’s = 142.64 mg/L Cosechado
Vol =1L —> por
Masa CHO's = 142.64 mg ozoflotacion Colector de biomasa

CHO’s =14 047.92mg/L
L, Vol=0.005L
Masa CHO's = 70.24 mg

Recuperacion =49.24 %

Figura 23. Balance de masa de carbohidratos a una concentracion de ozono de 11.20

mg/L; mejor rendimiento (6.5 mg SST/mgQO:3).
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Por ofra parte, en la Figura 24 se muestran los resultados del balance de masa
para la condicion de ozoflotacion donde mayor porcentaje de recuperacion
de biomasa se obtuvo. Los resultados muestran que para dicha condicion, se
logra un menor porcentaje de recuperacion de carbohidratos totales (37.25%),
el porcentaje de carbohidratos remanentes (33.53%) y las pérdidas (29.20%), son

mayores comparados con la condicién anterior.

Columna ozoflotacién

CHO’s = 26.54 mg/L
—» Vol=0.99L

Cultivo inicial Masa CHO's = 29.24 mg

CHO’s =78.29 mg/L Cosechado
Vol =1L —> por
Masa CHOs = 78.29 mg ozoflotacion Colector de biomasa

CHO’s =14 581.90 mg/L
L Vol=0.002L
CHO’s=29.16 mg

Recuperacion = 37.24 %

Figura 24. Balance de masa de carbohidratos a una concentracion de ozono de 31.20

mg/L; mejor porcentaje de recuperaciéon de biomasa (75.4%)

A partir de los resultados del balance de masa se puede concluir que las
condiciones de ozoflotacion estudiadas no favorecen la recuperacion de
carbohidratos totales, no obstante los resultados logrados en la recuperacion
de biomasa microalgal. Ello significa que en investigaciones futuras se debe de
profundizar en las condiciones de operacién del método de ozoflotacién para
mejorar la eficiencia de recuperacion de carbohidratos a partir de cultivos de
microalgas. Para ello es indispensable mejorar las eficiencias de recuperacion
de la biomasa microalgal y buscar condiciones de ozoflotacién (concentracion
y dosis de ozono aplicada y tiempo de cosecha) que disminuyan la liberacién y

pérdida de carbohidratos totales durante esta etapa.
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5.3.3. Efecto de la ozoflotacion en la obtencion de azucares

fermentables

Con la finalidad de determinar si la ozoflotacion puede mejorar el rendimiento
de azUcares fermentables que se obtienen a partir de la biomasa microalgal
cosechada, se realizdé un diseno de experimentos factorial de 3 factores, en
donde se compara dos métodos de cosecha (ozoflotaciéon y centrifugacion), la
concentraciéon de dcido sulfurico y el tiempo de reaccion de hidrdlisis. Las
condiciones de cada prueba se detallan en el apartado 4.3.5 de metodologia.
Como variable respuesta se determind la concentfracion de azUcares
fermentables los cuales fueron analizados e idenfificados mediante
cromatografia de liquidos alta resolucion (HPLC). La experimentacion se realizd

por friplicado, resultando en 36 experimentos aleatorios.

En el cromatograma de la Figura 25 se muestra los picos correspondientes a los
estGndares de glucosa, xilosa y fructosa, asi como los productos de los
hidrolizados de biomasa microalgal cosechada mediante ozoflotacion vy
centrifugacion, respectivamente. De acuerdo a los andlisis de cromatografia de
liquidos (HPLC), el principal producto de la hidrdlisis dcida de la biomasa
microalgal cosechada por ambos métodos fue la glucosa,. Para analizar el
efecto del ozono en la produccion de azUcares fermentables se tomd como

producto principal a la glucosa.

En la Tabla 16 se presentan los resultados promedio de la concentracion de
glucosa obtenida por hidrdlisis dcida de la biomasa microalgal. Las
concentraciones de glucosa mds altas fueron obtenidas: 1) mediante
ozoflotacion utilizando una concentracion de dcido sulfurico del 6% (v/v) vy
tiempo de hidrdlisis de 25 min; y 2) mediante centrifugaciéon con una

concentracién de dcido sulfurico de 4% (v/v) y un tiempo de 25 min.
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Glucosa
90.004 .
W Estandar Glucosa (10 g/L) y Fructuosa (5g/L).
- B Estandar Glucosa (5 g/L) y Xilosa 5 (g/L).
Muestra hidrolizado (ozoflotacion, 25 min, Conc. H,SO, 4 % (v/v)).
70,00 Muestra hidrolizado (centrifugacién, 25 min, Conc. H.S0, é % (v/v)).
60.00 i
Xilosa
50.004 i
z Fructosa
40.004
30.004
20.004 |
10.00 j
0.004 J
1
T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Minutes

Figura 25. Cromatograma de los azicares fermentables obtenidos mediante de hidrdlisis dcida de la biomasa microalgal, analizados mediante

cromatogradfia de liquidos de alta resolucién (HPLC).
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Glucosa (g/L)

Ozoflotacion* Centrifugacion
Conc. H;S04 15 min 25 min 15 min 25 min
(v/v)
2 3.53+0.12 3.80+0.52 3.50%0.10 4.23+0.51
4 4.07 £0.12 433+0.31 4.50+0.35 5.40+0.72
6 4.47 +0.06 5.27+0.06 4.87+0.15 5.07 £ 0.87

Tabla 14. Promedios de los resultados obtenidos en el diseho de experimentos.

Para determinar si existe diferencia significativa entre ambos tipos de método
de cosecha y condicion de hidrdlisis dcida, los resultados fueron sometidos a un
andlisis de varianza (Tabla 17). El andlisis de varianza indica que el efecto del
tiempo, concentracion de dcido y método de cosecha, si tienen una diferencia
significativa (Prob>F) de 0.0009, <.0001 y 0.0191, respectivamente, con un nivel
de significancia del 0.05 ( « =0.05). Mientras que las interacciones entre las
combinaciones de los factores (tiempo, concentracién y cosecha) no son

significativas.

Grados de Suma de Cuadrado F
Prob > F
libertad cuadrados s medios Calculada
Tiempo 1 2.5069444 2.506944 14.3482 0.0009
Concentracioén 2 8.3705556 4.185278 23.9539 <.0001
Cosecha 1 1.1025 1.1025 6.31 0.0191
Tiempo *
3 2 0.0138889 0.006944 0.0397 0.9611
Concentracion
Tiempo *
1 0.0625 0.0625 0.3577 0.5554
Cosecha
Concentracion*
2 0.735 0.3675 2.1033 0.1440
Cosecha
Tiempo*
Concentracion* 2 0.6716667 0.335833 1.9221 0.1682
Cosecha

Tabla 17. Andlisis de varianza de las experimentaciones de hidrdlisis.
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La Figura 25 muestra las graficas de las medias de minimos cuadrados para los
factores que resultaron con diferencia significativa (tiempo, concentracion vy

método de cosecha).

Enla grafica *A” de la Figura 26 se observa que el mejor tiempo de hidrdlisis para
convertir los carbohidratos de la biomasa microalgal a glucosa es el de 25 min.
En la grdfica “B” se observa que la mejor concentracion de H2SO4 es de 4 %
(v/v), esto debido a que se realizd la prueba de Tukey (Tabla 18) y no mostrd
una diferencia significativa en las concentraciones de 4y é % (v/v) de H2SO4, por
lo que al requerir menos cantidad de dcido, la concentracion de 4 % (v/v)

resulta ser la mejor opcion (Figura 27 y 28).
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Figura 24. Graficas de medias de minimos cuadrados para los factores con diferencia

significativa. A) Tiempo, B) Concentracion, C) Método de cosecha
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Nivel Medias de minimos

(% v/v) cuadrados
6 A 491667
4 A 4.57500
2 B 3.76667

Niveles no conectados con la misma letra son significativamente

diferentes ( « =0.05).

Tabla 18. Prueba de Tukey para la concentraciéon de H2SO04
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Figura 27. Grdéfica de superficie mediante la cosecha de centrifugacion.
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Figura 28. Grdfica de superficie mediante la cosecha de ozoflotacion.
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Para el caso del método de cosecha la grdfica “"C” muestra que la
centrifugacion resulta ser la mejor opcidon. Por lo que se concluye que baijo las
condiciones de ozoflotacién ensayadas en este trabajo, el 0zono no mostré una
mejora en la produccion de azUcares fermentables a partir de Ia hidrdlisis dcida

de la biomasa microalgal.

5.3.4. Produccion tedrica de bioetanol a partir del hidrolizado microalgal

cosechada mediante ozoflotacién y centrifugacion.

Para estimar la produccion tedrica de bioetanol se ftomd en cuanta el mayor
contenido de carbohidratos obtenidos en el cultivo de microalgas (31.07%, w/w;
ver 52.2) y el rendimiento de conversion de carbohidratos a azdcares
fermentables obtenidos experimentalmente en este trabajo, de 63.23% y 58.66%
(g glucosa/g carbohidratos totales) para la biomasa cosechada por
ozoflotacion y centrifugacion respectivamente. Cabe senalar que el contenido
de carbohidratos totales en la biomasa cosechada por ambos métodos son
similares. El rendimiento tedrico estequiométrico para la transformacion de
glucosa en etanol es de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO 2 por 1 g de glucosa

(Vazguez & Dacosta, 2007). Los resultados se muestran en la Tabla 19.

Rendimiento

CHO's CHO's
Glucosa Glucosa Etanol etanol %
Cosecha totales (%) totales (/L) (/L) (g et y
A g g g etanol/g
(%) (g/L) .

biomasa)

Ozoflotacion 31.07 19.65 15.54 9.82 5.02 10.04

Centrifugacion  31.07 18.23 15.54 92.11 4.66 9.32

Tabla 19. Produccioén teérica de etanol a partir del hidrolizado de biomasa microalgal

cosechada por centrifugacioén y ozoflotacién

El rendimiento obtenido a partir de la produccion tedrica de etanol, para cada
metodo de cosecha fue respectivamente de 10.04 % y 9.32 % (g etanol/g
biomasa); ligeramente mds alto utilizando la biomasa cosechada por

ozoflotacion. Estos resultados se encuentran por debajo de lo reportado por Ho,
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et al. (2012), quienes reportan un rendimiento de etanol del 21.5% (g etanol/g
biomasa) a partir de biomasa microalgal de Scenedesmus obliquus, cultivada
en medio sintético y deficiencia de nutrientes y un contenido de carbohidratos
totales de 51.8% (w/w); 1.6 veces mds que el contenido de este frabajo (31.07%).
Tomando en cuenta la diferencia en cuanto al contenido de carbohidratos
total en la biomasa microalgal, podemos concluir que los resulfados son

consistentes en cuanto al rendimiento de etanol.

5.3 Obtencion de bioetanol por fermentacion de azicares
de biomasa microalgal

Se redlizaron pruebas de fermentacidn para la obtencidn de bioetanol,
utilizando biomasa microalgal cosechada por centrifugacion (16.67%) vy
ozoflotacion (18.41%), la cual fue hidrolizada mediante las mejores condiciones
enconfradas en este frabajo: fiempo de hidrdlisis de 25 min y concentracion de
H2SO4 de 4% (v/v). Se realizd un experimento control con el fin de comparar el
rendimiento (g etanol/g glucosa) de bioetanol en la fermentacion utilizando
glucosa como fuente de carbono. El hidrolizado se inoculd directamente sin
ningun tipo de suplementacion, ya que estd en un medio de cultivo complejo
(hidrolizado) que contiene proteinas, sales y otros compuestos aportados por la
biomasa microalgal (Miranda, et al., 2012). La concentracion inicial de glucosa
en los hidrolizados de biomasa microalgal cosechada por ozoflotacion y
centrifugacion, fue respectivamente de 5.27 g/L y 5.40 g/L. Como conftrol se
realizd una fermentacion utilizando 2.5 g/L de glucosa. El contenido de glucosa
residual y sub-productos de la fermentacion fueron cuantificados por HPLC. Los

resulfados se muestran en la Tabla 20.
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Glucosa Rendimiento % Rendimiento %

Muestra E(ta/r:f;l AC.(A;S:ICO residual (g etanol/g (g etanol/g
& & (g/L) glucosa) biomasa)
Ozoflotacion 1.83+0.07 1.16+0.19 ND 67.95 3.66
Centrifugacién 1.74+0.09 2.14+0.19 0.21+0.01 63.05 3.48
Control 1.17+0.06 0.17+x0.02 0.07x0.01 91.59 -

Tabla 20. Resultados finales para la fermentacién del hidrolizado a partir de

Scenedesmus obliquus (ND: No detectado).

A partir de los hidrolizados se obtuvo una concentraciéon de bioetanol similar en
los dos tipos de biomasa microalgal; la cosechada por ozoflotacion (1.83g/L) y
centrifugacion (1.74g/L). El rendimiento de produccién de etanol por gramo de
glucosa fermentada fue del 67.95% y 63.8%, no obstante que la glucosa se
consumié completamente (Tabla 20). Cabe destacar que en el caso del cultivo
control se obtuvo un rendimiento del 90.80%. Esto nos sugiere que en el caso de
los hidrolizados de biomasa microalgal, se pueden estar formando ofros
productos a partir de la glucosa y/o el etanol se puede transformar a
compuestos como el dcido acético (Garcia, 2013), un subproducto que fue
detectado y cuantificado en el fermentado, junto con el etanol. El dcido
acético se encontrd en mayor concentfracion (2.14 g/L) en el fermentado
correspondiente a la biomasa cosechada por centrifugacién; 1.8 veces mds
gue en el fermentado de ozoflotacién. En este sentido la ozoflotacion presentd
ventajas. Con base en estos resultados es recomendable para futuras
investigaciones, profundizar en las condiciones y en la identificacion de

subproductos de fermentacién.

En cuanto a los rendimientos de etanol por gamo de biomasa microalgal, estos
se encuentran en el orden del 3.5%; un valor bajo, pero acorde a la biomasa
microalgal utilizada en el ensayo. Se realizaron estimaciones tomando en
cuenta las mejores condiciones experimentales de cultivo, con una biomasa
con un contenido de carbohidratos totales del 31.07%, un rendimiento en la
hidrolisis del 63.23% y 58.66% (g glucosa/g Carbohidratos totales) para la
biomasa cosechada por ozoflotacion y centrifugacion respectivamente y un
rendimiento en la fermentacion de 67.95% y 63.05% (g etanol/g glucosa),

respectivamente. Los resultados se muestran en la Tabla 21.
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Rendimiento % Rendimiento %

Muestra Etanol (g/L) (g etanol/g (g etanol/g
biomasa) glucosa)
Ozoflotacion 3.41 6.82 67.95
Centrifugacion 2.93 5.88 63.05

Tabla 21. Produccién méxima de etanol en las fermentaciones con S. cereviciae.

El rendimiento de etanol obtenido fue de 6.82% y 5.88% (g etanol/g biomasa)
para la biomasa cosechada por ozoflotacion y  centrifugacion
respectivamente. Comparado con ofros estudios, este rendimiento estd por
debajo (2- 3 veces menos) de lo reportado con biomasa microalgal cultivada

en medios sintéticos (Tabla 22).
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Rendimiento Rendimiento

. Método Conce.niracié CHO’s Glucosa Microorganismo Etanol de etanol % de glucosa .
Microalga de n de biomasa (%) (g/L) fermentador (g/L) (g etanol / % (g glucosa Referencia
hidrélisis (9/L) ° 9 9 dg . 9  /gCHO's
e biomasa) fotales)
Scenedesmus Quimica (Ho, et
obliauus CNW-N 2% (v / 40 51.8 20.72 Z. mobilis 8.60 21.5 100 al., 2013
q v) H2SOx b)
Enzimdti
Chlorella cos (Ho, ef
. celulasa 20 46,8 7.78 Z. mobilis 3.60 18.0 83.11 al., 2013
vulgaris FSP-E + qa)
Amilasas
Tertiolecta Enzimdti (Lee, et
Dunaliella(lipido ca AMG 50 51,9 42 S. cerevisiae 7.20 14.4 27.75 !
! al., 2013)
s extraidos) 300L
Scenedesmus  Quimica Este
obliquus 4% (v/Vv) 50 31.07 19.65 S. cerevisiae 3.41 6.8 63.34 .
> estudio
(ozoflotacion) H2SO4
Scenedesmus  Quimica
obliquus 4% (V/Vv) 50 31.07 18.23 S. cerevisiae 2.93 5.9 58.66 Es’re.
. . estudio
(centrifugacidn) H2SO4

Tabla 22. Comparacion de estudios para la produccion de etanol mediante biomasa microalgal.
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6 Conclusiones

Mediante el cultivo de la microalga Scenedesmus obliquus en agua residual y
la cosecha de biomasa microalgal por ozoflotaciéon, fue posible obtener
azUcares fermentables en forma de glucosa principalmente y generar bioetanol
mediante fermentacion alcohdlica. Los rendimientos obtenidos (63.34 y 58.66 %
(g glucosa / g CHO's totales)) se encuentran en el mismo orden de magnitud

gue los obtenidos a partir de biomasa microalgal cultivada en medios sintéticos.

Scenedesmus obliquus es una especie de microalga que mostrd una alta
capacidad de adaptacion para crecer en agua residual doméstica. Mediante
la prolongacion del tiempo de cultivo se duplicd del contenido de
carbohidratos totales en la biomasa, debido al estrés producido por la
deficiencia de nitrégeno amoniacal principalmente. Con base en las altas
eficiencias de remocion de nutrientes (80-97.7%), la concentracion microalgal
(0.9 g SST/L) y el contenido de carbohidratos totales (31.07%), se concluye que
el cultivo de microalgas es una alternativa técnicamente viable para el
tratamiento de aguas residuales y la produccién de biomasa microalgal para la

obtencién de biocombustibles.

Las condiciones de ozoflotacién ensayadas para la cosecha de microalgas no
favorecieron la recuperacidn de carbohidratos totales. Esto debido a la
liberacién de dichos compuestos al medio acuoso y a las posibles reacciones
de oxidacion que experimentan durante el cosechado. A partir del balance de
masa se determind una recuperacién mdxima del 49.24%. Adicionalmente se
concluye gue el uso del ozono en la cosecha de biomasa microalgal no mostrd
mejoras significativas en la obtencidon de azUcares fermentables mediante la
hidrdlisis dcida de la biomasa ozoflotada, comparado con lo obtenido a partir

de la biomasa centrifugada.

Se concluye que la biomasa microalgal cosechada por ozoflotacion vy
centrifugacién respectivamente, presentaron un rendimiento de produccion
tedrica de etanol de 10.04 % y 9.32 % (g etanol/g biomasa), respectivamente; lo

cual corresponde a la mitad de lo reportado para la misma especie de
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microalga cultivada en medio sintético y con mayor contenido de

carbohidratos totales.

La glucosa presente en el hidrolizado de biomasa microalgal, identificada como
el principal azucar fermentable, fue transformada en bioetanol mediante la
levadura Saccharomyces cerevisiae, con una eficiencia >60% (g de etanol/ g
glucosa). Se concluye que a partir de biomasa microalgal cultivada en agua
residual y con un contenido de carbohidratos totales del 31.07%, es posible

obtener rendimientos de bioetanol entre 8.7% y 9.4% (g etanol/g biomasa).
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