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RESUMEN

Los arribazones de sargazo actualmente representan un grave problema en la
costa del Sureste de México. Esta biomasa debe ser manejada adecuadamente,
para evitar impactos negativos en la zona, siendo su conversién a metano una
opcion. Estudios previos muestran que la produccion de este gas a partir de
sargazo es baja, siendo su hidrdlisis el proceso limitante, por lo que realizar un
pretratamiento biolégico o codigestién con estiércol bovino podria acelerar la
tasa de reaccién, incrementar la produccién del metano y aumentar la reduccién
de la biomasa de sargazo al final del proceso (digestato).

En este trabajo se realizd la digestion anaerobia (DA) de Sargassum natans y
Sargassum fluitans acoplada a dos pretratamientos biolégicos (microbiano con
un consorcio adaptado a la biomasa y enzimaticos con las enzimas CellicCtec2
y alginato liasa), asi como codigestion con estiércol bovino, para mejorar la
hidrolisis del sargazo y optimizar la producciéon de metano. Para probar la
efectividad de cada tratamiento, se realizaron pruebas de potencial bioquimico
de metano (PBM), ademas del ajuste de la ecuaciéon de Gompertz modificada
o tipo Michaelis-Menten, para obtener parametros caracteristicos (velocidad
maxima de produccion de metano, fase lag y R,).

Se obtuvo que, al realizar el pretratamiento con la enzima CellicCTec2 en el
sargazo estéril, el aumento en el rendimiento de metano fue del 69% comparado
con el sargazo estéril sin pretratar. Agregar estiércol bovino como cosustrato
hidrolitico al sargazo fresco con lodo metanogénico llevé a un aumento del 37%
en el rendimiento de metano (97+4 vs 71+2 mL CH /g Solidos Volatiles (SV)) con
respecto al sargazo fresco al cual solamente se le agregd lodo metanogénico.
También se determind que almacenar el sargazo a 6°C aumenta el rendimiento
de metano en un 30% (92+9 vs 71+2 mL CH,/g SV), lo que se relacion6 con
la actividad de los microorganismos hidroliticos presentes en el sargazo. La
codigestiéon en proporcidn 5:1 sargazo:estiércol, sin sustraer el aporte del
estiércol (produccién bruta), llevé a un aumento del 57% en el rendimiento de
metano frente al sargazo fresco sin codigestion (76+2 vs 119+4 mL CH,/g SV).

Los resultados muestran que, aunque la DA de sargazo no lleva a una produccion
de biogas deseable a nivel industrial, codigerirlo con estiércol bovino mejora el
rendimiento de metano por su capacidad hidrolitica y su aporte como cosustrato.
También, se obtuvo y asilé un consorcio capaz de degradar sargazo como
pretratamiento que aumente la productividad de metano, pero el PBM se ve
afectado negativamente, posiblemente debido a que los productos de hidrolisis
son inmediatamente consumidos por microorganismos presentes en el sargazo.
Realizar pretratamientos enzimaticos permitié identificar que degradar la celulosa
del sargazo con la enzima CellicCTec2 incrementa el rendimiento de metano en un
69%, respecto al sargazo sin pretratamiento con enzima. La enzima alginato liasa
comercial utilizada no tuvo efecto en la hidrdlisis ni en el rendimiento de metano
del sargazo, pero la degradacién del alginato dentro del sargazo es deseable y
es un reto que requiere una enzima o microorganismo que pueda degradar el
alginato especifico presente en S. natans y S. fluitans.
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Capitulo 1 INTRODUCCION

a la degradacién vy liberacion de azucares, en el sargazo son las fibras
de lignocelulosa (compuesta por lignina, hemicelulosa y celulosa) y los
polisacaridos estructurales como el alginato, el fucoidan y la laminina (Lépez-
Sosa et al., 2020; Davis et al., 2021). La caracteristica recalcitrante limita la
produccién de metano, por lo que se busca degradar dichos compuestos,
para asi optimizar la hidrdlisis y obtener una mayor producciéon de metano
(Alzate-Guivira et al., 2020).

Entre las propuestas para este fin se encuentra la aplicacién de
pretratamientos fisicos, quimicos y biolégicos a la biomasa fresca (Wu et
al. 2019). Se ha observado, que los pretratamientos biolégicos poseen la
ventaja de que no producen inhibidores para el proceso de DA y consumen
poca energia y reactivos, por ello son de interés para lograr un incremento
en la tasa de hidrdlisis de sargazo, aunque tienen la desventaja de ser lentos
en algunos casos (Abraham et. al., 2020).

Ademas de lo recalcitrante de los polisacaridos estructurales, la biomasa
algal de S. natans y S. fluitans, presenta otros inconvenientes para la DA,
como lo es su alto contenido de metales pesados, sales, fenoles, asi como
una proporcién de carbono/nitrégeno (C/N) desfavorable (fuera del rango
16/1 a 40/1). Al realizar una codigestion con otros sustratos se puede diluir
la concentracién de los compuestos inhibitorios y balancear la proporcién
C/N (Saratale et al., 2018). En este trabajo se buscé aplicar pretratamientos
biolégicos microbianos y enzimaticos en S. natans y S. fluitans y codigerirlo
con estiércol bovino, para favorecer su hidrdlisis y asi identificar estrategias
para mejorar la produccion de metano.
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Capitulo 2 ANTECEDENTES

Capitulo

ANTECEDENTES

2.1. SARGAZO Y LA PROBLEMATICA DERIVADA

Las algas se clasifican por los pigmentos que poseen y se han dividido en
tres grupos: algas verdes, rojas y pardas. Las algas pardas (Phaeophyta)
se caracterizan por presentar un color marrén, debido a que contienen
fucoxantina y dentro de este grupo se encuentra el género Sargassum
(sargazo) que presenta alrededor de 350 especies. Dentro del género hay un
subgrupo de algas plancténicas que se caracterizan por poseer vesiculas
de gas que las hace flotadoras. Estas requieren de poco nitrégeno y fésforo
para su supervivencia y tiene estructuras de polisacaridos resistentes que
presentan en su pared celular (Uribe-Martinez et al., 2020).

Al ser algas que se encuentran flotando en la superficie marina, el sargazo
se mueve con las corrientes oceanicas y se acumula en algunos sitios,
como el conocido “mar de los sargazos”. Este se refiere a una zona que
abarca una parte del Océano Atlantico y el Caribe, en donde las especies
de sargazo que predominan son S. fluitans y S. natans (Gower y King, 2019).
La conglomeracion de estas algas en el mar de sargazo ha sido observada
desde el siglo XV, pero recientemente se ha reportado un nuevo fenémeno
de acumulacion masiva en otras zonas y se ha formado lo que denominan “el
cinturdén de sargazo” o “nuevo mar de sargazo” (Fig. 2.1). Por el crecimiento
extensivo y el cambio de corrientes marinas, una enorme cantidad de algas
se esta aglomerando en el Mar Caribe, el Golfo de México y en el oeste
africano, causando arribazones de enormes cantidades de sargazo en las
costas de estas zonas (Wang et al., 2019).

La proliferacion desmedida de especies de sargazo en el Océano Atlantico
se debe al incremento en la descarga de nutrientes al mar, transportados
por los rios, producto de la deforestacion, actividades agricolas y centros
urbanos (Wang et al., 2019). La presencia de nutrientes en el agua marina
favorece el crecimiento inusual de especies como el sargazo. La descarga
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del rio Amazonas y las descargas en las costas africanas tienen gran impacto
en este aumento de nutrientes. Por otro lado, se ha observado que el cambio
climatico también es un factor que contribuye al extenso crecimiento del
sargazo, ya que, el incremento en la temperatura de la superficie marina
favorece el crecimiento masivo del sargazo (Wang y Hu, 2016).

En el Mar de sargazo la presencia de algas tiene un papel positivo, ya que
es utilizado por muchas especies marinas como refugio, zona de desove,
para buscar alimento o para transportarse. Ademas, las algas tienen una
alta eficiencia fotosintética, por lo que absorben altas cantidades de didxido
de carbono y producen oxigeno. Se ha calculado que el sargazo absorbe el
7% del CO, del planeta (Thompson et al., 2020a).

Los impactos negativos de S. fluitans y S. natans son principalmente por
su acumulacién en las costas, en donde altas cantidades de algas y otras
especies plancténicas forman una capa superficial que impide la entrada
de luz y oxigeno a especies que se encuentran en zonas mas profundas,
provocando la muerte de muchos organismos (Marx et al., 2021). En
particular, el arribo masivo de sargazo al Caribe Mexicano es considerado
un florecimiento algal nocivo. Esto ha provocado la muerte de animales
como tortugas, peces, crustaceos, equinodermos, moluscos, poliquetos
e insectos. Asi mismo, el sargazo depositado en las costas impide el
anidamiento de tortugas (Rodriguez-Martinez et al., 2016).
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- Corrientes oceanicas

Figura 2.1. Mapa que muestra la posicion del “Mar de sargazo” vy el recientemente fendmeno
denominado “Nuevo mar de sargazo” o “Cinturon de sargazo” (Grafico modificado de Alexis
Robles, 2021).
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Los ecosistemas de arrecifes coralinos, manglares, pastos marinos y
humedales también se han deteriorado. En el Caribe se ha destruido el
80% de los arrecifes coralinos, siendo el sargazo uno de los factores que
lo han provocado (Thompson et al., 2020a). Por otro lado, el sargazo, al
descomponerse, libera metales pesados e incrementa el contenido de
carbono organico. Su manejo incorrecto lleva a la contaminacion del
agua epicontinental y subcontinental, provocando problemas ambientales
severos (Ayala-Mercado et al., 2022)

Asi mismo, una gran cantidad de sargazo se deposita en la costa y al
descomponerse libera acido sulfhidrico que, ademas de provocar olores
desagradables, puede llegar a alcanzar concentraciones toxicas para los
humanos y otras especies. Este gas es toxico en concentraciones bajas,
provocando dermatitis, conjuntivitis y afecciones al sistema respiratorio,
nervioso, muscular y circulatorio por su capacidad de pasar por las
membranas respiratorias e inhibir a la enzima citocromo oxidasa. (Martinez-
Gonzalez, 2020).

El mar comunmente azul y cristalino de las costas del sureste de México se
ha pintado de café y tienen un olor a podredumbre, por lo que el impacto
negativo econdmico provocado por los arribos de sargazo en las costas del
Gran Caribe ha sido enorme (Muioz, 2019). Se ha generado decremento
notable en el turismo, que es la actividad que representa la fuente de ingresos
primordial para 35 paises, estados y territorios del Caribe, representando el
15% del producto interno bruto y el 14% de los empleos. En México, la
mitad de los ingresos nacionales del sector turistico se generan en destinos
del mar Caribe, ingresos que han disminuido por los arribazones masivos de
sargazo en estas zonas. El Consejo del Caribe ha reportado que los turistas
evitan estos destinos en temporadas de llegada de sargazo, presentando un
decremento del 35% en el turismo. Asi mismo, la industria pesquera se ha
visto afectada, llevando a fuertes pérdidas econémicas (Milledge et al., 2020).

Remover y prevenir los arribazones de sargazo también tiene como
consecuencia una fuerte pérdida econdmica. La limpieza del sargazo en las
costas se ha realizado de forma manual y por maquinas, lo que representa
un costo de 129 a 285 dolares por kilémetro y lleva a la compactacion de
arena y erosion de playas porque las maquinas extraen mucha arena. Asi
mismo, desechar el sargazo cuesta entre 10 y 150 ddlares por dia (Ayala-
Mercado et al., 2022). Remover el sargazo de todas las costas mexicanas y
todo el Caribe se estima que tiene un costo de $5 millones y $120 millones
de ddlares al mes, respectivamente (Milledge et al., 2020).

El fendmeno del cinturdn del sargazo se observd desde el 2011 (Fig. 2.2)
y en 2014 la cantidad de sargazo observada en el cinturén fue 300 veces
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mayor que el récord histérico (Dibner et al., 2022). Asi mismo, en 2015 se
registré un incremento de 20 veces, respecto al 2010. En las costas de
México llegaron 2,360 metros cubicos de sargazo en cada km de costa en
meses de poco arribo, mientras que en julio y agosto se acumularon 9,726
metros cubicos de sargazo en cada km de costa al mes (Thompson et al.,
2020a; Marx et al., 2021). En 2020 y 2021 se obtuvo presencia considerable
de sargazo en las costas de Quintana Roo (Trinanes et al., 2021).

Aunque la llegada de sargazo a las costas ha variado anualmente, se ha
reportado que existe una clara estacionalidad en los arribos de sargazo
en las costas caribefias. La biomasa de estas algas llega con volumen
considerable desde abril hasta septiembre, siendo mayor en julio y agosto,
mientras que en diciembre y enero los arribazones son menores. Esta
informacién es necesaria para planear recolecta de sargazo y evitar, en la
medida de lo posible, que se dafien los ecosistemas costeros y limitar el
impacto ambiental y econdmico en las zonas afectadas. Asociado a ello, es
necesario conocer y generar herramientas para predecir los volumenes de
sargazo que llegaran a las costas en cada época, para asi poder mejorar y
agilizar soluciones (Garcia-Sanchez, 2020).

Actualmente, se estan analizando datos de sensores satelitales que
permiten cuantificar cantidades del alga en el cinturon de sargazo; se han
integrado modelos matematicos que buscan estimar volumenes de arribo
en diferentes sitios de costa y eso se ha comparado con observaciones
in situ. Con base en esto, se han realizado predicciones de la cantidad de
sargazo que llega a las costas, pero aun son métodos imprecisos debido
a que depende de la interaccién compleja entre corrientes oceanicas,
viento, oleaje, marea y las propiedades fisicas del sargazo (Johnson et al.,
2020). Todos estos factores dificultan realizar predicciones que permitan
anticipar como sera la problematica del sargazo en el futuro. Se espera
que la presencia de sargazo continle en afos futuros y que, posiblemente,
se siga incrementando los volumenes de sargazo en las costas, teniendo
diferencias en la cantidad de arribo dependiendo del afio (Ody et al., 2019).
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Figura 2.2. Imagenes satelitales que muestran la formacion del cinturén de sargazo y su am-
plitud, en diferentes anos. Se muestra gue abarca zonas costeras y va desde Africa hasta el
Caribe (Modificado de Wang et al., 2019).

2.2. APROVECHAMIENTO DEL SARGAZO

Por la problematica ya descrita, derivada por la gran cantidad de biomasa
de sargazo que se esta depositando en las costas, se ha buscado el
aprovechamiento de esta alga. Por ejemplo, en la industria alimenticia
se analizé su potencial nutricional y se encontré un bajo contenido de
proteinas y lipidos (tabla 2.1), pero el perfil completo de aminoéacidos
esenciales. Asi mismo, se encontré que los acidos grasos polinsaturados
que contiene el sargazo son beneficiosos y su alto contenido de fibra es
positivo para modular la absorcion de nutrientes, mejorando el metabolismo
y favoreciendo la microbiota del colon (Amador-Castro et al., 2021). Las
desventajas principales de emplear el sargazo como alimento es el
contenido de metales pesados téxicos (arsénico, aluminio, cadmio, cromo,
mercurio, plomo y zinc) y sus altos niveles de minerales, que pueden llegar
a ser toxicos (Amador-Castro et al., 2021).

25




Tabla 2.1. Tabla de composicion del sargazo reportado por diversos grupos de investigacion.
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Hemicelulosa (%) @~ Celulosa (%) = Lignina (%) Alginato (%) Fucoidan (%)  Proteinas (%) Lipido (%)  Carbohidratos (%)  Fibra (%) Fenoles mg/g Humedad (5) Cenizas Referencia
Islas Turcas y Caicos ND ND ND ND ND 3a4 4ab 19a27 31a37 2ar’ 82 a87 BH 34 a36BS Milledge et al., 2020
Jamaica ND ND ND 6a16 ND ND ND ND ND 1a10 8a13BS 34 a 56 Machado et al., 2022
México ND ND ND 30434 8a9 8a10 2a3 14a17 ND 6a9 ND 18a24 Vézq“ezég;ﬁ” etal,
México 8a9 9a13 8a10 ND ND ND ND ND ND ND 15 BS ND LéDeZ"Z%OZSOa etal,
BH= Base himeda, BS= Base seca

Por otro lado, se ha evaluado el uso del sargazo como bioestimulante y
fertilizante, obteniendo resultados favorables, ya que mejora la germinacion,
desarrollo y crecimiento de las plantas. El uso de sargazo como composta
mejora la calidad de suelos y el crecimiento de la vegetacion. El problema
derivado de esta aplicacion es que el alto contenido de sales y minerales
en la biomasa puede provocar que los suelos se salinicen y cambiar sus
propiedades. También, si se utiliza como fertilizante, los metales pesados en
el sargazo pueden liberarse en el suelo y llegar a concentraciones toxicas.
Estos problemas se pueden contrarrestar realizando pretratamientos, pero
son costosos y tardados (Tejeda-Tejeda et al., 2021; Walsh y Waliczeck, 2020).

Ademas, se esta buscando utilizar la biomasa de sargazo para la
construccion civil, donde se ha demostrado que, por su alto contenido de
fibras y cenizas, funciona para hacer adobe, pavimento, techos y fachadas
(Rossignolo et al., 2022). Recientemente, se han desarrollado tabiques de
sargazo que son resistentes y de alta durabilidad. Se ha avalado que los
tabiques tienen una vida util de aproximadamente 120 afos y representan
un material organico, biodegradable y de bajo costo. La ventaja de esta
aplicacion es que se utilizan grandes cantidades de biomasa, cada tabique
esta compuesto en 60% de sargazo (Zavala-Arceo et al., 2019).

El sargazo tiene un alto contenido de alginato (tabla 2.1) y este es de
interés en la industria textil y cosmética. En la industria alimenticia se
emplea como agente emulsificante, estabilizante, como preservador y se
ha probado su potencial como fuente de proteina econdémica. También en
el area biomédica se utiliza como apdsito para heridas por su capacidad de
absorcién y mantenimiento de humedad y para tabletas médicas, utilizado
para medicamentos de liberacion rapida. La desventaja es que la extraccion
de alginato se lleva en 6 procesos lo cual es lento y costoso (Mohammed
et al., 2020).

Asi mismo, el sargazo produce metabolitos secundarios que tienen

aplicaciones médicas. La fucoxantina es un carotenoide con propiedades
antioxidantes y antinflamatorias y reduce el riesgo de cancer, obesidad
y diabetes. El fucosterol tiene propiedades antioxidantes, antidiabéticas,
anticancerigenas y reductoras de colesterol. Los compuestos fenodlicos
y flavonoides son antioxidantes y los fucoidanos son anticoagulantes,
inmunomoduladores, antitumerales y antiinflamatorios. La desventaja es
que la extraccion de estos compuestos es costosa y complicada (Amador-
Castro et al., 2021).

En la biorremediacion el sargazo ha recibido interés ya que de manera
natural absorbe contaminantes como metales pesados. El sargazo puede
ser empleado para tratamiento de aguas residuales derivadas de la industria
minera y textil (Lépez- Miranda et al., 2020). Otra aportacion del sargazo en
la biorremediacién es para evitar procesos de eutrofizacion en aguas con
alto contenido de nutrientes, ya que estas algas utilizan altos niveles de
nitrégeno y fosforo del agua para su crecimiento y asi se evita que estén
disponibles para otros organismos (Saldarriaga-Hernandez et al., 2020).

La combustion del sargazo tiene pocos usos ya que sus entalpias de
combustion son bajasy ademas se necesita secarlo (Milledge y Harvey, 2016).
Varios estudios han demostrado que el sargazo es un recurso energético
con potencial para producir biogas por medio de DA, representando una
energia sustentable (Lopez-Sosa et al., 2020). Aunque estas algas tienen
componentes recalcitrantes, esta aplicacion se plantea como una opcién ya
que se puede utilizar una gran cantidad de biomasa y se obtiene ademas un
beneficio econdmico al producir biogas y digestato; este ultimo puede ser
empleado como fertilizante (Lopez-Aguilar et al., 2021).

Utilizar el sargazo para producir biogas tiene beneficios sociales,
econdmicos y ecoldgicos ya que incrementa los trabajos locales, aumenta
la salud y seguridad energética, reduce los costos de limpieza en las costas,
beneficiando al turismo y a la industria pesquera. Ambientalmente, reduce

27




los gases téxicos y de efecto invernadero, se reutilizan productos ricos en
los gases toxicos y de efecto invernadero, se reutilizan productos ricos en
nitrdgeno en la agricultura y controla el reciclaje de micro y macronutrientes
de regreso a la tierra (Marx et al., 2021). Sin embargo, se han obtenido bajos
rendimientos en la producciéon de biogas al realizar DA de biomasa de S.
natans y S. fluitans, por lo que conocer la composicion del sargazo es de
gran interés, para entender los componentes que vuelven a esta biomasa
dificil de degradar y buscar mejorar su hidrolisis (Maneein et al., 2018).

La caracterizacion del sargazo se ha realizado por algunos grupos de
investigacion. Sin embargo, el empleo de técnicas similares lleva a
resultados variables que dificultan su comparacién e interpretacion. La
variabilidad dentro de los reportes de composicién general de esta biomasa
puede deberse a los cambios en la composicién de la misma por factores
espacio-temporales (Robledo et al., 2021).

La baja produccién de metano no correlaciona con el contenido de
carbohidratos en el sargazo, por lo que se argumenta que las paredes
celulares deben formar redes muy complejas que sean dificiles de hidrolizar.
Asi mismo, su alto contenido de fibra (31-37%) y cenizas (22-34%) puede
limitar su degradacion, asi como los factores inhibitorios que se mencionaran
mas adelante (Thompson et al., 2021; Ayala-Mercado et al., 2022).

2.3. BIOENERGIA Y DIGESTION ANAEROBIA

El consumo de energia esta en aumento mundialmente, provocando una
demanda muy alta de combustibles fosiles. El impacto ambiental por el uso
de estos recursos no renovables es enorme y se ha asociado al cambio
climatico. Estas fuentes de energia promueven el calentamiento global por
la emision de gases de efecto invernadero. Se ha determinado que desde
los 70s hasta el 2015 la emision de didxido de carbono global se triplicd
(Thompson et al., 2019). La dependencia de combustibles fosiles, ademas
de contribuir al calentamiento global, también provocan el deterioro de la
calidad del aire, lluvia acida y riesgos de derrames de petréleo durante su
transporte (Borines et al., 2013)

La mayoria de los paises, incluido México, tienen un sistema energético
dependiente de combustibles fosiles, donde mas del 60% de la energia es
generada por estos (Lopez-Sosa et al., 2020). Se ha estimado que el petréleo
explotable desaparecera dentro de 25 a 30 afos si no hay un cambio en el
sistema energético hacia energias renovables. La busqueda hacia fuentes
de energia renovables, amigables con el ambiente y econdémicas se ha
convertido en una de las prioridades mas importantes en la actualidad (Del
Rio et al., 2020).
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Asi mismo, el consumo de energia para transporte representara un 25% del
consumo de energia global en 2040. Una alternativa para reducir el consumo
de combustibles fosiles es utilizar biomasa como fuente de energia, ya que
los biocombustibles se generan de recursos renovables que contribuyen a
reducir la emision de gases de efecto invernadero (Akila et al., 2019). De esta
forma, valorizar los residuos puede ayudar a disminuir la contaminacion,
diversificar la produccién de energia y mejorar la economia. La bioenergia
producida a partir de biomasa puede contribuir a la seguridad energética de
los paises y aportar para llegar al objetivo de mitigar el cambio climatico en
una escala global (Lopresto et al., 2021)

La biomasa puede ser empleada para producir biocombustibles al ser
rica en carbohidratos, renovable y muy abundante; ademas de que puede
obtenerse a bajo costo (Jeoh et al., 2017). Aparte de mitigar el calentamiento
global, emplear biomasa para producir biocombustibles representa una
reduccion en la emision de dioxido de carbono ya que las plantas o algas
empleadas realizan fotosintesis y consumen diéxido de carbono antes de
su uso para producir energia (Xu et al., 2019).

La produccion de bioenergia por medio de digestion anaerobia (DA) es
un proceso en el cual el producto final es el biogas que estda compuesto
mayoritariamente por metano (60-70%) y didxido de carbono (30-40%)
que puede ser empleado para generar electricidad, energia térmica o como
combustible en motores a gas. En este proceso, la materia organica en
ausencia de oxigeno y pH neutro se convierte en biogas y el material digerido
(digestato) puede ser utilizado como biofertilizante (Membere y Sallis, 2018).
La DA tiene alta eficiencia de conversion, se lleva a cabo en condiciones no
extremas (37°C y 1 atmdsfera de presion) y evita el problema de desechar
la biomasa. Asi mismo, recupera residuos (biomasa) y se produce energia
de fuentes renovables, evitando la liberacién de metano a la atmdsfera
(Arango-Osorio et al., 2019).

La produccion de metano por DA es un proceso que ocurre en la naturaleza,
también se puede producir en bioreactores en forma controlada como opcién
para el manejo de aguas residuales y residuos organicos, teniendo la ventaja
de producir energia en biogas a partir desechos (Rasmussen et al., 2014). El
proceso consta de 4 fases (Fig. 2.3): la primera fase es la hidrdlisis, que lleva
a la degradacion de moléculas complejas (carbohidratos, proteinas, grasas)
a moléculas sencillas (monosacaridos, aminoacidos, acidos grasos). La
segunda fase es la acidogénesis en la cual microorganismos consumen las
moléculas sencillas y producen acidos grasos volatiles (AGVs), hidrogeno
(H,) y dioxido de carbono (CO,). Posteriormente se da la acetogénesis que
consiste en la produccion de acido acético, diéxido de carbono e hidrégeno.
Por ultimo, se lleva a cabo la metanogénesis en la que se produce metano
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y diéxido de carbono (Najafi et al., 2019).

La hidrolisis se lleva a cabo por bacterias anaerobias facultativas, cinmente
pertenece a géneros de Clostridium, Enterobacterium y Streptococcus que
producen hidrolasas para romper la matriz celular rigida de la biomasa. La
acidogénesis la llevan a cabo microorganismos anaerobios facultativos
(Clostridium, Bacillus y Pseudomonas) y la acetogénesis se desarrolla
por bacterias sintréficas, que viven de los productos metabdlicos de
los microorganismos acidogénicos (como Syntrophobacter woliniii o
Sytophomons Wolfe). La metanogénesis tiene 3 rutas: la acetoclastica que
produce del 60-70% del metano al consumir acetato, la hidrogenotréfica,
en la que el CO, y el H, forman el 30% del metano y la metilotréfica que
convierte el metanol a metano (Abdelgadir et al., 2014).

En la DA, los parametros que afectan el rendimiento de biogas son: el
equilibrio en la proporcion de C/N, la carga (alimentacién) de sélidos volatiles,
la temperatura, el pH, la fuente de indculo, la proporcion inéculo-sustrato, la
composicion y estabilidad de la comunidad microbiana, la configuracion del
reactor, la presencia o formacion de compuestos inhibitorios, la composicion
y lo recalcitrante de la biomasa y la escala de produccién. En general, la
proporcion de demanda quimica de oxigeno (DQO): nitrédgeno (N): fésforo
(P): azufre (S) debe estar entre 1000:5:1:1 y 350:5:1:1 para que se lleve
a cabo la hidrélisis y metanogénesis. En los parametros mencionados los
rangos optimos son: Proporcion C/N de 17-32, pH de 5 a 8.2 (5-7 hidrdlisis,
7-8.2 metanogénesis), temperatura de 15-55°C y soélidos de 2 - 30%
(Cheng y Brewer, 2021). Valores superiores del 20% de soélidos se considera
una digestion anaerobia “seca”, lo que modifica algunas condiciones de
operacion y el equipamiento de mezclado (Rocamora et al., 2020).

Los biocombustibles se han dividido en aquellos de primera generacion,
segunda generacioén y tercera generacion. Los de primera generaciéon son
producidos por biomasa que puede ser alimento o sus derivados, por
ejemplo: granos, maiz, soya, aceite, sacarosa, etc. y llevan a problemas
de seguridad alimenticia y alta demanda de espacio en tierras fértiles.
Los biocombustibles de segunda generacion se producen de biomasa
lignoceluldsica que necesita procesos de pretratamiento para lograr su
degradacion. Por otro lado, los biocombustibles de tercera generacion
se producen con micro o macroalgas que no ocupan espacio en la
tierra. Ademas, al remover algas de cuerpos acuaticos para producir
biocombustibles es posible mitigar procesos de eutrofizacion y disminuir
los problemas generados por algas invasoras (Wu et al., 2019).
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POLIMEROS COMPLEJOS
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Figura 2.3. Proceso de digestion anaerobia. Se presentan las cuatro fases con sus productos
y sustratos (Modificado de Gujer y Zehnder, 1983).

2.4. PRUEBAS DE POTENCIAL BIOQUIMICO DE METANO

Para estimar los rendimientos de metano de un sustrato se pueden llevar a
cabo una variedad de métodos. Existen métodos a largo plazo, que toman de
1 a2 afos y se realizan en reactores disefiados para probar las condiciones
de biorreactores comerciales y estudiar el rendimiento en el tiempo. También
hay digestores anaerobios, normalmente en laboratorio se trabajan por lotes
a corto plazo, entre 1 y 3 meses, para dar una primera aproximacion del
rendimiento de metano de un sustrato. El método a corto plazo mas empleado
es el de potencial bioquimico de metano (PBM), que permite determinar la
biodegradabilidad y el rendimiento de metano de un sustrato de una forma
simple, rapida y precisa (Labatut, Angenent y Scott, 2011).

El PBM es la maxima cantidad de metano que una matriz organica puede
producir por medio de DA y se obtiene de manera experimental. EIl PBM varia
con la estructura molecular, es un indicador del rendimiento de metano y la
biodegradabilidad de un sustrato. EI PBM se vera afectado dependiendo de
la degradacion de un sustrato. Cuando se trata de moléculas estructurales
mas complicadas, la degradacion y el PBM son menores. Para medir el
PBM de un sustrato, este se somete a un tratamiento anaerobio con lodo
metanogénico y por medio de cromatografia de gases se cuantifica la
produccion de biogas o metano peridodicamente, hasta que la acumulacion
de metano llegue a fase estacionaria. La produccién de metano al final de
la prueba se reporta como el rendimiento maximo de metano o PBM del
sustrato con unidades de mililitros de metano/ gramo de solido volatil de la
biomasa (mL CH, /g SV) (Cheng y Brewer, 2021).
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Realizar pruebas de PBM permiten estudiar el fendmeno de produccién de
metano de un sustrato, calculando el valor maximo de metano que puede
ser recuperado del sustrato por gramo de soélido volatil (SV); con esta
prueba también se obtiene la tasa maxima de produccion del gas. Dichas
pruebas son una opcién para variar ciertas condiciones del proceso de DA,
permitiendo evaluar la mejor condicidén para su escalamiento. Asi mismo,
permiten evaluar el impacto de un pretratamiento en la degradabilidad
del sustrato, lo que ayuda a definir condiciones y tratamientos eficientes.
Es importante tener en cuenta que el rendimiento de metano empleando
el mismo sustrato en fermentadores a mayor escala sera menor que el
obtenido en pruebas de PBM y es necesario estudiar el proceso durante el
escalamiento (Koch et al., 2020).

2.4.1. Ecuaciones tipo Michaelis-Mente y de Gompertz modificada
Al determinar el PBM de un sustrato en condiciones variables, es comun
utilizar modelos para describir los datos y determinar parametros que permitan
comparar los tratamientos realizados. Las ecuaciones de tipo Michaelis-
Menten y Gompertz modificada se utilizan por ser modelos no estructurales
que permiten ajustar a curvas de comportamiento de produccion de metano
en el tiempo durante el proceso de DA (Membere y Sallis, 2018).

Se ha determinado que el modelo de Gompertz modificado es el mas
adecuado para describir la produccion de metano en el tiempo cuando la
biomasa es recalcitrante y el biogas tarda en producirse, ya que presenta
un coeficiente de correlacion alto, ajustando de la mejor manera las curvas
de produccion de biogas o metano. En particular, permite considerar la fase
lag que generalmente estas pruebas presentan en las primeras horas. Este
modelo permite determinar la tasa de produccidén de metano, fase lag y
potencial maximo de metano (Zhu et al., 2019). Por otro lado, el modelo
tipo Monod o tipo Michaelis-Menten es adecuado cuando la produccion de
biogas es inmediata, demostrando que la hidrdlisis del sustrato es rapida
(Membere y Sallis, 2018).

Recientemente se ha popularizado el uso de la ecuacién de Gompertz
modificada para ajustar curvas de PBM porque requiere solamente los datos
de acumulacion de biogas contra tiempo, provee de parametros facilmente
interpretados (rendimiento de biogas, tasa de produccién de biogas y duracion
de la fase lag) y ajusta correctamente los datos (Siripatana et al., 2015). Por
otro lado, el modelo da resultados comparables que permiten analizar el
efecto de cambiar las condiciones dentro de la DA como la temperatura, la
relacion Sustrato:lnoculo (S:1), pretratamientos, etc. (Zhu et al., 2019).

2.5. DIGESTION ANAEROBIA DE ALGAS
Las macroalgas verdes, rojas y pardas son organismos multicelulares con
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alto contenido de carbohidratos y polisacaridos, alto nivel de humedad y
bajo contenido de lignocelulosa por lo que son materia prima atractiva para
la produccioén de biogas (Milledge et al., 2018; Song et al., 2015). Utilizar
macroalgas como biomasa para la produccion de bioenergia de tercera
generacion tiene ventajas sobre la biomasa terrestre, unas de ellas son que
las algas son organismos muy abundantes con alta tasa de crecimiento,
tienen una distribucién geografica extensiva, no se les tiene que suministrar
agua ni nutrientes para su crecimiento y no compiten por espacio terrestre
para su produccion y cultivo (Sudhakar et al., 2018).

La DA de algas es un proceso simple en términos de ingenieria y elimina
la necesidad de secar la biomasa, ya que la humedad puede favorecer la
produccion de metano al facilitar el acceso de microorganismos o enzimas
a los compuestos organicos. Esta tecnologia comunmente es de bajo costo
y requiere bajo aporte energético, siendo un negocio redituable al producir
bioenergia y digestato, que puede ser utilizado como fertilizante (Fujiwara
et al., 2022). El biogas producido en la DA de algas es comunmente de
alta calidad, con un mayor porcentaje de metano respecto al didxido de
carbono y bajo porcentaje de hidroégeno y sulfuro de hidrégeno (Milledge
et al., 2019). También, las algas producen la mayor parte del oxigeno del
planeta y absorben gran parte del diéxido de carbono, lo que ofrece un
biocombustible neutro en emisiones de carbono (Del Rio et al., 2020).

Se ha determinado el rendimiento de metano de diferentes algas marinas,
obteniendo rendimientos similares en géneros que pertenecen al mismo
grupo (tabla 2.2) (Barbot, Al-Ghaili y Benz, 2016). Estos valores demuestran
que las algas marinas representan una biomasa prometedora para la
produccion de biogas, pero el rendimiento de metano varia dependiendo
de la especie, la composicion quimica, la localidad y la estacion del afio
(Milledge et al., 2020). Los factores que pueden afectar la DA de las algas
marinas son el contenido de fibras dificiles de digerir, polifenoles, sales,
sulfuro y metales pesados, la relacion C/N y que la disponibilidad y la
calidad de la biomasa puede cambiar dependiendo de la temporada del
ano (Ward et al., 2014).

Tabla 2.2. Rendimientos de metano de algas marinas reportados en el trabajo de Barbot y
colaboradores (2016)

Alga [Ci¥ele} Rendimiento reportado (mL CH4/g SV)
Sargassum Pardas 120-190
Laminaria sp. Pardas 180-300
Ascophyllium Pardas 110
Gracilaria Rojas 280-400
Ulva lactuca Verdes 200-480
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Utilizar macroalgas invasoras con crecimientos masivos, como el sargazo en
las costas del Caribe Mexicano, para generar metano convierte un problema
en un beneficio, representando ventajas econdmicas y ambientales. Al
emplear sargazo como materia primaen la DA, se realiza laremocion de estas
algas del ambiente, evitando problemas de anoxia y su descomposicion
en la costa y se ofrece una alterativa para manejar correctamente este
desecho bioldgico (McKennedy y Sherlock, 2015). Asi mismo, se minimizan
impactos econémicos por la pérdida de turismo y alteracion en la industria
pesquera. También, por medio de DA se puede producir energia renovable
y se revaloriza la biomasa de sargazo, reduciendo el costo de su manejo.
Es una oportunidad que no requiere cultivar el alga, sino utilizar la que se
remueve de las costas (Barbot, Al-Ghaili y Benz, 2016).

Las algas pardas contienen una gran cantidad de polisacaridos como
alginato, fucoidan, celulosa, almiddn y laminarina, por lo que se consideran
valiosas para la biometanizacion (Saratale et al., 2018). Su productividad,
considerando las toneladas que producen por cada hectarea, es mayor que
la de las algas verdes y rojas y se ha demostrado la factibilidad de utilizarlas
para la produccioén de biocombustible por medio de DA, ya que pueden ser
procesadas facilmente para producir AGVs (Song et al., 2015).

La producciéon de biocombustible empleando algas pardas se ha
determinado prometedora por los niveles de humedad, carbohidratos
y la baja presencia de lignina y celulosa en dichos organismos, pero se
ha encontrado que la produccién de metano a escala de laboratorio ha
sido menor al 50% del potencial bioquimico de metano tedrico (PBMT) en
distintas especies de algas pardas (Thompson, Young y Baroutian, 2021).
Esto es bajo comparado con otros sustratos, por ejemplo, con residuos
de papel, alimento y jardineria, se obtuvo un porcentaje de conversion de
metano de 82 a 100% respecto al tedrico (Yasim y Buyong, 2023). Se estan
buscando formas de mejorar la productividad de metano en algas pardas,
logrando mejoras en la DA empleando pretratamientos y codigestion con
residuos alimenticios. Esto demuestra que hay procesos que pueden
mejorar la productividad de metano para el aprovechamiento del sargazo
(Thompson, Young y Baroutian, 2021).

2.6. DIGESTION ANAEROBIA DE S. NATANS Y S. FLUITANS

Como se establecié anteriormente, utilizar la biomasa de sargazo para
producir metano, permitira aprovechar la biomasa, contribuiria a reducir el
impacto negativo en el ambiente que se ha inducido antropogénicamente
y a migrar a las energias renovables. Se ha encontrado que el PBM de
diferentes especies de sargazo es muy variable, entre 41.8 a 541 mL de
CH,/g SV, dependiendo de la especie, estacion del afo, condiciones de
operacion y pretratamiento (Lopresto et al., 2022). Se han realizado trabajos
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de DA en las especies que se encuentran en el cinturon de sargazo (S.
natans y S. fluitans) donde se ha determinado que, sin realizar ningun
tratamiento, el rendimiento de metano de dichas especies es bajo, respecto
al tedrico (tabla 2.3).

Se argumenta que estos resultados son debido a la baja degradabilidad del
sargazo no tratado, siendo su hidrdlisis el paso limitante que determina la
eficiencia de conversion. Aunado a lo anterior, existen varios factores que
pueden ser inhibitorios de la DA del sargazo: los polimeros recalcitrantes
(polisacaridos, fibras inorganicas, lignina), la presencia de sales, polifenoles
y metales pesados y el bajo rango C/N (Chikani-Cabrera et al., 2022). Asi
mismo, existen diferencias en la composicion quimica entre especies y
morfotipos, ademas de los cambios espaciotemporales (Robledo et al.,
2021). Todo esto afecta el rendimiento de metano, por lo que se deben
encontrar estrategias para realizar pretratamientos, con el fin de modificar
las paredes celulares, o bien considerar codigestiones, para aminorar los
efectos inhibitorios, que lleven a mejorar la hidrdlisis y la DA de S. natans y
S. fluitans (Lopez-Aguilar et al., 2021).

El rendimiento tedrico de metano de un sustrato se calcula con la cantidad
de carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno dentro de la biomasa que se
va a digerir y puede variar entre cada especie, morfotipo e incluso cada
muestra del sargazo (Thompson, Young y Baroutian, 2021). Para obtener
el rendimiento tedérico de metano es necesario caracterizar la biomasa,
obtener la composicion quimica de la molécula organica (C_H,O_N ) y utilizar
la ecuaciéon de Buswell a continuacion:

(4a+b-2c-3d) x 22.4
(12a+b+16c+14d)x8

Y,y Buswell =

Este dato permite determinar la eficiencia de conversiéon de un sustrato a
metano, para asi determinar si un sustrato es de interés para realizar su DA
a nivel industrial (Labatut et al., 2011).
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Tabla 2.3. Rendimiento tedrico de metano, experimental e incrementado por procesamientos
en los trabajos realizados de DA en S. natans y/o S. fluitans. Todos los rendimientos estan Yl —— nemEmaniEds dkg

Biomasa = Rendimien- Rendimien-  Procesamiento Rendimiento Efectivi- Referencia

reportados en mL CH,/g SV. Chikani-
: - ™ ; e w : S. natans'y Tratamiento 57% wan
Biomasa = Rendimien- Rendimien- = Procesamiento  Rendimiento = Efectivi- | Referencia S fuitans 405+19 ND quimico 231+12 todrico Cabrera et
totedrico  to control incrementado dad al., 2022
Codigestion 13% a ) S natans Tra‘tami.ento 449% Chikani-
S. fluitans 485 61 sargazo: residuos 84,6‘ (523 66% con- g‘ omszoon Y S f/u/‘tansy 405+£19 ND enzimatico + 180+1 teérigo Cabrera et
organicos 1:2* tedrico) version ray, 2017 ’ carbono activado al., 2022
S. natans 'y ’ o Tapia-Tussel S ; 5 Chikani-
, ND 81+ 1.2 | Cultivoenzimatico | 86 +0.7 6% . natans'y Tratamiento 43%
S. fuitans etal, 2018 S futans | “9°*19 ND enzimatico 178+ tedrico C;br;gazgt
S. natans'y Hongo: Trametes o Tapia-Tussel ‘ -
S. fluitans D 8112 hirsuta 10474 6% etal, 2018 Tratamiento Chikani-
ifeall O,
207 sin 70% , S nalansy | o549 ND quimico + 386+5 9% | Cabreraet
S. natans ‘ h Milledge et S. fluitans enzimatico + tedrico
fibra, 449 145 NA NA tedrico 9 al, 2022
VIl " al., 2020 carbono activado v
con fibra
. S natans Tratamiento 05% Chikani-
j 87sin 35% Milledge et S ﬂuitansy 405+19 ND quimico + 387+1 teérigo Cabrera et
S. natans | | fibra, 460 66 NA NA te6rico al., 2020 : enzimatico al, 2022
con fibra
227 sin 51% Iratarmiento Chikanl-
o] n 7 ' ) 0
. ‘ . Milledge et S. natans'y térmico + quimico 78%
S. fluitans ﬂbra,fé@él 113 NA NA tedrico 4., 2020 S. fluitans 406+19 ND + enzimAtico + 318+10 tebrico (.;?brzegzzet
conibra carbono activado v
S. natans 'y 143 41.83 + Pretratamiento r=214 179% in- Thz;ﬂa?son S. natans y ) Tratamienj[o 90% Chikani-
S. fluitans 3.07 hidrotérmico cremento 202(5,b S fuitans 405+19 ND térmico + quimico 365+8 tebrico Cabrera et
' + enzimatico al., 2022
S. natans 'y 48.23 = Pretratamiento 114% in- | Thompson ; o/ i
: 143 o 102 +3.18 S. natans 'y Pretratamiento 66% in- ‘
S. fluitans 511 hidrotérmico cremento | etal., 2021 S. fuitans ND 4449 enzimético 72+15 cremento Este trabajo
Pretratamiento Co-digestion
hidrotérmico ) S. natans'y Iy . 29% in- ‘
S. nat@ns y 143 48.23 + y codigestion 090 1 g 508% in- | Thompson S. fuitans ND 82+2 estlercgl bovino 128+8 cremento Este trabajo
S. fluitans 5.11 rosidlos cremento | etal., 2021 51
organicos 1:3 *Proporciones calculadas en solidos volatiles (SV). **Sin eliminar la aportacion del co-sustrato. ***Sin
Lope eliminar la aportacion del indculo (150 mL indculo, 10 g sustrato). +Rendimiento control indica que es
9 Z el rendimiento obtenido con el sargazo sin ser sometido a ninglin tipo de pretratamientos
S natansy | gy 348+ NA NA 417 Aguilar 9 gntipode p
S. fluitans tedrico 2021
ol 2.6.1. Factores que afectan la digestiéon anaerobia en S. natans y S.
) o i yala- .
S| x| como | THETEO® | ons | [N | dedoo fuitans ocomersi
‘ al., 2022 Los factores que afectan la bioconversion de sargazo a metano son: la
S o Eoiosion d —_— Ayala- resistencia de su pared celular asociado a sus polisacaridos estructurales,
Fbidl B 50+10 Do 14x4 | (2% percado et la acumulacion de metabolitos toxicos con actividad antimicrobiana y la
al., 2022 presencia de inhibidores como polifenoles, sales y metales pesados, asi
Tratamiento 9 Chikani- como proporciones desfavorables de C/N (Barbot, Al-Ghaili y Benz, 2016).
S. natans y 405+£19 ND fisico + carbono 224+9 56% Cabrera et . y .
S. fluitans - ootveddo - tedrico ol 2000 Dependiendo de la concentracion de los compuestos téxicos, se puede
Cl'qikam inhibir la degradacién microbiana. En la tabla 2.4 se compila lo reportado
o) B . . .
SS ”ﬁggsv 405519 ND Tratamiento fisico 15340 te3(58ri/go Cabrera et en los trgba;qs dg DA realizados en S. natans y S. fluitans referent'e a los
‘ al, 2022 factores inhibitorios que afectan el PBM. Se puede ver que en distintos
S. natans y Tratamiento o0, Chikani- momentos del afio y lugares la concentracion de compuestos inhibitorios,
. P (o] . Yl . .’ . .
S futans | 40519 ND quimico + 240+3 tobrico | Cabreraet polisacéridos e incluso la relacién de C/N cambia, lo cual explica que haya
carbono actvado al., 2022 tanta variabilidad en lo reportado en las pruebas de PBM.
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Tabla 2.4. Presencia y concentracion de factores inhibitorios de la DA reportados en trabajos realizados en S. natans 'y S. fluitans.

Especie Sitio y fecha Rendimiento control* Polisacéridos (ps) Cenizas (%) Sales (% ps) Metales pesados mg/kg Fenoles C/N | SV/ST (%) Referencia
mL CH,/g SV
. 13% laminarina, 6% Morrison y Gray,
S. fluitans NR 61 fucoidan, 15% alginato 22 Sulfato 3.8 Pb (0.32), 1(85.3), As (45) ND 30 78 5017
S. natansy S. Enero 2017 16% lignina, 31% celu- 5 Tapia-Tussel et
fluitans Yucatan gr=1.2 losa, 10% hemicelulosa 85 ND ND 19%ps | ND 75 al., 2018
O, . 0O H .
— Junio 2019 Islas e 37% fiora, 22% carbo- ” 65%,25971 a' ée? Egﬂ;?é&?fg%?ﬂ%&@ AL (16), As 21), Cd (0.1), Cr (0.86), Cu | 4mo/g | - Miledge et al.,
' Turcas y Caicos hidratos ' S Na2S04 ' ' (1), Pb (82), Fe (0.5), Mn (<3), Zn (26) SV 2020
‘ ) % ps: NaCl 23. % en cenizas: 12 CaCOg3, 0.3 10 .
(o) o} _ ’
S. natans | JTE?C‘ZSQO&EE? 66 7% f'b;?ar;tgo/g carbo 36 KCI, 72 NaCl, 8 MgO, 0.28 K3Na(SO4)2, 3 AEQ%Q) E 02) )C @(820)1) Zrﬁ)éf;b molg | 22 64 M'”eg%zgf al,
y CaS04, 3 Na2S04 ' sV
‘ ) % ps: NaCl 19. % en cenizas: 12 CaCOg3, 0.3 Al(28), As (26), Cd (0.12), Cr (0.43), .
[0 () -
S. flutans Junio 2019 Islas 113 81% fiore, 27% carbo 34 | KCl, 72 NaCl, 8MgO, 8 K3Na(SO4)2, 8 CaSO4, | Cu (3), Pb (282), Fe (0.4), Hg (0.01), | © 99| 19 oo | Miedgeetal,
Turcas y Caicos hidratos SV 2020
0.24 Na2S04 Zn (36)
S. natansy S. . o As (35), Cd (0.8), Hg (1.4), Pb (0.4), Al Thompson et
fuitans Junio 2018 Barbados 42 +3 33% fibra 32 ND (2300) ND 22 68 al, 2020
S nat@nsyS. Junio 2019, Quintana 348+ ND o6 ND Cu (0.01), Fe (0.26), Zn (0.06) ND 07 74 Lopez-Aguilar et
fluitans Roo al., 2021
S. natansy S. | Agosto 2019, Puerto Al'(0.032), Ba (0.243), Cr (0.011), Cu Ayala-Mercado
fluitans Morelos 50+10 D 54 D (0.036), Fe (0.251), Zn (0.098) ND 9 66 etal., 2022
S. natansy S. | Otofo 2020y 2021, Fibra: 7-75%, Lignina o Chikani- Cabre-
fluitans Puerto Morelos ND 16-30% 22 1628 15-230W 2o%ps |24 8 raet al, 2022
Ps= peso seco. SV/ST= solidos volatiles/solidos totales. ND= No determinado. *Rendimiento del sargazo sin ser sometido a ninglin pretratamiento ni codigestion. **Sin eliminar la aportacion del indculo (150 mL indculo, 10 g sustrato).

2.6.1.1. Lignocelulosa

La lignocelulosa esta compuesta por hemicelulosa, celulosa y lignina,
compuestos que le confieren resistencia estructural a las plantas y algas y
determinan la degradabilidad de la biomasa. Aunque el sargazo no tenga
alto contenido de lignocelulosa, estos compuestos forman estructuras
complejas que vuelven a la biomasa altamente recalcitrante. La eficiencia
en la degradacion de estos compuestos es dependiente de la hidrdlisis, que
es el proceso mas lento y la fase determinante de la DA. La hidrdlisis es la
descomposicién biolégica de polimeros organicos a moléculas pequefnas

(Corrales et al., 2015). Aunque ciertas algas son menos recalcitrantes que
las plantas terrestres, el rompimiento de su pared celular puede ser limitado
y provocar bajo rendimiento de metano (Barbot, Al-Ghaili y Benz, 2016).

Los factores clave para la degradacion de la lignocelulosa (Fig. 2.4) son
la accesibilidad del area superficial, la polimerizacion y cristalinidad de
la celulosa, la estructura entrecruzada de la hemicelulosa y la proteccion
ejercida por la lignina (Wu et al., 2019). Emplear estrategias de hidrdlisis para
contender con la dificultad de degradar la biomasa lignocelulésica es clave
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Figura 2.4. Factores clave que vuelven a la biomasa recalcitrante. Estrategias de descom-
posicion y fases de la DA (Modificado de Wu et al., 2019).

para lograr mejorar la produccion de biocombustibles. Esto se puede lograr
aplicando pretratamientos a la biomasa, lo cual se ha utilizado para buscar
mayor rendimiento de metano por DA del sargazo (Milledge et al., 2018).

2.6.2.2. Polisacaridos estructurales

El PBM del sargazo es menor que el obtenido en plantas terrestres que
contienen mayores fracciones de lignocelulosa, lo que indica que hay otros
componentes que estan provocando la baja degradabilidad de estas algas.
Se ha reportado que las algas pardas contienen aproximadamente 76%
del peso seco de polisacaridos estructurales, y estos son diferentes a los
de plantas terrestres. Los mas abundantes son el alginato, el fucoidan y la
laminina que, por su complejidad estructural y los entrecruzamientos que
forman, dificultan la degradacion de la biomasa (Barbot, Al-Ghaili y Benz,
2016). En S. natans y S. fluitans se ha encontrado un alto contenido de
alginato y de fucoidan y no hay ningun reporte del contenido de laminina en
estas especies de sargazo (tabla 2.1).

Las algas pardas que contienen polisacaridos estructurales como alginato,
laminina y fucoidan presentan PBM similares (S. natans y S. fluitans: 152
mL CH,/g SV (Alvarez et al., sin publicar), S. muticum: 163 mL CH,/g SV
(Meneein et al., 2021) y Laminaria sp.: 150 mL CH,/g SV (Montigelli et al.,
2015)), mientras que Ulva lactuca (271 mL CH,/g SV (Bruhn et al., 2011)), que
es un alga verde que no tiene dichos polisacaridos, tiene un PBM mucho
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mas alto. Este antecedente genera interés para profundizar en los efectos
de estos polisacaridos estructurales en la degradacion de la biomasa algal
que los contiene (Milledge et al., 2019).

La laminarina es un polisacarido lineal de glucano, tiene cadenas laterales
de manitol y glucosa y su funcion es almacenar energia. El fucoidan es un
polisacarido sulfatado que se encuentra en el tejido fibroso de la pared
celular, interconectado con enlaces glicosidicos; esta compuesto de
fucosa, glucosa, manosa, ramnosa, xilosa y acido urénico. El alginato es
un polisacarido poliurénico conformado por acido manurénico (M) y acido
gulurénico (G), que forman bloques MM, GG y GM. Cada especie puede
tener un tipo de alginato con caracteristicas diferentes, como la proporcion
de M/G, peso molecular y grado de acetilacién. Cuando un tipo de alginato
tiene mas bloques GG es mas soluble en agua y el alginato con mayor
contenido de bloques MM tiene mayor viscosidad (Dobrincic et al., 2020).

Sargassum spp. contiene de 16 a 54% de acido manurénico, 46 a 84%
de &cido gulurénico, que son los monosacaridos del alginato, y una
proporcion de M/G de 0.19 a 1.18% (Liu et al., 2019). En S. natans y S.
fluitans el acido manurdnico y acido gulurdnico representan del 65 a 67%
de los monosacaridos presentes (Davis et al., 2020). De los polisacaridos
anteriormente mencionados, el mas abundante en algas pardas es el
alginato, siendo mas concentrado en los meses con temperaturas mas
altas en el océano ya que tiene la funcion de prevenir la deshidratacion
de las células. La laminarina y el manitol tienen mayor concentracion en la
primavera y verano, mientras que los fucoidanos son prevalentes en otofio
(Thompson et al., 2020a).

La DA del sargazo se puede ver afectada por los polisacaridos ya
mencionados, ya que en las algas pardas se forman microfibrillas de
celulosa que estan embebidas en una mezcla compleja de alginato, fucanos,
hemicelulosa, fenoles y compuestos proteicos, que dificultan la degradacién
del alga. Por lo tanto, es de interés buscar la hidrdlisis previa del alginato
y la celulosa al ser los polisacaridos mas abundantes que limitan la DA. El
alginato, al solubilizarse, genera un gel que incrementa la viscosidad, lo que
impide la entrada de enzimas y microorganismos para la degradacion de la
biomasa (Barbot, Al-Ghaili y Benz, 2016).

Se ha determinado que el acido alginico tiene un rendimiento de metano
de 73 mL de CH,/g SV, lo cual equivale al 23% de su potencial de metano
tedrico. En la DA de polisacaridos en grado reactivo, la laminarina se reduce
a menos del 5% en las primeras 24-48 horas en un digestor anaerobio,
mientras que alrededor del 30% del alginato continda sin ser hidrolizado
después de 30 dias, esto lleva a pensar que la hidrdlisis del alginato es de
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los factores mas limitantes de la DA de algas pardas (Milledge et al., 2019).

2.6.2.3. Cenizas

Las cenizas de la biomasa comprenden metales pesados y sales minerales
que no se volatilizan al exponer la biomasa a una temperatura de 550°C; se
trata de material inerte. El sargazo tiene un alto contenido de cenizas (22-
34%) y si se suma con el contenido de fibra, se tiene que aproximadamente
67% del peso seco de la biomasa no se puede degradar o es de dificil
degradacién (Milledge et al., 2020). Por ser una matriz bioldgica absorbente,
el sargazo tiene alto contenido de metales, macronutrientes y elementos traza
que dificultan el funcionamiento de los reactores (Tapia-Tussel et al., 2017).

2.6.2.4. Metales pesados

Se ha detectado la presencia de metales pesados en el sargazo, ya que
las algas comunmente absorben metales e incluso se emplean para su
remocion en cuerpos de agua (Davis et al., 2020). Los metales pesados
pueden interferir en la DA, provocando bajo rendimiento de metano,
ya que son inhibitorios de las fases de la DA, afectando la actividad de
los microorganismos involucrados (Lin, 1993). Hay una gran variedad de
metales pesados en S. natans y S. fluitans, y estos pueden estar afectando
la produccién de metano (Davis et al., 2020).

Como se ha mencionado anteriormente, el digestato resultante de la DA del
sargazo puede ser empleado como fertilizante, pero se debe monitorear la
concentracién de metales pesados presentes, ya que éstos pueden llegar
a niveles toxicos en los suelos y generar problemas ecologicos y amenaza
a la salud. Se ha detectado presencia de metaloides, metales de transicion
y metales pesados como Al, Ba, Cr, Cu, Zn, Pb, Cd, Hg, y Fe en S. natans y
S. fluitans. Sin embargo, en todos los casos, las concentraciones de estos
elementos no son consideradas dafninas para los ecosistemas, de acuerdo
con la NOM-001-SEMARNAT, por lo que se permite utilizar estas algas
como fertilizantes (Lépez-Aquilar et al., 2021).

La presencia de As puede ser inhibitorio para la DA en concentracion de
0.7 a 1.1 mg/L y, también ha llamado la atencién por ser una amenaza a
la salud humana. Alzate-Gavira y colaboradores (2021) determinaron que
su concentracion en el sargazo no llega a niveles toxicos. Por otro lado,
Lopresto y colaboradores (2022) obtuvieron una concentracién de 24-172
mg/kg de As en sargazo recolectado de México y Republica Dominicana, lo
que debe ser monitoreado. El maximo permitido en la NOM-004-SEMARNAT
2002 (biosolidos) es de 41 mg/kg base seca para clase “excelentes” y de 75
mg/kg base seca para clase “buenos”, en la tabla 2.4 se observa que lo
obtenido de As en muestra de sargazo utilizadas en los trabajos que realizan
su DA va de 21 a 45 mg/kg, estando dentro de lo permitido por la NOM.
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Oxenford y colaboradores (2021) encontraron que el As, Cu, Mb'y Mn exceden
los limites seguros en algunas de las muestras de sargazo colectado en
Meéxico. Se ha demostrado que la DA reduce la cantidad de arsénico y otros
metales pesados en la biomasa del sargazo hasta por 2/3, al solubilizarse
estos metales y quedar en el sobrenadante, lo cual permite utilizar el digestato
como fertilizante; sin embargo, estos se transfieren al efluente, por lo que
requiere tratamiento para su remocién (Milledge et al., 2020).

En el sargazo también hay elementos metalicos como el Fe, Ni, Zn, Mo
y Cu, que pueden actuar como micronutrientes para balancear los
microorganismos y, en algunos casos, como cofactores enzimaticos.
También tiene macronutrientes como Na, Mg, Al, P, Ky Ca que son esenciales
para el crecimiento microbiano, pero en concentraciones muy altas pueden
inhibir la DA. El Pb, Cd, Hg, As y Cr pueden ser potencialmente téxicos para
los microorganismos y en, altas concentraciones, el Mg, K y Na también
resultan téxicos (Thomposon et al., 2020a)

2.6.2.5. Sales y minerales

Las algastienen un alto contenido de sales, en las cuales predomina el cloruro
de sodio (NaCl). El sodio en concentraciones bajas ayuda al crecimiento
microbiano, pero es moderadamente inhibitorio en una concentracion
superior a 2 g/L y se vuelve muy inhibitorio a una concentracion de 8 g/L,
ya que ocasiona que las células se deshidraten y mueran (Zhao et al.,
2017). Por su origen marino las algas pardas contienen aproximadamente
15% de su peso seco de sal cuando no se les lava. Se ha reportado que
concentraciones de sal mayores a 10 g/L disminuye la actividad microbiana
por la presion osmética, reduciendo la productividad de metano, siendo el
cloruro de sodio y el sulfato los componentes mas dafinos y abundantes
(Thompson et al., 2020a).

2.6.2.6. Fenoles

El sargazo tiene compuestos fendlicos en sus paredes celulares. Estos
sirven para protegerse contra herbivoros. Sin embargo, los fenoles impactan
negativamente la DA ya que inactivan enzimas y dafian estructuras
membranales de los microorganismos dentro de los reactores, alterando
su permeabilidad y generando fuga de componentes intercelulares (Ayala-
Mercado et al., 2022). Milledge y colaboradores reportan que estos
compuestos inhiben la DA desde etapas tempranas del proceso (hidrolisis).
En su trabajo encuentran altos niveles de compuestos fendlicos en el
sargazo, teniendo diferencias significativas entre las distintas especies y
morfotipos del sargazo y concluyen que estos compuestos juegan un papel
importante en el bajo rendimiento de metano obtenido (Milledge et al., 2020).
Los polifenoles pueden llegar a una concentracion de 29.5 mg/g peso seco
de sargazo, la cual es inhibitorio para la DA (Lopresto et al., 2022).
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Dentro de los fenoles presentes en algas pardas, el acido galico puede
representar del 7-830% del peso seco e inhibe la produccién de biogas al
75% cuando se encuentra en una concentracion de 10 mg/L. Otros fenoles
inhibitorios reportados en algas pardas son el floroglucinol y los florotaninos
que en una concentracién de 17.5 mg/L y 200 mg/L, respectivamente,
reducen el rendimiento de metano aproximadamente un 50% (fig. 2.5). Se
ha determinado que los compuestos fendlicos inhiben la degradacion de
moléculas complejas como alginato, almidon, celulosa y que la co-digestién
con otros sustratos puede reducir el nivel de fenoles y su efecto inhibidor en
el rompimiento de moléculas complejas (Milledge et al., 2019).

O OH OH

OH /@\
HO 0 OH
HO o:©\
HO OH HO OH o o

OH OH

Acido galico Floroglucinol Florotaninos
Figura 2.5. Estructura de compuestos fendlicos inhibitorios de la DA.

2.6.2.7. Relacion Carbono/Nitrogeno

La relacién de carbono/nitrégeno contenida en el sargazo puede limitar su
DA; lo recomendado para que el digestor trabaje de forma correcta, sin
inhibicidn, y se produzca buena cantidad de biogas, es tener una relacion
C/N entre 16 y 45, aunque el rango 6ptimo de C/N es de 20-30 (Chikani-
Cabrera et al., 2022). Si la proporcién es menor a 15, el nitrbgeno se
acumula, se produce amonio, que inhibe la metanogénesis, resultando en
acumulacion de acidos grasos volatiles (AGVs), lo que baja el pH dentro
del digestor agravando la inhibicién de la produccion de la produccién de
metano (Lopresto et al., 2022). En biomasa de algas se ha reportado rangos
de C/N entre 8.72 a 58 (Lépez-Aguilar et al., 2021).

En los trabajos realizados en S. natans y S. fluitans solo Ayala-Mercado y
colaboradores obtuvieron un rango fuera de lo recomendado de C/N (8.6),
en los demas estudios no hubo correlacion entre el rango C/N y la baja
produccién de metano, por lo que no se considera que ese sea el factor
inhibitorio en la DA de sargazo (tabla 2.4). El rango C/N puede variar por la
localidad y temporada de colecta del sargazo, por lo que no se descarta que
esto pueda afectar en ciertos casos la DA del sargazo (Milledge et al., 2020).

2.6.2.8. Especie, morfotipos y espacio-temporalidad
Para el aprovechamiento del sargazo se debe tomar en cuenta que no se
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conoce la cantidad que llegara a las costas de las localidades cada mes, lo
que dificulta determinar apropiadamente el potencial de su uso para producir
bioenergia. Se ha observado un patron a través de los afios, donde el pico
de arribos en el caribe mexicano es en julio y agosto, y en diciembre y enero
hay poca llegada de sargazo. Esto es debido a que, de enero a mayo, el
sargazo se encuentra en la corriente ecuatorial del norte y se transporta al
mar caribe para llegar a México 2-3 meses después (Garcia-Sanchez et al.,
2020). Se ha reportado que cada afo la temporada de mayores arribazones
de sargazo es mas larga, en 2019 fue de abril a julio y en 2020 comenzé
en marzo y se extendié hasta agosto. Ademas, en 2020 y 2021 se registro
mayor acumulacion de sargazo que en afnos anteriores (Iporac et al., 2022).

Por otro lado, en el mar y cinturdn de sargazos hay diferentes especies y
morfotipos. Elmar de los sargazos esta conformado por S. fluitans morfotipos
'y X'y S. natans morfotipos 1, Il, VIl y IX. En el golfo de México S. natans |
consta del 86% vy el resto es S. fluitans Ill, en el caribe 50% es S. fluitans Il
30% S.natans 'y 20% S. natans Vill. En 2018 en las costas mexicanas se
registro llegada de S. fluitans I, S.natans |y S. natans VI, predominando S.
fluitans Ill (Dibner et al., 2021).

Se ha demostrado que la proporcién de diferentes morfotipos en el caribe
mexicano cambia anualmente desde el 2015, mostrando variaciones
intermensuales y anuales (Oxenford et al., 2021). Esto tiene efecto en la
DA, ya que cada morfotipo tiene diferente composicion bioquimica y por
ende diferente PBM. Se ha determinado que S. fluitans Ill, S. natans I, S.
natans VIl tienen un rendimiento de metano experimental de 113, 66 y 187
mL CH,/g SV, respectivamente, lo que demuestra que cada morfotipo tiene
diferente potencial para la produccién de metano. En la tabla 2.4 se observa
que S. natans | tiene mayor porcentaje de fenoles, sales y cenizas y menor
porcentaje de carbohidratos que los otros dos morfotipos de sargazo, lo
cual puede disminuir su rendimiento de metano (Milledge et al., 2020).

El sargazo tiene cambios en su composicion debido a factores bioticos:
especie, estadio y ciclo de vida, y por factores abioticos: pH, salinidad,
corrientes de agua, luz, minerales y contaminantes. Hay poco conocimiento
de la composicién quimica del sargazo del Caribe y su variacién espacio-
temporal, por lo que es necesario realizar andlisis de muestras a largo plazo
y en diferentes sitios, pero el costo de analisis es alto (Oxenford et al., 2021).
En un estudio de S. fusiforme se encontré que la biomasa colectada de
distintos sitios tiene diferencias significativas en su composicion (Zhang et
al., 2020). Asi mismo, en S. horridum se comprobd que hay variacién en
la composicidon quimica cada mes, teniendo diferencias significativas en
niveles de humedad, cenizas, fibra, carbohidratos, proteinas y lipidos (Di
Filippo-Herrera et al., 2018).
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Los cambios espaciotemporales también tienen un efecto en el rendimiento
de metano. En L. digitala hay menor rendimiento en marzo que en julio,
incrementando 30% en julio (Thompson et al., 2020%. En S. muticum
la produccién de metano varia significativamente dependiendo de la
temporada; en las muestras de primavera se comenzé a producir metano
a los 3 dias de la PBM, y la biomasa de verano comenz6 a producir
después de 6 dias, lo que puede deberse a que la biomasa de primavera
tiene sustratos faciles de degradar, como el manitol, y en verano tiene mas
sustratos dificiles de degradar, como el alginato (Meneein et al., 2021).

Por los rendimientos tedricos en S. natans y S. fluitans mostrados en la tabla
2.3 se presume que son diferentes por el cambio en la composicion en la
biomasa utilizada, ya que en cada trabajo se recolecto el sargazo en sitios,
anos y epocas distintas. Los rendimientos experimentales varian y difieren
del tedrico por la composicion, y porque la concentracion de compuestos
inhibitorios como las cenizas, el sulfuro, sales, fibras insolubles, polisacaridos
estructuralesy proporcion de C/N también tienen cambios espaciotemporales
(tabla 2.4) (Oxenford et al., 2021). Para contrarrestar las problematicas de
la DA en S. natans y S. fluitans que se han detallado, se pueden realizar
pretratamientos y codigestion del sargazo con otros sustratos.

2.7. PRETRATAMIENTOS

El rendimiento de metano en la DA a partir de algas pardas comunmente
es menor al 50% del valor tedrico, por lo que se debe considerar el
pretratamiento de esta biomasa para aminorar su caracteristica recalcitrante
y los efectos inhibitorios de los factores anteriormente analizados (Song et
al., 2015). Con esto se busca solubilizar la biomasa y liberar una mayor
cantidad de azucares fermentables para continuar con la acetogénesis
(Thompson et al., 2019).

Con pretratamientos se puede incrementar el area superficial de la biomasa
a hidolizar, reducir la cristalinidad y polimerizacion de la celulosa y remover
la lignina. La seleccion de un método correcto de pretratamiento es crucial
para la produccion de metano (Millati et al., 2020). Se ha probado que
con esto se disminuye la caracteristica recalcitrante de la lignocelulosa,
modificando la disponibilidad de polisacaridos para su hidrdlisis a azlicares
y asi lograr mayores rendimientos de biogas. En el caso del metano, se ha
reportado que los rendimientos suben de 19-68%, cuando la biomasa es
sometida a algun pretratamiento (Milledge et al., 2018).

Los pretratamientos pueden ser fisicos, quimicos, fisicoquimicos o
biologicos y cada uno y sus variantes tienen ventajas y desventajas (fig.
2.6). Se han empleado pretratamientos en macroalgas, pero es necesario
realizar mas estudios para determinar la viabilidad de estos procesos. En
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S. natans y S. fluitans se han realizado diversos pretratamientos, de los
cuales todos han incrementado el rendimiento de metano en grado diverso
(Tabla 2.3). Los pretratamientos bioldgicos son efectivos para degradar la
biomasa porque no producen inhibidores, son amigables con el ambiente,
aplicables en el sitio permitiendo un balance tecno-econémico adecuado
(Tapia-Tussel et al., 2018).

Ventajas: Hidoliza hemicelulosa,
altera estructura de celulosa

Ventajas: Reduce la cristalinidad
y tamafio de la celulosa, incrementa Molienda

_ area superficial —Acido  pesventajas: Alto costo de
Desventajas: Alta demanda acidos, formacidn de
energética. intermediarios

Ventajas: Hidroliza lignina. altera
estructura de celulosa
Desventajas: Costo de guimicos,
formacion de inhibitorios

Ventajas: Rompe puentes de
hidrogeno, incrementa area
superficial y corto tiempo de P
’ reaccion Irradiacio
Desventajas: Alta demanda
energética, problemas de
escalamiento

Alcalino

Ventajas: Remueve hemicelulosa
y lignina

Desventajas: Costo de
quimicos, formacion de inhibitorics

i~Oxidativo

Ventajas: Destruye celulosa, "
! W Ventajas: Solubiliza

b incrementa a[Eﬂ superficial Extrusion L Solventes hemicelulosa/lignina o celulosa
esventajas: Alto consumo Desventajas: Costo de solvente,
de energia

) formacion de inhibitorios
Ventajas Hidroliza
hemicelulosa y lignina, destruye
) celulosa Hidrotermal - Ventajas Hidroliza
Desventajas: Alto consumo parcialmente hemicelulosa,
de agua, alto consumo de hidroliza lignina, altera

energia PR celulosa, proceso répido,
Ventajas Hidroliza Enzimético baja demanda de energia
hemicelulosa y lignina, destruye Microbiano Desventajas: Alto costo
celulosa EXP|OSI6I1 de enzimas y adicion

Desventajas: Altademanda de vapor ~ Ventajas Hidroliza hemicelulosa y continua necesaria
de energia, formacion de lignina, altera celulosa, no forma
compuestos recalcitrantes inhibidores, bajo consumeo de energia
Desventajas: Proceso lento, necesita
area estérl grande

Figura 2.6. Pretratamientos quimicos, fisicos, fisicogquimicos y biologicos. Se muestran los subgru-
pos de cada uno y la ventajas y desventajas que representan (Modificado de Abraham et al,, 2020).

2.7.1 Pretratamiento biolégico

Dentro de los pretratamientos biologicos existen dos categorias que
incluyen los enzimaticos y los microbianos. Los enzimaticos presentan
una rapida degradacién, pero se inactivan pronto y son costosos. Los
pretratamientos microbianos no son costosos y pueden ser flungicos,
bacterianos o de consorcios microbianos, en estos los microorganismos
degradan polisacaridos complejos, pero también pueden consumir las
azucares liberadas. Los mas empleados y estudiados son los fungicos
que, aunque presentan lento crecimiento, llevan a una alta degradacion de
lignina. Por otro lado, los bacterianos son veloces porque las bacterias son
de crecimiento rapido, pero baja degradacion de lignina. Los pretratamientos
que emplean consorcios microbianos son de interés, ya que contrarrestan
la lentitud de crecimiento de los hongos y la baja degradacién de lignina
de las bacterias, teniendo la posibilidad de contener tanto hongos como
bacterias (Chen et al., 2010).

47




2.7.1.1. Pretratamiento microbiano

Los pretratamientos biolégicos microbianos son relativamente econémicos
y necesitan poca energia. En pretratamientos de tipo quimico o fisicoquimico
pueden generase intermediarios y, aunque se mejora el proceso hidrolitico,
podrian inhibir otras fases de la DA. Una ventaja del pretratamiento biolégico
microbiano es que esto no sucede. Otras ventajas son que es capaz de
degradar los compuestos lignoceluldsicos en diverso grado (celulosa,
hemicelulosay lignina) y que aumenta tanto la hidrélisis, como la produccién
de metano. Existen pocos estudios que utilicen este pretratamiento en algas
pardas, por lo que explorar sus efectos es de gran interés (Thompson et al.,
2019).

Los pretratamientos bioldgicos con consorcios microbianos se llevan
a cabo substrayendo el consorcio de un ambiente natural, donde hay
biomasa lignocelulésica en descomposicién. Para su mejor entendimiento y
empleo es necesario secuenciar y caracterizar el consorcio, para identificar
qué microorganismos estan presentes. Se ha determinado que este tipo de
pretratamiento es eficiente y evita problemas de represién de metabolitos,
cuando se utilizan las cepas separadas (Orlando y Borja, 2020).

2.7.1.2. Pretratamientos enzimaticos

Los pretratamientos enzimaticos son mas costosos que los microbianos,
pero tienen la ventaja de ser mas rapidos y potencialmente mas efectivos.
Las enzimas actuan de manera especifica, por lo que es necesario conocer
la estructura del componente celular que se desea hidrolizar. Identificar los
polimeros clave en tejidos vegetales que deban ser hidrolizados permite
desarrollar métodos para degradarlos y mejorar la DA (Obata, Akunna y
Walker, 2015)

Los pretratamientos enzimaticos se han utilizado en algas pardas para la
produccion de biocombustibles, para la sacarificacion del sustrato, para
extraer polisacaridos comerciales y para analizar la biodegradabilidad. En
todos los estudios se ha aumentado la hidrdlisis de las algas, permitiendo
obtener un mejor resultado en la aplicacion que se les ha dado (Fasahati,
Woo y Liu, 2015; Ravanal et al., 2017; Dobrinnci¢ et al, 2020). Aplicar este
meétodo en el sargazo requeririaidentificar los compuestos mas recalcitrantes
del sustrato y mejorar su hidrdlisis por via enzimatica para llegar a la mayor
produccion de metano.

Asi mismo, los microorganismos que producen enzimas hidroliticas,
comunmente, las liberan al medio para degradar la biomasa. Es posible
cultivar a los microorganismos en condiciones 6ptimas, para producir las
enzimas hidroliticas de interés y utilizar los extractos enzimaticos como
pretratamiento. Este procedimiento resulta relativamente poco costoso y
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ha presentado buenos resultados (Pérez-Rodriguez et al., 2017).

2.7.2. Pretratamiento biolégico en sargazo

La hidrdlisis de compuestos lignoceluldésicos ha sido ampliamente
estudiada, por lo que se conocen muchas enzimas y microorganismos
capaces de degradar lignocelulosa. La hemicelulosa es el compuesto
menos recalcitrante de la lignocelulosa y puede ser degradado por
medio de enzimas xilanasas o beta-xilosidasas. Los microorganismos
mas estudiados que producen dichas enzimas son: Aspergillus niger,
Trichoderma reesei, Bacillus sp. y Humicola insolens. La celulosa puede ser
degradada con celulasas presentes en microorganismos como: Apergillus
(niger, nidulans, oruzar), Trichodemra reesei, Penicillium sp., Phanerochaete
sp., Pycnoporus sp. y Humicola sp. La lignina es el componente mas
recalcitrante de la lignocelulosa, las enzimas capaces de degradarla son las
lacasas, peroxidasas y beta-eterasas y los microorganismos mas estudiados
para su hidrdlisis son: Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor,
Ceriporiala ceratan, Cyathus stercolerus, Pleurotus ostreaus y Pycnoporus
cinnarbarinu (Sindhu, Binod y Pandey, 2016).

De los polisacaridos presentes en algas pardas, se ha demostrado que
el mas recalcitrante y que representa un mayor problema en la DA es el
alginato, el cual puede ser degradado por medio de enzimas alginato liasas,
entre otras. Como se mencioné anteriormente, el alginato puede formar
diferentes estructuras que dependen de su composicion de G y M. Asi
mismo, existe una amplia variedad de alginato liasas y cada una es capaz de
degradar estructuras especificas de alginato. Dentro de los organismos mas
estudiados que contienen alginato liasa son: Sphingomonas sp., Bacillus
sp., Vibrio sp., Flavobacterium sp. y Pseudomonas sp. (Liu et al., 2019).

Hay estudios que aplicaron pretratamientos biolégicos, en sustratos
diferentes al sargazo que alcanzaron incrementos en el rendimiento de
metano hasta un 134% (Lalak et al., 2016; Wagner et al., 2018). Con sargazo,
Tapia-Tussie y colaboradores realizaron un pretratamiento biolégico en S.
natans y S. fluitans empleando el hongo Trametes hirsuta aislado de madera
en descomposicion en Yucatan, México. En dicho trabajo realizaron dos
tratamientos; en el primero cultivaron el hongo T. hirsuta en condiciones
Optimas para producir lacasas y agregaron los extractos enzimaticos al
sargazo, obteniendo 6% de incremento en el rendimiento de metano. En
una segunda prueba, agregaron los micelios en suspensiéon de T. hirsuta y
obtuvieron mejores resultados, incrementando 20%, en el rendimiento de
metano (Tapia-Tussell et al., 2018). Los micelios productores de enzimas
tuvieron mayor efectividad que las enzimas solas, posiblemente porque los
micelios rompen las estructuras compactas de la lignocelulosa, teniendo
mas area superficial para degradar lignina. Por otro lado, las lacasas
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degradan la lignina que esta en la superficie, pero la mayoria se encuentra
compacta dentro de la lignocelulosa (Chen et al., 2010)

Chikani-Cabrera et al. (2022) utilizaron los micelios en suspensién de T.
hirsuta en las condiciones 6ptimas obtenidas por Tapia-Tussell et al., (2018).
Al realizar pretratamientos enzimaticos obtuvieron un rendimiento de 180 mL
CH,/g SV, que, aunque no determinaron el rendimiento control, esta por arriba
del promedio de lo obtenido en otros trabajos (tabla 2.3). Los resultados mas
llamativos son los de los pretratamientos combinados, ya que se alcanza
un rendimiento de metano de hasta 386 mL CH,/g SV en el pretratamiento
quimico y enzimatico. Con el pretratamiento fisico y enzimatico también
alcanzan un rendimiento de metano alto, comparado con lo obtenido en
los pretratamientos por separado (365 mL CH,/g SV). Ese trabajo sugiere
que combinar pretratamientos es muy efectivo, lo que puede deberse a que
los pretratamientos quimicos y fisicos tiene la capacidad de descompactar
los polisacaridos estructurales, aumentando el area superficial, para que
las enzimas puedan hidrolizarlos. Otro resultado interesante es que los
pretratamientos enzimaticos combinados con tratamientos térmicos o
quimicos mejoran la calidad del biogas incrementando el contenido de
metano de 50% hasta 80% (Chikani-Cabrera et al., 2022).

Por otro lado, Davis et al. (2021) realizaron degradacién de sargazo,
empleando enzimas comerciales: Cellic2Z® CeTec2 que degrada la
pared celular de plantas, una enzima alginato liasa, una laminarinasa
y una amiloglucosidasa. Posteriormente, cuantificaron la produccion
de monosacaridos y obtuvieron los mejores resultados con la enzima
Cellic2® CeTec2, que degrada celulosa. También se obtuvo la liberacion de
monosacaridos con la enzima amiloglucosidasa, capaz de romper enlaces
glucosidicos presentes, por ejemplo, en la hemicelulosa. Con la enzima
alginato liasa y laminarinasa obtuvieron una liberacién de monosacaridos
limitada, siendo posible que la primera enzima haya presentado baja
liberacion de monosacaridos por ser poco especifica al alginato del sargazo
y que la segunda no haya sido tan efectiva, porque la laminina no es un
componente muy abundante en el sargazo.

2.7.3. Codigestion

La codigestion o cofermentacion es un proceso en el cual se lleva a cabo
la digestion de una combinacion de diferentes residuos organicos, para
obtener mayor rendimiento de metano, siendo un método econémicamente
viable. En algas, realizar codigestion con otros sustratos mejorala proporcion
C/N, aumenta la capacidad buffer del medio, diluye compuestos inhibitorios
como sales, fenoles y metales pesados, mejora el balance de nutrientes,
genera fertilizante de mejor calidad y aumenta el rendimiento de biogas
(Saratale et al., 2018).
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En un caso de estudio en Barbados se sefiala que codigerir sargazo con
residuos de alimentos en una proporcién 25:75 base humeda (BH), podria
llevar a una ganancia econdémica de $12.76 millones de dodlares al afio,
habiendo tratado 15,750 toneladas de sustrato, generando 0.69 GWh de
electricidad, 1.04 GWh de calefaccion y 15,750 toneladas de digestato
(Lopresto et al., 2022)

Akila y colaboradores reportan con Ulva sp. un rendimiento de metano de
408 mL CH,/g SV, pero al codigerirlo con estiércol de vaca (3:1) se obtuvo
un rendimiento de 574 mL CH,/g SV. Argumentan que el incremento se
debe al aumento de C/N de 11.2 a 24.8 al mezclarlos (Akila et al., 2019).
En Sargassum sp. se obtuvo que al codigerirlo con glicerol, el rendimiento
de metano aumenté 56% (5 g/L Solidos totales (ST) de sargazo y 3 g/L
de glycerol) y co-digerirlo con residuos organicos propicié un aumento del
46% en el rendimiento de metano (13 g/L ST de sargazo y 0.88 g/L de
residuos de comida); cabe recalcar, que en los resultados no se elimina el
metano producido por el cosustrato (Oliveira et al., 2015).

En la tabla 2.5 se presentan los trabajos de codigestion que se han realizado
enS. natansy S. fluitans, donde se varia la proporcién de sustrato:cosustrato,
y se observa que los mejores rendimientos se obtienen cuando se utiliza
el cosustrato en mayor proporcion. Esto confirma que el sargazo es una
biomasa recalcitrante para la DAy, si bien la codigestién es una herramienta
util para aumentar la produccién de metano, utilizar menor proporcion de
sargazo no es deseable, ya que es esa la biomasa que se busca aprovechar.
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Tabla 2.5. Resultados de codigestion de S. natans y S. fluitans con diferentes cosustratos. Los
rendimientos son reportados como mL CH,/g SV. En entre paréntesis y negritas se especifica
la proporcion que se agregd de sustrato y cosustrato.

Articulo Biomasa (p.s.”) Codigestion  Rendimiento = Rendimiento ~ Efectividad™
(p.s%) tedrico experimental
1 Oy
Morrison y Gray, S. futans No 485 61 15%
2017 conversion
i i o)
Morrison y Gray, S. fultans (1) Rgs]duos 432 055 59@
2017 organicos (1) conversion
1 1 o}
Morrison y Gray, S. fluitans (2) Rgs]duos 490 018 52@
2017 organicos (1) conversion
Morrison y Gray, . Residuos 39%
2017 S fultans (3) organicos (1) 487 78 conversion
Morrison y Gray, . Residuos 66%
2017 S fluttans (1) organicos (2) 526 946 conversion
Oy
Thompson et S. natans y S. fluitans No 143 48+ 5 38/’.
al.,, 2021 conversion
i Oy
Thompson et S. natans y S. fluitans Pretrg tam‘e”to 143 102+ 3 /1 é.
al.,, 2021 térmico conversion
Thompson et S. natans y Residuos de
al., 2021 S. fluitans (3)* comida (1)* ND 97 =51 NA
Thompson et S. natans y Residuos de
al, 2021 S. fluitans (1)* comida (1)* ND 1823 NA
Thompson et S. natans y Residuos de
al, 2021 S. fluitans (1)* comida (3)* N 2026 NA
Thompson et | S. natans y S. fluitans | Residuos de
al, 2021 pretratado (3)* comida (1)* ND 149+8 NA
Thompson et | S. natans y S. fluitans | Residuos de
al.,, 2021 pretratado (1)* comida (1)* ND 20614 NA
Thompson et | S natansy S. fluitans | Residuos de
al.,, 2021 pretratado (1)* comida (3)* ND 206+6 NA
. Residuos
Th{;mg‘g(;q e[S ”afjgasé d% (gfans de comida ND 180417 NA
v P pretratada (1)*
. Residuos
Thgmgégq e[S ”af;’;astay di‘ (fqu)’fans de cormida ND 038+ 32 NA
v P pretratada (1)*
. Residuos
Th;/mgggq e[S ”af:t':asé d% (fg‘f)’fans de cormida ND 20049 NA
v b pretratada (3)*
Este trabajo S. natans y S. fluitans No ND 82+2 NA
‘ S. natans y Estiércol Aumento del
Este rabajo S, fuitans () bovino (1) ND 12848 56%
*En el trabajo de Thompson vy colaboradores (2021), se calcularon las proporciones con la BH de los
sustratos. **Sin diferenciar que parte corresponde a cada componente de la co-digestion.
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Capitulo

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los arribazones de sargazo actualmente representan un grave problema
en la costa del sureste de México. Esta biomasa debe ser manejada
adecuadamente para evitar impactos negativos en la zona, siendo una
opcién sustentable su conversién a metano. Para la produccion de
metano a partir de sargazo, la hidrdlisis de las estructuras poliméricas es
el factor limitante, por lo que realizar un pretratamiento bioldgico o una
codigestion con estiércol bovino que acelere la tasa de conversion daria
mayor factibilidad al proceso, al incrementar la productividad del metano y
aumentar la reduccion de la masa al final del proceso (digestato).

3.1. HIPOTESIS

Integrar un pretratamiento bioldgico o codigestion con estiércol bovino en la
digestion anaerobia del sargazo incrementa la tasa de hidrdlisis y con ello,
aumentar la degradacion de esa biomasa y mejora la productividad de metano.

3.2. OBJETIVO

Incrementar la tasa de hidrdlisis y la productividad de metano de S. natans
y S. fluitans, mediante la aplicaciéon de pretratamientos biolégicos y la co-
digestidon anaerobia con estiércol bovino.

3.2.1. Objetivos especificos

e Determinar el efecto de los pretratamientos microbianos con cepas
hidroliticas adaptadas al sustrato sobre el potencial bioquimico de
metano, a partir del sargazo.
Determinar el efecto de aplicar pretratamientos enzimaticos en el sargazo
y sus componentes recalcitrantes en el potencial bioquimico de metano.
Determinar el efecto al utilizar estiércol bovino como co-sustrato
hidrolitico y en codigestién con sargazo y con sargazo pretratado sobre
el potencial bioquimico de metano.
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4.1. CARACTERIZACION DE SARGAZO

Este trabajo se llevd a cabo con muestras de S. natans y S. fluitans
recolectada frente a la costa de Puerto Morelos Yucatan en agosto del 2021.
El material, alrededor de 10 kg de peso humedo, fue drenado, colocado
en una bolsa negra de polietileno y enviado por servicio de paqueteria al
Laboratorio de Ingenieria Ambiental del Instituto de Ingenieria UNAM en
Ciudad Universitaria. A su llegada, el sargazo fue enjuagado en agua de
la llave y colocado en bolsas de cierre hermético de 5 litros, que fueron
almacenadas en el cuarto frio (6°C) del Laboratorio. Esta mezcla de S. natans
y S. fluitans se utilizé para todas las pruebas experimentales a continuacion.

4.1.1. Analisis termogravimétrico

Se realizé la descomposicion mediante calor de la muestra de S. natans
y S. fluitans, previamente secada y molida. La prueba se llevo a cabo con
30 mg de sargazo en flujo de N, (60mL) con una rampa de calor de 10°C/
minutos, desde temperatura ambiente hasta 800°C en un equipo Labsys
Evo, Setaram.

4.1.2. Determinacioén de sélidos totales, fijos y volatiles

Se colocaron capsulas de porcelana a peso constante en un desecador
con silica seca por 15 minutos, posteriormente se pesaron en una balanza
analitica para registrar el peso inicial (P1). Se les agregd 20 g de muestra
(sustrato, indculo o cosustrato) y se colocaron en la estufa por 12 horas a
105°C. Pasadas las 12 horas se colocaron las muestras en el desecador por
30 minutos y se volvieron a pesar en balanza analitica para obtener el peso
con muestra (P2). Se regresaron las muestras a la estufa por 15 minutos
y, posteriormente, se colocaron en la mufla a 550°C de 30 minutos (para
reactivos puros) a 2 horas (para muestras complejas), pasado el tiempo se
pasaron a la estufa 15 minutos, después al desecador 45 minutos vy, por
ultimo, se pesaron en la balanza analitica para obtener el peso seco final
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de la muestra (P3). Esto se realiz6 por duplicado en cada muestra y se
promediaron los resultados.

Los calculos de solidos se realizaron de la siguiente forma:
® Peso seco= P2-P1

e Sodlidos volatiles= P2-P3

e Cenizas= P3-P1

4.1.3. Determinacion de monosacaridos

Este analisis fue realizado en el laboratorio de Ingenieria de Vias Metabdlicas
del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Se secd y moli6é el sargazo a un
tamafo de particula de 8 mm, para después agregar 300 mg de peso seco
a una solucion de 20 mL H,SO, al 72%. Se hidrolizé por 1 hora a 30°C,
posteriormente, se coloco la biomasa en una solucion de 20 mL de H,SO,
al 4% por 1 hora a 121°C en la autoclave. Se neutralizé una muestra de 1.5
mL con NaOH 10N, para cuantificar los monosacaridos totales resultantes
por HPLC (Waters, Miliford, MA) equipado con una columna Aminex HPX-
87H y con fase movil de H,SO, 5 mM a un flujo de 0.5 mL/minutos a 50°C.
Detectados con un detector de indice de refraccion diferencial.

4.1.4. Hidrélisis acidas de sargazo

Este andlisis fue realizado en el laboratorio de Ingenieria de Vias Metabdlicas
del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Las hidrélisis acidas del sargazo se
realizaron con H,SO,, probando las cargas de 10% y 5% peso H2S04/
peso sargazo. Las condiciones de hidrdlisis fueron de 30 min a 130°C, en
autoclave. Se neutraliz6 1 mL del hidrolizado con NaOH 10N, para poder
analizarlas y cuantificarlas por HPLC.

4.1.5. Analisis Infrarrojo-ATR

Las muestras se analizaron utilizando un equipo FT-IR de la Marca Thermo
Scientific, modelo Nicolet 6700, serie APW1200392. Los espectros se
obtuvieron entre longitudes de onda de 4000 y 600 cm-1 en un modo de
atenuacion de la reflectancia total (ATR). Se realizé un total de 16 barridos
que se promediaron y, posteriormente, los espectros de infrarrojo se
procesaron utilizando el Software OMNIC.
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Al obtener un crecimiento microbiano, donde se observaron micelios blancos
algodonosos sobre el sargazo, se removio el sustrato lignoceluldsico y se
colocé el sargazo con crecimiento microbiano junto con sargazo fresco.
Se mantuvo en la incubadora a 30°C y se rocié con agua cada 3 dias.
Se agrego sargazo fresco cada 2 semanas, hasta obtener un consorcio
adaptado al sargazo. Se siguié adaptando el consorcio en el sargazo como
Unico sustrato. Después de 3 meses se obtuvo un consorcio capaz de
crecer en sargazo a la semana de su inoculacion.

El aislamiento de microorganismos con capacidad de utilizar el sargazo
como sustrato se realizé como se describe a continuacién.

Medio de cultivo papa dextrosa- Se prepararon medios selectivos para
hongos: 100 mL de H,O destilada, 3.9 g de papa dextrosay 1.5 g de agar.
Se inoculd el medio tomando asadas de sargazo pretratado, donde se
observé el crecimiento de microorganismos.

Medio sargazo- Se prepararon medios con sargazo como Unica fuente de
carbono: 100 mL de H,O destilada, 5 g de sargazo seco molidoy 1.5 g
de agar. Se inocul6 el medio, a partir de los microorganismos obtenidos
en las cajas Petri con medio papa dextrosa y tomando asadas de sitios
donde observé mayor crecimiento de microorganismos en el sargazo con
crecimiento microbiano.

Mediio celulosa + alginato- Se prepararon medios con los componentes de
la pared celular del sargazo que interesa hidrolizar (celulosa y alginato) como
fuente de carbono: 100 mL de H,O destilada, 2.5 g de celulosa, 2.5 g de alginato
y 1.5 g de agar. Se inocul6 el medio con los microorganismos obtenidos en las
cajas Petri con medio de cultivo con sargazo como unica fuente de carbono.

Las cajas Petri se incubaron a 30°C por 2 dias; al observar crecimiento
de microorganismos se determind por el fenotipo si se tenian cultivos
aislados o con consorcios microbianos. Cuando se detecté mas de un
microorganismo por caja, se re-inoculé cada uno en nuevas cajas, hasta
obtener un solo fenotipo visible en cada caja. Se realizaron preparaciones
de cada microorganismo en portaobjetos y se observaron al microscopio,
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4.2. Obtenciony aislamiento de un consorcio microbiano que degrade
Se realizé un muestreo de sustrato lignocelulésico en descomposiciéon en
el Parque Nacional Cumbres del Ajusco y se mezcld con sargazo fresco
enjuagado con agua de la llave, con humedad de 88% Base Humeda (BH)
del sargazo. Una muestra se mantuvo en la intemperie bajo la sombra,
cubierta por una malla, y otra se mantuvo en incubadora a 30°C, ambas se
rociaron cada 3 dias con agua, para mantener humedad.

comprobando que se trataba de un solo microorganismo en cada caja.

4.3. Pretratamientos de sargazo

El pretratamiento con el consorcio microbiano previamente aislado se realizé
agregando 50 g de sargazo fresco con 20 g de sargazo con crecimiento
microbiano. Diez dias después, el sargazo estaba completamente cubierto
de micelios de color gris. Se molié y se realizé6 una prueba de PBM con la
biomasa pretratada.



Con el objetivo de determinar diferencias en las estructuras moleculares del
sargazo antes y después del pretratamiento, se realizé lectura de FT-IR-ATR
con las especificaciones ya mencionadas.

Se realizaron dos pretratamientos enzimaticos, con enzima alginato liasa y
con celulasa. Previamente a su aplicacion al sargazo, se realizaron pruebas
para determinar la capacidad de hidrélisis de estas enzimas, mediante la
cuantificacion de la produccion de azucares reductores.

Para la degradacion de alginato se utilizdé una enzima alginato liasa (Weifang
Yuexiang Chemical Co.) a pH 7, variando la concentracién (0.2, 0.6 y 1%
enzima respecto al peso de sustrato) y la temperatura (35, 40 y 45°C). Se
realizaron cinéticas enzimaticas por triplicado con una agitacion de 350 rpm,
tomando muestra de 3 mL a los 10, 20, 30, 40, 60, 80, 90,100, 120, 150,
180 y 250 minutos. Se realiz6 la técnica de DNS (Miller) para determinar de
forma cualitativa la produccion de glucosa.

Para la degradacion de celulosa se utilizé una enzima celulasa (CellicCTec 2,
Sigma-Aldrich) a pH 5, con concentracion de 150 FPU/g sustrato, variando
la temperatura (45, 50°C). Se realizaron cinéticas enzimaticas con 100 mL
de agua buffer de citratos, 2 g de celulosa y 200 yL de CellicCTec2 por
triplicado con una agitacion de 350 rpm, tomando muestra de 3 mL a los
10, 20, 30, 40, 60, 80, 90,100, 120, 150, 180, 250 min. Se realizo la técnica
de DNS (Miller) para determinar de forma cualitativa la produccién de los
acidos producto de la hidrdlisis del alginato.

Pretratamientos en sargazo: se sec6 1 kg de sargazo a 37°C por 2 semanas
y, posteriormente, se esterilizd. Se sometio la biomasa a las enzimas en
condiciones que presentaron mejor funcionamiento: alginato liasa pH 7,
0.4% de sdlidos totales, 45°C (100 mL agua destilada, 2 g sargazo y 0.024
g alginato liasa); CellicCTec2 a pH 5, 150 FPU/g sustrato, 45°C (100 mL
de agua buffer de citratos, 2 g de sargazo y 200 pL de CellicCTec2). Los
pretratamientos se realizaron por triplicado, de las enzimas por separado
y juntas. Se realizaron las cinéticas enzimaticas en una incubadora orbital
SEV-PRENDO INO 650 V14 con agitacion de 350 rpm, tomando 3 mL de
muestra a los 10, 20, 30, 40, 60, 80, 90,100, 120, 150, 180 y 250 minutos.
Se realiz6 la técnica de DNS (Miller) para determinar de forma cualitativa la
formacién de los productos de la degradacion de celulosa y alginato.

La técnica de DNS (Miller, 1959) se realizé preparando 1 L de la solucién

DNS de la siguiente manera:

e Se preparo6 la solucion 1, consistente en 300 g de tartrato sodio y potasio
en 500 mL de H,O destilada.

e Lasolucién 2 se prepard con 10 g de &cido 3,5-dinitrosalisilico (DNS) en
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200 mL de hidréxido de sodio 2 mol/L.

e Para preparar la solucion DNS se mezclaron la solucién 1y 2 y se afora
a 1 L. Se vertié en agua hirviendo por 5 minutos, posteriormente se
agregaron 5 g de sulfato y 20 g de fenol cristalino.

Durante la cinética se tomaron 3 mL de muestra en los tiempos establecidos
y al terminar la cinética; a cada muestra se le agregd 1 mL de solucién
DNS. Todas las muestras mezcladas con DNS se colocaron a bafio maria al
mismo tiempo por 10 minutos y, posteriormente, se dejaron enfriar. Después
se midi6 la absorbancia a 540 nm en espectrofotometro HACH 5000.

4.4. Pruebas de Potencial Bioquimico de Metano

Se utilizé un equipo AMPTS Il (Bioprocess Control®), manteniendo la
temperatura de 37 °C y 60 rpm de agitacion. Se agregé el indculo, sustrato y
cosustrato (de ser el caso) en las botellas y, posteriormente, fueron aforadas
aun volumen de 450 mL con medio mineral. El espacio de cabeza se cambi6
por gas nitrégeno mediante burbujeo durante 3 min antes de ser selladas.
Se colocaron trampas de CO,, con NaOH 3M para cuantificar solamente el
CH, producido. Cuando se utilizo sargazo (fresco, aimacenado o pretratado)
como sustrato, se molié en licuadora a tamano de particula 3-5 milimetros,
agregando 50 mL de agua a cada 500 g de sargazo, determinando los
sélidos del sargazo molido, para agregar la cantidad correcta de SV en
cada prueba. Se utilizé lodo metanogénico de industria cervecera como
in6culo y estiércol bovino como cosustrato e indculo hidrolitico en algunos
tratamientos. El estiércol bovino se colecté en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, UNAM, San Miguel Topilejo.

4.4.1. Condiciones experimentales aplicadas en las pruebas PBM
de Componentes recalcitrantes

Se determind el PBM del alginato de sodio comercial (Drogueria
Cosmopolita), alginato de sodio grado reactivo (Sigma-Aldrich) y la Celulosa
grado reactivo (J.T. Baker), para conocer su biodegradabilidad y asi tener
un parametro de referencia sobre lo que se espera con su presencia en el
sargazo. Se comenzé con una relacion de sustrato:inéculo (S:l) de 4:1. En
algunos tratamientos se probd la capacidad hidrolitica de estiércol bovino,
comenzando con una relacion de estiércol-sustrato de 0.25 (S:E=5:1) (Tabla
4.1). Se midi6 la produccién de metano hasta llegar a fase estacionaria.
Todos los ensayos se realizan por duplicado y algunos por triplicado
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Tabla 4.1. Contenido de los tratamientos del experimento de PBM de componentes recalcitrantes

4.4.3. Condiciones experimentales aplicadas en las pruebas PBM
de Sargazo sometido a pretratamiento enzimatico

Fresco St g8y | Ineedle gisy Cosuengly | g8y Se determiné el PBM del sargazo sometido a pretratamiento con enzima
1.2 Celulosa 20 | Lodo granular 0 CellicCTec 2, enzima alginato liasa, ambas enzimas y sin pretratamiento. Se
3,4 Celulosa 20 - Estiercol bovino 5 comenzoé con una relacion de sustrato:indculo (S:1) de 2.86:1 (Tabla 4.3). Se
5,6 Celulosa 20 | Lodo granlar 5 Estiércol bovino 5 midio la producciéon de metano hasta llegar a fase estacionaria. Todos los
7,8 Alginato comercial 10 | Lodo granular 2.5 0 ensayos se realizaron por triplicado.

9,10 Alginato comercial 10 - 0 Estiércol bovino 2.5
11,12 | Alginato comercial 10 | Lodo granular 25 Estiércol bovino 25 Para a_gregar el sustrat'o,’ cosustrato e indculo en las propormones
) determinadas se determind el porcentaje de humedad, solidos totales

1,2,3 Alginato puro 10 Lodo granular 2.5 - 0 . - . ,

: - : (ST), solidos volatiles (SV) y cenizas en cada uno. Se comenzé pesando el

4,5,6 Alginato puro 10 - 0 Estiércol bovino 2.5 . ,

: - : volumen de muestra en un crisol y colocandolo en la estufa por 12 horas

789 Alginato puro 10| Lodo granuiar 25 Estiércolbovino | 2.5 a 105°C. Se pesd nuevamente para determinar el nivel de humedad y ST,

10,11 : O | Lodo granular 25 - 0 después se colocé en la mufla a 550°C por 1 hora. Se volvié a pesar para

12,13 - 0 - 0 Estiercol bovino |~ 2.5 determinar la cantidad de SV y cenizas.

14,15 - 0 Lodo granular 2.5 Estiércol bovino 2.5

Tabla 4.3. Contenido de los tratamientos del experimento PBM de sargazo estéril sometido a
4.4.2. Condiciones experimentales aplicadas en las pruebas PBM pretratamientos enzimaticos

de Sargazo fresco, sargazo almacenado, sargazo sometido a

pretratamiento microbiano y a codigestion con estiércol bovino SESe8 SEEEE gsv e e ey
Se determiné el PBM del sargazo sometido a pretratamiento y sin 1.23 Sargazo estéril prefratado Celic 43 Lodo granular 15
pretratamiento. Se comenz6 con una relacién de sustrato:inoculo (S:l) 4,5,6 Sargazo estéril pretratado alginato liasa 4.3 Lodo granular 15
de 2.86:1. En algunos tratamientos se probé la capacidad hidrolitica de 789 Sargazo estéril pretratado Cellic y 43 Lodo granular 15
estiércol bovino, comenzando con una relacién de estiércol-sustrato de alginato liasa

0.25 (S:E=5:1) (Tabla 4.2). Se midi6 la produccion de metano hasta llegar a 10,711,712 Sargazo estérl 4.3 Lodo granular 16
fase estacionaria. Todos los ensayos se realizan por duplicado o triplicado. 13,14,15 - 0 Lodo granular 1.5

Tabla 4.2. Contenido de los tratamientos del experimento de PBM con sargazo fresco, ama-
cenado y sometido a pretratamiento microbiano

Frasco Sustrato gsVv Inéculo g SV Co-sustrato gsvVv
1,2 Sargazo fresco 8.58 | Lodo granular 3 0
3,4 Sargazo fresco 8.568 | Lodo granular 3 Estiércol bovino 1.72
5,6 Sargazo pretratado 8.58 | Lodo granular 3 0
7.8 Sargazo pretratado 8.58 | Lodo granular 3 Estiércol bovino 1.72

1,2,3 | Sargazo amacenado | 8.58 | Lodo granular 3 0

4,6,6 | Sargazo aimacenado | 8.58 - 0 Estiércol bovino 1.72

7,8,9 | Sargazo almacenado | 8.58 | Lodo granular 3 Estiércol bovino 1.72

11,12 - 0 Lodo granular 3 0

13,14 - Estiércol bovino 1.72




4.4.4. Determinacion de parametros fisico-quimicos

Al terminar cada prueba de potencial bioquimico de metano se realizaron
andlisis de demanda quimica de oxigeno (DQO), pH, acidos grasos volatiles
(AGVs), alcalinidad y relacion alfa mediante los siguientes protocolos
tomados y en algunos casos modificados del “Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. American Public Health Association,
American Water Works Association, Water Pollution Control Federation.
21st edition., New York, 2005”:

pH: Para medir el pH se calibra previamente el potenciometro
HANNA HI 2210 con las soluciones de calibracionapH 4y 7.

Alcalinidad y relacion alfa: Se realizé una titulacion en 20 mL de muestra,
agregando H,SO, 0.2 N con una bureta a un volumen de muestra de 20 mL,
hasta que llegar a un pH de 5.75, se anotd el volumen que se ocup6 para
alcanzar el pH. Posteriormente, se sigue agregando H,SO, 0.2 N, hasta que
la muestra tenga un pH de 4.3 y se vuelve a anotar el volumen utilizado.
La alcalinidad y la relacion alfa («<) se determinan por medio de la siguiente
formula:

((50000)x (N)X (Vo)

(mL de muestra)

Alcalinidad =

(alcalinidad a pH 5.75)
(alcalinidad a pH 4.3)

x =

DQO soluble: Para determinar la demanda quimica de oxigeno (DQO)
soluble, se utilizé el sobrenadante de la muestra por lo que se comenzé
filtrandola con filtro GF/A. Posteriormente, en un tubo de 10 mL se colocd
2.5 mL de muestra, 3.5 mL de solucién digestora y 1.5 mL de solucién
catalitica. Se mezclé y se colocd en un digestor HACHDRB2000 a 150°C
por 2 horas. Se dejaron enfriar las muestras y se midié la absorbancia en un
espectrofotometro HACH 5000.

AGVs: Para la mediciéon de AGVs se preparé cada muestra de 1.5 mL
en un tubo Eppendorf como sigue: Se agregd una gota de solucion de
acido clorhidrico 1:1 y se centrifugd a 3,500 rpm en microcentrifuga, para
posteriormente filtrar el sobrenadante con filtro de nitrocelulosa de 0.22
pm. Se utilizé un cromatégrafo SRI 8610, con nitrdgeno como fase moévil
con una temperatura de columna de 110°C. Se inyecté cada muestra y se
obtuvo la concentraciéon (ppm) de AGVs en el software Clarity 7.1. Cada
muestra se inyectd 3 veces y se reportd la concentracion promedio.
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4.4.5. Modelos con ecuacion de Gompertz modificada

Con las curvas de rendimiento de metano de cada PBM se determiné la
produccion maxima de metano CH,max (PBM en mL CH,/g SV) y el tiempo
en alcanzarla, aplicando con el criterio de Holliger et al., 2021 (cuando la
produccion de metano no tiene un incremento mayor al 1% por tres dias
se considera que llega a fase estacionaria y que se alcanzd el maximo
de produccion). También se ajustaron las curvas utilizando el software
STATISTICA 10 con la ecuacion de Gompertz modificada:

CH (1) = CH, max exp (-exp ( ﬁ (l-1) +1))

4

Donde se obtienen dos parametros: la tasa de producciéon maxima R en
mL/dias y fase lag | en dias, que es el tiempo que tarda en comenzar a
producirse metano en el tratamiento.

4.4.6. Modelos con ecuacion tipo Michaelis-Menten

En las curvas en las cuales la ecuacion de Gompertz modificada arrojo fases
lag negativas, lo que demuestra que la produccion de metano comenzoé
de forma inmediata, se optd por ajustar la ecuacion tipo Michaelis-Menten
por acoplarse mejor a las curvas de dichos tratamientos. Las curvas se
ajustaron en el software STATISTICA 10 con la ecuacion tipo Michaelis-
Menten:

CH , max*t

Th+t

Donde se obtiene el parametro Tp en dias, es decir, el tiempo que tarda
en llegar a la mitad el rendimiento de metano maximo en el tratamiento.
La curva de cada modelo se utilizé para calcular la tasa de produccién
maxima (mL/dias), siguiendo el criterio de determinar la pendiente del
tiempo 0 al tiempo que tarda en alcanzar el 25% del rendimiento de metano
del tratamiento, siendo ésta la pendiente maxima.

4.4.7. Analisis estadisticos
Se realizaron andlisis estadisticos para comparar los resultados de los
tratamientos y parametros obtenidos, mediante pruebas de Tukey de las
medias en el software JMP 16.
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Capitulo

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION DEL SARGAZO

5.1.1. Analisis termogravimétrico

Para caracterizar nuestra muestrade S. natans y S. fluitans se realizé analisis
térmico (TGA, por sus siglas en inglés) (fig. 5.1). Se pueden observar 4
pendientes (caidas) en la curva, que representan pérdida de peso por la
pirdlisis de componentes dentro del sargazo. La primera pérdida de peso de
los 80°C a los 135°C corresponde al 8% de la biomasa (A). Posteriormente,
se presenta un decremento rapido de peso desde los 230°C hasta los
296°C, que corresponde al 17% (B). En seguida, se presenta una pérdida
de peso menos pronunciada, entre los 296°C y los 350°C, que representa
el 13% del peso de la muestra (C). Asi mismo, entre los 350 a 650°C se
obtuvo una pérdida del 16% del peso de la biomasa. Por ultimo, hay otro
decremento rapido del porcentaje de peso desde los 680°C hasta los 760°C,
representando el 10% del peso de la muestra (D).

En el trabajo de Davies y colaboradores, se realiza el analisis TGA de S.
natans y S. fluitans y se calculan los porcentajes de algunos componentes
de la biomasa (fig. 5.2). La primera pérdida de peso es el resultado de la
evaporacion del agua, comenzando a los 80°C y habiéndose evaporado
por completo a los 135°C (A). Asi mismo, la cuantificacion de la materia
organica la realizan calculando la pérdida de peso de los 200 a los 400°C
(B y C) y el porcentaje de carbonato de calcio lo calculan de 617 a 720°C
(D) (Davis et al., 2020). Con esta informacion es posible comparar con los
valores aqui obtenidos, identificando resultados similares (Tabla 5.1).
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Figura 5.1. Andlisis térmico (TGA) de nuestra muestra de sargazo. Pérdida de peso de la bio-
masa al incrementar la temperatura 10°C/minuto, desde temperatura ambiente hasta 800°C.

Muestra C°“‘e"‘(g: pd; :;lmedad Matf;apc;rg;nica Carba&at: Ed;ej)calcio Cunlelgo pg:uc)enizas
Snl S natans| 7.61 £0.31 29.11 £1.32 949 £ 1.75 35.16 £6.05
150 - SnVII Sratans Vil 9] (.95 3373 £1.47 6.30 £047 36.60 £3.24
St S fuitans it 7.25 £0.42 28.86 £0.40 10.75 £1.10 39.63 £1.34
Sfin Mezda 8.19 £0.71 30.61 £0.75 8.56 £ 1.53 34.12 £3.46
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Figura 5.2. Andlisis TGA de diferentes morfotipos del S. natans y S. fluitans y porcentaje de
humedad, materia organica, carbonato de calcio y cenizas (Tomado de Davis et al., 2021)
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Tabla 5.1. Componentes del sargazo seco empleado en este estudio. Las letras A, B, Cy D
corresponden a las presentadas en la figura 5.1,

Humedad (%)  Materia organica (%) Carbonato de calcio (%) = Cenizas (%) Referencia
B+C=30 .
A8 B=17 C=183 D=10 36 Este trabajo
Promedio: Davis et
’ o 7 94 al,, 2021

En el estudio de las caracteristicas del TGA de Sargassum spp. Kim y
coloboradores (2013) discuten que, por debajo de los 180°C, la pérdida
de peso corresponde a la evaporacién de agua. También mencionan que
la pérdida observada entre 200 y 270°C corresponde a la descomposicion
de carbohidratos y de 270 a 350°C se atribuye a la descomposicion de
proteinas, por lo que la pérdida de peso registrada en la muestra de sargazo
a esos rangos de temperatura (230-296°C y 296-350°C) puede deberse a la
descomposicién de esos compuestos.

Sin embargo, un estudio del comportamiento de la pirolisis de los
carbohidratos principales de las algas pardas demuestra que la pérdida de
peso de carbohidratos no esta restringida a los 200-270°C (Anastasakis et
al., 2011). En dicho trabajo determinan que la descomposicion del alginato
y el fucoidan sucede entre los 200 y 300°C, mientras que la descomposicion
térmica de la laminarina y del manitol se da entre los 300 y 400°C. Entonces,
en la muestra del presente trabajo, la pérdida de peso en los rangos 230-
296°C se asocia al alginato y fucoidan (B), mientras que entre 296-350°C
corresponderia a la laminarina y manitol (C).

Por otro lado, los componentes de la lignocelulosa se descomponen a
distintas temperaturas. En sus formas puras, la celulosa tiene la mayor
pérdida de peso a 369°C, la hemicelulosa a 309°C y la lignina a 380°C
(Nowakowski et al., 2008). Sin embargo, estos compuestos se comportan
diferente dentro de la biomasa. Al realizar la pirdlisis de 5 tipos de biomasa
lignoceluldsica, se encontré que la descomposicién de la hemicelulosa y la
celulosa amorfa tiene la mayor pérdida de peso entre los 321 y 350°C, por
lo que la pendiente encontrada en la muestra de sargazo que va de los 296
a los 350°C también corresponderia, junto con la laminarina y el manitol, a
dichos componentes de la lignocelulosa (C) (Chen et al., 2015). Asi mismo,
la celulosa cristalina y la lignina requieren de temperaturas mayores a 350°C
para descomponerse, por lo que la pérdida de peso entre los 350 y 650°C
corresponde a dichos componentes (Manals-Cutifio et al., 2011).

Con base en la informacion anterior, en las muestras de S. natans y S.
fluitans aqui analizadas, el 8% del peso de la biomasa corresponde al agua,
el 17% de la misma estaria conformada por alginato y fucoidan, 13% por
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proteinas, manitol, celulosa amorfa y hemicelulosa, 16 % celulosa cristalina
y lignina, 10% carbonato de calcio y 36% de cenizas. El contenido de
cenizas de la biomasa de sargazo analizada es muy alto, si se compara con
otros sustratos, lo que es confirmado por otros estudios sobre este tipo
de biomasa (tabla 2.2). Por ejemplo, sustratos lignocelulésicos, como el
aserrin de pino, el tallo de helecho, bagazo de cafia y palo de yute, tienen
porcentaje de cenizas que van de 15 a 25% (Ariunbaatar et al., 2014).

5.1.2. Solidos totales, volatiles y fijos del sargazo

Al realizar la prueba de solidos totales del sargazo, se obtuvo, de la base
seca del sargazo, que el 66% de la biomasa son Solidos Volatiles (SV),
correspondiendo al peso que se pierde al colocar a la biomasa en la mufla
y el 34% representa las cenizas (tabla 5.2), que es el peso que queda de la
muestra al final. Esto se asemeja a lo obtenido en el analisis TGA (tabla 5.1).
Se ha reportado que las cenizas en S. natans y S. fluitans corresponden
a sales y metales pesados. De las sales contenidas en estas especies de
sargazo se han encontrado, de mayor a menor concentracion: NaCl, CaCO,,
MgO, CaSO,, KCI, Na,SO, y K,Na(SO,),. Asi mismo, se han encontrado una
amplia variedad de metales pesados, y los que se encuentran con mayor
concentracién son (de mayor a menor): calcio, magnesio, potasio, hierro,
fosforo, arsénico, zinc y aluminio, siendo el arsénico el mas preocupante por
su alta toxicidad a bajas concentraciones (concentraciones presentadas en
la tabla 2.4) (Milledge et al., 2020), esto no corresponde a nuestra muestra
de sargazo pero nos da una idea de lo que podrian contener las cenizas de
la muestra con la que trabajamos

Tabla 5.2. Composicion quimica de los sdlidos del S. natans y S. fluitans muestreada en Puer-
to Morelos, México en agosto 2021. BH= base himeda, BS= base seca, ST=sdlidos totales,
SV= sdlidos volatiles, SF= solidos finales
% Humedad BH % \olatil BS = % Cenizas BS ST (@/gBH) SV (g/gBH) SF(g/gBH) SV/ST
88 66 34 12% 8% 4% 0.66

El porcentaje de cenizas concuerda con lo obtenido por Tapia-Tussel,
Milledge, Thompson y Ayala-Mercado, aunque es mas alto que el porcentaje
obtenido por Morrison y Gray, Loépez-Aguilar y Chikani-Cabrera (tabla 2.4).

Por otro lado, en este trabajo se obtiene una relacion SV/ST de 0.66, lo que
se acerca al valor determinado por Milledge, pero es mas alto que en el caso
de Thompson y Ayala-Mercado y mas bajo que lo obtenido por Chikani-
Cabrera, lo cual demuestra nuevamente la variabilidad en la biomasa
(Tabla 2.4). Mientras mas cercano a 1 es la relaciéon SV/ST la produccion
de metano se ve favorecida, siendo baja esta relacion en la muestra de
sargazo estudiada, pero consistente con lo anteriormente reportado en
estas especies de sargazo (Orhorhoro et al., 2017).
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5.1.3. Cuantificacion de monosacaridos

Se determino el contenido de monosacaridos en nuestra muestra de sargazo
seca y estéril, realizando hidrolisis con acido sulfurico concentrado, para
la liberacién de monosacaridos totales. Asi mismo, se realizaron hidrdlisis
con acido diluido, para probar el efecto de un pretratamiento acido en
la liberacion de monosacaridos en la muestra de sargazo, probando la
hidrolisis con acido diluido a cargas de 5% y 10% peso H,SO, /peso de
sargazo (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Contenido de monosacaridos al realizar la liberacion de monosacaridos totales vy la
hidrdlisis con &cido diluido con cargas de 5y 10% peso/peso.

Tratamiento % Con base a biomasa total

Totales 18%
Hidrdlisis carga 10% p H,SO,/p Sargazo 13.2%
Hidrolisis carga 5% p H,SO,/p Sargazo 10.5%

En el trabajo de Davies y colaboradores se reporta que al realizar la hidrdlisis
con acido trifluoroacético en diferentes morfotipos de S. natans y S. fluitans
analizados, el contenido de monosacaridos corresponde a un porcentaje de
entre 14.3 y 18.4% de la biomasa, siendo consistente con lo obtenido en
este estudio. En dicho trabajo se obtuvo que los monosacaridos con mayor
concentraciéon son los liberados del alginato (acido manurdnico y acido
gulurdnico) y representan del 65 al 68% del total de los monosacaridos. El
contenido de otros monosacaridos fue el siguiente (de mayoramenor): fucosa
(15-17 pg/mg de sargazo), galactosa (10-12 ug/mg), acido glucurdnico (7-9
pg/mag), xilosa (5 pg/mg), glucosa (4-5 ug/mg), manosa (3-5 yg/mg), manitol
(2-7 pg/mg, ramnosa (1 pg/mg) y arabinosa (1 pg/mg) (Davis et al., 2020).
Estos monosacaridos forman a los polisacaridos estructurales y energéticos
del sargazo: Fucoidan (fucosa, glucosa, galactosa, acido galacturdnico,
acido glucurénico, manosa, xilosa, ramnosa), celulosa (glucosa, acido
glucuronico), hemicelulosa (glucosa, galactosa, fructosa, xilosa, arabinosa)
y laminarina (glucosa, manitol) (Docrincic et al., 2020)

Por otro lado, las hidrolisis con carga del 5% y de 10% liberaron un
importante porcentaje de monosacaridos, pero no se obtiene el total de los
mismos. Esto es debido a que los pretratamientos acidos no se realizan con
porcentajes altos de acido, para evitar, en medida de lo posible, degradar
los monosacaridos hidrolizados. Se probd que los pretratamientos acidos
son una forma eficaz de liberar monosacaridos de la biomasa de sargazo.
Sin embargo, el aplicar pretratamientos acidos previos a la DA, no es
adecuado ya que la hidrdlisis acida produce intermediarios toxicos como el
furfural y el hidroximetilfurfural, inhiben enzimas del metabolismo central del
carbono de los microorganismos, por lo que los microorganismos de la DA
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son afectados y los rendimientos de metano disminuyen (Akobi et al., 2016).
Por otro lado, los acidos son caros y las soluciones neutralizadoras también
suman al costo del pretratamiento (Ariunbaatar et al., 2014).

Millegde y colaboradores obtuvieron que la mezcla de sargazos tiene 12%
de carbohidratos y, al separar por morfotipos, encontraron que S. natans
VIl contiene 22% de carbohidratos, S. natans | 19% vy S. fluitans Ill 27%.
La muestra del presente estudio contiene una cantidad de carbohidratos
(18%) que esta dentro del rango de sus resultados (Milledge et al., 2020).

5.1.4. Analisis infrarrojo-ATR iniciales del sargazo

Se realizaron analisis de infrarrojo-ATR para ampliar el conocimiento de los
cambios por pretratamiento biolégico a la biomasa. Los beneficios de la
técnica consisten en que el grosor de la muestra no afecta el andlisis, no
es una prueba destructiva y no necesita un procesamiento de la muestra.
Ademas, los espectros generados son bien definidos y permite distinguir
caracteristicas de las muestras. Al trabajar con muestras simples, con
compuestos puros, el espectro que va desde los 1500 hasta los 4000
cm™ corresponde a los grupos funcionales de la muestra y antes de los
1500 cm™ se encuentra la “huella digital” del compuesto (Sun, 2009). Al
trabajar con muestras complejas (como el sargazo), no es posible hacer
dicha separacion, pero es posible observar diferencias entre las muestras y,
por medio de un andlisis estadistico multivariado, encontrar cambios en los
grupos funcionales (Sun, 2009).

Se comenzé con la busqueda de las condiciones 6ptimas para la obtencion
de espectros infrarrojo de la superficie del sargazo. En la fig. 5.3 puede
observarse la comparacion del espectro de absorcion del sargazo fresco
(himedo), sometido a un secado a 102°C y otro a 37°C. El sargazo fresco
tiene interferencia en el espectro antes de la longitud de onda de 1000 cm’
y picos poco definidos, por lo que al analizar la superficie del sargazo de
esa forma se pierde informacion. Por otro lado, al secar el sargazo a 102°C,
aparentemente se pierden las propiedades de la biomasa, cambiando el
espectro por completo. Se concluye que el mejor tratamiento para este
analisis es el secado del sargazo a 37°C, ya que en este no se presentan
interferencias, pérdida de informacion, ni pérdida de las propiedades de la
biomasa.

La superficie del sargazo tiene dos morfologias aparentemente diferentes,
una translucida y amarilla y otra café y opaca, la cual se presenta de un
solo lado de las hojas y pegada al tallo. Se obtuvieron los espectros de
esas dos partes del sargazo, para analizar si realmente hay un cambio
en su estructura; se encontré6 que sus espectros de absorcion presentan
diferencias (fig. 5.4A). Asi mismo, se molio el sargazo, para conocer si el
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Figura 5.3. Espectros de absorcion de sargazo obtenidos en IR-ATR. Rojo: sargazo fresco,
azul: sargazo secado a 102°C y morado: sargazo secado a 37°C.

espectro del sargazo molido seria representativo de la parte amarilla y la
parte café del sargazo. Se encontré que el espectro del sargazo molido es
mas parecido a la seccion amarilla del sargazo, sugiriendo que la biomasa
cuenta con mayor proporciéon de ese tipo.

En el programa OMNIC se observaron los espectros obtenidos de las
morfologias diferentes ya descritas y fue posible hacer la suma de los dos
espectros para ver como se veria la combinacion de estos. Se encontré que
el sargazo molido y la suma de las partes tienen un espectro de absorcion
similar (fig. 5.4B). Esto indica que, si se utiliza la biomasa molida, los
espectros seran representativos de las partes del sargazo que presentaron
espectros de absorcion diferentes.

5.2. DIGESTION ANAEROBIA

5.2.1. Prueba de PBM del alginato y la celulosa

Se realiz6 la prueba de PBM de celulosa (JT Baker) y alginato de sodio,
usando lodo anaerobio como inéculo metanogénico y estiércol bovino como
cosustrato (inéculo hidrolitico). Se utilizé alginato de sodio grado comercial
(Farmacia Cosmopolita) y alginato de sodio grado reactivo (Sigma-Aldrich)
para comparar los rendimientos. La evolucion del rendimiento de metano se
presenta en la figura 5.5.

Para cada tratamiento se determiné el PBM, es decir, la produccién maxima
de metano (mL CH,/g SV), utilizando el criterio de Holliger y el tiempo que
tardo en llegar a dicha produccién (dias). Por otro lado, se modelaron las
curvas por medio de la ecuacion de Gompertz modificada, para obtener
parametros de tasa de produccién maxima, fase lag y la R? obtenido al
ajustar cada curva, para poder analizar la eficiencia de produccion de metano
resultante de cada tratamiento. Asi mismo, se obtuvieron parametros de pH,
alcalinidad, demanda quimica de oxigeno (DQO) y acidos grasos volatiles
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(AGVs) al final de la prueba de PBM (Tabla 5.4).

PBM Celulosa

500
También se realizaron pruebas de Tukey, para determinar si existen diferencias 450
significativas ente el rendimiento de metano y la tasa de produccion 100

obtenidos en cada tratamiento de las PBM de celulosa y alginato (fig. 5.6).
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Figura 5.4. Espectros de absorcion de las dos partes del sargazo y sargazo molido. A) Rojo: —8— Alginato comercial +lodo+estiércol Alginato puro+odo
parte café, morado: parte amarilla, azul: sargazo molido. B) Azul: sargazo molido, rojo: suma o— Alginato puro+estisrcol & Alginato puro+lodoestiéreol

de las dos partes del sargazo. Todos los espectros se obtuvieron del sargazo seco a 37°C.

Figura 5.5. Curvas de rendimientos (mL CH4/g SV) obtenidos en la prueba de PBM de algina-
toy celulosa. A) Azul: celulosa + lodo, naranja: celulosa + estiércol, morado: celulosa + lodo +
estiércol. B) Azul: alginato comercial + lodo, naranja: alginato comercial + estiércol, gris: alginato
comercial + estiércol + lodo, amarillo: alginato puro + lodo, morado: alginato puro+ estiércol,
verde: alginato puro + lodo+ estiércol. Todos los tratamientos se realizaron por duplicado o
triplicado con una relacion de sustrato:indculo (S:l) de 4:1 v cosustrato-sustrato de (1:4).
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Tabla 5.4. Andlisis de PBM de celulosa, alginato de sodio comercial y alginato de socio grado reactivo: PBM, tiempo en llegar al maximo y parametros obtenidos por modelo de Gompertz: tasa de produccion méaxima, fase
lag y R?. Parametros obtenidos al finalizar la prueba de PBM: pH, alcalinidad, relacion alfa, DQO soluble y AGVs. NA= no aplica, por la fuerte inhibicion que presenta el tratamiento o porque no puede ser determinado. ND= No

detectado. *Valor elevado que puede ser debido a errores analiticos.

Tratamiento

PBM (mL

CH,/g SV)

Tiempo en llegar al
maximo (dias)

Tasa de produccion
méax. (mL CH,/dia)

Fase lag
(dias)

pH final

Alcalinidad mg
CaCO, /L

Relacion alfa

DQO soluble (mg O/L)

AGVs (mg/L)

Celulosa + lodo 338+34 58 21+1.6 3.7+3.9 338+34 6.6 1720 0.46 1868 1283
Celulosa + estiércol NA NA NA NA NA 4.5 500 NA 8151 7674
Celulosa + estiércol+ lodo 425+7 28 62+0.2 3.1+0.3 425+7 7.1 6260 0.46 2180 ND
Alginato comercial + lodo 274+9 15 97+9 1.2£0.2 274+9 8.1 7220 0.82 2203 150
Alginato comercial + estiércol 28+3 7 14114 1.7+£0.056 28+3 5 2360 NA 20607 20163*
Alginato comercial + estiércol + lodo 25914 19 54+3.5 0.8+0.10 25914 7.4 9160 0.84 3523 62
Alginato puro + lodo 301+5 9 221411 1.6+0.2 3015 7.6 13760 0.44 3523 25
Alginato puro + estiércol 142 9 17+5 0.5+0.2 14+2 4.9 2933 NA 23681 9127
Alginato puro+estiércol + lodo 29748 6 27114 1.3+0.3 297+8 7.6 18626 0.46 2869 40
A) Media(PBM (mL CH4/g SV)) frente a Tratamiento B) 200 Media(Tasa de produccion (mL CH4/dia)) frente a Tratamiento
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Figura 5.6. Diferencias del rendimiento de metano y tasa de produccion maxima en las prue-
bas de PBM de celulosa y alginato, donde los tratamientos que presentan diferentes letras
tienen diferencias significativas. A) Prueba Tukey del PBM en los tratamientos de la prueba de
celulosa y alginato. B) Prueba Tukey de la tasa de produccion maxima en los tratamientos de

la prueba de celulosa y alginato.
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De los resultados obtenidos, se observa que la menor (nula) produccién
de metano se presentd en el tratamiento en el cual se agregd celulosa +
estiércol. La produccion nula no permitié modelar la curva de produccion e
indica que la inhibicién se dio desde etapas tempranas del proceso, debido
a la actividad de las enzimas hidroliticas del estiércol que degradaron la
celulosa y produjeron rapidamente AGVs, bajando el pH de inmediato e
inhibiendo a los microorganismos metanogénicos. El valor de pH final de
4.5, los AGVs (7674 mg/L) y la DQO (8151 mg/L) demuestran claramente
esta inhibicion.

Las pruebas con estiércol y el otro sustrato puro (alginato comercial
y alginato puro en pruebas por separado con estiércol como inoculo)
produjeron muy poco metano (28 mL CH,/g SV y 14 mL CH,/g SV,
respectivamente) y unicamente hasta los dias 7 y 6 dias, respectivamente.
Aparentemente, posterior a ese tiempo, se presentd una fuerte inhibicién
para los microorganismos metanogénicos, como se demuestra también
con los valores de pH, DQO y AGVs obtenidos al final de la prueba. Al
compararlo con el tratamiento de celulosa + estiércol, otro experimento
con clara inhibicion por acumulaciéon de AGVs, se puede observar que la
inhibicidn no es tan rapida, e incluso se generd una muy limitada cantidad de
metano. Esto puede deberse a que el estiércol no hidroliza tan rapidamente
el alginato, por lo que no tiene un pH inhibitorio en etapas tempranas. Otro
factor que pudo haber ocasionado la diferencia con la prueba de celulosa,
es la presencia de sodio en el alginato, que al producirse CO2 en el medio,
se favorece la formacion de bicarbonato de sodio, actuando como buffer
hasta que se agota (Valenca et al., 2021).

Entre los tratamientos de alginato comercial y alginato puro + estiércol no
hay diferencia significativa en el rendimiento de metano ni en la tasa de
produccion. En estos tratamientos se dieron las condiciones para que la
acidogénesis continuara, como lo demuestran la elevada concentracion
final de AGVs (20,163 mg/L y 9127 mg/L, respectivamente). Sin embargo,
se puede observar que la acumulacion de AGVs fue claramente mayor
en el caso del alginato comercial + estiércol, ambos con valores de DQO
muy elevadas (superiores a los 20,000 mg/L). Esto lleva a considerar que,
posiblemente, hubo un error analitico en el caso de los AGVs del alginato
comercial + estiércol. Otra explicacion posible es que el sodio que forma parte
del alginato se libera en parte, permitiendo el incremento de bicarbonato en
el medio, lo que tiene propiedades de amortiguador, contribuyendo a lograr
un pH menos acido en etapas tempranas de la prueba

El PBM en los tratamientos de alginato comercial + lodo y alginato comercial
+ estiércol + lodo no presenta diferencias significativas (274 y 259 mL
CH,/g SV respectivamente) al igual que en los tratamientos respectivos
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con alginato puro, que muestran la misma tendencia (301 y 297 mL CH,/g
SV respectivamente), esto indica que la presencia de estiércol no impacta
en el rendimiento metano al utilizar alginato y lodo anaerobio. Esto puede
asociarse a que los microorganismos hidroliticos presentes en el estiércol no
tienen la capacidad de degradar el alginato, lo cual era de esperarse, ya que
el alginato es un componente especifico de algas pardas y los bovinos no
consumen dichos sustratos, por lo cual en sus estdmagos no hay una presion
selectiva para microorganismos con enzimas degradadoras de alginato.

Donde si se identifican diferencias entre ambos tipos de alginatos, con base
en el ajuste del modelo de Gompertz, es en la tasa de produccion de metano.
En efecto, en el tratamiento de alginato comercial + lodo se obtuvo una tasa
de produccion de casi el doble (97 vs 54 mL CH,/dia), pero una fase lag
mas larga (1.2 dias vs. 0.8 dias), respecto al tratamiento alginato comercial
+ estiércol + lodo, lo que sefiala que el estiércol retrasa la produccion de
metano al mezclarlo con alginato comercial. Por el contrario, el tratamiento
con alginato puro + lodo tiene una tasa de produccién significativamente
menor que el alginato puro + estiércol + lodo (221 vs 271 mL CH,/dia
respectivamente), con fase lag similar (1.5 y 1.3 dias, respectivamente).
Al comparar estos valores entre los dos tipos de alginatos, el compuesto
puro obtiene mejores resultados que el comercial. Se aprecia en la figura
5.5 y tabla 5.4, que los rendimientos de metano son significativamente
diferentes y menores cuando se utiliza alginato comercial en comparacion
con el uso del alginato puro, lo que lleva a concluir que, efectivamente, el
alginato comercial tiene alguna diferencia que genera cambios en el PBM.
El alginato comercial posiblemente tiene diferente peso molecular que
el alginato puro, presentando cadenas mas largas, siendo mas dificil de
degradar y de convertir a metano.

Por otra parte, el rendimiento de metano obtenido en los tratamientos de
celulosa que no presentan inhibicién (celulosa + lodo y celulosa + lodo +
estiércol) coinciden con lo reportado en la literatura (Wang et al., 2014). La
mayor produccién de metano se obtuvo en el tratamiento de celulosa +
estiércol + lodo (425 mL CH,/g SV), que fue significativamente mayor que
la produccion en el tratamiento de celulosa + lodo (338 mL CH,/g SV). La
fase lag es similar en ambos tratamientos (3.7 y 3.1 dias), pero la tasa de
produccién maxima de metano se triplica en el tratamiento con estiércol (21
vs. 62 mL CH,/dia). Esto se debe a que el estiércol bovino tiene la capacidad de
degradar la celulosa y solubilizar sustratos para la DA, con mayor rapidez que
la del lodo anaerobio utilizado en este experimento por los microorganismos
hidroliticos que se encuentran en los estdmagos de las vacas.

Se encontro diferencia significativa entre el rendimiento de metano de
celulosa + estiércol + lodo con todos los tratamientos con alginato. Sin
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embargo, el rendimiento de metano a partir de celulosa + lodo no fue
significativamente diferente a los tratamientos que emplea alginato puro +
lodo. Asi mismo, la tasa de produccion del alginato puro y comercial es
significativamente mayor que el de los tratamientos de celulosa y tienen
fases lag cortas, lo que demuestra que los microorganismos dentro de
la DA son eficientes al convertir alginato a metano. Esto coincide con lo
reportado por Song y colaboradores, quienes probaron la produccion de
AGVs por medio de alginato y obtuvieron un alto contenido de los mismos,
concluyendo que es un buen sustrato para la DA (Song et al., 2015). Por otro
lado, la busqueda bibliografica arrojé solamente un reporte de produccion
de metano a partir de acido alginico, donde se obtuvo un bajo rendimiento
de metano de 73 mL CH,/g SV, muy por debajo de lo que se obtuvo en este
trabajo (Milledge et al., 2019b).

En la tabla 5.5 se presenta la eficiencia de conversiéon del sustrato a
metano de cada tratamiento respecto al rendimiento tedrico obtenido con
la ecuacién de Buswell Calculado conforme a la composicion quimica de
molécula organica (C,H O_N ) (Labatut et al., 2011). La celulosa presenta una
eficiencia de conversion de 82%, subiendo a 103% al agregarle estiércol,
lo que muestra la aportacion de la capacidad de hidrdlisis del estiércol. En
el caso del alginato comercial y puro con estiércol, la conversion es muy
baja (9 y 4% respectivamente) debido a la ya mencionada inhibiciéon por
acumulacion de AGVs. El alginato comercial + lodo y alginato comercial
+ lodo+ estiércol presentan un porcentaje de conversién muy similar (86
y 82% respectivamente), demostrando que el estiércol no promueve, a
diferencia del caso de la celulosa, la produccion de metano a partir del
alginato. El alginato puro+ lodo presenta un mayor porcentaje de conversion
sin ser sometido a la hidrdlisis del estiércol (95%) y el agregarle estiércol
permanece basicamente sin cambio (94%), por lo que se reafirma que el
estiércol no presenta actividad hidrolitica sobre el alginato y que el alginato
es un sustrato adecuado para la DA.
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Tabla 5.5. Rendimiento experimental de tratamientos con celulosa y alginato de sodio, ren-
dimientos tedricos calculados con la ecuacion de Buswell con la formula quimica de los sus-
tratos y porcentaje de conversion obtenido experimentalmente respecto al rendimiento tedrico.
El tratamiento de celulosa + estiércol no se agrega porque no presentd produccion de metano
por la fuerte inhibicion.,

Tratamiento Rendimiento experimen- = Rendimiento teérico ~ Porcentaje
tal (mL CH,/g SV) (mL CH,/g SV) conversion
Celulosa + lodo 338 414 82
Celulosa + estiércol + lodo 425 414 103
Alginato comercial + lodo 274 317 86
Alginato comercial + estiércol 28 317 9
Alginato comercial + estiércol + lodo 259 317 82
Alginato puro + lodo 301 317 95
Alginato puro + estiércol 14 317 4
Alginato puro + estiércol + lodo 297 317 94

5.2.2. Pretratamiento microbiano

5.2.2.1. Desarrollo de un consorcio microbiano degradador de sargazo
Se obtuvo un consorcio microbiano adaptado al sargazo mezclando
sargazo con materia en descomposicion. Cuando se observd colonizacion
de microorganismos en el sargazo, se mantuvo el crecimiento del consorcio
agregando sargazo fresco en la parte superior del recipiente. Se observo que
el consorcio comenzd a crecer con mayor rapidez al continuar agregando
sargazo, hasta conseguir que el consorcio microbiano colonizara por
completo el sargazo fresco en 10 dias (fig. 5.7A). Por otro lado, a simple
vista se aprecia que la biomasa pretratada presenta una estructura menos
firme que el sargazo que no ha sido sometido al pretratamiento biolégico. Al
realizar la molienda del sargazo fresco y del sargazo pretratado, también fue
posible observar el cambio en el aspecto de la biomasa, dada la consistencia
de pasta obtenida (fig 5.7B).

Se realizd6 una comparacion del sargazo fresco y el sargazo pretratado
por FT-IR-ATR. Se comenzé comparando las dos partes del sargazo
mencionadas anteriormente y se obtuvo mayor diferencia entre la parte café
del sargazo pretratado y el sargazo fresco (fig. 5.8A), mientras que la parte
amarilla del sargazo fresco presenta un espectro muy semejante a la del
sargazo pretratado (fig. 5.9B). Esto es de interés, porque denota que hay
componentes en la parte café que el consorcio microbiano puede degradar
con mayor facilidad o selectividad que en la parte amarilla.

Asi mismo, se esperaba obtener diferentes espectros del sargazo fresco
molido y el sargazo pretratado molido. Se observa (fig. 5.9) que sus
espectros de absorcion presentan diferencias, o que indica que el analisis



IR-ATR podria ser una herramienta para identificar cambios en el sargazo,
cuando es sometido a pretratamientos.

A)

Lo

Sargazo pretratado

Sl
Sargazo fresco  Sargazo con consorcio

B) ] ——c=

Sargazo fresco molido Sargazo pretratado molido

Figura 5.7. Pretratamiento biologico del sargazo. A) Procedimiento de pretratamiento biologi-
co del sargazo. B) Aspecto del sargazo fresco y sargazo pretratado molido.
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Figura 5.8. Comparacion de las dos secciones de sargazo pretratado y sin pretratar analiza-
das por IR-ATR. A) Seccion café del sargazo, espectro de absorcion de sargazo pretratado
(azul) y sargazo sin pretratar (rojo). B) Seccion amarilla del sargazo, espectro de absorcion de
sargazo pretratado (rojo) y sargazo sin pretratar (azul).
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Figura 5.9. Comparacion de espectro de absorcion del sargazo pretratado molido (rojo) v sin
pretratar molido (morado), analizadas por IR-ATR.

En todos los espectros de absorcidn vemos un cambio en la longitud de
onda de 3300 cm™, siendo mas notorio el efecto del pretratamiento en el
sargazo molido y en la seccidn café del sargazo. Este cambio se asocia al
estiramiento de enlaces de grupos hidroxilo (-OH) presentes en la celulosa,
hemicelulosa y lignina, lo que sugiere que se estan modificando dichos
polisacaridos. Por otro lado, en la seccion amarilla el efecto es menos
notorio, indicando que, posiblemente, hay algo que impide la modificacion
de los grupos hidroxilo. La formacién de un pico a 2900 cm™' se atribuye a
la liberacion de celulosa cuando la lignina se solubiliza, lo que sucede en
la seccion amarilla del sargazo (fig. 5.8B). En los otros dos espectros (figs.
5.8Ay 5.9) se aprecia una ligera reduccion del pico en a 2900 cm-, atribuido
a la modificacién de compuestos alifaticos, como la clorofila (Tapia-Tussel
et al., 2019).

En los tres casos se observa una reduccién en el pico localizado a 1600
cm, siendo mas evidente en el sargazo molido y en la seccién café del
sargazo (figs. 5.8A y 5.9). Esto representa el estiramiento de enlaces C=C de
los compuestos aromaticos como la lignina. Asi mismo, en el espectro del
sargazo molidoy la seccion café del sargazo se aprecia un cambio en los picos
a 873 cm™ y 1050 cm™, cuando la biomasa es sometida a pretratamiento. El
primero sugiere el estiramiento en los enlaces C-H de polisacaridos, como
la celulosa y la hemicelulosa y el segundo propone que los enlaces C-O de
los xilanos de la hemicelulosa y los enlaces C-N de las aminas alifaticas
de las proteinas se estiran. Por dltimo, vemos la reduccion del pico a 1250
cm™ en todos los espectros, cuando la biomasa de sargazo fue sometida
a pretratamiento, asociado a la modificacion de enlaces C-O que pueden
representar cambios en el alginato y fenoles (Thompson et al., 2020a).

Se han desarrollado metodologias para hacer la técnica de FTIR-ATR
semicuantitativa. Esto funciona con los espectros generados, cuando se
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observa una diferencia entre los tratamientos y se identifica el enlace que se
ha modificado por la longitud de onda donde se encuentra el cambio. Con
ello, es posible utilizar integradores que calculan el area bajo la curva de los
picos antes y después del pretratamiento, lo cual da un dato numérico del
cambio que sufrio el pico (Mackie et al., 2016). Esto puede ser utilizado para
determinar qué pretratamiento tuvo mayor efecto en la biomasa y se podria
explorar en un futuro para cuantificar los cambios en el sargazo al seguirlo
sometiendo a pretratamientos.

5.2.3. Prueba de PBM del sargazo, sargazo pretratado
microbianamente, sargazo almacenado

Para probar la efectividad de hidrolisis del pretratamiento microbiano
para liberar los sustratos para la DA, se realizd6 una prueba de PBM del
sargazo y del sargazo pretratado. Se utilizd como indéculo el mismo lodo
metanogénico de la prueba de PBM anterior y, en algunos tratamientos, se
agrego estiércol como cosustrato hidrolitico (fig. 5.10A). También, se realizd
una prueba de PBM del sargazo después de 6 meses de estar almacenado
a 6°C. En esta ocasion, se compar6 el efecto del lodo y el estiércol por
separado y en conjunto (fig. 5.10B).

Nuevamente, para cada tratamiento se determind la maxima produccién de
metano, cuando la curva llego a fase estacionaria (PBM mL CH,/g SV) y el
tiempo que tardd en llegar a dicha produccion (dias) por criterio de Holliger.
También se modelaron las curvas con la ecuaciéon de Gompertz modificada,
obteniendo parametros de tasa de produccién, fase lag y la R? al ajustar
cada curva. Las curvas que al ser modeladas con la ecuacion de Gompertz
modificada presentan fases /ag negativas, se ajustaron con una ecuacion
tipo Michaelis-Menten, para buscar un mejor ajuste y una determinacion
mas precisa de la tasa de produccion. Asi mismo, se obtuvieron parametros
de pH, alcalinidad, demanda quimica de oxigeno (DQO) y acidos grasos
volatiles (AGVs) al final de la prueba de PBM (Tabla 5.6).

En los tratamientos donde el modelo de Gompertz presenta una fase lag
negativa, la ecuacion tipo Michaelis-Menten logra un mejor ajuste en las
etapas tempranas de las pruebaS. Esto se refleja en la estimacion de la
tasa maxima de produccién, que, aunque en muchos de los casos arroja un
valor similar al del modelo de Gompertz (tabla 5.6), en el caso del sargazo
pretratado+ estiércol+ lodo no fue asi. En ese tratamiento, el modelo
de Gompertz calcula una tasa de produccion de 9+2.8 mL CH,/dia. Sin
embargo, la curva de este tratamiento indica a simple vista que la tasa de
produccioén es mayor (fig. 5.10 A). Empleando la ecuacién tipo Michaelis-
Menten se obtiene una tasa de produccion para ese tratamiento de 18+0.7
mL CH /dia, que refleja lo que se muestra la curva. Con esto se muestra
que, el modelo de Gompertz no debe ser empleado cuando se obtenga una

Capitulo 5 RESULTADOS Y DISCUSION

PBM sargazo, sargazo pretratado
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Figura 5.10. Curvas de rendimiento de metano en la prueba de PBM de sargazo, sargazo
pretratado microbianamente y sargazo amacenado. A) Sargazo y sargazo pretratado: Café:
sargazo + lodo, naranja: sargazo + lodo + estiércol, verde oscuro: sargazo pretratado + lodo,
verde claro: sargazo pretratado + estiércol + lodo. B) Sargazo alamacenado: azul: sargazo
amacenado + lodo, azul oscuro: sargazo amacenado + lodo + estiércol, azul claro: sargazo
almacenado + estiércol. Todos los tratamientos se realizaron por duplicado o triplicado con una
relacion de sustrato:indculo (S:l, base seca) de 2.86:1 y cosustrato-sustrato de 1:5 (base seca).
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fase lag negativa y, en tales casos, es mas adecuado utilizar la ecuacion
tipo Michaelis-Menten.

El sargazo almacenado con lodo y estiércol obtuvo la mayor produccién
de metano (PBM de 101 mL CH,/g SV)), seguido por el sargazo fresco con
lodo y estiercol (97 mL CH,/g SV). El sargazo almacenado con estiércol
y el sargazo almacenado con lodo tienen un PBM de 86 y 92 mL CH,/g
SV, respectivamente, y no tienen diferencias significativas con los ya
mencionados. Los tratamientos de sargazo fresco con lodo, sargazo
pretratado con lodo y sargazo pretratado con estiércol y lodo presentaron
un PBM similar de metano (71, 70 y 68 mL CH,/g SV, respectivamente),
siendo estadisticamente menor que el grupo de resultados ya mencionados
(tabla 5.6; fig. 5.11A).

En las curvas de produccion del sargazo fresco, a diferencia del sargazo
pretratado, se apreciaunafase/ag antes de comenzarla produccion de metano.
La produccion inmediata de metano en las pruebas con sargazo pretratado
indica que el consorcio logré hacer mas facilmente disponible el sustrato
para los microorganismos metanogénicos, al hidrolizar en el pretratamiento
algunos componentes del sargazo. Sin embargo, se observa un incremento
en el PBM al agregar estiércol al sargazo fresco (97 mL CH,/g SV), sobre
el valor obtenido en las mismas condiciones, pero con sargazo pretratado
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(68 mL CH,/g SV). Esto permite inferir, que la produccion de metano se vio
limitada en este ultimo caso, debido a que productos de hidrdlisis generados
por el consorcio microbiano fueron consumidos durante el pretratamiento
por microorganismos presentes en el sargazo, ya que éste no se esterilizo.
La tabla 5.6 muestra que la cantidad de AGVs al final de la prueba de PBM
es menor en el sargazo pretratado y alcanza un pH mayor, lo que indica el
agotamiento de esos sustratos precursores de la metanogénesis.

Por su parte, el sargazo almacenado tampoco presenta fase lag, con
excepcion a la prueba con unicamente estiércol, lo que puede deberse
también a que los microorganismos presentes en el sargazo lo hidrolizan en
cierto grado durante su almacenamiento, liberando sustrato, lo que permite
produccion de metano més temprana. Sin embargo, a diferencia del sargazo
pretratado, en este caso no parece haber habido consumo de los sustratos
producidos durante el almacenamiento, pues el PBM no se redujo, de
hecho, present6 el mayor valor de las pruebas postradas en la tabla 5.6
(101 mL CH,/g SV). Esto puede deberse a que los microorganismos que
podrian consumir los hidrolizados estaban inhibidos por la baja temperatura
de almacenamiento (6°C).

Tabla 5.6. Andlisis de PBM de sargazo fresco, sargazo pretratado microbianamente y sargazo almacenado: PBM, tiempo en llegar al maximo de produccion y parametros obtenidos por modelo de Gompertz o tipo Michae-
lis-Menten: tasa de produccion, fase lag y R? y parametros obtenidos al finalizar la prueba de PBM: pH, alcalinidad, relacion alfa, DQO soluble y AGVs. ND= no detectado. *En los casos que el modelo arroja fase lag negativa se
determina que el modelo de Gompertz no es el adecuado. En negritas se ponen los datos cuando las curvas se ajustaron con la ecuacion tipo Michaelis-Menten.

Tratamiento PBM (mL Tiempo en llegar al Tasa de produccion Fase lag pH final Alcalinidad mg Relacion alfa DQO soluble (mg O,/L) AGVs (mg/L)
CH,/g 8v) maximo (dias) méax. (mL CH,/dia) (dias) CaCO,/L

Sargazo+lodo 71£2 17 20+1.7 0.2+0.3 0.99 7.6 7400 0.38 327 106
Sargazo + estiércol + lodo 974 20 22+0.8 0.1+0.2 0.99 7.4 10380 0.46 7 67
Sargazo pretratado + lodo* 70£2 21 13+0.3 -2.5+0.1 0.99 7.8 5840 0.43 1011 40
Sargazo pretratado + lodo 70+2 21 15+0.3 NA 0.99 7.8 5840 0.43 1011 40
Sargazo pretratado + estiércol + lodo* 68+9 24 9+2.8 -6.5+3 0.96 7.8 7240 0.45 943 ND
Sargazo pretratado + estiércol + lodo 68+9 24 18+0.7 NA 0.97 7.8 7240 0.45 943 ND
Sargazo almacenado + lodo* 92+9 19 20+2.4 -2+0.7 0.98 7.2 6666 0.4 1311 102
Sargazo almacenado + lodo 92+9 19 19+1.8 NA 0.99 7.2 6666 0.4 1311 102
Sargazo aimacenado + estiércol 86+7 24 37+3 1441 0.98 7.4 5426 0.46 1692 385
Sargazo almacenado + estiércol + lodo* 101+3 20 20+1 -3+0.3 0.98 7.8 7985 0.45 767 44
Sargazo almacenado + estiércol + lodo 1013 20 21+0.4 NA 0.99 7.8 7985 0.45 767 44
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Figura 5.11. Diferencias del PBM y tasa de produccion en las pruebas de los tratamientos
de sargazo fresco, sargazo pretratado microbianamente y sargazo almacenado, donde los
tratamientos que presentan diferentes letras tienen diferencias significativas. A) Prueba Tukey
del PBM en los tratamientos de la prueba. B) Prueba Tukey de la tasa de produccion maxima
en los tratamientos de la prueba.

Capitulo 5 RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba de sargazo almacenado y estiércol presentd, después de una
producciéon de metano limitada, una fase lag muy prolongada (14 dias).
Una vez terminada esta etapa de adaptacion del consorcio microbiano en
las botellas, la produccion de metano se incremento, presentando el valor
mayor de tasa de produccion (37 mL CH,/dia) de las pruebas presentadas
en la tabla 5.6. Al término de la prueba, el PBM fue cercano al obtenido con
el mismo tipo de sargazo, pero con lodo (86 vs 92 CH,/g SV).

La figura 5.11 presenta los valores de PBM (A) y de tasa maxima de
producciéon de metano (B) obtenidos en las pruebas con sargazo fresco,
pretratado y almacenado, con el analisis estadistico para identificar
diferencias significativas entre ellos.

El andlisis de la figura permite sefalar que, al combinar sargazo fresco
con estiércol y lodo, se aumenta el rendimiento de metano por 37% con
respecto al tratamiento que solo contiene lodo (fig. 5.11A), aunque la tasa
maxima de produccion no presenta diferencias significativas.

Los tratamientos de sargazo con lodo y estiércol tienen mayor alcalinidad
y relacién alfa que los tratamientos solamente con lodo, esto indica que, a
parte del beneficio hidrolitico, agregar estiércol incrementa la estabilidad de
dichos tratamientos (tabla 5.6). Para el sargazo pretratado y lodo, la adicion
de estiércol no representd una ventaja en términos del PBM, al compararlo
con la prueba correspondiente con sélo lodo. Como ya fue mencionado, el
pretratamiento del sargazo no esterilizado llevo a un decremento en la PBM,
comparado con el obtenido con los mismos inéculos, pero con sargazo fresco.

En cuanto al sargazo almacenado, la combinacién con lodo y estiércol
aumenté el rendimiento de metano en un 10 y 16% respecto a los
tratamientos de sargazo almacenado solamente con lodo o con estiércol,
respectivamente, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (fig. 5.11A). El efecto disminuido del estiércol en el sargazo
almacenado puede deberse a que los microorganismos dentro del sargazo
hidrolizan, a pesar de la baja temperatura, los polisacaridos que también
degradan los microorganismos en el estiércol, por lo que este Ultimo no
tiene tanto impacto negativo en la produccion de metano.

Frente a los bajos valores de PBM del sargazo, comparados con otro tipo
de biomasa, se pueden emplear otras estrategias para buscar mejorar la
produccién de metano. Se ha determinado que la relacion S:l tiene un fuerte
efecto en la produccién de metano de biomasa recalcitrante. Se ha probado
el efecto de dicha relacién en sargazo, obteniendo que la mayor produccion
de metano fue en relacion S:l de 1.4:1, por arriba de la relacion 2.7:1 y 4.1:1.
En este trabajo el PBM se realizé con una relacién S:l de 2.86:1, que, aunque



tiene un mayor rendimiento tedrico que con relaciones mas pequefas, se
han publicado datos que probarian que no es lo mas favorable. Por ello, es
de interés probar la relacion cercana a la de 1.4:1 en nuevas pruebas de PBM
(Lopez-Aguilar et al., 2021). Al respecto, debe mencionarse que, el reducir
esta relacion implica mayor cantidad de inéculo o cosustrato, o que puede
llegar a convertir el sargazo en un sustrato complementario y no el principal.

5.2.4. Aislamiento de microorganismos del consorcio microbiano
Setrabaj6 paraaislar los microorganismos del consorcio microbiano adaptado
al sargazo, con el objetivo de utilizarlos por separado y determinar cual/cuales
tienen efecto en la hidrdlisis del sargazo. Al conocer los microorganismos que
componen el consorcio es posible identificar mejoras en los pretratamientos.
Aislar los microorganismos se hizo con el fin de determinar solamente a
contribucion de los microorganismos hidroliticos aislados, y evitar que
los monosacaridos liberados sean consumidos por otros integrantes del
consorcio natural que acompafaban al sargazo y que no aportan al objetivo
de hidrolizar el sargazo para aumentar la produccién de metano.

Se prepararon 3 tipos medios de cultivo: uno general para hongos (papa
dextrosa) (fig. 5.12A), otro con sargazo (fig. 5.12B) y otro compuesto por
celulosa, alginato y minerales esenciales. Se inocularon las cajas con asadas
del sargazo pretratado, especificamente de las secciones en las cuales se
veia crecimiento de micelios blancos. Se reinocularon los hongos en placas
hasta obtenerlos aislados.

Figura 5.12. Cultivos de hongos aislados del sargazo A) Crecimiento de hongos en medio
papa dextrosa. Inoculados del sargazo que contiene crecimiento de micelios blancos. B) Cre-
cimiento de microorganismos en medio de sargazo como Unica fuente de carbono.



Macroscopicamente, se detectd el crecimiento de un solo hongo por
placa. Estos se observaron al microscopio, con el objetivo de identificar
estructuras que permitieran corroborar que sélo habia un tipo de hongo
en cada cultivo (fig. 5.13), De esta forma, se determind que los cultivos
efectivamente contenian hongos aislados.

Los hongos 1, 2 y 3 crecieron en los tres medios de cultivo, mientras que
los hongos 4, 5 y 6 crecieron en el medio de sargazo y en el de celulosa
y alginato, pero no en el medio de papa dextrosa. Esto sugiere que los
hongos 4, 5y 6 son selectivos al sargazo y requieren de fuentes de carbono
complejas (como la celulosa y el alginato) para su crecimiento, por lo que
son los de mayor interés para degradar los carbohidratos complejos del
sargazo y asi favorecer una mayor produccion de metano.

De los microorganismos aislados se buscara, ya fuera del alcance de este
trabajo, obtener extractos enzimaticos, para probar su capacidad particular
de hidrélisis del sargazo y su efecto en el rendimiento de metano. Con ello
se buscaria evitar el costo de enzimas y el tardado proceso de purificacion
de éstas. Los extractos enzimaticos permitirian evaluar el efecto de cada
microorganismo con un aumento menor en costo para el proceso de DA
(Pérez-Rodriguez et al., 2017). Los microorganismos que tengan mejor
resultado para incrementar el rendimiento de metano seran entonces
secuenciados y estudiados a mayor profundidad.

5.3. PRETRATAMIENTOS ENZIMATICOS

Al abordar este aspecto del plan experimental, se buscaba determinar el
efecto que tienen las enzimas en la degradacioén del sargazo y, por ende, en
la produccion de metano. Para ello, se consiguieron enzimas que degradaran
polisacaridos estructurales representativos del sargazo (celulosay alginato).
Con base en esto, se selecciond la enzima celulasa CellicCTec2 (Sigma-
Aldrich) y la enzima alginato liasa (Weifang Yuexiang Chemical Co).

5.3.1. Alginato liasa en alginato de sodio

Los proveedores de la enzima alginato liasa mencionan condiciones 6ptimas
de la enzima con rangos de temperatura y concentracion amplios (pH neutro,
temperatura 35-45°C y concentracion 0.2-1% respecto al alginato de sodio
en solucion). Para precisar mejor los valores mas adecuados, se realizaron
cinéticas enzimaticas determinando liberacion de azucares reductores por
medio de la prueba de DNS, utilizando la enzima en alginato de sodio. Se
probaron las condiciones de 35, 40 y 45°C y las cargas de 0.2, 0.6 y 1%.

Los resultados de las cinéticas no tienen tendencias claras en la mayor
parte de la prueba, lo que puede deberse a problemas en el muestreo por
la viscosidad del alginato de sodio disuelto. Tomando en cuenta solamente
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la absorbancia final de cada cinética (a las 250 horas), se hizo un analisis
estadistico para determinar la mejor condicidén. Se obtiene que, a 40 o
45°C la enzima tiene mejor efecto que a 35°C, por lo que se optd utilizar la
temperatura de 45°C, para buscar realizar este pretratamiento en conjunto
de la enzima CellicCtec2 que veremos a continuacion (fig. 5.14).

J

Figura 5.13. Observaciones al microscopio de hongos 1, 2, 3, 4, 5y 6 a resolucion 40Xy 100X,

Con respecto a identificar la concentracion de la enzima 6ptima para la
degradacion de alginato, se obtuvieron los espectros en el infrarrojo ATR del
alginato pretratado a 45°C a las diferentes concentraciones y el alginato, sin
someter a pretratamiento. El espectro que muestra mas diferencias respecto
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al control es el pretratamiento con carga de 0.6% de enzima, aunque no seve
una diferencia muy notoria entre espectros (fig. 5.15), lo que es consistente
con el analisis estadistico de la figura 5.15. Se optd por utilizar una carga de
0.4% en el sargazo, tomando en cuenta que aproximadamente un 12 a 20%
de la biomasa es alginato y que dicha concentracion seria suficiente para
hidrolizar el alginato del sargazo (Davis et al., 2021; Machado et al., 2022).

Existen dos tipos de enzimas alginato liasas, las endoliticas y las exoliticas,
donde la primera solamente rompe el alginato a acido alginico y la segunda
produce acido alginico y también es capaz de convertirlo a monosacaridos
(Kim, Lee y Lee, 2011). Los proveedores no especifican el tipo de alginato
liasa que comercializan, por lo que no se sabe con certeza de qué enzima
se trata. Sin embargo, con base en los resultados obtenidos, donde se
identifica solamente un ligero cambio en el espectro de absorcion, se
infiere que se trata de una enzima endotipica que produce solamente acido
alginico, sustrato aun complejo para incorporar al proceso de DA.

Media(Absorbancia final (540 nm)) frente a Cinét
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Figura 5.14. Prueba Tukey de la absorbancia final de cada cinética de alginato con alginato liasa.
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Figura 5.15. Espectro de absorcion de alginato pretratado con distintas concentraciones de
enzimay sin pretratar con alginato liasa analizadas por IR-ATR. Rojo: sin pretratar, verde: 0.2%,
azul claro: 0.6%, azul oscuro: 1%.

5.3.2. CellicCTec2 en celulosa

Se probd el efecto de la enzima CellicCTec2 (Sigma-Aldrich) en celulosa
grado reactivo, para corroborar su correcto funcionamiento. Sus condiciones
optimas son a un pH de 5, temperatura de 50°C y a una concentracion de 150
FPU/g sustrato (Montiel et al., 2016). Se probaron las mismas condiciones
variado la temperatura a 45°C, buscando acoplar los pretratamientos de
las dos enzimas a la misma temperatura (fig. 5.16). Se observa el correcto
funcionamiento de la enzima CellicCTec2 y la misma tendencia a 45 y a 50°C.
Aunque al trabajar la enzima a 50°C la absorbancia a las 24 horas es mayor,
la diferencia respecto a la temperatura de 45°C no se considera importante.

Se obtuvo el espectro infrarrojo de la celulosa sin pretratamiento y con
pretratamiento a 45 y a 50°C, se observan tres cambios entre la celulosa
pretratada y sin pretratar en las longitudes de onda 3300, 2350, 1600 y
873 cm™', que estan asociados a cambios en los enlaces O-H, C-H y C-C
presentes en polisacaridos como la celulosa (Thompson et al., 2020b). Entre
los pretratamientos se observan espectros muy similares (fig. 5.17).

Tanto la cinética enzimatica como los espectros infrarrojos demuestran
que la enzima CellicCtec2 tiene buen funcionamiento a 45°C, por lo que se
decidio emplear dicha temperatura para poder utilizar ambas enzimas en
los pretratamientos de sargazo.
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Figura 5.16. Cinética enzimatica de CellicCTec2 en celulosa. Azul: 45°C, rojo: 50°C, verde:
control de celulosa sin enzima.
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Figura 5.17. Comparacion del espectro de celulosa pretratado vy sin pretratar con CellicCTec2
analizadas por IR-ATR. Rojo: celulosa; Morado: celulosa pretratada a 45°C; Verde: celulosa
pretratada a 50°C.

5.3.3. Efecto de las enzimas en sargazo

Se realizaron los pretratamientos de sargazo con las dos enzimas ya
mencionadas en sus condiciones 6ptimas (Alginato liasa: 45°C, pH 7 vy
concentracion de 0.6%; CellicCTec2: 45°C, pH 5 y concentracion de 150
FPU/g sustrato) (fig. 5.18).

En la figura 5.18 se puede ver que la enzima CellicCTec2 produce el doble
de azlcares reductores con respecto al control, presentando diferencias
significativas. Por otro lado, la enzima alginato liasa produce una cantidad
limitada de azucares reductores y no tiene diferencias significativas respecto al
control. También, que el control produzca azlcares reductores, sugiere que al

someter el sargazo a temperatura de 45°C existe degradacion de éste (fig. 5.19).
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Cinética: Enzimas en sargazo
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Figura 5.18. Cincticas enziméticas en sargazo: azul: alginato liasa, rojo: CellicCTec2, verde:
control de sargazo sin enzimas.
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Figura 5.19. Prueba Tukey de la absorbancia final en el sargazo que no se sometio a enzimas
(control) y el sargazo sometido a las enzimas CellicCTec?2 o alginato liasa.

5.3.4. PBM de sargazo acoplado a pretratamientos enzimaticos

Se pretrato el sargazo con las enzimas por separado y juntas por 24 horas
en condiciones 6ptimas para cada enzima, a modo de pretratamiento. En
el pretratamiento con ambas enzimas, se realizd primero el pretratamiento
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con la enzima alginato liasa a pH 7 y después se bajoé el pH a 5 para el
pretratamiento con CellicCtec2. Posteriormente, se agregé la biomasa
pretratada y el sobrenadante a las botellas, para realizar las pruebas de
PBM, utilizando lodo anaerobio como inéculo (fig. 5.20).

En todos los tratamientos de este experimento se obtuvieron fases lag
negativas al ajustar la ecuacién de Gompertz modificada, por lo que se utilizé
la ecuacion tipo Michaelis-Menten y se obtuvo un mejor ajuste de las curvas,
lo que refuerza que cambiar de modelo cuando hay fases lag negativas en
el modelo de Gompertz mejora la determinacion de la tasa de produccion.

Se observa que el rendimiento de metano y la tasa de produccién entre el
tratamiento control y el que fue acoplado con el pretratamiento de alginato
liasa no tienen diferencias significativas. También se observa que el tratamiento
de sargazo con lodo y CellicCTec2 no presenta diferencias significativas con
el tratamiento pretratado con ambas enzimas. Con esto se concluye, que la
enzima alginato liasa no tiene efecto en el PBM (fig. 5.20 y 5.21).

Como se muestra en la tabla 5.7, la baja concentracion de AGVs final en
todos los tratamientos sugiere que la conversion a metano es eficiente. En
todos los tratamientos se observé pH neutro y una relacion alfa por arriba
de 0.4, por lo que no hubo indicios de inhibicién.

PBM sargazo sometido a pretratamientos enzimaticos
100
90
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60

Rendimiento (mL CH4 /g SV)

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

—#— Sargazo+lodo+Cellic —&— Sargazo+lodo+alginatoliasa
®— Sargazo+lodo+Cellic+Alginatoliasa —@— SargazoControl+Lode
Figura 5.20. Curvas de rendimiento de metano en la prueba de PBM de sargazo pretratado
con enzimas. Azul: sargazo+ lodo+ CellicCTec?2, rojo: sargazo+ lodo+ alginato liasa, verde:
sargazo+ lodo+ CellicCTec2+ alginato liasa, morado: sargazo+ lodo.
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Tabla 5.7. Andlisis de PBM de sargazo pretratado con enzimas: en la tabla se muestran el
PBM, tiempo en llegar al méximo calculados con el criterio de Holliger, los parametros ob-
tenidos al ajustar la ecuacion tipo Michaelis-Menten (tasa de produccion y R?) y parametros
obtenidos al finalizar la prueba de PBM: pH, alcalinidad, relacion alfa, DQO soluble y AGVs.

Tratamien- PBM (mL  Tiempo Tasa de R2 pH Alcalini- | Relacion DQO AGVs

o CH,/g en llegar  produccion dad mg alfa soluble  (mg/L)
SV) alméximo =~ max. (mL CaCO /L (mg
(CIES)] CH,/dia) o)
Sargazo
+ lodo + 71414 22 32+7 099 | 7.2 6173 0.51 336 51
Cellic
Sargazo
Hodo+ | 4nis 20 7:3  |ogs| 72 | s%0 | 049 | 812 | 21
Alginato
liasa
Sargazo
+ lodo +
Cellic+ 68+7 16 27+4 099 | 7.4 6413 0.55 233 18
Alginato
liasa
Sa;gg?* 4247 18 6:0 |099| 7.2 | 6040 0.45 300 13

El efecto de agregar enzima CellicCTec2 al sargazo estéril permitié un
incremento del 69% en el rendimiento de metano, indicando que el hidrolizar
la celulosa del sargazo tiene un claro beneficio en la DA de estas especies.

La tasa de produccion y el rendimiento de metano al agregar la enzima
alginato liasa al sargazo y al sargazo con enzima CellicCTec2 no presenta
alteracion, lo que sugiere que la enzima alginato liasa no tiene efecto en la
hidrdlisis del sargazo y, por ello, no representa un beneficio a la produccién
de metano.




A) Media(PBM (mL CH4/g SV)) frente a Tratamiento
A

AB

PBM (mL CH4/g SV)

Tratamiento

B) Media(Tasa de producciéon (mL CH4/dia)) frente a Tratamiento
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Figura 5.21. Diferencias del PBM y tasa de produccion en las pruebas de sargazo control, sar-
gazo pretratado con CellicCTec?2 y/o alginato liasa, donde los tratamientos que presentan dif-
erentes letras tienen diferencias significativas. A) Prueba Tukey del PBM en los tratamientos de
la prueba. B) Prueba Tukey de la tasa maxima de produccion en los tratamientos de la prueba.
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5.4. COMPARACION DEL EFECTO DE TRATAMIENTOS EN LA
SINTESIS DE METANO A PARTIR DE SARGAZO

5.4.1. Contribucion de las condiciones experimentales aplicadas
En este trabajo se utilizd6 DA para producir metano a partir de sargazo sin
pretratar y expuesto a distintos pretratamientos: pretratado biolégicamente
con microorganismos y enzimas, almacenado en frio y esterilizado con
calor. El sargazo fue mezclado con lodo anaerobio y en algunas pruebas,
con estiércol como cosustrato hidrolitico. A continuaciéon, se discute la
aportacién de las condiciones especificas aplicadas sobre el rendimiento
de metano (PBM), tomando la prueba de sargazo + lodo como referencia.

En la tabla 5.8 puede observarse que la enzima CellicCTec2 genera el mayor
porcentaje de aumento del rendimiento de metano, pero no es el rendimiento
de metano mas alto. Esto se debe a que el secado y la esterilizacién de la
biomasa provoca un decremento del 42% en el rendimiento de metano,
que puede deberse a que la comunidad microbiana contenida en el sargazo
favorece la produccion de metano y al removerla el rendimiento disminuye.
Otra posible explicacion es que al esterilizar el sargazo se forman polifenoles
que inhiben la DA. Esto indica que el esterilizar el sargazo no es deseable
para producir biogas. Aunque la hidrolisis de la celulosa con el coctel
CellicCTec2 tiene un efecto favorable en el rendimiento de metano con el
sargazo estéril.

También se puede observar que el almacenar el sargazo (en este caso en
frio) genera un incremento del 30% en el rendimiento de metano respecto
al sargazo fresco. Esto se debe a que los microorganismos presentes en el
sargazo lo degradaron a pesar de la baja temperatura, pero los hidrolizados
no son consumidos posiblemente porque los microrganismos para ello
si fueron inhibidos por la temperatura. Si bien un almacenamiento en frio
no puede ser considerado en escala real, es un resultado digno de ser
reportado.

El efecto del estiércol en el sargazo fresco lleva al incremento del 37%
en el rendimiento de metano, lo cual es muy favorable. Utilizar estiércol
como cosustrato hidrolitico puede incrementar el gasto en el proceso, ya
que este se debe transportar de los sitios donde exista ganado vacuno.
Se ha determinado que utilizar el estiércol en una primera digestion y
posteriormente utilizar el digestato resultante como inéculo puede aportar
microorganismos hidroliticos originalmente presentes en el estiércol (Alvarez
et al., tesis de maestria en redaccion). Esta opcién es sin duda factible de
aplicar en escala real.
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Tabla 5.8. Rendimiento de metano de S. natans y S. fluitans en distintas condiciones vy efec-
tividad de los pretratamientos. En los casos control se agregd lodo metanogénico y los ren-
dimientos nuevos representan el cambio en el rendimiento cuando se le agrega la condicion
experimental descrita.

Control Rendimiento Condicion Rendimiento % cambio
nuevo
Sargazo fresco 7142 Estiércol bovino 97+4 37%
Sargazo fresco 7142 Pret‘ratamlento 70+2 -2%
microbiano
Sargazo fresco 7142 Almacenamiento 92+9 30%
Sargazo fresco 7142 Secado y esterilizado 42+7 -42%
Sargazo 4247 Estiércol bovino 10123 10%
almacenado
Sargazo estéril 42+7 Enzima CellicCTec2 7114 69%
Sargazo estéril 42+7 Alginato liasa 4545 7%

5.4.2. Estiércol como codigestion

El estiércol bovino, aparte de ser un cosustrato hidrolitico, puede ser El
estiércol bovino, aparte de ser un cosustrato hidrolitico, puede ser utilizado
en codigestion, para ayudar a balancear la relacién C/N, dado su contenido
de nitrégeno, reducir posibles efectos inhibitorios en el sargazo y proveer
de biomasa mas biodegradable al proceso de DA (Akila et al., 2019). En la
figura 5.22 se presentan los resultados sin restarle la produccién de metano
del testigo (es decir, produccién bruta o total), teniendo asi el rendimiento
de metano de los dos sustratos en codigestion. El sargazo se anadio en una
masa 5 veces mayor que la del estiércol (5:1).
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PBM bruto de sargazo y estiércol como cosustrato
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Figura 5.22. Curvas de rendimiento bruto de metano en la prueba de PBM de sargazo con es-
tiércol en co-digestion (5:1). Azul oscuro: sargazo+ lodo, azul claro: sargazo+ lodo+ estiércol,
café: sargazo pretratado+ lodo, amarillo: sargazo pretratado+ lodo+ estiércol, verde oscuro:
sargazo amacenado+ lodo, verde claro: sargazo almacenado+ lodo+ estiércol.
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Tabla 5.9. Andlisis de PBM (bruto) de sargazo con'y sin codigestion con estiércol: PBM bruto y tiempo en llegar al méximo y parametros obtenidos por el criterio de Holliger, parametros obtenidos al ajustar la ecuacion de Gompertz
modificada o tipo Michaelis-Menten (tasa de produccion maxima, fase lag y R°) y parametros obtenidos al finalizar la prueba de PBM: pH, alcalinidad, relacion alfa, DQO soluble y AGVs. En negritas se ponen los datos cuando
las curvas que se ajustaron con la ecuacioén tipo Michaelis-Menten.

Contenido PBM bruto (mL Tiempo Tasa de produccion Fase lag pH final Alcalinidad mg Relacion alfa DQO soluble (mg O,/L) AGVs (mg/L)
CH,/g8V) méax. (mL CH,/dia) CaCO /L
Sargazo+lodo 762 17 212 0.1+0.3 0.99 7.6 7400 0.38 327 106
Sargazo+ lodo+ estiércol 119+4 20 26+0.4 0.06+0.2 0.99 7.4 10380 0.46 7T 67
Sargazo pretratado+ lodo 75%2 21 141 NA 0.99 7.8 5840 0.43 1011 40
Sargazo pretratado+ lodo+ estiércol 90+9 24 16+2 NA 0.99 7.8 5840 0.45 943 0
Sargazo almacenado+ lodo 96+9 19 19+1 NA 0.99 7.2 6666 0.4 1311 102
Sargazo almacenado+ lodo+ estiércol 115+3 20 20+3 NA 0.99 7.3 7985 0.45 767 44
A) Media(PBM (mL CH4/g SV)) frente a Tratamiento B) Media(Tasa de produccion (mL CH4/dia)) frente a Tratamiento
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Figura 5.23. Diferencias significativas del rendimiento de metano y tasa de produccion en las
pruebas de PBM de sargazos con o sin codigestion con estiércol bovino, donde los tratamien-
tos que presentan diferentes letras tienen diferencias significativas. A) Prueba Tukey del PBM
en los tratamientos de la prueba. B) Prueba Tukey de la tasa de produccion en los tratamientos
de la prueba.
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Cuando se le agrega estiércol bovino al sargazo fresco con lodo hay
diferencias significativas tanto en el rendimiento de metano, como en la tasa
de produccion. Al agregarle estiércol al sargazo almacenado hay diferencias
significativas en el PBM, pero no en la tasa de produccién. Esto es diferente
con el sargazo pretratado microbianamente, donde agregarle estiércol al
tratamiento con lodo no genera diferencias significativas en ninguno de los
dos parametros (fig. 5.23).

Se obtiene un incremento del 57% en el rendimiento de metano, cuando
el sargazo fresco es sometido a codigestion con estiércol bovino (tabla
5.10) y se puede observar que, en todos los tratamientos, cuando se agrega
estiércol la alcalinidad y la relacién alfa se incrementan (tabla 5.9). Esto
indica que la codigestién con estiércol ayuda a mejorar la estabilidad del
proceso de DA.

Tabla 5.10. Rendimientos de metano en la DA del sargazo fresco, pretratado microbianamente
y almacenado a 6°C con lodo vy el efecto de la codigestion con estiércol bovino (5 sargazo:
estiércol) en el PBM. Analisis del incremento en el rendimiento de metano al realizar la codi-
gestion (% incremento).

Control PBM bruto (mL PBM bruto con estiércol bovino % incremento
CH,/g 8V) (co-digestion) 5:1 (mL CH,/g SV)
Sargazo fresco + lodo 76+2 119+4 57
Sargazo pretratado + 7540 9049 20
lodo
Sargazo almacenado 9649 11543 20

+ lodo

En los trabajos de Morrison y Gray (2017) y de Thompson (2021) y
colaboradores se determindé que, para favorecer en mayor medida el
rendimiento de metano al codigerir el sargazo con otros residuos organicos,
se debe utilizar mayor proporcién del cosustrato que de sargazo (1:2 'y 1:3
respectivamente) y el rendimiento mas bajo que obtuvieron fue al utilizar
el sargazo en mayor proporcion (3:1 y 3:1 respectivamente) (tabla 2.5).
Esto indica que la codigestion de sargazo con estiércol bovino, con una
proporcion mayor de estiércol que de sargazo, incrementaria el rendimiento
de metano. Sin embargo, la biomasa que se busca aprovechar es la del
sargazo y al disminuir su proporcién no se cumpliria el propdsito principal.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El sargazo (S. natans y S. fluitans) es recalcitrante, su DA por si sola no lleva
a una produccion de biogas deseable a nivel industrial, pero constituye una
forma de utilizar una fracciéon de biomasa de sargazo, removiéndolo de las
costas y obteniendo biogas y un digestato que puede ser utilizado como
fertilizante.

Paramejorar el rendimiento de metano a partirde sargazo, sinaumentarel costo
del proceso, es deseable realizar una codigestion. En este trabajo, al emplear
estiércol bovino como codigestor, se aportan microorganismos hidroliticos
y se estabiliza el proceso de DA, permitiendo mejorar la productividad de
metano a partir de sargazo. Con esto se gener6 un incremento del 57% en
el rendimiento de metano obteniendo 76 mL CH,/g SV del sargazo fresco
contra 119 mL CH,/g SV del sargazo fresco en codigestion 5:1 con estiércol.

Emplear consorcios microbianos incrementa la hidrdlisis del sargazo,
favoreciendo la productividad de metano, comprobado por la produccion
de metano inmediata obtenida en la DA del sargazo pretratado con el
consorcio microbiano en comparacion con el sargazo sin pretratamiento, que
presenta una fase /lag en la curva de produccion de metano; sin embargo,
no se incrementa el rendimiento de metano (70 y 71 mL CH, /g SV sargazo
pretratado microbianamente contra sargazo fresco).

Al identificar que la hidrdlisis de los polisacaridos, como la celulosa y el
alginato, es una limitante para la produccion de metano a partir de sargazo,
se decidio realizar pretratamientos bioldgicos enzimaticos para degradarlos
y estudiar el efecto en el rendimiento de metano a partir de sargazo. Aunque,
esto no es factible a nivel industrial por el costo que representan las enzimas
y porque es necesario esterilizar la biomasa. Esta etapa no es factible, ya que
requiere energia y ademas baja el rendimiento de metano por 42%, siendo de
71 mL CH,/g SV en el sargazo fresco y 42 mL CH,/g SV en el sargazo estéril.

Degradar celulosa dentro del sargazo utilizando la enzima CellicCTec2
incrementa el rendimiento de metano en un 69% respecto al sargazo sin
pretratamiento con enzima (71 contra 42 mL CH,/g SV). Esto confirma que
es necesario favorecer la hidrdlisis de este polisacarido para incrementar el
rendimiento de metano a partir de sargazo.

La degradacion del alginato dentro del sargazo es deseable, pero es un reto
ya que requiere una enzima o microorganismo que pueda degradar el alginato
especifico contenido en S. natans y S. fluitans. En este trabajo se utilizé una
enzima alginato liasa comercial, la cual no tuvo efecto en la hidrdlisis ni en
el rendimiento de metano del sargazo, obteniendo 45 mL CH,/g SV con el
sargazo estéril pretratado con enzima alginato liasa y 42 mL CH,/g SV en el
sargazo estéril sin pretratamiento.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Seria conveniente caracterizar el efecto de los microorganismos aislados
del consorcio degradador de sargazo para encontrar los que tengan
mayor incremento en el rendimiento de metano a partir de sargazo y
secuenciarlos.

Al identificar los microorganismos degradadores de sargazo es posible
conocer las enzimas responsables de la degradacion y producir
extractos enzimaticos de bajo costo para pretratar el sargazo, evitando
asi que los microorganismos consuman el sustrato liberado durante el
pretratamiento.

Aislar microorganismos que produzcan enzimas que degraden el alginato
especifico de estas especies del sargazo utilizando herramientas de

protedmica y metagendmica.

Utilizar la técnica de FTIR-ATR de manera semicuantitativa para
identificar los cambios en la biomasa del sargazo al ser sometida a
pretratamientos.

Mezclar sargazo con otros desechos, como residuos organicos
municipales, para llevar a un proceso con mayor rendimiento de metano
y de bajo costo.
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