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RESUMEN

Las microalgas son microorganismos que predominan en el plancton de lagos
y los océanos, tienen capacidad fotosintética, es decir que por medio de energia
luminosa y CO:z sintetizan compuestos organicos, crecen y conllevan a la liberacion
de oxigeno molecular, este proceso las ha llevado a estar en asociaciones con otros
microorganismos para el consumo de nutrientes llamados consorcio. Ademas
debido a su alimentacion, tolerancia a pHs altos, cambios de temperatura, salinidad
han sido empleadas en sistemas biotecnoldgicos para la solucién de problemas por
ejemplo, ambientales, como el tratamiento de residuos organicos, donde degradan
la materia organica la cual usan como alimento, y con el oxigeno liberado oxidan
materia organica o lo emplean otros microorganismos que estdn en consorcio para

llevar a cabo sus funciones nutricionales.

Con la finalidad de evaluar la actividad de estos microorganismos, la cual se
ve reflejada en la produccién de oxigeno, se tomaron muestras de un consorcio
microalgal en medio alcalino de un reactor de lagunaje de alta carga empleando
amonio (NH4*) como sustrato, el cual se sabe es un nutriente presente en residuos
organicos y que en pH mayores basicos estd en un sistema amoniaco/amonio
donde predomina el amoniaco (NH3) qué es un compuesto volatil y toxico para las

microalgas.

Considerando la volatilidad del amoniaco, las pruebas experimentales se
llevaron a cabo en un fotobiorreactor tubular cerrado iluminado con luces LED, cuya
intensidad luminica fue de 105 pmol/m?*s, en donde se hicieron cinéticas de
crecimiento para obtener la velocidad especifica de crecimiento del consorcio
microalgal, después el consorcio se adapté en un medio mineral con ausencia de
nitrégeno para luego agregar volumenes definidos con concentraciones de NH4Cl
gue iban de 10 a 600 mg/L que se sabe son concentraciones conocidas de efluentes
de vinazas. La adicion de las concentraciones fue de manera acumulada, es decir
que primero se agregaron 10 mg/L de concentracion en un volumen definido y para
agregar 20 mg/L solo se agrego la diferencia, y asi sucesivamente. El oxigeno

producido por las microalgas disminuyé conforme se aumentaban las



concentraciones de NH4Cl lo cual se representdé en unas graficas. Con unas
ecuaciones se determind la cantidad de nitrégeno que era asimilado por el consorcio
microalgal y el nitrdgeno que quedaba como amoniaco, en donde del nitrégeno
agregado al consorcio en forma de amonio solo el 18% es asimilado por el
consorcio, mientras que el 82% se volatiliza en forma de amoniaco. Con la velocidad
especifica de crecimiento, la concentracion de biomasa microalgal, el valor de
rendimiento biomasa-oxigeno y las graficas se ajusté un modelo cinético de forma
hiperbdlica, el cual describe la actividad fotosintética del consorcio alcaldfilo
microalgal en presencia de amoniaco, se hizo una prueba estadistica para
comprobar que el modelo no tuviera una diferencia significativa con respecto a los
resultados experimentales obtenidos, sin embargo el modelo si se ajusto a los datos

experimentales.



INTRODUCCION

Los residuos acuosos que se generan de las industrias de las destilerias de
alcohol, llamadas vinazas, y las aguas residuales tratadas presentan alto contenido
de materia organica, que antes de ser desechados al exterior, se deben tratar
previamente. Estos desechos contienen nutrientes como el nitrégeno en altas
concentraciones que no pueden ser desechados directamente a los cuerpos de
agua, pues provocarian eutrofizacién asi como también alterarian sus propiedades
fisicoquimicas de los suelos como el color, pH, conductividad eléctrica (EC) debido
a la lixiviacion de los iones organicos e inorganicos. De acuerdo a la NOM-001-
SEMARNAT-1996 la concentracibn minima necesaria de nitrégeno para ser
descargado estd entre 40 a 60 mg/L para rios, aguas costeras, lagos, suelos
nacionales, asi como fosforo total de aproximadamente 30 mg/L.

La digestion anaerobia es una alternativa para el tratamiento de residuos
procedentes de las destilerias de alcohol (vinazas) (Mohana et al., 2009), ya que
una de las grandes ventajas que tienen estos procesos es la generacion de biogas,
sin embargo la concentracion de los nutrientes en el efluente liquido (NH4*, NOgs,
P0O4%*) no es disminuida ya que es un proceso no asimilativo. Para hacer frente a
este problema, la digestion aerobia es una alternativa posterior a la digestiéon
anaerobia empleada para disminuir los nutrientes que no fueron asimilados
previamente, tal tecnologia biotecnoldgica de microalgas y bacterias fotosintéticas
ha sido utilizada ampliamente debido a las ventajas ambientales que esta
representa, ya que los microorganismos por medio de la fotosintésis, la cual se
define como un proceso fisico-quimico-biolégico en el que plantas, algas, bacterias
fotosintéticas emplean la energia de la luz y el CO2 atmosférico, asi como el CO2
contenido en el biogas producido por digestion anaerobia, para la sintesis de
compuestos organicos y ademas conlleva a la liberacion de oxigeno (Pérez y Carril,
2009), el consorcio microalgal utiliza ademas los nutrientes residuales de los

efluentes anaerobios para su crecimiento.

El nitrégeno puede ser consumido por los microorganismos en los sistemas

aerobios en forma inorganica de nitrato (NOs’), nitrito (NO2’), 6xido nitrico (NO),



amonio (NH4%), y en algunos casos nitrégeno molecular (N2), pero también en forma
organica como urea o amino acidos. Los cultivos microalga-bacteria prefieren la
fuente de energia que les ocasione el menor gasto de energia posible para su
consumo. Por lo tanto, la fuente de nitrdgeno preferida para las microalgas es la
forma NH4*/NHs porque su consumo y asimilacion emplea menos energia
comparada a otras fuentes de nitrégeno (Perez-Garcia, et al., 2010).

Una limitacion grave cuando se utiliza amoniaco/amonio es el potencial
toxico. El amoniaco libre (NH3) tiene efectos perjudiciales en las microalgas en
relativamente bajas concentraciones (2mM, 0.034 g/L) (Abeliovich & Azov, 1976;
Azov & Goldman, 1982). Otro de los principales factores que afectan la toxicidad
es el pH del medio de cultivo, ya que este determina si la forma toxica del amoniaco
es dominante o predomina el amonio (Azov & Goldman, 1982).

Las diferentes formas de administracion de nitrégeno influencian el pH del
medio de cultivo. Por ejemplo, si se aplica NH4* como la fuente de nitrogeno, el pH
puede caer debido a la liberacion de H* durante la asimilacién. Pero una restriccion
de utilizar amoniaco como suministro de nitrdgeno es que se puede perder del
medio de cultivo debido a la volatilizacion, especificamente en altos valores de pH
(Markou, et al., 2014).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El nitrogeno presente en los efluentes anaerobios se encuentra
predominantemente en forma de NH4" con pH 7.5. Si este efluente fuera alimentado
a un fotobiorreactor abierto, donde hay un consorcio microalgal cuyo pH > 9, el NH3
predominaria en el sistema NH4*/NH3z desconociendo de ese modo el NH4* que es
aprovechado por el consorcio microalgal. Ademas los nutrientes del efluente
funcionaran como fuente de alimento para el consorcio microalgal, el cual reducira
los niveles de nutrientes antes de ser desechados a algun cuerpo acuatico o al
ambiente.

Una de las formas de saber la cantidad de NHa* aprovechado por las
microalgas es por medio de la actividad fotosintética, que consta del oxigeno
liberado por estas, como resultado del proceso de la fotosintesis, agregando
diferentes concentraciones de NH4Cl y ademés por las correspondientes
determinaciones de concentracion de biomasa, pH, velocidad de produccién de
oxigeno disuelto microalgal.. El trabajo experimental se realizé en presencia de NH3
en un fotobiorreactor tubular cerrado bajo condicidn alcalina, donde se pretende

conocer la concentracion (mg/L) de NHs que es toxica para el consorcio microalgal.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del amoniaco sobre la actividad fotosintética de un
consorcio de microalgas en medio alcalino en un fotobiorreactor de tubos cerrado

OBJETIVOS PARTICULARES

Describir el sistema de equilibrio amonio/amoniaco en medio alcalino

Evaluar experimentalmente la actividad fotosintética de un consorcio
alcaldéfilo microalgal en presencia de concentraciones de amoniaco representativos
de efluentes de digestores anaerobios.

Definir un modelo cinético del efecto del amonio sobre la actividad

fotosintética.



CAPITULO 1 GENERALIDADES

1.1 Aguas residuales de destilerias

Los residuos acuosos que se generan de las industrias de las destilerias de
alcohol, llamadas vinazas, y las aguas residuales tratadas presentan alto contenido
de materia organica, que antes de ser desechados al exterior, se deben tratar
previamente (Espafia-Gamboa et al., 2011); porque estos desechos contienen
componentes cuyas cantidades sobrepasan los niveles normados para desecharse
al ambiente. Ver Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Limites maximos permisibles de nitrégeno y fosforo en las descargas de aguas
residuales en aguas y bienes nacionales

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA CONTAMINANTES BASICOS
. . EMBALSES NATURAL
Parametros RIOS Y ARTIFICIALES
Uso riego Proteccion Uso riego Uso
agricola (A) | Uso publico urbano vida . S
mg/L ) acuatica agricola publico
©) (B) urbano (c)
P.M. |P.D. |P.M. P.D.|P.M.|P.D. |P.M.|P.D.|P.M. | P.D.
Nitrégeno
Total 40 60 40| 60| 15| 25| 40| 60 15| 25
Fosforo
Total 20 30 20| 30 5/ 10| 20| 30 5] 10
Pardmetros AGUAS COSTERAS SUELO
Explotacion . Uso riego | Humedales
pesquera, Recreacion (B) Estuarios agricola naturales
mg/L navegacion, (B) (A) ®)
etc. (A)
P.M. |P.D. |P.M. P.D.|P.M.|P.D. |P.M.|P.D.|P.M. |P.D.
Nitrégeno
Total N.A. |N.A. |N.A N.AA.| 15| 25|N.A. [N.A.|N.A. [NA
Fosforo
Total N.A. | N.A. |N.A. N.A. 5| 10|N.A. [N.A.[N.A. [N.A.
P.M.=Promedio
P.D.= Promedio diario mensual N.A.= No Aplicable
(A), (B), (.C): Tipo de cuerpo receptor segin Ley Federal de Derechos

Referencia; NOM-001-SEMARNAT-1996

Por otro lado estos residuos acuosos organicos se pueden aprovechar para
obtener productos con un valor agregado, tal como la biomasa que sirve como
alimento para ganado, o el biogas que puede satisfacer las necesidades energéticas

de las sociedades (Meier et al., 2014).



Estos residuos de las destilerias tienen alta demanda biolégica de oxigeno
(DBO) y demanda quimica de oxigeno (DQO). La cantidad de sustancias
inorganicas como; nitrégeno, potasio, fosfatos, calcio, sulfatos también es muy alta
para ser desechada al ambiente. Para resumir lo dicho anteriormente, se muestran
en las tablas 1.2 y 1.3 las caracteristicas quimicas de los residuos acuosos

organicos.

Tabla 1.2. Caracteristicas quimicas de vinazas de destilerias

Agua Vinaza
Agua residual de cafia Vinaza de Vinaza de Vinaza de
Parametro |residual de|de de melazas de uvas (vino) agave
destileria destileria aztcar cafia (tequila)
de vino
pH 3.0-4.1 3.53-5.4 4.04 4.46-4.8 3-4.2 3.4
DQO 84900- 26000- 55200-
(mg/h) 100-120 ~ 13.1-40 30400 o500 50200 66300
DBO 14540-
(mall) - 0.21-8 16700 39500 16300 20600
0.102-
NT (g/l) - 0.1-64 0628 0.153-1.23 [ 0.1049-0.65 |-
NHa*
(mg/l) - 140 - - - -
NOsz(mg/l) 4900 - - - - -
0.071- 0.065-
PT (g/) - - 013 0.001-0.19 01184 0.041
PO43
(ma/l) - 0.24-65.7 |- - - -
‘(&Rajasundarl (Espana- g:rﬁig‘: (Espana- (Espana- (Espana-
Referencia Murugesan Gamboa et ot al Gamboa et|Gamboa et|Gamboa et
2011) al., 2011) 2011) al., 2011) al., 2011) al., 2011)
. Vinaza de Vinaza de Vinaza Agl.Ja Vinaza de
Parametro melaza de residual de
sorgo dulce cruda bagazo
remolacha melazas
pH 4.5 4.3-5.35 5.2 3.8 9.86
DQO 55500-
(mall) 79900 91100 375 80.5 -
DBO 27500-
(mg/l) 46000 44900 - - 20
NT (g/l) 0.8 1.8-4.75 2.02 1.8 1.53
NH4* 125400
(mg/l) - - [N-NHg |~ 451
NOs(mg/l) |- - - - -
PT (g/) 1.99 0.16-0.163 | 0.24 - 4.28
PO.3
(mg/!) - - 139 - -
(Espafia- (Espafia- | (Ramana <(gLRaJasundarl ((&Rajasundarl
Referencia | Gamboa et|Gamboa et | et al., Murugesan, | Murugesan
al., 2011) al.,, 2011) |2002) 2011) 2011)




Tabla 1.3. Caracteristicas quimicas generales de los efluentes de destileria no tratados y
tratados anaerdébicamente

Paradmetros Efluentes Efluentes tratados
anaerdbicamente
pH 3.0-45 75-8
DBO (mg/L) 50,000 —- 60,000 8000 — 10,000
DQO (mg/L) 110,000 — 190,000 45,000 — 52,000
Fosfato (mg/L) 2500 - 2700 1500 - 1700
Nitrégeno (mg/L) 5000 — 7000 4000 - 4200

Ref. (Mohana et al., 2009)

La naturaleza recalcitrante (dificil biodegradacion) que presentan las vinazas
es debido a la presencia de polimeros marrones, melanoidinas, que se forman por
la reaccion amino carbonil de Maillard. Dichos compuestos contienen propiedades
antioxidantes, que los hacen téxicos para muchos microorganismos como los que
se encuentran presentes en los procesos de tratamiento de aguas residuales
(Kumar et al., 1997). Aunque hay otros compuestos presentes en los residuos
aparte de las melanoidinas que afectan en la disposicion al ambiente como el
caramelo, la variedad de productos de descomposicion del azlcar, antocianinas,
taninas, y mas compuestos que ocasionan que el efluente contenga un olor
desagradable y otros compuestos sulfurados que no son descompuestos de manera

efectiva por las levaduras durante la destilacion (Sharma et al., 2007).

Por tanto, la disposicion de vinazas al ambiente es peligrosa porque contiene
altos niveles de contaminantes que afectan el sistema ambiental; por ejemplo, la
alta demanda quimica de oxigeno (DQO), el alto contenido de nitrégeno total y de
fosfato total del efluente puede resultar en la eutrofizacion de los cuerpos de agua
naturales, ademas los altos componentes coloreados que contiene el efluente
reducen la penetracion de la luz del sol en rios, lagos o lagunas, que a su vez
disminuyen tanto la actividad fotosintética y la concentracién de oxigeno disuelto

afectando la vida en dichos cuerpos de agua (Kumar et al., 1997).



También si dicho efluente se desecha al suelo sin previo tratamiento, afecta
la calidad de este alterando sus propiedades fisicoquimicas como el color, pH,
conductividad eléctrica (EC) debido a la lixiviacion de los iones organicos e
inorganicos (Jain et al., 2005).

Se han explorado varias tecnologias para reducir la carga de contaminantes
de los efluentes de la destileria; como los tratamientos anaerobios y los tratamientos
aerobios. Los tratamientos de digestion anaerobia constituyen una gran alternativa
para el tratamiento de aguas residuales con alto contenido de materia organica,
dichos tratamientos anaerobios se efectlan primero que los tratamientos aerobios
en los sistemas de tratamiento de efluentes de la destileria. El sistema de digestion
anaerobia se puede ver como un sistema complejo en el que varios grupos de
microorganismos operan e interactian unos con otros en asociacion simbidtica,
competitiva y antagonista, en el que dicho proceso se genera metano y didxido de
carbono (Mohana et al., 2009)

El tratamiento con procesos anaerobios es una tecnologia que presenta
ventajas interesantes comparadas con el clasico tratamiento aerobio. Ya que tiene
la capacidad de degradar sustancias concentradas y resistentes, también produce
muy pocos lodos, requiere menos energia para su operacion y ademas es
provechosa porque genera biogas como valor agregado (Mohana et al., 2009).

Las vinazas tratadas anaerObicamente contienen todavia altas
concentraciones de contaminantes organicos como NHsz, NOs, POs, que no se
pueden descargar directamente, ademas de ser efluentes coloreados que se les
impide la descarga directa a rios, lagos o cualquier cuerpo de agua (Nandy et al.,
2002).

Las aguas residuales de la destileria son &cidas y su alto contenido organico
puede causar considerable contaminacion ambiental (Keyser et al., 2003). También
han sido caracterizadas por los metales pesados, por ejemplo, hierro y zinc, iones
metalicos tales como Ca*?, K* y Na* y sulfatos, mas otros nutrientes como nitratos
y fosfatos que hacen problematica la descarga de las aguas residuales de la
destileria en los cuerpos acuaticos, ya que provocan la eutrofizacion y otros efectos

ambientales como bloquear la entrada de la luz del sol a las capas inferiores de los



rios y arroyos, por lo tanto reducen la oxigenacién del agua bloqueando la
fotosintesis y haciéndolo perjudicial para la vida acuatica (Rajasundari &
Murugesan, 2011).

Se deben buscar tratamientos para los efluentes antes de ser desechados al
ambiente y que no superen los limites maximos permisibles de sus componentes
establecidos por las normas oficiales, como en la tabla 1.1 mostrada anteriormente,
donde en este escrito se enfoca al tratamiento del nitrogeno. Uno de los
procedimientos seguidos para la disposicion del efluente de destileria es utilizarla
para la produccion de biomasa microalgal. La conversion de gran parte de las
cargas organicas del efluente de destileria a biomasa microalgal tiene especial
relevancia ya que funciona como suplemento de alimentacion, como el forraje para

ganado, etc. (Mohana et al., 2009)

1.2 El biogas

El biogés, producto de la digestion anaerobia de las vinazas, de la industria
de la destilacion y materias primas renovables (como los residuos sélidos organicos
y municipales), es un gas rico en CHa (40-75%) y CO2 (25-60%), con otros
componentes, tales como H2S (0.005-2%), N2 (0-2%), Oz (0-1%) y NH3 (<1%)
presente en concentraciones inferiores (Ryckebosch et al., 2011). La remocion de
CO2 del biogas implicard una disminucién en sus costos de compresion y de
transporte, mientras que la remocién de H2S podria reducir su naturaleza toxica,
corrosiva y maloliente (Kao et al., 2012).

La remocién simultanea de CO:2 y H20 del biogas se puede hacer por
separacion de membranas y/o por depuracion quimica, pero dichos procesos
fisicos-quimicos exhiben altos impactos ambientales y altos costos de operacion
(Tippayawong & Thanompongchart, 2010), por tanto, las tecnologias fisicas-
quimicas presentan desventajas para ser utilizadas, lo que abre paso a las
tecnologias por tratamientos bioldgicos que se encargan de dicha problematica
cuyos procesos comparados a los convencionales son de bajo costo y amigables
con el ambiente, ademas de que son innovadores para la remocién del CO2 y H2S,

por medio de una simbiosis microalga-bacteria (Bahr et al., 2014). Entendamos
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simbiosis desde el enfoque ecolégico, en el cual, cualquier organismo cuyo habitat
normal durante toda su vida o parte de ella, es otro organismo vivo (huésped); pero
si el organismo afecta a su huésped, se llamara parasitismo, sin embargo, si la
integracion microbiologica beneficia a ambas partes se llamara mutualismo (Smith,
1978). En este caso, las microalgas consumen el CO2 por medio de la fotosintesis
y después producen oxigeno, el cual es empleado por las bacterias para fijar H2S y
producirlo como sulfatos (SO4?2). Ver figura 1.1.

Figura 1.1. Simbiosis microalga-bacteria para la remocion de CO:2 y H2S.

Tomada de (Babhr et al., 2014)

1.3 El digestato y su tratamiento

Tanto el digestato (vinazas) como el biogas deben de ser tratados por
procesos fisicos-quimicos o bioldgicos. En las tablas 1.4 y 1.5 se presentan algunos

tratamientos bioldgicos y fisicos-quimicos para las vinazas respectivamente.
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Tabla 1.4. Sistemas biolégicos empleados para el tratamiento anaerobio de vinazas de destileria

Tipos de sistemas

Tratamientos

Tipo de cultivo

Referencia

Sistemas de hongos

Producen gran variedad de
proteinas extracelulares,
acidos organicos y se
adaptan a varias
restricciones  ambientales.
Utilizan su actividad microbial
para la decoloracion de

vinazas de melaza.

Aspergillus sps.,
Aspergillus

fumigatus G-2-6,
Aspergillus niger

(Mohana et al,
2009)

Sistemas bacteriales

Capaces de hacer proceso
de biorremediacion y
decolorizar las vinazas de
destileria tratadas

anaerobicamente.

Bacillus sp.,
Lactobacillus
hilgardi.,
Pseudomonas
fluorescence,
Xanthomonas
fragairae, B.
megaterium, B.

cereus.

(Mohana et al,
2009)

Sistemas
microalga/cianobacteria

Son ideales para el

tratamiento de efluentes de

destilerias, aparte de que
degradan los polimeros
también oxigenan los

cuerpos de agua, de este
modo reducen los niveles de
DQO y DBO.

Chlorella
vulgaris/Lemma

minuscule.

(Mohana et al.,
2009)
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Tabla 1.5. Tratamientos fisicos-quimicos empleados para el tratamiento anaerobio de vinazas de

destileria

Tecnologia Tratamiento Compuesto  quimico | Referencia

empleado

Adsorcion Es ampliamente empleado para la | Carboén activado (buen | (Mohanaetal.,
remocion de color y contaminantes | adsorbente debido a | 2009)
organicos especificos. su extendida area

superficial, estructura
microporosa y alto
grado de reactividad
de superficie).
Bagazo modificado
quimicamente.

Coagulacién y | Coagulacion es la desestabilizacion de | FeCls, Fe2(S04)3, | (Mohanaetal.,

floculacién coloides neutralizando las fuerzas que | Al2(SO4)s, CaO, CaClz | 2009)
los mantienen separados, las particulas
coloides forman grandes particulas
(fléculos). La floculacion es la accion de
los polimeros para formar puentes entre
los fléculos, y unir las particulas en
grandes aglomerados o grumos.

Procesos de oxidacion | Se utiliza ozono que se disuelve en | Ozonacién, oxidacién | (Mohanaetal.,
agua, reaccionando con compuestos | electroquimica 2009)
organicos en dos diferentes maneras: | (diéxido de grafito
oxidacion directa como ozono molecular | recubierto con titanio,

0 reaccion indirecta a través de la | di6xido de rutedio
formacion de oxidantes secundarios | recubierto con titanio)
como especies de radicales libres.

Unos de los procesos por tratamientos bioldgicos son los sistemas
microalga/cianobacteria, ya que las cianobacterias se consideran ideales para el
tratamiento del efluente de destilerias, porque aparte de degradar los polimeros
también oxigenan cuerpos de agua, por lo tanto reducen los niveles de DBQ y DQO
(Mohana et al., 2009)
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1.3.1 Tratamiento simultaneo de biogas y digestato

La simbiosis microalga-bacteria en fotobiorreactores representa una
oportunidad para la remocion simultdnea de ambos contaminantes de biogas en un
impacto de bajo costo de energia y ambiental. En tales sistemas microalga-bacteria
pueden utilizar la energia del sol para fiar CO2 del biogas por medio de la
fotosintesis, con la produccion de oxigeno (Bahr et al., 2014). ElI Oz generado se
utiliza por bacterias, en este caso bacterias sulfo-oxidantes para oxidar H2S a sulfato
(Mun & Guieysse, 2006).

Los valores altos de pH en que se encuentran las bacterias sulfo-oxidantes y
microalgas tolerantes a pH alto, puede mejorar de manera significante el transporte
de masa de los gases H2S &cidos y CO: del biogas al cultivo microalga-bacteria,

permitiendo asi un mejoramiento del biogas (Gonzalez-Sanchez & Revah, 2007).

Una ventaja adicional de este sistema biotecnolégico es que se pueden
utilizar nutrientes residuales de los efluentes para el crecimiento del consorcio
microalga-bacteria, y por tanto se produciran cantidades significantes de biomasa.
Por ejemplo, algunos de los microorganismos a emplear para la decoloracion de
vinazas de destileria son la cianobacterias ya que estas tienen la capacidad de
utilizar melanoidinas (carbohidratos + proteinas) como fuente de carbono y

nitrogeno (Kalavathi et al.,2001).

A pesar de las ventajas mencionadas anteriormente sobre esta tecnologia del
consorcio microalga-bacteria para la remocién de H2S y CO:2 del biogéas, asi como
la eliminacion de algunos nutrientes del agua residual o de los efluentes del
digestato (vinazas) que han sido explorados (Bahr et al., 2014), los nutrientes, como
el nitrogeno y el fosforo, contenido en los efluentes no pueden ser expuestos al
ambiente a las concentraciones en que vienen en los digestatos (tabla 1.2) por las
causas ya mencionadas, de acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-001-
SEMARNAT-1996 que establece los limites maximos permisibles de estos
componentes contaminantes en las descargas de aguas residuales y bienes
nacionales (tabla 1.1). Por consiguiente, la tecnologia del sistema del consorcio

microalga-bacteria puede aprovechar estos nutrientes como fuente de alimento, sin
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gue afecte su actividad fotosintética que es util para su funciébn de remocién de
gases acidos del biogas.

Nutrientes como el nitrdgeno contenido en el digestato, deben ser
suministrados en el consorcio microalgal (contenido en un fotobiorreactor tubular) a
concentraciones Optimas que permitan una alta actividad fotosintética del consorcio
en medio alcalino (pH > 9.0, por las razones ya mencionadas) ya que también este
elemento en vez de resultar benéfico, puede ser perjudicial para el consorcio

microalgal inhibiendo su crecimiento (Azov & Goldman, 1982).

El nitrdgeno se puede consumir en forma inorganica de nitrato (NOz’), nitrito
(NO2), 6xido nitrico (NO), amonio (NH4*), y en algunos casos nitrégeno molecular
N2, pero también en forma organica como urea o aminocidos. El nitrato (NO3’) es
la forma de nitrdgeno mineral mas comunmente utilizado para el cultivo de
microalgas y cianobacterias en el medio sintético (Markou et al., 2014). El nitrato se
consume por mecanismos activos (mecanismos de transporte de membrana de la
célula, bombas) y por lo tanto consume energia (Markou et al., 2014). Lo ideal para
los cultivos microalgales y cianobacteriales es el consumo de moléculas cuyo
consumo de energia sea el minimo. Por lo tanto, la fuente de nitrégeno preferida
para las microalgas es la forma amoniaco/amonio porque su consumo y asimilaciéon
consume menos energia comparada a otras fuentes de nitrdgeno (Perez-garcia et
al., 2010).

Una limitaciébn grave cuando se utiliza amoniaco/amonio es el potencial
toxico. El amoniaco libre (NH3) tiene efectos perjudiciales en las microalgas en
relativamente bajas concentraciones (2mM, 0.034 g/L) (Abeliovich & Azov, 1976;
Azov & Goldman, 1982). Otro de los principales factores que afectan la toxicidad
es el pH del medio de cultivo, ya que este determina si la forma toxica del amoniaco
es dominante o predomina el amonio no toxico. El amoniaco afecta el sistema
fotosintético y en particular induce el foto-dafio del fotosistema Il (Azov & Goldman,
1982; Drath et al., 2008). Por lo tanto el amoniaco deberia ser considerado como el
principal factor toxico que afecta la viabilidad de las células. El grado de toxicidad
se relaciona a la diferencia entre los valores de pH intracelular y extracelular

(medio). Para evitar el efecto negativo del NHs, se pueden regular los valores de pH
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y mantenerlos bien por debajo del pK del sistema NHs/NH4* con la finalidad de limitar
la concentracion de amoniaco (Azov & Goldman, 1982); otra estrategia es diluir el
agua residual o las vinazas para evitar una concentracion de amoniaco inhibitoria o
para que se pueda utilizar un modo de cultivo fed-batch, en el que el amoniaco se

agrega gradualmente al medio de cultivo (Markou et al., 2014).

Las diferentes formas de administracion de nitrogeno influyen en el pH del
medio de cultivo. Por ejemplo, si se aplica NH4* como la fuente de nitrogeno, el pH
puede caer debido a la liberacion de H* durante la asimilacién. Pero una restriccion
de utilizar amoniaco como suministro de nitrdgeno es que se puede perder del
medio de cultivo debido a la volatilizacion, especificamente en altos valores de pH
(Markou et al., 2014).
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CAPITULO 2 CARBONO Y NITROGENO

Los microorganismos son capaces de sustentarse (alimentarse) al menos de dos formas
diferentes de conseguir sus nutrientes: por autotrofia y heterotrofia (Grobbelaar, 2013). Los
microorganismos autétrofos obtienen su energia por medio de la absorcion de la energia de la luz
por la reduccién de CO; mediante la oxidacidn de sustratos, como el agua, para liberar O,, entre este
grupo también se encuentran los microorganismos fotoautétrofos, los cuales son aquellos que
necesitan iones minerales para su crecimiento, los microorganismos quimioheterdtrofos son un
grupo pequefio de microalgas que oxidan compuestos inorganicos para obtener energia; el otro
grupo de microorganismos son los heterdétrofos, lo cuales obtienen su energia a partir de
compuestos organicos, las microalgas tienen la capacidad de pertenecer a los dos grupos, autétrofos

y heterétrofos. (Grobbelaar, 2013).

2.1 Nutrientes de microalgas

Las microalgas durante la fotosintesis utilizan radiacion solar y también varios
nutrientes esenciales (C, N, P, S, K, Fe), de los cuales necesitan cantidades
especificas de tales elementos esenciales con la finalidad de producir biomasa, ya
gue una posible falta o deficiencia de esos elementos causara reduccién en su
crecimiento. Considerando la relacion C: N: P de Redfield de 106:16:1 de la
composicion de fitoplancton elemental estos elementos esenciales tienen que estar
presentes en relaciones apropiadas, y en composiciones quimicas disponibles en el
medio de cultivo para que el crecimiento de las microalgas no sea limitado (Markou
et al., 2014).

De los nutrientes esenciales para los microorganismos, este apartado
enfocara una revisidbn bibliografica solamente en los dos nutrientes mas
importantes, carbono (C) y nitrégeno (N) ya que de ellos parte el rendimiento de las

microalgas.
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2.1.1 Carbono

El carbono es el principal elemento de biomasa microalgal, qué va de 65%
aproximadamente de peso seco, aunque el contenido varia entre las especies de
microalgas que van de 17.5 a 65% de peso seco (Markou et al., 2014), aunque la
mayoria de las especies contienen aproximadamente 50% de carbono (Grobbelaar,
2013).

El carbono se consume principalmente por microorganismos fotosintéticos en
forma inorganica CO2. Sin embargo, la mayoria de las microalgas son
microorganismos acuaticos que se encuentran en habitats liquidos, el CO2 se
disuelve en ambiente acuético. Cuando el CO2 se disuelve en agua, reacciona con
las moléculas H20 y forma un sistema bufer 4cido-base débil:

CO2ac) + H20 < ----pia= 3.6----> HoCO3 <----pka=6.3 ---- > HCO3 + H* <----p3= 10.3---> CO3%* + 2H*

El equilibrio anterior depende del pH de la disolucién, lo que significa que la
cantidad relativa de las especies de carbono inorganico disuelto (DIC) se relaciona
estrictamente al pH de la solucion. La mayoria de las microalgas crecen en el
intervalo de pH de entre 6.5y 10, por tanto, la forma de carbono dominante es HCOg3
(Markou et al., 2014).

2.1.1.1 Fijacion y consumo de carbono

El carbono inorganico se fija dentro de las células y se convierte en forma
organica por medio del ciclo de Calvin, donde el primer paso es la asimilacion de
COz2 incorporandose en un compuesto de tres carbonos. Dicha asimilacion se
cataliza por Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) que solo puede
utilizar CO2 y por lo tanto COz2 es el ultimo sustrato para la fijacion de carbono (Price
et al., 2008). Aunque la utilizacion de la forma preferida de carbono es dependiente
de las especies, muchos microorganismos pueden consumir tanto CO2 y HCOs',

algunas solo pueden consumir CO2 o HCOs  (Markou et al., 2014).

El consumo de carbono se puede realizar, ya sea pasivamente o activamente.
El CO2 puede ser consumido pasivamente por medio de la difusiéon de membranas,

cruzando e insertandose en la célula como CO: libre, o activamente a través de
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mecanismos de transportes de membranas (bombas).El HCOs se emplea solo
activamente por medio de mecanismos de transporte; sin embargo el HCOs™ se
puede convertir por la metaloenzima carbonica anhidrasa (CA) a COz, el cual se
puede utilizar ya sea pasivamente o activamente (Pérez & Carril, 2009).

Formacién de especies
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Figura 2.1. Consumo de carbono inorganico

Df: Difusion, AT: Transporte activo, CA: Anhidrasa carboénica, Ph: Fosforilacion. Tomada de
(Markou et al., 2014)

El pH del medio de cultivo afecta el tipo de consumo de carbono (Fig. 2.1),
dicha figura muestra la forma de carbono que emplean las microalgas a diferentes
pH, ya que el transporte activo de carbono inorganico es un proceso que gasta
energia, se prefiere un transporte donde se emplee el menor gasto de energia como
el transporte de difusion, sin embargo, en ambientes alcalinos la actividad de

transporte activo extracelular es baja, y en ambientes marinos el uso de carbono
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ocurre principalmente por el transporte activo de HCO3z 0 CO2 que de difusién de
COz2 (Markou et al., 2014)

Sin embargo, se ha encontrado que las microalgas y cianobacterias excretan
ilones H* para regular su pH intracelular, entonces el H* excretado puede reaccionar
con HCOgs para dar COg, el cual puede ser consumido por difusién (Price et al.,
2008).

La actividad fotosintética, y en particular la conversion intracelular y/o
extracelular de bicarbonato a diéxido de carbono HCO3™ <--ca--> CO2 + OH-, produce
OH-, que causa gradualmente un aumento del pH del medio, que incluso puede
alcanzar un valor de 11. En contraste, parece que el consumo pasivo de CO2 no
alcaliniza por si mismo el medio debido a que no deja iones hidroxilo durante su
utilizacioén y fijacion (Chi et al., 2011). Un aumento gradual del pH del medio puede
afectar de manera negativa el crecimiento de las microalgas, ya sea por el ambiente
alcalino por si mismo o debido a la baja disponibilidad de carbono util disponible, ya
que el CO3* se convierte gradualmente como la forma de carbono inorganico
disuelto (CID) dominante disponible, por lo tanto, el control de pH es una cuestién
significativa para mantener el crecimiento microalgal. Una estrategia para controlar
el aumento de pH, es acidificar el medio, ya sea suministrando CO2 o el uso de

acidos organicos o inorganicos (Grobbelaar, 2004).

2.1.2 Nitrégeno

El nitrégeno (N) es el elemento que generalmente limita el crecimiento del
fitoplancton en muchas aguas costeras y océanos, es el segundo elemento mas
abundante en la biomasa microalgal, cuyo contenido va desde 1% hasta 14%
(tipicamente alrededor de 5-10%) de peso seco (Grobbelaar, 2004). El nitrégeno
participa en los compuestos bioquimicos esenciales de biomasa, tales como los
acidos nucleicos (DNA, RNA), amino acidos (proteinas) y pigmentos, como clorofilas
y ficocianinas. El nitrégeno puede ser consumido en forma inorganica de nitrato
(NO3), nitrito (NOz2’), oxido nitrico (NO), amonio (NH4) y en algunos casos nitrégeno

molecular (N2), pero también en forma orgénica (aminoacidos, bases nitrogenadas
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de nucledtidos y muchos otros compuestos orgénicos con N) (Perez-garcia et al.,
2010).

La mayor parte del nitrégeno natural disponible estd en forma inorganica,
como amoniaco (NHzs), nitratos (NO3") o N2. La mayoria de las bacterias son capaces
de utilizar amoniaco (NHs) como Unica fuente de nitrégeno, y otras muchas pueden
ser nitratos (NOx). El nitrato (NOs’) es la forma de nitrogeno mineral mas utilizada
comunmente para el cultivo de microalgas y cianobacterias en medio sintético,
aunque el nitrato se consume por mecanismos activos y por lo tanto consume
energia (Grobbelaar, 2004).

El 6xido nitrico (NO) puede ser considerado como una forma de nitrdgeno
interesante cuando se utilizan gases de combustion, sin embargo, el éxido nitrico
tiene una muy baja solubilidad en el medio de cultivo, y se considera como el factor
limitante de velocidad para suministrar NO a los cultivos microalgales (Jin et al.,
2008). El oxido nitrico disuelto se oxida a nitrito (NOz2) o nitrato (NO3) en la
presencia de oxigeno disuelto, que pueden ser consumidos por las microalgas
(Nagase et al., 1997). Sin embargo, debido a que el 6xido nitrico es una molécula
pequefia y no polar, esta se difunde directamente en las células y se oxida
intracelularmente a nitrito/nitrato. Pero, aunque el nitrito puede ser consumido y
utilizado como una fuente de nitrégeno, en altas concentraciones este tiene efectos
toxicos (Chen et al., 2012).

Se ha observado que una concentracion de nitrito de 4 mM extiende la fase
de latencia en los cultivos microalgales, mientras que una concentracion de 8 mM

causan la inhibicion total del crecimiento microalgal (Yang et al., 2004).

2.1.2.1 Amonio/amoniaco

El amoniaco protonado (NH4*) es una molécula cuya solubilidad es alta (casi
35% p/p a 25 °C) (Markou et al., 2014). Cuando el amoniaco protonado se disuelve
en agua, este reacciona con ella para formar un sistema bufer de amoniaco
protonado/amoniaco:

NH4" + OH" <---pk=9.25---> NH3 + H20
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El equilibrio de amoniaco protonado (NHs4") y amoniaco (NH3) depende
principalmente del pH (Fig. 2.1). En valores mayores que 9.25 (=pK a 25°C) la
especie dominante es el amoniaco (NHs); aunque la temperatura también tiene un
efecto significante en el equilibrio de especies amonio/amoniaco (Markou et al.,
2014).
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Figura 2.2. Efecto de pH y temperatura en la concentracion de amoniaco libre y la relacion
de amoniaco libre (FA) con amoniaco total (TA).
Tomada de (Markou et al., 2014).

El amoniaco protonado/amoniaco es la fuente de nitrégeno preferida por las
microalgas/cianobacterias debido por su consumo y asimilacibn emplea menos
energia comparada a otras fuentes de nitrdgeno (Perez-garcia et al., 2010). Aunque
una limitacion grave cuando se utiliza amoniaco protonado/amoniaco es la toxicidad
potencial, ya que el amoniaco tiene efectos perjudiciales en las microalgas en
relativamente bajas concentraciones (2 mM) (Abeliovich & Azov, 1976; Azov &
Goldman, 1982). El principal factor que afecta la toxicidad es el pH del medio de
cultivo, que determina si la forma toxica del amoniaco es dominante o el amonio es
el dominante. La toxicidad del amonio en agua puede ser debido a los efectos, tanto
del amoniaco (NHzs) y el amoniaco protonado (NH4*). De hecho, se considera al
amoniaco ser la forma mas toxica porque no tiene carga y es soluble en lipidos y se
difunde facilmente a través de las membranas. Ya que es un gas, es volatil y se

puede perder a la atmosfera, especialmente en cultivos aireados activamente. En
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contraste al amoniaco, la carga en la membrana obstaculiza el paso del ion amonio

cargado (Yves Collos & Harrison, 2014).

No hay método quimico que pueda medir estas dos formas por separado. Los
métodos analiticos presentes miden tanto las formas que a menudo se denominan
“amoniaco total” (NHs + NH4*). La concentracion relativa de cada forma es
fuertemente dependiente del pH y en menor medida de la temperatura, y la salinidad

tiene solo una menor influencia (Spotte & Adams, 1983).

En general, el pH del agua de mar a 8.0 y 20°C, solo aproximadamente del
10% del amoniaco total estd presente como la forma mas toxica, amoniaco.
Conforme el pH aumenta, la concentracion de amoniaco aumenta dramaticamente
en un sistema cerrado. En la figura 2.3 se puede observar como la proporciéon de

amoniaco aumenta en funcion del pH y la temperatura.

Para poder determinar la proporcion de amoniaco en una muestra de agua,
se dibuja una linea desde el eje x (pH) hasta la linea que esta mas cerca a la
temperatura del agua de muestra, de este punto se dibuja una linea hasta
interceptar con el eje vertical. El punto es un estimado del amoniaco en una muestra
de agua, ahora se multiplica el porcentaje de amoniaco por la concentracion total
de amoniaco para estimar la concentracién total de amoniaco. Tomar en cuenta que
“amoniaco total” se refiere a la concentracion de amoniaco protonado (NH4*) mas la
concentracion de amoniaco (NHs), ya que el amoniaco en agua es un sistema
amoniaco protonado/amoniaco y las tecnologias para medir la concentracion de

amoniaco total es la suma de ambas formas. (Hargreaves & Tucker, 2004).
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Figura 2.3. Cambio de amonio con respecto al pH y temperatura, expresado en porcentaje.

Tomada de (Hargreaves & Tucker, 2004)

La relacion de amoniaco (NH3) para el amoniaco protonado (NH4*) aumenta
aproximadamente 10 veces para cada aumento de unidad en el pH y solo 2 veces
por cada 10°C de aumento en la temperatura sobre el intervalo 0-30°C. Un aumento
en la fuerza ionica de la disolucion (por ejemplo, aumento en salinidad o dureza del
agua en agua fresca) causa solo una muy pequefia disminucion en el %NHs. Por
ejemplo, el aumento de 20 a >34 causa pequefia disminucion de 3.41 a 2.98 de
%NH:s.

La constante de disociacion (pKa) de reaccibn de amoniaco
protonado/amoniaco es de aproximadamente 9.3 dependiendo de la salinidad,
temperatura, etc. La toxicidad del amoniaco casi se atribuye Unicamente al NHz en
pHs = 9 y en pH <8. Durante el crecimiento de las microalgas en el amonio, el pH
disminuye debido a la liberacion de iones H* al medio. En contraste el crecimiento
en nitrato causa un aumento en el pH debido a la liberacion de iones OH ( Collos &
Harrison, 2014).
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2.1.2.2 Efecto del amoniaco protonado en la velocidad de crecimiento

de las microalgas

Regularmente se utilizan tres categorias de concentraciones de amoniaco
protonado; optimo, inhibitorio, y toxico para diferentes estudios sobre el crecimiento
de microorganismos. Las concentraciones “optimas” son aquellas que conducen al
crecimiento maximo de microalgas y se determinan experimentalmente midiendo
las velocidades de crecimiento sobre un intervalo de concentraciones de amoniaco
protonado (Collos & Harrison, 2014). Se ha observado frecuentemente que hay una
fase de retraso en el crecimiento que aumenta conforme la concentracién inicial de
amoniaco protonado aumenta en los cultivos batch (Nagasoe et al., 2010) sin afectar
la velocidad de crecimiento que se alcanza después del periodo de aclimatacion.
Las concentraciones inhibitorias reducen significativamente la velocidad de
crecimiento comparada a las concentraciones optimas y se representaron por ECso
(la concentracion efectiva en donde la velocidad de crecimiento se reduce por 50%
aproximadamente), mientras que la concentracion téxica es la concentracion en la
cual no se observa crecimiento (Collos & Harrison, 2014). Se establece un ranking
de seis clases de microalgas en terminos de sus tolerancias a altos niveles de
amonio que es como sigue:

Chlorophycae > Cyanophyceae > Diatomophyceae > Raphidophyceae >

Prymnesiophyceae > Dinophyceae (Collos & Harrison, 2014).

2.1.2.3Transporte celular de amoniaco protonado y energetico

La molecula de amoniaco protonado y el amoniaco no disociado es soluble
en lipidos y por lo tanto entra facilmente a través de la membrana y las altas
concentraciones intracelulares pueden despolarizar la membrana y posiblemente

inhibir el transporte de aniones y afectar el metabolismo de las celulas. Pero, por el
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otro lado las membranas son relativamente impermeables al amoniaco protonado
(Collos & Harrison, 2014).

Desde un punto de vista energetico, el amoniaco protonado deberia mejorar
el crecimiento en relacion al nitrato, especialmente en luz baja (=29 yE/m?*s) . Sin
embargo, pese a las expectativas se ha mostrado que la mayor velocidad de
crecimiento solo ocurre en luz alta donde la energia no es limitante (Thompson et
al., 1989). Aunque algunos autores han afirmado que es posible que el costo
metabolico inferior previsto del amoniaco protonado comparado al nitrato en
terminos de la asimilacion de solo nitrogeno se compensa por los mayores costos
en terminos de la reparacién del sistema fotosintético Il fotodafiado y los procesos

como la detoxificacion de radicales de oxigeno (Bendixen et al., 2001).

2.1.2.4 Efectos de inhibicion del amonio

El amoniaco protonado parece ser la fuente de N ideal ya que su estado de
oxidacion elimina la necesidad para su reduccion en la célula y por lo tanto se puede
utilizar inmediatamente para la sintesis de aminoacidos. Sin embargo, si la
concentracion de amonio es demasiado alta, este puede ser toxico y resultar en
crecimiento reducido, por ejemplo para Chlorela vulgaris AA y A23 se reportd un
ECso de 3.57 mg/L y 9.554 mg/L respectivamente a un pH de 7 (Collos & Harrison,
2014).

2.1.2.5 Efectos directos del amoniaco protonado

El efecto mas espectacular de mucho amoniaco protonado es la lisis celular
donde las microalgas explotan inmediatamente por ejemplo con valores de 26.75 a
53.5 mg/L de NH4Cl (Nagasoe et al., 2010).

De algunos estudios hechos hace algunos afos, se han visto grandes

aumentos en la respiracion sobre la adicibn de amoniaco protonado a las células
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hambrientas de nitr6geno, y el oxigeno absorbido se correlacion6 con el consumo

de amoniaco protonado (Syrett & Morris, 1962; Hattori, 1958).

En la luz, las adiciones de amoniaco protonado para cultivos hambrientos o
limitados de amoniaco protonado frecuentemente llevan a una supresion
fotosinteticamente transitoria por unas cuantas horas dichas supresiones se
observaron generalmente en escalas de tiempo de 15 min a 6 horas y esto es

seguido luego por una estimulacion de fijacion de carbono (Collos & Harrison, 2014).

De los altos niveles de amoniaco protonado suministrado a las microalgas,
gueda amoniaco protonado libre interno que no se consumiod, por lo tanto este
amonio libre es considerado como una fuente de estrés (Giordano et al., 2003), esto
conlleva a un disturbio del pH intracelular, pero dicho disturbio apunta a un fotodafio

del fotosistema Il debido a la union de amoniaco al complejo Mn (Drath et al., 2008).

2.1.2.6 Efectos indirectos

Las causas de los cambios de pH en medios de cultivo durante el crecimiento
microalgal son un tanto complejos y pueden ser posiblemente debido al consumo
de CO2/HCOs (Carvalho et al., 2004).

Las causas para la toxicidad de amoniaco protonado incluyen, extrusion de
protén, desplazamiento de la perturbacion de pH citosolico de cationes cruciales, y
desplazamiento en estatus de carbohidratos. Debido a eso, la alta concentracion de
amoniaco protonado, que resulta toxica para las microalgas, se bombea de las
células causando un alto costo energetico (por ejemplo, un 40% en aumento en la
respiracion de raiz) el cual puede ser responsable para la reduccion del crecimiento
(Collos & Harrison, 2014).

Se ha encontrado que el amoniaco tiene una concentracién efectiva (ECso)
de 2.4 uM (0.034 mg/L), mientras que para el amoniaco protonado el ECso es de
aproximadamente 224 uM (4.032 mg/L) en las microalgas (clorofita Nephroselmis
pyriformis), del que dicho estudio se concluye que hay un efecto conjunto de

toxicidad (por ejemplo tanto amoniaco protonado y amoniaco), aunque el amoniaco
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protonado es menos toxico, posiblemente porque el transporte de este ion a través
de la membrana esté restringido, comparado a la entrada pasiva de la molecula de

amoniaco no cargada (Kallgvist & Svenson, 2003) como se muestra en la Fig. 2.4.

Figura 2.4. Vias de asimilacion de nitrato y amoniaco protonado de las cianobacterias.

Tomada de (Florencia, 1999).

2.1.2.7 Remocién de amoniaco en estanques de tratamiento de agua

residual

Una microalga, que es particularmente tolerante al amoniaco protonado es
Chlorella vulgaris y por lo tanto tiene un rol potencial en la remocion de amoniaco
protonado del efluente de agua residual ya que crece en concentraciones que van
hasta 20,000 uM (Kim et al., 2012).

Se ha observado que cuando el pH se eleva a pH 9.5 a 25 °C, 2000-3000 yM
de amoniaco total llevan a un 50-90% de reduccién en la fotosintesis. En
temperaturas mayores de 25°C, solo se requiere un tercio del amoniaco total para
producir el mismo amoniaco libre como en 10°C y 15 veces menos amoniaco total

se requiere en pH 10 o como en pH 8 (Azov & Goldman, 1982).
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Figura 2.5. Efecto del NHs libre en relacién con las velocidades de crecimiento (V:Vmax).

Curva solida es la inhibicion para S. obliquus y los simbolos: c¢. negro: P. tricornotum; c.
blanco: D. tertiolecta. (Azov & Goldman, 1982).

Cuando se utilizan sistemas microalgales para el tratamiento de agua residual
y la fuente de N no se puede regular, es necesario el control de pH para evitar la
toxicidad de amoniaco en las microalgas (Azov & Goldman, 1982). Las figuras 2.3
y 2.6 lo muestran. En la figura 2.6 se observa el efecto del pH de cultivo en la
concentracion de (NH4* + NHs) que se requiere para inhibir fotosintésis de
microalgas crecidas a 25°C a 10%, 50% y 90% de inhibicion como se determiné por

NHs3 libre requerido para causar los niveles de toxicidad antes mencionados.
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Figura 2.6. Efecto del pH de cultivo en la concentracion de (NH4* + NHz)

por nivel de 10% (curva rota), 50% (curva discontinua), y 90% (linea sélida). Tomada de

(Azov & Goldman, 1982).
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CAPITULO 3 FOTOBIORREACTORES

Los organismos fotosintéticos (bacterias fotosintéticas, cianobacterias y
microalgas rojas, verdes o0 marrones) pueden transformar el CO:2 en
macromoléculas constitutivas de la biomasa, mediante la utilizacion de una fuente
de energia luminosa y un compuesto donador de electrones (H20, H2S, compuestos
organicos sencillos). Un fotobiorreactor se define como un recipiente cerrado para
la produccion fototrofica, donde la energia se suministra por medio de luces
eléctricas (Anderson, 2005). El disefio de un fotobiorreactor debe utilizar la luz
eficientemente; la iluminacion debe ser uniforme, reducir el sombreado mutuo y
debe proporcionar una répida transferencia de masa de COz2 y O2. Un
Fotobiorreactor consta de un sistema de cuatro fases: fase solida (células
microalgales), fase liquida (medio de crecimiento), fase gaseosa (CO2 y O2) y el

campo de radiacién de luz impuesto (Posten, 2009).

Los fotobiorreactores se pueden agrupar en tres grandes grupos en funcion
de su aplicacion:

- Produccién de biomasa para consumo en acuicultura como
suplemento para la alimentacion humana o animal y como aditivo alimentario
(fuente de proteinas).

- Produccion de metabolitos de alto valor afiadido: pigmentos,
antioxidantes, acidos grasos, moléculas de interés farmacéutico y de
polisacaridos.

- Aplicaciones medioambientales: depuracién (eliminacién de
metales pesados, fijacion de COz2, etc.), indculos para el suelo, produccion

de biomasa, regeneracion de la atmosfera en sistemas cerrados, etc.

Los fotobiorreactores deben reunir unas condiciones adecuadas para
favorecer la actividad de los microorganismos fotosintéticos. La velocidad de

crecimiento de estos microorganismos, depende de la eficacia del sistema de
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iluminacién utilizado (solar, lamparas halégenas o fluorescentes, etc.). Se puede
emplear la luz solar directamente, se tratard entonces de reactores exteriores
solares abiertos (balsas, canales, peliculas sobre planos inclinados, etc.) o cerrados
(reactores tubulares o rectangulares). Por otro lado, se puede aplicar la luz artificial
producida por ldmparas, y se denominaran entonces, fotobiorreactores artificiales
(Casablancas & Santin, 1998).

El funcionamiento de un fotobiorreactor depende, para una determinada cepa
de microorganismos, de la velocidad volumétrica, maxima absorcion de la luz en el
reactor, por lo que deberan proveerse de una elevada superficie especifica para la
transferencia de energia luminosa y una intensidad luminosa incidente no limitante.
Por otro lado, la concentracién de biomasa debe ser lo suficientemente elevada para
absorber la totalidad de la radiacion luminosa transferida al seno del biorreactor para
evitar problemas de saturacion y foto-inhibicion que reduciran el rendimiento del

sistema.

Los reactores artificiales permiten un buen control de las condiciones de
operacion y de la calidad del producto obtenido, pueden ser esterilizados (se pueden
emplear cepas puras), presentan productividades de 2 a 4 veces superiores que los
reactores exteriores y pueden ser iluminados en continuo, aunque su gasto

energético es mucho mas elevado (Casablancas & Santin, 1998).

Uno de los objetivos de cualquier fotobiorreactor es reducir los costos de
produccion de la biomasa. Aunque los fotobiorreactores son ampliamente usados y
tienen varias ventajas, todavia existen algunos inconvenientes principales que no
los hacen econdémicos para productos terminales de bajo costo. En volimenes
operacionales mayores a los 100 L, hay una difusion limitada de luz, lo cual resulta
en el crecimiento ineficiente de las microalgas (Gupta & Choi, 2015). Una
preocupacion importante es el desarrollo de bio-peliculas microalgales en la
superficie del Fotobiorreactor (FBR), por lo tanto limita la penetracion de luz. En
adicioén, la inversién inicial, operacional y el costo de mantenimiento del FBR es alto,
el cual eventualmente aumenta el costo de produccion de biomasa. Por lo tanto, hay
una necesidad de superar estos desafios y desarrollar FBRs factibles para la
generacion de biomasa microalgal de bajo costo (Gupta & Choi, 2015).
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Por lo tanto, con la finalidad de disefiar un FBR eficiente, se requiere un
entendimiento de la interaccion compleja entre la produccion de la biomasa y los
paradmetros ambientales asociados (por ejemplo, dinamica de fluidos y transferencia
de luz) ademas del suministro de sustratos y/o nutrientes. Con base en la forma de
la superficie iluminada, los FBRs se categorizan como de placa plana, tubular, y de
columna. Con base en sus modos de flujo liquido, los FBRs pueden ser agrupados
como de tipo agitado, columna de burbujas y reactores de transporte aéreo. Los
Fotobiorreactores ideales deberian tener mayor superficie transparente, minimas
partes no iluminadas, altas velocidades de transferencia y deben alcanzar alto
crecimiento de biomasa (Gupta & Choi, 2015).

3.1 Tipos de fotobiorreactores

A continuacion se explica brevemente las caracteristicas de algunos

fotobiorreactores, sus ventajas y desventajas con la siguiente tabla:
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Tabla 3.1. Caracteristicas de los diferentes tipos de fotobiorreactores

Sistema de cultivo

Caracteristicas

Ventajas

Desventajas

Estanques abiertos

La idea se deriva del uso de lagunas artificiales

y los estanques de oxidacion en los

tratamientos de agua residual

Con disefio simple y flexible, ademas
son economicos, son buenos para el
cultivo de masa. Tienen alta relacion

superficie-volumen.

Baja productividad de biomasa, control casi
nulo sobre las condiciones de cultivo, son
susceptibles a contaminacion, ocupan gran
espacio de tierra, perdida de CO2y agua debido
a evaporacion, la agitacion mecanica requiere

energia extra, encareciendo el proceso.

Es el biorreactor aireado convencional donde la
mezcla se logra por agitacion mecanica, su
principal componente es el agitador que realiza
funciones como la transferencia de masa,
aireacion, y mezcla para homogenizacion (Fig.
3.1).

Buena transferencia de calor y masa,
buena dispersion de la luz, bajos
problemas de contaminacion, son de
disefio

simple, productividad

moderada de biomasa

Baja relacion superficie-volumen, puede
presentar problemas de calentamiento por la
agitacion, y por tanto, dicha agitacion requiere
energia extra, generando costos adicionales.

Baja relacion superficie-volumen.

FBRs de tanque
agitado

FBRs tubulares
verticales

Son los méas adecuados para el cultivo de masa
exterior, porque tienen gran area superficial,
estos ademas pueden ser agrupados en FBRs
de columna de burbujas y de puente aéreo. Ver
Fig. 3.3.

Alta transferencia de masa, no hay
estructura interna, carencia de partes
de movimiento, buen mezclado con
bajo esfuerzo de corte, son de baja

fotoinhibicién.

Tienen baja area superficial para iluminacion,
requieren material costoso para construccion,
escala limitada debido a restricciones de
disefio, presentan problemas por efecto de
sombreado, tienen baja relacion superficie-

volumen.
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(Continuacion)

FBRs tubulares

horizontales

Se constituye de tubos dispuestos en multiples

orientaciones, que trabajan en la misma
manera, dichos tubos no tienen diametros tan
grandes (10-60 mm) para lograr alta relacion

superficie-volumen. Ver Fig. 3.3.

Alta relacion superficie-volumen, bajo
estrés hidrodinamico, adecuados para
el cultivo al aire libre, buena
productividad de biomasa, resultan
econémicos, bajo efecto de
sombreado mutuo, tienen alta relacion

superficie-volumen.

Oxigeno disuelto acumulado, son susceptibles
a la fotoinhibicién, ensuciamiento debido al
crecimiento microalgal, gran necesidad de

espacio, pobre regulacién de temperatura.

FBRs de panel plano

Es un marco cubierto por una placa
transparente, tienen alta relacion de superficie-
volumen, y reducen la profundidad de
penetracion de la luz a través de la superficie

de cultivo. Ver Fig. 3.4.

Alta relacién superficie-volumen, poca
necesidad de espacio, alta eficiencia
baratos,

fotosintética, baja

acumulacion de oxigeno

Poca profundidad de penetracion de la luz, no

son escalables, requieren de muchos
componentes, problemas de ensuciamiento
frecuente y de limpieza, pobre regulacion de

temperatura.

Tomada de (Gupta & Choi, 2015).
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ALGUNOS TIPOS DE FOTOBIORREACTORES RESPECTO A LA TABLA

-Deflector

“Agitador

Figura 3.1. Esquema de un fotobiorreactor de tanque agitado.

Tomada de (Gupta & Choi, 2015)
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Suministrode aire y CO;

Figura 3.2. Esquema de un fotobiorreactor de columna de burbuja y de puente aéreo

(a, byc). Tomada de (Gupta & Choi, 2015)
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Tomada de (Gupta & Choi, 2015)

37



3.2 Consideraciones en los Fotobiorreactores

3.2.1 Utilizacion de la luz

El empleo de la luz es un factor critico que afecta la productividad de los
cultivos de microalgas. En general, cultivos menos profundos y mas ligeros pueden
alcanzar mayor densidad celular y, ultimamente, mayor productividad ya que los
efectos de auto-sombreado se minimizan. Sin embargo, en cultivos densos, se

reduce el uso de la luz debido al efecto de sombreado (Gupta et al., 2015).

Para aprovechar de manera efectiva la luz en los fotobiorreactores se puede
emplear material transparente y transmitir la luz por medio de fibras Opticas, y usar
lamparas LED. Otro objetivo de los fotobiorreactores es lograr eficiencias
fotosintéticas maximas que estén cercanas a los valores tedricos, para que de este
modo se logren mayores concentraciones de biomasa con el minimo de energia y

bajos costos de inversion (Gupta et al., 2015).

En los fotobiorreactores de tubos que se utilizan actualmente, se aplican
diametros menores a 4 cm, ya que los didmetros de tubos estrechos aparte de
mejorar la eficiencia del empleo de la luz, también proporcionan mayor mezclado,

el cual mejora el crecimiento (Gupta et al., 2015).

3.2.2 Mezclado

El mezclado y la suspensién de cultivo es esencial en el disefio de fotobiorreactores,
porque el este mantiene las células de las algas en suspension, elimina la estratificacion
térmica (estratificacion de las masas de agua en funcién de su temperatura), permite la
mejor distribucion de los nutrientes, y mejora la transferencia de masa gas-liquido para
prevenir la acumulacion de O, (Gupta et al., 2015).

Otra de las funciones importantes del mezclado es que transfiere las células
de las algas entre las zonas de luz cerca a las superficies de iluminacién y las
regiones interiores oscuras, resultando en ciclos de luz/oscuridad peridédicos de
mezclado inducido, el cual es benéfico para el crecimiento de las algas (Zebib T.,
2008).

38



Pero también hay que tener en cuenta que el mezclado en exceso puede
dafar las células de las microalgas, para esto el impulsor y los deflectores
determinan la efectividad de mezclado, y la transferencia de O2 en los
fotobiorreactores agitados. Mientras que en los fotobiorreactores accionados por
aire, el rociador juega un papel directo en lograr mezclado y transferencia de Oa.
Las columnas de burbujas y los sistemas de transporte aéreo tienen mezclados
moderados, con bajo esfuerzo de corte, mientras que el rociador y los deflectores
son dificiles de limpiar y reparar porque los deflectores estan conectados
directamente con la pared del reactor y las fibras huecas presentes en el rociador
poseen un alto riesgo de contaminacioén bioldgica. La circulacion es otra manera de
asegurar el buen mezclado, por ejemplo aplicando aparatos de circulacion como

bombas peristalticas, 0 bombas accionadas por motores (Gupta et al., 2015).
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CAPITULO 4 VINAZAS

En las industrias de produccion de etanol también se generan grandes
cantidades de residuos, mayormente conocidos como vinazas, jarabes de vinote o
melazas. En una columna de destilacion ideal, la produccion superior sera
principalmente etanol y el agua de vinaza sera el principal producto inferior (Espafa-
Gamboa et al., 2011).

Las caracteristicas de las vinazas dependen principalmente de la materia
prima utilizada para la produccion de bio-etanol. El maiz, cebada y trigo tienen una
alta proporcion de sélidos insolubles, los cuales se separan por centrifugaciéon y se
mezclan con jarabe obtenido de los sélidos solubles. Las vinazas con altas
concentraciones de solidos solubles se pueden obtener cuando se utilizan la cafia
de azucar, la remolacha azucarera, uva, agaves o sorgo dulce. De estos insumos,
se puede obtener de 9 a 14 L de agua residual por litro de alcohol; estas aguas
residuales son acidas, su pH -3.5-5, tienen un color marrén oscuro y ademas
presentan un alto contenido organico con valores de la demanda quimica de
oxigeno (DQO) de 50-150 g/L (Espafia-Gamboa et al., 2011).

Aungue las vinazas pueden ser utilizadas como fertilizante debido a su
contenido de nutrientes, principalmente calcio y potasio y su alto contenido de
material organico, su disposicion directa en el ambiente puede contaminar el suelo
y las aguas subterrdneas debido, como ya se mencioné a su alto contenido organico

y solidos disueltos, los cuales son toxicos (Espafia-Gamboa et al., 2011).

El alto contenido organico puede causar problemas en el agua subterranea
por medio de un aumento en el suministro de nutrientes. El enriquecimiento de
nutrientes, o eutrofizaciobn conlleva a cambios altamente indeseables en la
estructura y funcion del ecosistemas (Espafia-Gamboa et al., 2011). Una pequefia
fraccion excedente de nitrégeno agricola total requerido a la tierra puede: 1)
acumularse en los suelos; 2) moverse de la tierra a las superficies de agua; 3) migrar

dentro de las aguas subterraneas; 4) entrar a la atmosfera por medio de
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volatilizacion de amoniaco y la produccion de 6xido nitroso (Carpenter et al., 1998;
Espafia-Gamboa et al., 2011).

Ademas, hay que tomar en cuenta que la quema de los combustibles fésiles
causa una emision adicional mayor a 20 millones de toneladas de N en la atmosfera,
una fraccioén significante en la cual regresa subsecuentemente a la tierra y superficie
del océano por medio de deposicion himeda y seca. La deposicion atmosfeérica de
N puede tener fuertes efectos en la estructura y funcion de tanto los ecosistemas
marinos como los terrestres. Es por esto que es necesario que haya un tratamiento
previo a la disposicién final en los residuos. Hasta la fecha, hay muchas propuestas
para los tratamientos bioldgicos y fisicos-quimicos para las vinazas, en los cuales
las sustancias toxicas contaminantes se reducen por medio de la degradacion de
sustancias toxicas organicas y su transformacion en residuos biodegradables. Los
tratamientos fisicos-quimicos utilizan por lo general muchas reacciones para oxidar
los contaminantes organicos, mientras que los tratamientos biolégicos se conocen
por ser métodos efectivos para el tratamiento de diferentes tipos de aguas
residuales industriales altamente contaminadas. Los tratamientos se pueden

clasificar en sistemas anaerobios y aerobios (Espafia-Gamboa et al., 2011).

4.1 Caracterizacion de la vinaza

El etanol se puede producir de cuatro materias primas principalmente:
carbohidratos fermentables ((CeH120s)n), almidones ((CeH100s5)n), celulosa
(CeH100s) e inulina (CenH1on+20sn+1). La sacarosa es la mas comdn ya que los
azucares se encuentran en forma simple de carbohidratos fermentables, los cuales
se encuentran en cultivos como cafia de azucar, remolacha de azucar, uva, y sorgo
dulce (Espafia-Gamboa et al., 2011).

La tabla 4.1 da una clasificacién de los tipos de vinazas, asi como también

una breve descripcidn en cuanto a su composicion y caracteristicas de las mismas.
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Tabla 4.1. Tipos de vinazas

Tipo de vinaza

Caracteristicas

Composicion y rendimiento de vinazas

Vinaza de cafia de azUcar

Las melazas de cafia de azlcar son un producto de concentracion
de jugo y precipitacién de azlcar y algunas impurezas sin azucar
separadas por reactivos quimicos como azufre o cal, debido al
proceso de cristalizacion estas vinazas tienen altas
concentraciones de potasio, fosfatos, sulfatos, calcio, hierro, sodio,
cloruros, fuente de carbono y otros elementos traza distintos al jugo
de cafia de azlcar.

Nt = 102-628 mg/L, Pt = 71-130 mg/L, K = 1733-1952 mglL,
St=1356mg/L, pH = 4.04-4.6

Las vinazas de jugo de cafia tienen concentraciones menores de
materia orgénica 19.5 g/L, 0.13-1.54 g/L CaO, y 0.20-0.49 g/L de
MgO, que las vinazas obtenidas de las melazas. El nitrdgeno en las
vinazas viene de la biomasa microbial y también depende del origen
de melazas, ya que las vinazas de cafia se componen de melazas y

las vinazas del jugo de cafa de azUcar.

Componentes de melazas:

Nt = 153-1230 mg/L, Pt = 1-190 mg/L, K = 4893-11000 mg/L, St=
1500-3480 mg/L, pH = 4.46-4.8

De remolacha de azlcar

Utilizadas para la produccion de sacarosa, y también para producir
etanol, los extractos contienen alta concentracion de betaina

(CsH11NO2), que es rica en nitrdgeno.

Tienen altas concentraciones de nitrégeno y menores relaciones
carbono-nitrogeno; el nitrdgeno organico es aproximadamente del
40% del contenido de nitrégeno total.
Nt = 1800-4750 mg/L, Pt = 160-163 mg/L, K = 10000-10030 mg/L,
St=3500-3720 mg/L, pH = 4.3-5.35.
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Vinazas de uva (vino)

Esta vinaza es un caldo con alto contenido de azlcar y sus pasos
de fermentacion y clarificaciéon en los procesos de fabricacién de
vino producen vinazas con alto contenido de materia organica, sin
embargo tienen bajo contenido de nitrégeno total comparado a
otras vinazas, pero sus niveles de potasio son altos por las sales

tartaricas por la difusién acida.

Nt = 104.9-650 mg/L, Pt = 65-118.4 mg/L, K = 118-800 mg/L, St=
120 mg/L, pH =3-4.2

Vinazas de agave

Se compone de sustancias no volatiles, tienen menos cantidad de
fosfato y potasio que las vinazas de cafia de azucar, lo que las hace
facil de biodegradar ya que las altas cantidades de potasio inhiben
la actividad microbial anaerobia.

Nr= no, Pr= 41 mg/L, K= 240-345 mg/L, St= 780-880 mg/L, pH=3.4

Vinazas de sorgo dulce

Contiene dos tipos de carbohidratos: azlcares y almidon, pero los
azucares del jugo del vastago son la principal fuente para el
bioetanol, por 1 L de etanol se producen 16 L de vinazas

Nt= 800 mg/L, Pr= 1990 mg/L, K =no, St= no, pH=4.5.

Vinazas de maiz

Las fracciones soélidas y liquidas sobrantes de la destilacion que
contiene fibra, aceite y componentes de proteina de grano, antes
de vender el producto se procesa en destilado ligero, cuya fraccién
de ~15-30% se recircula con solidos restantes llamados granos
destilados solubles himedos (DWGS), cuya humedad de 10-12%

se elimina para obtener granos destilados solubles secos (DDGS).

K =no, P = 3100 (mg/L), Nt = 12000.
La mayoria del nitrégeno se puede encontrar como aminoéacidos y
péptidos en lugar de proteinas, asi como trazas de aminoacidos y

contiene también altos niveles de alanina y prolina.

Vinazas de cebada

Tienen alto contenido de nitr6geno, probablemente por el alto
contenido de proteina (=241 g/Kg) cuyo nivel es suficiente para
producir niveles inhibitorios de amoniaco en efluentes.

Al igual que las vinazas de trigo, estas se someten a proceso como
las vinazas de maiz para obtener vinazas delgadas y DDGS

(granos destilados solubles secos).

Vinazas delgadas (g/Kg peso fresco): almidon= 13, proteina cruda=
308, proteina soluble = 174.

DDGS (g/Kg peso fresco): almidén= 6, proteina cruda= 201, proteina
soluble = 36.

Otros compuestos encontrados son pentosas, beta-glucanos,

cenizas, asi como glicerol y acidos organicos
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Vinazas de trigo

Los granos de destilacion de trigo contienen menos del 2% de
almidén y contenidos de fibra y proteina son mayores que los de

vinazas de maiz.

NT=4090-8800 mg/L, vinazas finas (g/Kg de peso fresco), almidén=
30, proteina cruda= 366, proteina soluble= 237. DDGS (g/Kg peso
fresco), almidon= 24, proteinas solubles=275 proteinas solubles=40
(Espafa-Gamboa et al., 2011).

Vinazas de celulosa

Sus fuentes mas importantes son biomasa de madera y herbacea
que consisten de una mezcla de polimeros carbohidratos (celulosa

y hemicelulosa, CsH100s), lignina, extraibles y cenizas.
Los compuestos extraibles.

Son las vinazas mas oscuras debido a la presencia de compuestos
fendlicos liberados durante la degradacion de lignina vy
melanoidinas, azlcar sobre calentada, mas furfural (CsH40O2).

Contienen mayor nivel de metales pesados que las vinazas de azlcar
o almiddn, debido al proceso de hidrolisis &cida aplicado y presencia
de inhibidores inusuales, como los compuestos fendlicos y extraibles,
dichos compuestos extraibles son terpenos y esteroides (CsHs),
grasas, constituyentes fendélicos y compuestos inorganicos.

Tomada de (Espafia-Gamboa et al., 2011)
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4.2 Tratamientos solidos solubles de las vinazas

Algunos de los principales problemas de las vinazas se refieren al color de
las aguas residuales, que tienen usualmente un color tipo marrén oscuro, esto se
debe principalmente por la presencia de compuestos de fenol, tales como acido
tanico, acido humico, melanoidinas de la reaccion de Maillard de los azucares
(carbohidratos) con proteinas del grupo amino, caramelos de azUcares sobre-
calentados y furfurales de la hidrolisis acida (Espafia-Gamboa et al., 2011).

Desde los afios 70s los solidos solubles presentes en las vinazas se han
dispuesto directamente en el suelo y aguas subterrdneas porque poseen ciertos
valores como los fertilizantes. Sin embargo su alta carga orgénica, la putrefaccion
generada, olores desagradables generados y los contaminantes son los problemas
principales que surgen de esta practica. Por eso se ha indicado que la disposicion
directa en el suelo contamina la tierra y el agua subterranea (Espafia-Gamboa et
al., 2011).

Debido a esto, se han utilizado o tomado en cuenta diferentes tecnologias
para reducir los contaminantes de las vinazas. Primero se probaron los tratamientos
anaerébicos como el primer paso en el tratamiento, ya que han resultado ser mas
efectivos en reducir sus compuestos contaminantes (Espafia-Gamboa et al., 2011;
Mohana et al., 2009). Mientras que se han probado tratamientos aerobios y métodos
fisicos-quimicos tales como adsorcion, coagulacion-floculaciéon, ozonizacion,
oxidacion electroquimica, y electrocoagulacion que son adecuados como pre-
tratamientos y post-tratamientos de refinacion del color y el contenido de la materia

organica (Espafia-Gamboa et al., 2011) y a continuacién se detallan.
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4.3 Tratamientos fisicos-quimicos

4.3.1 Adsorcion

Consiste en interacciones quimicas entre el soluto y los grupos quimicos en
la superficie del carbdn activado, que involucra interacciones electrostéticas,
fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrégeno, intercambio de ligadura e

interacciones hidrofobicas, el tratamiento es costoso (Espafia-Gamboa et al., 2011).

4.3.2 Coagulacion-floculacion

El tratamiento necesita la adicion de sales de aluminio o hierro que producen
un precipitado floculante que facilita la separacion de los materiales suspendidos en
el efluente. Un aumento en el floculante provoca un aumento en la turbidez y en el
contenido de carbono orgéanico total. Cuando se utiliza un floculante inorganico
comercial que comprende un polimero de hidroxisulfato de hierro para el tratamiento
de vinazas diluidas que puede ser un reactivo de Fenton que involucra una reaccién
homogénea aceptable ambientalmente (una mezcla de peréxido de hidrogeno y
sales de hierro; Fe?* o Fe®"), la cual produce radicales hidroxilo, se logra un
remocién del 74% de DQO, lo que significa que dicha reduccion depende de las
concentraciones iniciales de peroxido de hidrégeno y sal de hierro en el reactivo
(Espana-Gamboa et al., 2011).

4.3.3 Proceso de ozonacion

El ozono es una molécula de tres moléculas de oxigeno (O3s), soluble en agua
y de reaccidn inmediata con los compuestos organicos que hay en el agua cuando
este estd en radiacion UV y peroxido de hidrégeno, aumenta su eficiencia de
ozonacion ya que se generan radicales libres (OH"), los cuales son oxidantes y
reaccionan muy rapido. La oxidacion por ozono puede lograr el 80% de decoloracion
en el agua residual biol6gicamente tratada previamente, con una reduccion parcial
de DQO del 15 al 25% (Espafia-Gamboa et al., 2011).
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4.3.4 Proceso de oxidacion electroquimica

El proceso consiste en que los contaminantes son destruidos por cualquier
proceso de oxidacion, ya sea directo o indirecto. Por ejemplo, en un proceso de
oxidacion anddico directo, se absorben primero los contaminantes sobre la
superficie del anodo y enseguida son destruidos por el efecto de la reaccion de
transferencia de los electrones anddicos. En un proceso de oxidacion indirecto, los
oxidantes fuertes como hipoclorito/cloruro, ozono, y peréxido de hidrogeno se
generan electroquimicamente. Los contaminantes se destruyen en la solucién de
volumen por la reacciébn de oxidacion del oxidante generado, el proceso de
tratamiento por oxidacidén electroquimica se ve influenciado por el tipo de anodo
empleado y la presencia de los agentes oxidantes que se utilizan (Espafia-Gamboa
et al., 2011).

4.3.5 Electro-coagulacién

Este proceso consiste en la generacion de coagulantes por oxidacién que se
lleva a cabo in situ por medio de la disoluciéon de un anodo de sacrificio. Los iones
especificos reaccionan para formar floculos, como, Fe(OH)s y Al(OH)s. El aluminio
0 acero dulce (acero cuyo contenido de carbono es menor al 0.2%) que son los

electrodos de sacrificio mas cominmente utilizados.

En la electrocoagulacion de efluentes de los reactores metanogénicos, la
decoloracion y la reduccién de la DQO aumentan conforme se aumenta el tiempo y
la densidad actual. Otro proceso que puede ser complementario es la electro-
floculacion, en el que los contaminantes se remueven por burbujas de hidrégeno,
las cuales transportan las particulas contaminantes aglomeradas y coaguladas a la
superficie, donde se remueven facilmente (Espafia-Gamboa et al., 2011).
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4.4 Tratamientos anaerobios

El alto contenido organico de vinazas hace que este tratamiento anaerdbico
sea el m4s atractivo en comparacion con el tratamiento aerobio, ya que este ultimo
no se recomienda en la primera etapa del tratamiento debido al alto consumo de
energia para aireacion y enfriamiento. Por tanto aproximadamente el 50% de la
demanda quimica de oxigeno (DCO) se convierte en lodos; mientras que en la
digestion anaerobia una parte significante de DCO se puede convertir en biogas
(>50%), el cual se considera un combustible renovable (Espafia-Gamboa et al.,
2011)

Los tratamientos anaerobios serian un paso eficiente por sus eficiencias de
90% de remocion de Demanda Quimica de Oxigeno y 85% a 90% de energia que
se recupera como biogas, sin embargo, los niveles altos de potasio, metales
pesados, compuestos de sulfato o compuestos fendlicos en las vinazas
comprenden una deficiencia en la digestion anaerobia, por ejemplo, las
melanoidinas que colorean las vinazas son dificiles de degradar por los tratamientos
anaerobios, por lo tanto, se utilizan también tratamientos aerobios como

tratamientos de refinacion (Espafia-Gamboa et al., 2011).

La tabla 4.1 muestra los reactores para los tratamientos anaerobios.
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Tabla 4.1. Reactores para tratamientos anaerobios

Reactores

Caracteristicas

Uso en vinazas

Reactor de Flujo Ascendente de
Manto de Lodos Anaerobios

(UASB)

Es el digestor de alta velocidad mas popular para tratar
varios tipos de aguas residuales industriales por su alta
capacidad de tratamiento comparado con otros sistemas, su
importancia radica en la densidad y la actividad de poblacion
microalgal metanogénica que son importantes para
aumentar el rendimiento del proceso UASB, lo que dara un
mejor comportamiento del reactor es una retencidon
adecuada de la poblacién microalgal metanogénica, es decir,
en la remocion de DQO, lo que ayudara en la produccion de
mas metano y una mayor calidad del efluente (Gupta & Choi,
2015); (Espafia-Gamboa et al., 2011). Una manera de
aumentar el tiempo de retencion celular en el UASB es con
la formacion de lodo granular (biopeliculas esféricas)
anaerobio desarrollados por la auto-agregacidn de células

microbiales (Espafia-Gamboa et al., 2011)

Esta tecnologia es adecuada en el
tratamiento de vinazas solo cuando el
proceso tiene un arranque exitoso y tiene
operacion estable; para que tenga un
arranque exitoso, los reactores se deben
operar en bajas cargas organicas (4.8 Kg
DQO/m3*dia), dicha carga organica se
aumentard cuando se alcance 90% de

remocion de DQO (Mohana et al., 2009).

Reactor de lecho fijo

En este tipo de reactores, los microorganismos se

inmovilizan en algun lugar de soporte inerte para limitar la

perdida de biomasa y mejorar la actividad bacteriana por

Las caracteristicas importantes de estos
materiales son su alta porosidad y el area

superficial grande que tienen, aunque una
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unidad de volumen del reactor. Por otra parte proporciona
mayor remocién de DQO en bajo tiempo de retencidon
hidraulico (HRT) y mejor tolerancia a cargas de choque
organico y téxico (Espafia-Gamboa et al., 2011).

El soporte inerte o el material empacado dentro del reactor
proporcionan una mayor superficie de contacto para el
crecimiento de microalgas. El influente va a través del
soporte y los microorganismos anaerobios se atacan unos a
otros creando una capa delgada llamada bio-pelicula, los
materiales usados como soporte inerte estan: poliuretano,
ladrillo de arcilla, carbdn granular activado (CGA), cloruro de

polivinilo y medios de plastico (Espafia-Gamboa et al., 2011).

desventaja de estos es que son bastante

caros, sin embargo sus cualidades de
absorcion ayudan con la estabilidad del

proceso (Espafia-Gamboa et al., 2011).

Reactores de lecho fluidizado

Contenedor vertical con un material portador inorganico, ya
sea grava, arena, carbdén activado, resinas de intercambio
anidnico y catidnico. El reactor de lecho fluidizado usa las
particulas fluidizadas que inducen la inmovilizacién celular,
lo que permite que mantenga mayor biomasa microbiana en

el reactor y aumente el tiempo de retencién de las células.

La técnica consiste en que el fluido pase a través del material

portador que es donde ahi se adjuntan los microorganismos,

La remocion del DQO y la produccién de
metano son influenciadas por la carga
organica, el nivel de fluidizacién y el tamafio

de particula (Espafia et al., 2010)

Entre esta tecnologia del reactor de lecho
fluidizado y la tecnologia de pelicula fija
anaerobia de flujo ascendente, resulta ser

mas efectiva la primera, ya que se favorece

50



(Continuacion)

ya que estos estan en el espacio de inter-particula y sobre
esta, lo que ocasiona, por tanto, un aumento en la densidad
de poblacidon de los microorganismos retenida dentro del

reactor (Espafia-Gamboa et al., 2011).

el transporte de las células de
microorganismos del volumen a la superficie
y el mejoramiento del contacto entre las
fases sustrato-microorganismos, por lo
tanto, los reactores de columna empacada
sirven para las vinazas que se degradan con
mayor facilidad o donde la gran remocidn del
DQO no se requiere (Espafa-Gamboa et al.,

2011)
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4.5 Tratamientos aerobios

Después del tratamiento anaerobio de las vinazas, estas contienen todavia alto
contenido orgénico, contaminantes y todavia presentan un color café oscuro, por lo tanto
se requiere que se traten nuevamente antes de su disposicion final (Mohana et al., 2009).

La decoloracion biolégica es una alternativa ambientalmente amigable y es
competitiva en costos con la descomposicién quimica, tales tratamientos parecen
ser: la decoloracion bioldgica utilizando varios tipos de microorganismos: hongos,
hongos de podredumbre blanca, levaduras y bacterias. Resulta ser méas efectivo un
consorcio de microoganismos para decolorar las vinazas, ya que se mantienen los
microorganismos y el co-metabolismo aumenta la eficiencia de la decoloracion de
la melanoidina (Espafa-Gamboa et al., 2011).

La seleccion de estos microorganismos depende del sistema enzimatico
microbial, los nutrientes requeridos, el tipo y la estructura quimica de los
compuestos recalcitrantes y las condiciones ambientales (Chandra et al. 2008).

Se mencionan algunos ejemplos de tipos y tratamientos aerobios de
decoloracion y remocion de DQO.

45.1 Bacteriales

El tratamiento de las vinazas con estos microorganismos resulta en la
remocion de color y DQO, con biomasa, diéxido de carbono y &cidos volatiles como
los mayores productos finales (Pant & Adholeya 2007).

Las melanoidinas (molécula producida por la reacciéon de un aminoacido y un
carbohidrato) se pueden decolorar por la actividad de especies de oxigeno reactivas
(O27, H202) que se producen por las reacciones de catalisis de enzimas (Chandra et
al. 2008).
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4.5.2 Hongos

La finalidad de este tratamiento con hongos es la purificacion de efluentes por
el consumo de sustancias organicas y reducir la DQO y DBO. Aunque también han
sido investigados debido a su capacidad de remover el color (Satyawali &
Balakrishnan 2008). La inmovilizacion de los hongos en el tratamiento aerobio
ofrece varias ventajas, como un menor tiempo de retencion, la recuperacion facil de
las células y el aumento de la actividad (Pant & Adholeya 2007).

Para los tratamientos de vinazas diluidas en un sistema de alimentacion
diluido a una absorbancia de 3.5 con una longitud de onda de 475 nm, se present6
una reduccion de color del 70% (Sirianuntapiboon et al. 2004).

4.5.3 Consorcio mezclado

Este tratamiento mostré6 mayor eficiencia en comparacion con un cultivo puro
(Mohana et al. 2007). Se hicieron pruebas con tratamientos aerobios de vinazas
diluidas provenientes de la produccion de vino y se registraron eficiencias de
remocién de DQO del 90% (Pant & Adholeya 2007).

4.5.4 Microalgas

El tratamiento con algas remueve los nutrientes, el material organico y el color
del agua residual. Las algas mas comunmente utilizadas en este tipo de
tratamientos son: Chlorella vulgaris, Lemna minuscula, Oscillatoria boryana
(Espana-Gamboa et al., 2011).

Durante el tratamiento se ha encontrado que los microorganismos liberan
peréxido de hidrogeno (H2032), iones hidroxilo (OH") y el oxigeno molecular (O2)
durante la fotosintesis, dando lugar a una decoloracion del 60% de melanoidinas en
las vinazas diluidas, sugiriendo que el uso de melanoidinas funcionan como una

fuente de nitr6geno para las cianobacterias (Espafia-Gamboa et al., 2011).
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De este modo se ha empleado la simbiosis microalgal-bacterial como un
modo para remover al mismo tiempo los contaminantes de biogas en un bajo costo
energeético y bajo impacto ambiental. Por ejemplo, las microalgas con la energia
solar fijan CO2 de biogas por medio de la fotosintésis produciendo Oz, el cual se
utiliza por bacterias sulfooxidantes para oxidar HzS a sulfatos (Posadas et al., 2015).

Las microalgas ademas son consideradas como alimentos funcionales que
contienen cantidades de carbohidratos, lipidos, vitaminas, minerales, acidos grasos
poliinsaturados (omega 3 y omega 6) y antioxidante (carotenos) (Quevedo et al.,
2008).

54



CAPITULO5 METODO EXPERIMENTAL

5.1 Sistema 1: Fotobhiorreactor HRAP

En un reactor de lagunaje de alta carga (High Rate Algal Pond, HRAP) de 25
L (Fig. 5.1) se encuentra un consorcio alcal6filo microalgal (CAM) y un consorcio de
bacterias alcal6filas sulfooxidantes (CBAS), los microorganismos presentes en el
sistema son: Halospirulina sp. y Picochlorum sp. (de los Cobos-Vasconcelos, et al.,
2016), a un pH de 9.3, alimentadas con un medio mineral salino (MMS) compuesto
de (g/L): 44.96 Na-COs3, 151.88 NaHCOs3, 11.16 NaCl, 11.16 K2HPO4, 9.06 Na2S0Oa4,
0.44 CaClI*2H20, 279 ml KNOs, 11.16 ml MgCl2*6H20, 22.32 ml de Elementos traza,
60 ml Na2S203 (Sorokin et al., 2001), en estado estacionario, en el que se tomd

in6culo de 1 L.

Figura 3.5.1. Reactor de lagunaje de alta carga (HRAP)
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5.2 Sistema 2: Fotobiorreactor tubular

Para la cinética de crecimiento se emplearon 2 fotobiorreactores (FBts)
tubulares de vidrio Pyrex cuya capacidad total fueron de 600 mL y 550 mL
respectivamente, iluminados con LEDs de luz blanca fria (AG-FSL-5050W300-N/W,
México) con una intensidad de 100.686 pmol/m?s y 105.06 umol/m?s, la disolucion
se mantuvo en movimiento con una bomba peristéltica (Cole Parmer/7553) a una
velocidad de 0.72 mil/min. Se agregaron 550 mL y 530 mL de disolucién (biomasa
microalgal y medio mineral) a los fotobiorreactores en sistema cerrado. Cada uno
de los fotobiorreactores tenia un electrodo polarogréafico que se calibré previamente
con agua saturada de oxigeno (~6.5 mg/L) para la medicion de oxigeno disuelto de

las microalgas. Figuras 5.2 y 5.3 muestran la estructura de los fotobiorreactores 1y
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Figura 5.2. Diagrama de flujo de un fotobiorreactor tubular cerrado.

Tomada de (de los Cobos-Vasconcelos et al., 2016).
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Figura 5.3. Fotobiorreactor tubular cerrado en funcionamiento.

Los dos fotobiorreactores se mantuvieron en movimiento con las luces
encendidas por 24 horas durante 14 dias. En los cuales se midié la cantidad de
agua evaporada por dia para luego reponerla y evitar pérdida de volumen, asi como
también se extrajo volumen pequefio (3.5 ml) de muestra para medir la absorbancia
en un espectrofotbmetro HACH DR 5000 y de este modo, determinar la
concentracion (g/L) de la biomasa para luego graficarla vs el tiempo (d) y obtener

con ella la velocidad especifica de crecimiento (p).

5.3 Cinética de crecimiento

Del inoculo tomado en el reactor HRAP se realiz6é una dilucién 10, por lo cual
se tomaron 80 ml del inoculo y los 720 ml fueron de medio mineral salino (MMS)
modificado de (Aiba & Ogawa, 1977) compuesto como lo muestran las tablas 5.1a
y 5.1b:
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Tabla 5.1a. Reactivos empleados en el medio mineral salino

Reactivo Cantidad (g)
Na2CO3 16.12
NaHCO3 54.44
NaCl 4
KzHPO4 4
Naz2S04 3.25
CaCl*2H.0 0.16
KNO3 100 (g/L) [101 g/L]
MgClz*6H20 4 (g/L)
Elementos traza 8 (g/L)
NazS203 21.5 (g/L)

*Las disoluciones de reactivos se aforarona 1 L

Tabla 5.1b. Reactivos empleados para los elementos traza (aforados a 1L)

Elementos traza Cantidad (mg)

EDTAS 5
FeSO4*7H20 2

ZnSO2*7H20 100
MnCl2*4H20 30

CoClz*6H20 200
NiClz*6H20 20
Na2MoO4*2H20 30
CuCl2*2H20 10

HsBOs 300

H20 destilada 1000




Se hizo una tabla de cada dia en que se dej6 el consorcio microalgal en los
fotobiorreactores por 14 dias, en el que cada dia aproximadamente a la misma hora
se midié la densidad éptica en el espectrofotdmetro (HACH DR 5000 USA) asi como

también se midio el pH y el oxigeno disuelto por el sensor de oxigeno disuelto.

Con la curva de calibracion y la ecuacion de correlacion determinada por la
curva de calibracion se pudieron obtener los SST para cada muestra midiendo la
densidad Optica y con ello hacer una gréfica de la biomasa (g/L) vs el tiempo (d)
para la determinacion de la velocidad especifica de crecimiento del consorcio

microalgal., asi como también se determiné el tiempo de duplicacion de la biomasa.

5.3.1 Curva de calibraciéon

Se tomaron alicuotas del reactor HRAP para realizar una curva de calibracion
y con ella determinar los Sélidos Suspendidos totales (SST), que se llevaron a cabo
de acuerdo a los Métodos Estandar (Camiro-Vargas et al., 2005), se tomaron 7
muestras con diluciones diferentes del medio mineral salino, para cada una de la
muestra seleccionada formando un volumen total de cada una de las muestras de
15 ml; las diluciones para cada muestra fueron las siguientes: 0, 2, 4, 6, 10, 20, 30.
Se determinaron SST para cada muestra y también se midioé la densidad 6ptica
(D.0.) tomando 3.5 ml de muestra en un espectrofotémetro (HACH DR 5000 USA)
a una longitud de onda de A = 680 nm en el espectro visible que permite cuantificar
la biomasa fotosintéticamente activa, se usaron celdas de cuarzo para evitar

interferencias (Garcia-Cruz, 2015)

Se hizo una grafica de los datos de SST (g/L) vs absorbancia para obtener
una correlacion lineal entre la densidad Optica y los sélidos suspendidos totales

conforme a la ley de “Lambert-Beer”

Y=mx+Db (5.1)
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Donde:

Y= concentracion de la biomasa (g/L)
m=pendiente

x= absorbancia

b= ordenada al origen

Se hicieron diluciones del consorcio microalgal, después se determinaron
solidos suspendidos totales (SST) para medir Densidad Optica (D.O.) y elaborar

una gréfica de calibracion.

Vol.muestra+Vol.agua

Dilucién = (5.2)

Vol.muestra

(w2-w1)
Vol.Muestra

SST = (5.3)

Los resultados obtenidos de las diluciones, SST y D.O. se muestran en la

siguiente tabla.

Tabla 5.2. Tabla de diluciones, SST y densidad 6ptica.

Dil wi (g) w2 (g) Vol (L) | SST (g/L) D.O

0 0.1286 0.139| 0.1 1.04 2.107
2 0.1293| 0.1332| 0.01 0.39 1.176
4 0.1279| 0.1299| 0.01 0.20 0.585
6 0.1286 0.13| 0.01 0.14 0.445
10 0.12901| 0.1301| 0.01 0.10 0.25

20 0.1292| 0.1296| 0.01 0.04 0.126
30 0.1301| 0.1304| 0.01 0.03 0.095
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A continuacion se grafican SST vs D.O.
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Figura 5.3. Concentracion de biomasa vs densidad Optica

De la gréafica se obtuvo la ecuacion lineal con una r>=0.9919:

y = 0.5078*x — 0.047 (5.4)

5.4 Evaluacion del efecto de NHs sobre la actividad
fotosintética del CAM

Se tom6 1L de ind6culo del reactor HRAP, dicho inoculo se centrifugo
(centrifuga Beckman Coulter Avanti J-26S XPI) durante 10 minutos a 2000 rpm con
la finalidad de separar el medio mineral salino contenido en el HRAP el cual contiene
nitrdgeno disuelto en forma de nitrato. La biomasa centrifugada se adiciona a medio
mineral salino sin nitrogeno a una dilucion 2 dejandose en dicho medio
aproximadamente 2 horas para que el consorcio se adapte y luego se agreguen al
fotobiorreactor (Collos & Slawyk, 1984).
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Se emplearon 2 fotobiorreactores tubulares de vidrio Pyrex descritos
anteriormente. Se agregaron 640 mL y 570 mL de disolucion (inoculo y medio
mineral) al Fotobiorreactor; aunque la capacidad total de los fotobiorreactores es de
600 mly 540 mL, sus volumenes aumentaron debido al aumento de volumen de las
mangueras que estaban conectadas a este y la bomba para mantener los

fotobiorreactores cerrados.

Se taparon las salidas de los fotobiorreactores para tener el sistema cerrado
y se registraron datos en el ordenador como el pH, oxigeno disuelto (mg/L) y
temperatura; dichos datos de los sistemas eran registrados en el ordenador cada
segundo por el tiempo que duraban las pruebas experimentales, 9 horas
aproximadamente. Después se agregd con una jeringa de 5 ml cloruro de amonio
NHa4Cl al fotobiorreactor a diferentes concentraciones (mg/L), 10, 20, 30, 50, 100,
200, 300, 400, 500, 600, para medir asi la actividad fotosintética de las microalgas,
las concentraciones se prepararon con ayuda de la ecuacion 5.6 y los datos se
muestran en la tabla 5.3.

Para la administracion de NH4* por medio de cloruro de amonio (NH4Cl) al
sistema se prepardé partiendo de una disolucion estandar de 250 g/L de NH4Cl, y a
partir de esa solucién se hicieron los célculos para determinar el volumen en que se

deben suministrar dichas concentraciones con ayuda de la siguiente formula:

CIV1 - Csz (55)
Cy V.
V="~ (5.6)

Doénde:

C1 = Concentracién estandar de NH4ClI (250 g/L)

V1 = Volumen a ser determinado

C2 = Concentracion que se quiere suministrar de NH4Cl

V2 = Volumen del fotobiorreactor (0.57L).
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En la siguiente tabla se muestran los célculos de las concentraciones de
NH4Cl preparadas. Se agregaron varios pulsos (volimenes con concentracion
conocida) aumentando las concentraciones de NH4Cl en el fotobiorreactor, durante
cada pulso se considero la concentracion agregada del pulso anterior y se agregé
la diferencia en el pulso siguiente para tener las concentraciones deseadas en el

fotobiorreactor.

Tabla 5.3. Volumen agregado a diferentes concentraciones de NH4* (g/L) mediante NH4ClI

NHa* NH4CI NH4CI Vi (mL) | Viacumulado(mL)
(mg/L) (9/L) (mM)

5 0.0148 0.2766 | 0.03374 0.0337
10 0.0297 0.8682 0.0677 0.0677
20 0.0594 1.736 0.1354 0.0677
30 0.08910 2.6 0.203 0.0676
50 0.1485 3.33 0.3385 0.1355
89 0.2643 8.67 0.6026 0.2641
100 0.2970 9.74 0.677 0.0744
200 0.5940 19.49 1.355 0.678
300 0.8910 29.24 2.032 0.677
400 1.1880 38.99 2.71 0.678
500 1.4850 48.74 3.386 0.676
600 1.7820 58.49 4.063 0.677

Se realizaron tres veces las corridas de pulsos con diferentes
concentraciones de NH4Cl (dos corridas en el fotobiorreactor 2 y una en el
fotobiorreactor 1).

Los datos experimentales obtenidos son graficados en concentracion vs el
tiempo de corrida de la prueba experimental, las lineas de las gréaficas resultantes

son linealizadas para obtener las velocidades de produccién de oxigeno disuelto
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correspondientes. A partir de las velocidades de produccion de oxigeno y de las
concentraciones de NH4Cl agregados al sistema se procede a la determinacién de
NH4*/NHs en el sistema del CAM tomando en cuenta el pH, volumen del sistema.

5.4.1 Determinacion de NHs/NHs en equilibrio

Con las graficas de las figuras anteriores se determiné la velocidad de
produccion de Oxigeno Disuelto de las microalgas a diferentes concentraciones de
NH4Cl, asi como también se hizo la determinacién del NHs presente en el sistema,

tomando en cuenta las siguientes ecuaciones:

La ecuacion 5.7 toma en cuenta el nimero de moles totales de nitrdgeno que
hay en el fotobiorreactor cerrado, tomando en cuenta el nimero de moles de
nitrégeno que hay en la fase liquida (NH4* + NH3) mas el nimero de moles de
nitrégeno gaseoso presente como NHs dentro del sistema

TLNT == TLNL + nNH3G (57)

La ecuacion 5.8 representa el nimero de moles totales de nitrdgeno en fase liquida,

el cual se encuentra en forma de NH4* y en forma de NHs

TlNL == TlNH4L + nNH3L (58)

Con la ecuacién 5.9 se pretende conocer el numero de moles que
corresponden al NHs en la fase liquida de los moles totales de nitrdgeno que hay en
la fase liquida con respecto al pH del sistema considerando el nimero de protones

libres (H*) y la constante de disociacion (k)

NNH,

= ¥
nNL 1+M

(5.9)
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La ecuacion 5.10 es la constante de Henry adimensional

nNH,C

He = —2¢_ = 561x10* (5.10)
NNH;
147

Con las ecuaciones anteriores se determina la concentracion de NHs qué hay

en el sistema

Cnuy = HeG (5.11)

Dénde:

CNHsL: Concentracion de NHs presente en medio microalgal

Cy": Concentracion de nitrégeno en el sistema, presente en N-NH4Cl equivalente al

26.19% en peso de NH4Cl como Unica fuente de nitrégeno.

H,: Constante de Henry adimensional para NHa/NHs* igual a 5.61x10* (Metcalf &
Eddy, 2003)

V;: Volumen del gas en el fotobiorreactor (espacio de cabeza del fotobiorreactor)
5.41 ml.

V.- Volumen de las microalgas en el fotobiorreactor equivalente a 640 ml.
Para la determinaciéon de [H*]

[H*] = 107 PH (5.12)
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La ecuacion (5.7) describe el nitrégeno total que esta presente en el sistema
(fotobiorreactor), ya sea en NH4* y NHs en la fase liquida, y el nitrdgeno de NHs3 en
fase gas que pertenece al espacio de cabeza del fotobiorreactor, la ecuacion (5.8)
se refiere al nitrogeno que esta en fase liquida, mientras que la ecuaciéon (5.9)
establece la proporcion del nitrogeno amoniacal con respecto al nitrégeno total
correspondiente en fase liquida; la ecuacion (5.10) se refiere a la constante de
Henry la cual explica que a una temperatura constante la cantidad de gas que esta
disuelto en un liquido sera directamente proporcional a la presion parcial del gas
que ejerce sobre el liquido (Metcalf & Eddy, 2003), la ecuacion (5.11) es para
deducir la concentracién de NHs que hay en todo el sistema del fotobiorreactor
cerrado y la ecuacion (5.12) es para determinar los protones disueltos (H*) en el

sistema liquido con ayuda del pH.

Al obtener las velocidades de produccién de oxigeno disuelto, estas son
graficadas contra su respectiva concentracion de NHs que se determiné con la
ayuda de las ecuaciones anteriores. A partir de los graficos obtenidos se propone
un modelo matematico, para lograr la obtencién del modelo se utiliza un programa
de PC (OriginPro 8) para ajustarlo con los datos experimentales. Después se realiza
una calidad de ajuste de los datos del modelo con los datos experimentales

(velocidades) cuantificAndolo con la prueba estadistica t-Student.
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CAPITULO 6 RESULTADOS

Evaluaciéon de la velocidad de crecimiento del CAM

En el fotobiorreactor 1 (640 ml) y en el fotobiorreactor 2 (570 ml) se agregoé
un inoculo de microalgas suspendido en medio mineral salino (10% de biomasa en
medio mineral del volumen total del fotobiorreactor) en cada uno que se dejo durante
14 dias dentro de estos fotobiorreactores para medir el crecimiento microalgal en
sistema cerrado y en recirculacion, pero en el fotobiorreactor 2 se dejé de medir su
crecimiento después del dia 11 debido a que las microalgas ya no presentaron
crecimiento. Durante estos 14 dias se tomO una muestra diariamente, asi como
también se les suministré agua destilada para reponer el volumen evaporado a los
FBRts. De la muestra tomada se determiné su densidad Optica en el
espectrofotometro para después determinar los sdlidos suspendidos totales con
ayuda de la ecuacion lineal obtenida de la grafica de calibracion. También durante
cada dia se midi6 la concentracion de oxigeno disuelto y el pH de cada uno de los
sistemas. Los datos registrados de cada fotobiorreactor se anotaron en la siguiente
tabla.

Tabla 6.1. Tiempo de crecimiento del CAM, concentracion de biomasa, oxigeno disuelto (OD) y pH
en el fotobiorreactor 1 (izquierda) y el fotobiorreactor 2 (derecha)

Tiempo |biomasa| OD oH Tiempo | biomasa| OD

@ | @b Lmg) (@) @L) | (mgn)| P"

0 0.07 13 9.36 0 0.116 - 9.38
1 0.158 17.66 | 9.68 1 0.316 9.81 9.64
2 0.4 19.08 | 9.93 2 0.21 8.99 9.84
3 0.624 >20 [10.18 3 0.403 9.53 9.99
6 0.954 - 10.85 4 0.346 8.65 10.15
7 0.915 20.61 [11.11 7 0.531 7.43 10.44
8 1.034 9.6 [11.26 8 0.559 7.21 10.44
9 1.132 20.62 | 11.3 9 0.474 7.51 10.46
10 1.037 9.64 |11.23 10 0.49 8.33 10.46
13 0.979 8.21 [11.28 11 0.474 8.08 10.46
14 0.931 8.36 [11.22 14 - - -
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Lo que se observa en estas tablas es que conforme los dias pasan la
concentracion de la biomasa, y el pH aumentan, hasta aproximadamente en el dia
9 la concentracion disminuye junto con el pH en el fotobiorreactor 1, en el
fotobiorreactor 2 no se observa tanto eso; en cambio para el oxigeno disuelto para
ambos fotobiorreactores no se aprecia un seguimiento ascendente o descendente
en los datos obtenidos por cada dia.

A continuacion se grafica la biomasa vs tiempo de cada tabla para ver el
comportamiento del consorcio microalgal en cada fotobiorreactor, también se tomo

en cuenta el pH en las gréficas Figura 6.1.
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Crecimiento microalgas en FBRt 1
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Figura 6.1. Crecimiento de la biomasa microalgal en el fotobiorreactor 1y 2

Fotobiorreactor 1 (grafica superior) y fotobiorreactor 2 (grafica inferior), en la parte derecha de los
gréficos se registrd el pH medido para la cinética.
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En las figuras anteriores se puede ver, por ejemplo en el fotobiorreactor 1
como la concentracion de la biomasa aumenta con el tiempo ocurriendo el mismo
comportamiento con el pH, este comportamiento llega a tope en el dia 9, donde ya
después el crecimiento microalgal empieza a inhibirse, la razon de este efecto es la
falta de alimento en el consorcio; en el fotobiorreactor 2 se ve también un aumento
de la biomasa y del pH, pero en el aumento de la biomasa no hay tal un seguimiento
como en la biomasa del fotobiorreactor 1, sin embargo, el crecimiento de la biomasa
cesa en el dia 10, que es donde comienza a haber una inhibicion del crecimiento,
deteniendo por lo tanto las mediciones, el pH del sistema del fotobiorreactor 2
también aumentd, pero el aumento con respecto al de la biomasa no se vio
relacionado como en el fotobiorreactor 1. Este problema pudo haber sido a causa

de mala medicién de la biomasa, o mala calibracion del medidor de pH.

Tomando como referencia a la tabla del crecimiento microalgal en el FBRt 1
se toman los datos lineales de la grafica del fotobiorreactor 1 para obtener la
velocidad especifica de crecimiento (u) de las microalgas, usando la metodologia
descrita anteriormente.

La velocidad especifica de crecimiento es el parametro que relaciona la
concentracion de la biomasa con el tiempo y mide la cantidad de biomasa en gramos
que es capaz de generar un gramo de biomasa en la unidad de tiempo.
Expresandose de la siguiente manera:

d
d—j = ux (6.1)

— = udt (6.2)
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Integrando la ecuacién

x dx t
fx07 = f,dt (6.3)
Inx = ut + Inx, (6.4)

Agrupando los términos se obtiene

X0

La ecuacion resultante es un modelo de la ecuacion lineal (y = mx + b), por lo
que u es una constante y se calcula linealizando los datos de crecimiento de la
gréfica del crecimiento microalgal en el fotobiorreactor 1, mostrado en la siguiente
figura.

Velocidad especifica de crecimiento (u)

2.500
e
2.000
. .
& 1.500 =t
X
=
£ 1.000 -
-'...
0.500
0.000 &-
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35
Tiempo(d)

Figura 6.2. Calculo de la velocidad especifica de crecimiento (u) microalgal
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Obteniendo la ecuacion lineal de la gréafica anterior con una R?=0.982:
y =0.7492x + 0.0625 (6.6)

Y el tiempo de duplicacién con la siguiente formula:

Td = % (Yeh et al., 2010) (6.7)

La velocidad especifica de crecimiento (u) es de 0.7492 d* 0 0.031 h"* con un
tiempo de duplicacion de 22.21 h. (Garcia-Cruz, 2015) obtuvo una velocidad
especifica de crecimiento de 0.018 h't y un tiempo de duplicacién de 45 h del mismo
cultivo microalgal pero en matraces Erlenmeyer. Comparando los resultados de
Garcia-Cruz con los obtenidos aqui, se observa que el tiempo de duplicacion de
Garcia-Cruz es casi el doble al obtenido y la velocidad especifica de crecimiento es
mayor a la obtenida por Garcia-Cruz, 2015. Las diferencias a esto pueden deberse
a los sistemas empleados para realizar la cinética de crecimiento, Garcia-Cruz
emple6 matraces Erlenmeyer, mientras que en este trabajo se utilizé el
fotobiorreactor anteriormente mencionado, cuyas diferencias en ambos sistemas
radican en la disponibilidad de la luz ocurriendo una mayor obstruccion de la luz en

los matraces Erlenmeyer.

Se calcularon las diferentes concentraciones de amonio (NH4*) que se le
suministraron al inoculo de microalgas en el fotobiorreactor, esto con la finalidad de

evaluar la actividad fotosintética del CAM.

Para cada concentracion de NH4Cl agregado al fotobiorreactor se registro el
comportamiento del CAM por medio de graficas como la que a continuacién se
muestra, cuya finalidad de la gréfica es el control de la actividad fotosintética del
CAM al agregar los pulsos. Por ejemplo, se fijo el nivel de oxigeno disuelto de
aproximadamente 8 mg/L que es aproximado a la concentracion de oxigeno disuelto
(OD) en agua reportada por State Water Resources (Folleto informativo) como set

point de oxigeno disuelto, después se encendieron las luces LED a la configuracion
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ya especificada, en respuesta a eso la concentracion de oxigeno disuelto aumento
en el fotobiorreactor a aproximadamente 10 mg/L mostrando una linea casi recta, al
llegar a ese valor se apagaron las luces y la concentracion de OD disminuy6
inmediatamente; el proceso se repitid antes de agregar las concentraciones de
NH4Cl y lo que se observo es una respuesta rapida de las CAM ante la presencia 'y
ausencia de luz de los LED, por ejemplo, si se dejé a los microorganismos sin luz,
estos se vieron obligados a que las utilicen el oxigeno disponible en el sistema en
lugar de producirlo. Al agregar el pulso de NH4Cl la respuesta de produccion de OD
no fue tan rapida comparada con las pruebas en ausencia de NH4Cl; para entender
mejor esto, se muestra la siguiente figura 6.3 que explica lo mencionado. El control
del comportamiento del CAM se hizo tres veces al inicio de cada una de las pruebas

experimentales
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Efecto de NHs sobre la actividad fotosintética del consorcio alcalofilo microalgal.

0 S0 1000 150400 e 25000 Sy S5

Tiempo (=)

Figura 6.3. Comportamiento de la produccion de OD del CAM en el fotobiorreactor antes y después de la adicion de NH.CI
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La grafica anterior fue un ejemplo del efecto de NH3 sobre la actividad fotosintética del CAM en donde las lineas con

pendiente positiva muestran la velocidad de produccion de oxigeno del CAM al agregar pulsos de NH4Cl, dichas lineas de

produccion de oxigeno se agrupan, se linealizan y se grafican en otro grafico para observar mas a detalle su

comportamiento. Como lo muestran las siguientes graficas.
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Figura 6.4. Produccidn de oxigeno disuelto al agregar diferentes concentraciones de NH4ClI durante 120 segundos
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Figura 6.5. Produccion de oxigeno disuelto al agregar diferentes concentraciones de NH4Cl durante 120 segundos
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Figura 6.6. Produccion de oxigeno disuelto al agregar diferentes concentraciones de NH4CI durante 120 segundos
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Como se pudo observar en las graficas anteriores, la velocidad de produccion
de oxigeno disminuye conforme aumenta la concentracion de NHs4 en el
fotobiorreactor, esto se observa con las lineas de las graficas al ver como la
pendiente va disminuyendo conforme hay un aumento de la concentracion de NHa,
siendo mayor la linea que representa el control de la actividad fotostintética del CAM
en ausencia de NHs4. Se toman los datos lineales para compararlos con las otras
lineas de las gréficas a diferentes concentraciones de amonio con respecto a las
lineas de control (ver figs. 6.4, 6.5, 6.6), obteniendo de cada linea la velocidad de
produccioén de oxigeno disuelto, en la cual claramente se observa la disminucién de
la velocidad de produccion de oxigeno contra el aumento de la concentracion de
NHa que se sabe esta en equilibrio con NHs, y en pH mayores a 9 el NHs predomina
en el equilibrio, el cual se conoce que es toxico para las microalgas (Markou et al.,
2014).

Después se calcula con ayuda de las ecuaciones 5.7 — 5.12 el equilibrio de
NHs/NH4* anotandolo en la siguiente tabla, asi como las velocidades de produccion
de oxigeno correspondientes a cada concentracién de NHsz anotando los datos en

las siguientes tablas para cada prueba experimental.
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Tabla 6.2. Determinacion de NHs en el sistema microalgal de 560 mg/L, velocidad obtenida de las
ecuaciones lineales a diferentes concentraciones de NH4Cl

Pulsos con NH4Cl
[N] asim. | [NH4] IN] y=mx+b IN] [NH3] rOz
(mg/L) (mg/L) mgOD/L*s pH prom. [H] (mg/L) mgODI/L*s
0 0 0 0 9.46 0.00 0 0 0
0.55 4 3.11 0.0109x - 0.0006 9.46 | 3.48E-10 | 256 3.11 0.0109
1.38 10 7.78 0.0064x - 0.0026 9.43 |[3.73E-10 | 6.40 7.78 0.0064
2.75 20 15.55 0.0047x + 0.022 9.44 | 3.61E-10 [ 12.80 15.55 0.0047
4.13 30 23.33 0.0045x + 0.0166 9.46 | 3.44E-10 | 19.20 23.33 0.0045
6.88 50 38.89 0.0038x + 0.0196 9.47 | 3.40E-10 | 32.00 38.88 0.0038
13.77 100 77.77 0.0051x + 0.0276 9.36 | 4.34E-10 | 64.00 77.77 0.0051
27.53 200 155.54 0.0033x + 0.031 9.33 | 4.66E-10 | 128.01 [ 15554 0.0033
41.30 300 233.31 0.0016x + 0.0243 931 | 4.88E-10 | 192.01 | 233.31 0.0016
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Tabla 6.3. Determinacion de NHs en el sistema microalgal de 720 mg/L, velocidad obtenida de las
ecuaciones lineales a diferentes concentraciones de NH4Cl

Pulsos con NH4CI
[N]asim. [NH4*] [N] y=mx+b [N] [NH3] rOz
(mglL) (mg/L) mgOD/L*s pH prom [H*] (mg/L) mgOD/L*s
0 0 0 0 9.37 4.247E-10 0 0 0

0.69 5 3.89 0.0144x - 0.032 9.37 4.24E-10 3.20 3.89 0.0144
4.13 30 23.33 0.0133x - 0.0434 9.39 4.09E-10 19.20 23.33 0.0133
12.25 89 69.22 0.0104x + 0.0108 9.35 4.50E-10 56.96 69.21 0.0104
27.53 200 155.54 0.0039x + 0.0542 9.31 4.93E-10 128.01 | 155.54 0.0039
41.30 300 233.31 0.0019x + 0.0141 9.28 5.26E-10 192.01 | 233.31 0.0019
55.06 400 311.08 0.0023x + 0.0067 9.27 5.32E-10 256.02 | 311.08 0.0023
68.83 500 388.85 0.0015x + 0.0122 9.25 5.67E-10 320.02 | 388.85 0.0015
82.59 600 466.62 0.001x + 0.0118 9.21 6.11E-10 384.03 | 466.62 0.001

Tabla 6.4. Determinacion de NHs en el sistema microalgal de 415 mg/L, velocidad obtenida de las
ecuaciones lineales a diferentes concentraciones de NH4Cl

Pulsos con NH4CI
[NJasim. | [NH4'] [N] y=mx +b [N] [NHs] 102
(mglL) (mglL) mgOD/L*s pH prom [H*] (mg/L) mgODI/L*s
0 0 0 0 9.73 1.86E-10 0 0 0
1.10 6.22 0.008x - 0.0157 9.74 1.83E-10 5.12 6.22 0.008
4.13 30 23.33 0.0084x - 0.0323 9.72 1.88E-10 19.20 23.33 0.0084
13.77 100 77.77 0.0057x - 0.0032 9.69 2.03E-10 64.00 77.77 0.0057
41.30 300 233.31 0.002x + 0.0089 9.59 2.57E-10 | 192.01 | 233.31 0.002
68.83 500 388.85 0.0017x + 0.0027 9.39 4.04E-10 | 320.02 | 388.85 0.0017

Para determinar que tanto se aleja el rendimiento del CAM de sus valores

optimos iniciales conforme la concentracion de NHs aumenta en su entorno,

haciendo las condiciones menos favorables en este durante las pruebas

experimentales, se determind la eficiencia fotosintética, la cual expresa el numero

de fotones requeridos para liberar una molécula de O:. La eficiencia fotosintética se

determina como la relacién del flujo de fotones absorbidos por el CAM vy la tasa de

produccion de oxigeno por el CAM (Costache et al., 2013). El flujo de fotones

absorbidos se obtiene por el producto de la irradiancia (lav) promedio empleada en
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el sistema y el coeficiente de extincion de biomasa (kaA), como lo describe la

ecuacion 6.8.

lavxkgj

Y =—" (6.8)

10,

La irradiancia promedio empleada fue de 105.06 pymol/m?*s (seccién 5.2)
mientras que el coeficiente de extincion de la biomasa (kaA) es una constante de
proporcionalidad que es especifica de cada cromoéforo (grupos funcionales de
moléculas responsables de la absorcion como C=N, N=N o triples enlaces) y que
se obtiene por la ecuacion de Lambert-Beer (ecuacion 5.1), donde la pendiente (m)
de la ecuacion 5.4 (0.5078 m3/g) es el producto de kaA y de la distancia que recorre
la luz en la celda muestra del espectrofotémetro DR 5000 HACH empleado en la
seccion 5.2, cuya longitud de trayectoria es de 10 mm (0.01m) (Diaz et al.). El kaA
obtenido 0.05078 m?/mg se usa en la ecuacién 6.8 y se obtiene la eficiencia
fotosintética de cada valor de tasa de oxigeno producido de las tablas 6.2 — 6.4
tomando en cuenta las concentraciones de biomasa microalgal por cada prueba
(560, 720 y 415 mg/L respectivamente), los datos de eficiencia fotosintética se

reportan en la siguiente tabla:

Tabla 6.5. Determinacioén de la eficiencia fotosintética w de las pruebas experimentales

Prueba con 560 mg/L de biomasa Prueba con 720 mg/L de biomasa Prueba con 415 mg/L de biomasa
rO2 rO2/[X] Y rO2 rO2/[X] Y rO2 rO2/[X] V)]
mgO2/L*s| mgO2/mg[X] Jumol/molO2| mgO2/L*s | mgO2/mg[X] Jumol/molO2| mgO./L*s | mgO2/mg[X] |umol/molO>
0 0 - 0 0 - 0 0 R
0.0109 | 1.95E-05 8.77 0.0144 0.00002 8.54 0.008 1.93E-05 8.86
0.0064 | 1.14E-05 14.94 0.0133 1.8E-05 9.24 0.0084 2.02E-05 8.43
0.0047 | 8.39E-06 20.34 0.0104 1.4E-05 11.82 0.0057 1.37E-05 12.43
0.0045 | 8.04E-06 21.24 0.0039 5.4E-06 31.52 0.002 4.82E-06 35.42
0.0038 | 6.79E-06 25.16 0.0019 2.6E-06 64.69 0.0017 | 4.10E-06 41.68
0.0051 | 9.11E-06 18.75 0.0023 3.2E-06 53.44 - - -
0.0033 | 5.89E-06 28.97 0.0015 2.1E-06 81.94 - - -
0.0016 | 2.86E-06 59.75 0.001 1.4E-06 122.92 - - -
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Se han reportado valores tedricos minimos de ocho moles de fotones por
molécula de oxigeno, el valor teérico 6ptimo para eficiencia fotosintética a una
irradiancia de 148 pmol/molO2 es de 10 moles de fotones/mol de Oz (Costache &
Fernandez, 2013). Como se puede observar, los valores iniciales de eficiencia
fotosintética estan muy cercanos al valor optimo tedrico, mientras que conforme
avanzan las pruebas de adiciébn de amoniaco y la velocidad de produccion de
oxigeno disminuye, aumenta el flujo de fotones para producir un mol de O:
aumentando la eficiencia fotosintética debido al condicion toxica en que se

encuentran las microalgas a causa del amoniaco (Azov & Goldman, 1982).

El sistema amoniaco protonado/amoniaco se expresa por medio de la

ecuacion 6.9:

NHsa*+ OH- <> NHs+H0  (pKa=9.25, 25°C) (6.9)

En tanto que la ecuacion 6.10 (Oswald et al., 1952) es una aproximacion
de la reaccién representativa de la productividad de las microalgas, tomando en
cuenta al amonio como la fuente de nitrogeno y la tasa de produccion de oxigeno

correspondiente

1.0 NHs* + 7.62 CO2 + 2.53 H20 LU—Z> C7.62Hs.0802.53N1.0 + 7.62 O2 + 1.0 H*
... (6.10)

Para entender el sistema amoniaco protonado/amoniaco nos ayudamos de la
ecuacion 6.9y de las ecuaciones 5.7 a 5.11 que ayudan a determinar el componente
que predomina mas, observando la dependencia del sistema NH4*/NHsz con
respecto al pH (Azov & Goldman, 1982), anotando los resultados en las tablas 6.2,
6.3y 6.4 lo que se observa es el predominio total de amoniaco sobre amonio a los
pH’s ahi registrados, asegurando asi una inhibicién para el crecimiento de las
microalgas.

La inhibicion apunta en la evidencia que el NH3 desacopla el transporte de

electrones en el fotosistema Il del microorganismo por la descomposicion de los
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gradientes de protones necesarios para que se realice la fotofosforilacion o
habiendo una inhibicion por medio de la competencia de NHs con H20 en las
reacciones de oxidacion que conducen a la produccion de Oz (Azov & Goldman,
1982).

En un ambiente adecuado donde hay microorganismos de composicidén
constante sin limitacion de nutrientes y una concentracion de alimento se usa una
representacion tipo, cuyo orden de reaccion es 1:

C
A" C+R (6.11)

En donde C es la concentracion del microorganismo en el medio, A es un tipo
de alimento, también llamado sustrato [S]. Si el alimento es adecuado, los
microorganismos lo consumen, se multiplican y en el proceso producen un material

de desecho llamado residual, R, o inhibidor, I.

La velocidad de crecimiento de las células, esta dada por la siguiente

ecuacion de Monod como:

__ HMHmax [S1[X]

e = lsieks (6.12)

Donde

rc = Velocidad de crecimiento de las células,
Mmax = ES la velocidad méxima de crecimiento
[S] = Concentracién del sustrato

[X] = Concentracion de microorganismos

ks = Constante de Monod, que es cuando la concentracion de sustrato en la

cual las células se reproducen a la mitad de su velocidad maxima.
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A veces sucede que la presencia del residual R inhibe la accion de los
microorganismos, no tomando en cuenta el alimento que aun queda disponible,

llamandose este proceso como envenenamiento por el producto (Levenspiel, 2004).

Conforme se forman residuos R que perjudican el crecimiento de los
microorganismos, llamandose también inhibidores [l], estos interfieren en que las
células se multipliquen, de este modo la constante de velocidad de Monod que se
observa disminuye con un aumento de [l]; por lo que la ecuacién anterior de Monod

se modifica con el siguiente término:

1]
Hobs = Pmax(1 — [I]*)n (6.13)

M es la constante de velocidad en ausencia de la sustancia inhibidora, [I]* es
la concentracién del inhibidor en la que cesa toda actividad celular y n es el orden

de la inhibicion por producto. La ecuacién, por lo tanto queda asi:

_ Uobs[SI[X]

¢ = T ls)ek, (6.14)

Para la determinacion del modelo cinético se toma como referencia la
segunda ecuacién del proceso de envenenamiento por producto, ya que al adicionar
el sustrato NHs4* se genera en el medio NHs, por las razones expuestas
anteriormente, que cesa la actividad de los microorganismos, por lo tanto NHs es
considerado como el inhibidor.

Para ajustar la ecuacion de velocidad de crecimiento de microorganismos a
la velocidad de produccion de Oz se toma en cuenta el rendimiento de Oz sobre
biomasa microalgal Yozx y la concentracion [X] de biomasa microalgal. (Ver

ecuacion 6.15)
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Con el uso del software OriginPro 8® se ajusta el modelo cinético propuesto
asi como también el valor de las constantes de la ecuacion, obteniendo una

ecuacion hiperbalica tipo:
0, max [1*] ks+[S] Z/X

Las constantes, valores de rendimiento y concentraciones de biomasa (Xu,
X2, X3) por cada prueba, se reportan en la siguiente tabla en donde se especifican
las constantes que fueron determinadas experimentalmente y las que fueron

obtenidas por medio del ajuste de la ecuacion:

Tabla 6.6. Valores de las constantes determinadas para la ecuacion 6.15

Constantes Valores Unidades Experimental | Ajuste

YOuIX 1.47 (mgOa/mgX) X

umax | 8.67X10% (1s) X
Xk 560 (mg/L) X
XL 720 (mg/L) X
X 415 (mg/L) X

ks 0.01 (mg/L) X

n 2 X

] 300 (mg/L) X

Se hace uso de la ecuacion cinética y las constantes obtenidas para comparar
los resultados de las tres pruebas experimentales asi como también se
determinaron datos estadisticos como el promedio (X), varianza (s?) y desviacion
estandar (s) de las muestras con la finalidad de ver como las muestras estan
relacionadas, es decir, para ver la relacion de la medias de las muestras de la
ecuacion ajustada con las medias de las muestras experimentales para observar la
calidad del ajuste que describa la actividad fotosintética, para esto se utiliza el
modelo t de Student para dos muestras; asumiendo una hip6tesis donde no hay

diferencia de medias:
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Hy = py —pp =0 =4
Hy = py —pp # 0 =14
Con un nivel de confianza (1-a) = 0.99, es decir con a = 0.01 para emplear
las ecuaciones para t de Student bilateral con grados de libertar: n + n -2 = 16. Los
resultados obtenidos entre el intervalo de confianza establecido para las tres
pruebas experimentales afirma que los valores experimentales obtenidos se
encuentran dentro del area de distribucion normal, lo que ayuda a concluir a la
hipotesis nula Ho = y1 — py2 = 0, la cual afirma que si hay relacion entre las dos
poblaciones muestrales evaluadas (las muestras experimentales y las muestras de
la ecuacidén ajustada), por tanto el modelo de ajuste describe la actividad
fotosintética del CAM en presencia de amoniaco.
Para demostrar los dicho anteriormente, se muestran las siguientes graficas
donde se compara la relacion de cada experimentacidn con los respectivos

resultados obtenidos por el modelo cinetico ajustado.
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Figura 6.7. Datos experimentales y datos del modelo ajustado de la produccién de OD del
CAM vs el aumento de NHs
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CONCLUSIONES

o El amoniaco protonado contenido en efluentes de digestores
anaerobios al llegar a un consorcio alcaléfilo microalgal (CAM) de un reactor de
lagunaje de alta carga (HRAP) llega al estado de equilibrio en el sistema amoniaco
protonado/amoniaco en el que predominara el amoniaco pero este ademas de ser
volatil en sistemas acuosos resulta perjudicial para el CAM; aproximadamente el
82% de nitrégeno disponible en el sistema acuoso por el amoniaco protonado esta
en forma de amoniaco en condiciones de pH mayores a 9, mientras que el 18% de
nitrogeno es asimilado por el CAM.

. Con las pruebas experimentales hechas con base en concentraciones
de NHs* representativas de efluentes de digestores anaerobios en un sistema
cerrado se observd que la actividad fotosintética del CAM disminuyd por
concentraciones de amoniaco en un intervalo que va de 7.8 mg/L a 23 mg/L
coincidiendo por lo reportado por (Nagasoe et al., 2010), asi como también hubo un
aumento en la eficiencia fotosintética debido a las condiciones adversas en el
sistema causadas por el amoniaco.

. Se ajustdé un modelo cinético con respecto a los experimentos para
describir la actividad fotosintética del CAM ante la presencia del sistema NH4*/NH3
demostrando que el aumento de NH4* inhibe la actividad fotosintética del consorcio
microalgal en un sistema alcalino debido a la presencia de NHs.

o Se puede concluir que la mejor forma de administracion de efluentes
de digestores anaerobios con contenido amoniacal que descarguen en sistemas
microalgales aerobios seria diluyendo los efluentes de digestatos y haciendo una
descarga hacia el sistema aerobio del tipo batch para evitar problemas de toxicidad
sobre el CAM.
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Como perspectiva de este trabajo se puede emplear el modelo cinético
ajustado para deducir el comportamiento de los microorganismos que sean
expuestos a factores de alimentacion parecidos al sistema NH3/NH4*, cuyo sistema
también resulta perjudicial para el CAM, es decir, a partir del modelo cinético se
podria llegar a una velocidad de produccion de los microorganismos deseada
conociendo su comportamiento ante tales nutrientes, y que de este modo el modelo
pueda funcionar para la especificacion en el disefio de reactores biologicos, aunque
habria que realizar mas pruebas sobre su efectividad con otros microorganismos u

otros nutrientes que actien también como inhibidores en los sistemas microalgales.
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GLOSARIO

Adsorcidn: Es el fendmeno de superficie que consta en la acumulacién de un gran
numero de especies moleculares en la superficie de la fase sdlida o liquida en comparacion
con el volumen, este proceso se da debido a la presencia de fuerzas residuales o no
balanceadas en la superficie de la fase sélida o liquida, cuya tendencia de estas fuerzas es
atraer y retener las especies moleculares con las que se ponen en contacto con la
superficie.

Adsorption and its Types | Chemistry Learning. Chemistrilearning.com.
http://www.chemistrylearning.com/adsorption/

Amortiguadora, disolucion (bufer): Es una disolucién de un 4cido débil o una base
débil y su sal, dicha disolucién tiene la capacidad de resistir los cambios de pH cuando se
agregan pequefias cantidades de &cido o de base. La disolucion amortiguadora debe
contener una concentracion relativamente grande de &cido para reaccionar con los iones
OH" que se le afadan, y también debe tener una concentracién semejante de base para
neutralizar los iones H* que se le agreguen. (Chang & College, 2002)

Asociacion simbiética: Asociacion de dos individuos con la finalidad de que
ambos, o al menos uno de ellos, obtenga un beneficio de esta union. Hay tres tipos de

relaciones simbidticas: mutualismo, comensalismo y parasitismo.

Ejemplo de Simbiosis. ejemplode.com http://www.ejemplode.com/36-biologia/3677-

ejemplo de simbiosis.html

Bagazo: Es un subproducto de la industria (cervecera, azucarera, etc.) que resulta
del prensado vy filtracion del mosto obtenido después de fia sacarificaciéon del grano de
cereal (cebada, trigo, etc.), es un subproducto hiumero, cuyo contenido en materia seca es

de un 20-25%, y dicha materia es rica en proteinas (24-26% sobre materia seca).
Bagazo de cerveza humero | FEDNA. Fundaciénfedna.org.

http://www.fundacionfedna.org/subproductos fibrosos humedos/bagazo-de-cerveza-
h%C3%BAmedo

Betaina: (CsH12NO3) es un trimetil derivado de la glicina y se extrae de la melaza de
remolacha mediante proceso quimico. Es utilizada por las células de los organismos

vegetales como regulador de la presion osmética.
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Fuentes de betaina| FEDNA. Fundacionfedna.org.
http://www.fundacionfedna.org/ingredientes_para_piensos/fuentes-de-betaina

Biorremediacion: Es el proceso de emplear organismos para neutralizar o remover
contaminantes de los desechos, la idea de este proceso es no utilizar sustancias quimicas
que sean toxicas, las cuales son reemplazadas por microorganismos.

What is Bioremediation? — Conserve Energy Future. Conserve Energy Future.

http://www.conserve-energy-future.com/what-is-bioremediation.php

Cianobacterias: Son microorganismos acuaticos y fotosintéticos, tienen tanto
caracteristicas algales y bacteriales, es decir, como otras bacterias no tienen nucleo o
sistemas de membrana internos son muy pequefas y unicelulares usualmente, ademas de
que tienen la distincion de ser los fésiles mas viejos que se conocen.

Life  History and Ecology of  Cyanobacteria. Ucmp.berkeley.edu.
http://www.ucmp.berkeley.edu/bacteria/cyanolh.html

Consorcio (microbiologia): Se hace referencia a comunidades microbianas
capaces de colonizer determinados sistemas en conjunto, otorgandoles un beneficio a los
microorganismos involucrados formando una relacion simbiética. (Garcia-Cruz, 2015)

Demanda bioquimica de oxigeno (DBO): Estimacién de la cantidad de oxigeno
que requiere una poblacién microbiana heterogénea para oxidar la materia organica de una
muestra de agua en un periodo de 5 dias. Ref (Nmx-Aa-028-Scfi, 2001)

Demanda quimica de oxigeno (DQO): La demanda quimica de oxigeno (DQO)
determina la cantidad de oxigeno requerido para oxidar la materia organica en una muestra
de agua residual, bajo condiciones especificas de agente oxidante, temperatura y tiempo.
Ref.(AWWA, 1999)

Depuracion quimica: Son tecnologias para el control de olores, la tecnologia
consiste en que los compuestos mal olientes se absorben en el liquido depurador, donde
se oxidan y/o eliminan del depurador como una corriente de exceso de flujo. Los quimicos
empleados en la solucién liquida para oxidar son sulfuro de hidrogeno, hipoclorito de sodio

(blanqueador) e hidréxido de sodio.

Chemical Scrubbers — Webster Environmental Associates, Inc. Webster

Environmental Associates, Inc. http://www.odor.net/chemical-scrubbers/

Digestato: Es una sustancia rica en nutrientes producida por la digestion anaerobia
y que se puede utilizar como fertilizante, los nutrientes que mas predominan en el digestato

son: nitrdgeno, fosforo y potasio.
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Digestate | Anaerobic Digestion. Biogas-info.co.uk.  http://www.biogas-

info.co.uk/about/digestate/

Espectrofotémetro: Es un equipo de laboratorio que mide la cantidad de luz que
pasa por medio de una longitud de onda especifica. La cantidad de luz absorbida por un
medio es proporcional a la concentracion del soluto presente, de este modo la
concentracion de un soluto colorido en disolucién puede ser determinada en el laboratorio
mediante la medicion de su absorcién de luz a una longitud de onda especifica.

Espectrofotometro 6ptica. Espectrofotometrojespectrofotometria| Laboratorio de

metrologia. Calibracibn.com.mx http://www.calibracion.com.mx/espectrofotometro.html

Eutrofizacion (Eutroficacién): Es un proceso provocado por un exceso de
nutrientes en el agua, principalmente nitrégeno y fosforo, a un ritmo tal que no puede ser
compensado por la mineralizacion total, de manera que la descomposicion del exceso de

materia organica produce una disminucion de oxigeno en las aguas profundas.

Cricyt.edu.ar.  http://www.cricyt.edu.ar/enciclopedia/terminos/Eutrofizac.htm

Homesotasis: Caracteristica de un sistema abierto o cerrado o conjugacion entre
ambos, especialmente en un sistema vivo, mediante la cual se regula el ambiente interno
para mantener una condicién estable y constante.

Definicién. Objetos.unam.mx.

http://objetos.unam.mx/biologia’/homeostasis/sitio/definicion.html

Lixiviacién: Es el fendmeno de desplazamiento de sustancias solubles o
dispersables (arcilla, sales, hierro, humus) causado por el movimiento de agua en el suelo,
por lo tanto es caracteristico de climas humedos. El fendmeno provoca que algunas capas
de suelo pierdan sus compuestos nutritivos, se vuelvan mas acidas y por tanto, en algunas
veces se origine toxicidad.

The leaching process. Leaching.net. http://www.leaching.net/leaching/the-
leaching-process/

Melanoidina: Compuestos poliméricos color café formados durante la Ultima etapa
de la reacciéon de Maillard, estos compuestos influyen en el color, sabor y textura de los

alimentos sometidos a temperaturas altas, tienen actividad oxidante.

(Pérez-Hernandez et al., 2012)
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Melaza de cafia: Es un liquido denso y negruzco que se constituye por el residuo
que permanece en las cubas después de la extraccion de la mayor parte de azlcares de

remolacha y cafia por cristalizacion y centrifugacion. Son concentrados de carbohidratos.
Melazas de cafia| FEDNA. Fundaciénfedna.org.

http://www.fundacionfedna.org/ingredientes_para_piensos/melazas-de-

ca%C3%Bla

Microalgas: Es un grupo de microorganismos fotosintéticos que dependen de la
energia luminosa para sintetizar sustratos inérganicos como el CO; en carbohidratos, miden
aproximadamente de 2 a 50 ym, dicho término no pertenece formalmente a una taxonomia
(clasificacion), ya que hace referencia a un grupo de organismos de linaje evolutivo
diferente, ya sea procariotas o eucariotas. El término se encuentra ligado al desarrollo
biotecnoldgico donde hace referencia a microorganismos que contienen clorofila a y otros
pigmentos fotosintéticos, ya que son capaces de realizar fotosintesis oxigénica. (Garcia-
Cruz, 2015)

Nitrégeno total: Es la suma de los nitrébgenos amoniacal y organico presentes en la
muestra, conocido como nitrégeno Kjeldahl.

Secretaria de comercio y fomento industrial. Proteccién del suelo-residuos sdlidos
municipales-Determinacion de nitrégeno total. NMX-AA-24-1984. México. D.F., 1984.

Orden de reaccién: Se refiere a las expresiones de velocidad determinadas
experimentalmente, puede tener un valor fraccionario y no tiene por qué ser un numero
entero; es el exponente al que estan elevadas las concentraciones en una expresion del
tipo:

-ra=kCA3CgP... que seria de orden a con respecto a A y orden b con respecto a B.

Levenspiel Octave. Ingenieria de las reacciones quimicas. Tercera edicion. México.
Limusa Wiley. 2004. P. 16

pKa: Logaritmo negativo de la constante de ionizacion K, indica que tan fuertes o
débiles son los acidos, es decir, entre mas fuerte sea el acido, o sea, que entre mas grande
sea el valor de la constante de ionizacion Ka, menor serd el pKa. Estos valores provienen
de la ecuacion de la constante de equilibrio. (Raymond & College, 2002).

Reaccion de Maillard: Es una reaccién de pardeamiento (caramelizacion) no
enzimatica, responsable de la formacion del saborm color y aroma de los alimentos, tiene

como base la interaccién entre azlcares reductores y aminodcidos libres o grupos aminos
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terminales de las proteinas. Este tipo de reacciones es influenciado por factores como
temperatura, pH, tiempo, actividad del agua y concentracion de reactantes.

(Miranda & Ventura, 2006)

Recalcitrante, compuestos: Compuestos no biodegradables o de degradacion
(rebajar) lenta para los microorganismos en la naturaleza, no sirven como fuente de carbono
o de energia para el crecimiento microbiano.

Libros. Biblioweb.tic.unam.mx| http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/Cap2/

Solidos Suspendidos Totales: Sdlidos constituidos por solidos sedimentables,
sélidos en suspension y solidos coloidales, cuyo tamafio de particula no pase del filtro

estandar de fibra de videio.

Secretaria de gobernacion. Analisis de agua. Determinacion de sélidos. Norma
oficial mexicana NOM-AA.34-1976. México. D.F. 1976.
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APENDICES

NORMA MEXICANA

NORMA

OFICIAL

MEXICANA

NO-001-SEMARNAT-1996,
ESTABLECE LOS LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE CONTAMINANTES EN
LAS DESCARGAS DE AGUAS RESIDUALES EN AGUAS Y BIENES

QUE

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA CONTAMINANTES BASICOS
PARAMETR Rios EMBALSES AGUAS COSTERAS SUELO
os NATURALES Y
ARTIFICIALES
(miligramo Uso en Uso Proteccio Uso en Uso publico | Explotacién | Recreacion | ESTUARIOS | Uso en | HUMEDAL
s por litro, riego publico n de vida riego urbano (C) pesquera, (B) (B) riego ES
excepto agricola urbano acuatica agricola navegacion agricola | NATURAL
cuando se (A) (B) (C) (B) y otros (A) ES (B)
especifiqu usos (A)
e)
P.M. | P.D. | P.M. | P.D. |PM. |P.D|PM |P.D. |P.M |P.D. |[PM. [P.D. |P.M. | P.D. |PM. [P.D. |P. P.D |P.M | P.D
. . M . .

Temperatur | N.A | NNA | 40 40 40 40 | 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 N. | N.A | 40 40
a°c(1) A.
Grasas y 15 25 15 25 15 25 |15 25 15 25 15 25 15 25 15 25 15 | 25 15 | 25
Aceites (2)
Materia au au au | au au au |[au |au au au au au au au au au au |au |au |au
Flotante (3)

sen |sen |sen [sen |sen |se |sen [sen |sen [sen |sen |sen |sen |sen [sen |sen [se |sen |sen |sen

te fte |te |te [te |" Jte [te [te [te [te fte [te |te [te |we |0F |te fte |™

1

Solidos 1 4 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 H. |MA|1L 2
Sedimentabl A
o5 (milf1)
Sdlidos 150 | 200 | 75 125 |40 |60 |75 | 125 |40 |60 150 | 200 (75 125 | 7S 125 | N |NA|TS |12
Suspandido L 5
& Totales
Demanda 150 | 200 | 75 150 |30 |60 |75 | 150 |30 (&0 150 | 200 (75 150 | 75 150 | N. |MA |75 |15
Bicwyiaimnica & L]
de Oxigans
Mitragena 40 &0 40 &0 15 25 |40 |60 15 25 MA. | WA | NA. | NA. | 15 25 H. | MaA | NA | LA
Taoktal A
Fdsforo 20 |3 | |30 |5 10 |20 |30 5 10 NA | NA [ NA | NA |5 10 N. | N& | KA | NA
Total -1

(1) Instantdnec

{2) Muestra Simple Promedic Ponderado
{3) Ausente sequn & Métode de Prueba definedo en |a NME-A8-006,

P.D.= Promedio Diang; PUM, = Promedio Mensual:
N.A. = No es aphicable,
(&), (B) vy (C): Tipd dé Cusrpd Recsptor Ssgin |3 Ly Federsl de Derschos.

102




FICHAS TECNICAS DE REACTIVOS

AMONIACO NH3
FORMULA: NHs
PESO MOLECULAR: 17.03 g/mol
COMPOSICION: N: 82.25 % y H: 17.75 %

GENERALIDADES:

El amoniaco es un gas incoloro con olor caracteristico, muy soluble en agua. Sus

disoluciones acuosas son alcalinas y tienen un efecto corrosivo frente a metales y tejidos.

El pH de disoluciones acuosas 0.1 M es de 11.2, caracteristico de una base débil (pKa= 9.4).

El gas es mas ligero que el aire, sin embargo en fugas, los vapores llenan por completo la parte
cercana al suelo. En caso de fuga o descompresion rapida de este gas, existe el riesgo de
congelamiento por contacto debido a que se almacena a presiéon como liquido. La férmula quimica
de la disolucién acuosa de amoniaco que denominamos comunmente "hidréxido de amonio", ha sido
controvertida. Se ha demostrado experimentalmente que la fraccion de NH4OH es despreciable en
dichas disoluciones. La forma correcta de escribir la formula es NHs(ac). Sin embargo, por tradicion,
se sigue hablando de "hidréxido de amonio, NH4OH", porque en esa forma es mas facil subrayar las
propiedades alcalinas de las disoluciones de amoniaco.

La forma correcta de escribir la ionizacién del amoniaco en disoluciones acuosas, de acuerdo con el
modelo de Bronsted es:

NH3 (ac) + H20 = NH4* + HO-
PROPIEDADES FiSICAS Y TERMODINAMICAS:

ANHIDRO:

Punto de ebullicion: -33.35 oC

Punto de congelacion: -77.7 oC

Densidad (liquido): 0.6818 (-33.35 oC y 1 atm);

0.6585 (-15 oC y 2.332 atm); 0.6386 (0 oC y 4.238 atm); 0.6175 (15 oC y 7.188 atm); 0.5875
(350C

y 13.321 atm).

Densidad de vapor (aire=1): 0.6

Presién de vapor (a 25.7 oC): 760 mm de Hg

Limites de explosividad: 16-25 %

Solubilidad: muy soluble en etanol, cloroformo y éter etilico

Solubilidad en agua (% en peso): 42.8 (0 oC), 33.1 (20 oC), 23.4 (40 oC), 14.1 (60 oC)
Temperatura critica: 133 oC

Presién critica: 11.425 KPa

Calor especifico (J/Kg K): 2097.2 (00C), 2226.2 (100 oC) y 2105.6 (200 oC)
Calor de formacion del gas (KJ/mol): -39.222 (0 K) y -46.222 (298 K)

Calor de vaporizacion: 5.581 Kcal/mol

Capacidad calorifica (25 oC): 8.38 cal/mol/grado.

Tomado de: http://www.quimica.unam.mx/IMG/pdf/18amoniaco.pdf
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CLORURO DE AMONIO (NH.CI)

Informacioén sobre propiedades fisicas y quimicas basicas

Forma Polvo cristalino
Color blanco
Olor inodoro
Umbral olfativo MNo aplicable
pH aprox. 4,7
a 200 g/l
25°C

(Ficha de datos de Seguridad externa)

Punto de fusion 338 °C
(sublimado), (Ficha de datos de Seguridad externa)

Punto /intervalo de ebullicién No aplicable

Punto de inflamacidn No aplicable
Tasa de evaporacion No hay informacion disponible.
Inflamabilidad (solido, gas) El producto no es inflamable.
I imite de explasion, inferior No hay informacion disponible.
Limile de explusion, superion Mo hay infurnmacion disponible.
Presion de vapor 686 hPa

a 260 °C

(Ficha de dalus de Segunidad extleina)

1.2 hPa

a 20°C
Densidad relativa del vapor No hay informacién disponible.
Densidad 1,53 gfcm3

atbh“C
Densidad relativa Mo hay informacion disponible.
Solubilidad en agua 3r2gn

a20-°C

(Ficha de datos de Seguridad externa)
Coeficiente de reparto n- log Pow: -3,2 (25 °C)
octanolfagua (experimentalmente)

(ECHA) No cs de esperar una bicacumulacion.
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Posibilidad de reacciones peligrosas
Posibles reacciones violentas con:

hidroxidos alcalinos, acidos

Peligro de ignicion o de formacion de gases o vapores combustibles con:
halogenuros de halégeno, Alcalis, sustancias alcalinas

Riesgo de explosion con:

nitratos, cloratos, Sales de metales pesados, nitritos, Acido cianhidrico (cianuro de hidrégenao),
Cloro, sal de plata, Agentes oxidantes fuertes

Condiciones que deben evitarse
informacién no disponible

Materiales incompatibles
Aluminio, Plomo, Hierro, Cobre, compuestos de cobre

Tomada de: www.merck-chemicals.com
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