UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN INGENIERIA
INGENIERIA AMBIENTAL—- AGUA

EVALUACION CINETICA DE UN SISTEMA ALCALINO-MICROALGAL
APLICADO EN EL TRATAMIENTO DE BIOGAS

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN INGENIERIA

PRESENTA:
ARNOLD RAMIREZ RUEDA

TUTOR PRINCIPAL
DR. ARMANDO GONZALEZ SANCHEZ
INSTITUTO DE INGENIERIA
COMITE TUTOR

DRA. MARIA TERESA ORTA LEDESMA
INSTITUTO DE INGENIERIA

DR. PANDIYAN THANGARASU
FACULTAD DE QUIMICA

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD.MX. NOVIEMBRE 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

Presidente: Dra. Maria Teresa Orta Ledesma
Secretario: Dr. Alejandro Vargas Casillas
Vocal: Dr. Sergio Revah Moiseev

1 er. Suplente: Dr. Pandiyan Thangarasu

2 do. Suplente: Dr. Armando Gonzalez Sanchez

Lugar donde se realizd la tesis: LABORATORIO DE INGENIERIA AMBIENTAL DEL
INSTITUTO DE INGENIERIA DE LA UNAM QUE CUENTA CON CERTIFICADO DE
CONFORMIDAD OTORGADO POR EL ORGANISMO ACREDITADO CERTIFICACION
MEXICANA, S.C., POR HABER IMPLEMENTADO Y MANTENER UN SISTEMA DE GESTION DE
LA CALIDAD DE CONFORMIDAD CON LOS REQUISITOS DE LA NORMA INTERNACIONAL ISO
9001:2015 No. be CERTIFICADO CMX C SGC 155 2017, VALIDO EN EL PERIODO DEL
09 DE NOVIEMBRE DE 2017 AL 09 DE NOVIEMBRE DE 2020.

TUTOR DE TESIS:

Dr. Armando Gonzalez Sanchez

FIRMA



Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca otorgada CVU 779918.
Al proyecto CEMIEBIO 247006 del fondo SENER-CONACyT.
Al proyecto PAPIIT IT-100317 por su financiamiento parcial.

Al Dr. Armando Gonzalez por su apoyo, asesoria, y recomendaciones durante la maestria y
elaboracién de la tesis.

Al comité tutoral integrado por la Dra. Maria Teresa Orta Ledesma, el Dr. Pandiyan
Thangarasu, Dr. Alejandro Vargas Casillas y el Dr. Sergio Revah Moiseev por sus
correcciones, comentarios y recomendaciones para el enriquecimiento de este trabajo.

A México, por el gran orgullo que me llena ser parte de él y me motiva para ser mas
profesional dia tras dia contribuyendo con su transformacién en una gran potencia mundial.

A la Universidad Nacional Auténoma de México y al Instituto de Ingenieria que nuevamente
me abrid sus puertas para desarrollarme académicamente.

A la Facultad de Quimica de la UNAM, por la formacidon académica que recibi y que he
puesto en practica todos los conocimientos adquiridos durante estos 5 afios.

A Denise Reyes, Diana Garcia, Tonantzin Ramirez, Daniel de los Cobos por su apoyo técnico
durante la capacitacién y manejo de equipo para llevar a cabo la experimentacion.

A Roberto Briones y Margarita Cisneros por las facilidades otorgadas para el préstamo de
material, equipo y asesoria durante la experimentacién.

A mi madre Norma Dalia Rueda Aguado y a Oskar Tobby Rueda Austria por todo su apoyo,
esfuerzo y confianza en mi.

A mis abuelos Arnoldo Rueda Aguado y Guadalupe Aguado Ramirez, a mis tios Elsa Rueda
Aguado y Arnoldo Rueda Aguado por su confianza y apoyo incondicional.

A Rodolfo Cortés, Diana Romero, Diego Santiago, José Antonio Tapia, Sunashi Monroy,
Paola Molina, Elena Villalba, Edna Sanchez y Juan Carlos Diosdado por su amistad y apoyo
incondicional en todo momento.

A Mariana Franco, Tania Tobaco, Elisa Sanchez, Abdiel Olmedo, Claudia Granada,
Magdalena Murillo, llse Huitrén, Dora Ruiz, Oscar Arroyo, Ashanti Martinez, Mdnica Pérez,
Rebeca Pérez, Karina Atenguefio, Angel Santiago y demds personas por su amistad, apoyo
o asesoria durante estos dos anos.



fndice

LU RESUMEN ...ttt b e s bt sttt et e e bt e s bt e sb e e sae e s bt et e e b e e beenbeesmeesaeesnreeneens 1
2. ABSTRACT ...ttt ettt ettt b e s bt e s bt e s ae e s at e bt e bt e bt e b e e s he e s a et et e e ke e bt e she e saeeeab e e bt e bt e beennees 2
B INTFOTUCCION ...ttt b e st st st et e e sb e sbe e saeesaresabeebeebeennees 3
|V - 1ol s I =T T T« OO OO SRPPP 4
4.1 Problematica @CtUal........ooiieeiie e s e e s ree s 4
B V= = d T T Yo ] - | S 4
4.3 FOTOSINTESIS ..ttt sttt et b e sttt st e b e b e s b e sbe e sat e st e et e e beesaeesanenane 4
4.3.1 FASE [UMINOSA ¥ OSCUIA .uuvviiiiiiiieeiiiieeesesiteeesstteesssteeeessseeesssseeeessseeeessaseneesssseesessssennessns 5
4.3.2 CIclo A8 CAlVIN 1eeeiiiiiiiee ettt ettt e sat e s e bt e e s e e eae e e sabeesbeeesabeeeneeas 5

4.4 Mitigacion de [a concentracion de COz..uuiiiiiiiiieiiiiiie e ecitee et e e e e s srae e e esba e e e s nnaeee s 5
R N F - IV o 41 Tol Co T == U S 6
A, 5. L USOS Y VENEA aS ittt 7
4.5.2 Factores para el crecimiento de 1as microalgas ........cceevvcveiiieciiiee e 7
4.5.3 CUltivVO de MICrOAIZAS ..ceicviiie ittt e et e e e sara e e e s saba e e e ssabaeeesnnsreees 14

4.6 TranSferenCia d@ MASA .....ccueiiciiieriie ittt ettt et e bt e st e s bt e e sabeesbteesabeesbeeesareesanes 17
4.7 Tratamiento de aguas reSidUAIES ........viiieciiie et e e e e e e s e e e e e e areas 18
4.8 Tratamiento d& DIOGAS .......ueviiiiiiie ettt e e e e e et e e e e ate e e e e ara e e s entaeeeenreas 18
4.9 MOEIIZACION ..ttt ettt e st e e bt e st e e s bt e e sabeesbbeesabeesabaeesareesares 20
4.10 Modelos cinéticos para el crecimiento de microalgas.......ccccecueeeivcieeiinciee e 20
4.10.1 Calibracion del MOEI0.........cocuiiiiiieee ettt s 21
4.10.2 Validacion del MOdEI0......c..ueiiieiieieeieee ettt e 21
4.11 Disefio de experimentos tip0 TAgUCKHI........ciiciiiiieeciie et 22

5 JUSTIFICACION. ...ttt st 23
5.1 Técnico-medioambiental.........coceoiiiiieiiiie e e 23
5.2 ACAOEIMICA .ttt e b e s h e st e bt e bt e e bt e eh e e ea b e e bt e be e bt e nbeesheeeateereens 23

6. HIPOTESIS Y ODJELIVOS ........oeiiiiiii ettt te e e et e e e e ba e e e e eabee e s e abaeeeenreas 24
o o 1T oY ] <1 £ UUURRRPR 24
(A 0] o[ R A e T = L= a1 - | SR 24
(SRR O] o[ R\ e 1 o - [ u (ol U1 =Y TSP 24
L VL= = PSPPSR PRSPPI 24

7. Materiales Y METOUOS. ..........ocuiiiiee ettt e e et e e e e be e e e e abe e e e e baee e enreas 25

7.1 Microorganismos y condiciones de CUltIVO ........coovciiiiiiiiiii e 25



7.2 Configuracion exXperimental..... ..o e aae e s 26

7.3 Aproximacion eXPeriMENTtal........ccccuiie i e e e e e e e e e e e ratre e e e aaaeee s 26
7.3.1 Efecto de 1@ irradianCia......coceeeiieeiiiie ettt 26
7.3.2 Efecto de |a tEMPEratura .....cc.veeeieciiiee ettt s e st e e s sbae e e s sbeeeeeeaes 27
7.3.3 EfeCtO del SUIFUIO .o.eiiiieiiee et st 27
7.3.4 Medicidn de la actividad fotoSINTALICA......ceveeriiriiiiieieeereeeeeeeeeee e 27

2 DTt T =D o 1T [ =] a1 =1 S 27

7.5 Procedimientos @nalitiCoS .......eieviiiiiieiiie ettt 29

7.6 Cdlculo de la actividad fotosintética microalgal.........cccecuveiiiiiiiiiiiiiiecee e 29

7.7 Modelo cinético de la actividad fotosintética microalgal y calibracién del modelo............... 30
7.7.1 Irradiancia PromMedio (Jov) ceeeeeveeeeeeieee ettt ettt e et e e e e bae e e e e bae e e e eraeeeeeans 31
B 8 2 =18 0] ¢ L= - 11O T 32
7. 7.3 PH oottt ettt e e ee e ee e et e s e s er e e e erens 32
T.7. 4 SUITUTO .ttt ettt e e sttt e e st te e e s e bte e e e sabaeeesanseeeesanstaeeessteeessseeeessnes 32

7.8 Modelo cinético general y su validacion ........c..coeiiciiie i 32
7.8.1 Sistema experimental empleado para la validacion del modelo cinético general .......... 33

8. RESUITAUOS........coeeiieiii ettt s bt e st e e st e e bt e e s bt e e sabeesabeesneeesabaeenareenas 35

8.1 CoNSOrCio MICIOAIZAl ....cciiiiieeeiciiie et e s e e e s abe e e e sabee e e snbeeeesnses 35

8.2 Caracterizacion cinética experimental de la actividad fotosintética del consorcio

NHCTOAIZAL et ettt e ae e te st st e e e s be bbb aeb et eassasebe st sbe b nsstensenbesbesarsensaneaneeee 36
8.2.1 Efecto de la temperatura, irradiancia, pH y sulfuro disuelto. .......ccccccevcveeeivcieeeicciienens 36
8.2.2 Tasa de produccidn especifica de OXIZENO0.....c..veiiciiieiiccieee e 39

8.3 Parametros de seguimiento asociados al crecimiento y asimilacidn de nutrientes............... 40
S TR A = 110 0 - 1Y I PP PSSP PP OPPPT PPN 40
8.3.2 Carbono inorgdnico (IC) y nitrdgeno total (NT) ...cccveeeeeciiie e 41
8.3.3 SUITALO (SO cueueveueniieieteririete ettt ettt ettt ettt e s e b be et ebese e e besane et 42
8.3.4 FOSTALO (PO4%) eieeieietieeeiett ettt ettt ettt sttt st et b e s bt et e st e sat et e sbe e st e s bt sat et e saeentesbesreenten 43
S TN V[ 4 o T {1\ ) SR 44

8.4 Parametros de seguimiento asociados a la oxidacion de sulfuro y produccién de

1T g0 T=Te [ T4 o LT T PRSPPI 44
8.4.1 Hidrosulfuro (HS") y tiosulfato (S203%) .uecuevueeeeeeereereeteeteeteeree ettt ea e eneenas 44

8.5 Efecto de la temperatura, pH y adiciones consecutivas de sulfuro disuelto..........ccc.cc......... 46
8.5.1 Tasa de produccidn especifica de OXIZENO0.......ceeiecuiieiicciiie ettt e 50

8.5.2 FOrmMacion de HiOSUITAtO ... s 52



8.5.3 CONSUMO UE OXIBENO ....ueviiieeetieee ettt e ettt e e eette e e eette e e e ebte e e esbaaeeesbeeeesssteeeesstaeesenseneesanns 53

8.5.4 Carbono inorgdnico (IC) en pruebas CONSECULIVAS ......cccveeeeeciieeeieiiieeeecieeeeectee e eecieee e 54
8.5.5 Tasa de fijaCion dE COz..uuuiiiiiiiiieiiiiiee ettt e e st e e s sbee e e s sbae e e s sbtaeessseeeessans 55

8.6 Calibracion del MOEl0........ccocueiiiiiiiie ettt e 58
8.7 Validacion del MOAEI0......c.eeiuiiiiiiieeeeee e s 60
8.7.1 Seguimiento y desempefio del HRAP-ABC .........ccoouiiieiiiiiie ettt 61
9. CONCIUSIONES ...ttt s bttt st et et e e sb e e sb e e saeesmee et e e b e ebeeabeesbeesmeeenneenneens 64
10. RECOMENAACIONES.........eeiiiiiiiiiieiiee ettt et et e et e e st e e bt e e sat e e s beeesabeesabeesbeeesabeesseeeasteesreeesnseanns 65
10, PeISPECEIVAS ...ttt ettt e e e sttt e et e e s ettt e e e e e e e bbbt et e e e e e e e bt raeeeeeeeesannrraaees 65
A =11 < [ToT = - i - TSP 66
T Yo 1=T 4 Vo ol USRI 74
13.1 Apéndice I. Curvas de calibracidn para determinaciones analiticas..........ccccceeecvveeiecieeenns 74
13.2 Apéndice Il. Valores experimentales de rOspec...cvveeercrrereiinieeeiiiieeeesiieeeessieeesssseeeesssseeeesanns 75
13.2.1 Valores de rOzspec bajo condiciones controladas........cceecvveeeieciiieiiccieee e 75
13.2.2 Valores de rOaspec bajo condiciones recurrentes a la intemperie y 120 uE m2s™ ............. 75
13.3 Apéndice IIl. Valores interpolados @ 120 HE M™2S™...oviiiieeiiiceceee et 76
13.4 Apéndice IV. Metodologia para la determinacion de rOzexp «veeeeevereeercrrereiriiieeiriieeeeeiieeeeeans 77
13.5 Apéndice V. Analisis @StadiStiCO .....uiivvuriiiiiciiiie it e 79
13.5.1 Factores que influyen €N 12 FO2spec «oveereerrrrereiiiieeeisiieeeesstieeeesciieeeeseseeeeessbeeeeessseeeeessseneasanns 79
13.5.2 Prueba de hipdtesis y ANOVA en determinaciones analiticas........ccccceeecveeeeecieeececiieeeenns 79
13.5.3 Factores que influyen en la rOxspec a irradiancia de 120 PAR [MUE m? s .ouiviicicicnicneene, 81
13.6 Apéndice VI. Archivo FOtOGIrAfiCO....cccciiiiiiiiiii it e s e e 82

Lista de figuras

Figura 1 Efecto de la solubilidad de CO, vs T, Py salinidad. .......cccceeevieiiiiiieeiiciee e 11
Figura 2 Mecanismo de oxidacién de H,S/HS y su efecto en las microalgas (Gonzalez-Sanchez y
oL (<Y o T 0 i 2 USSP 20
Figura 3 Fotobiorreactor tubular cerrado (TCP).......ccceieiiieiiiieeieeeee et e e vre e e eane s 26
Figura 4 Esquema del sistema HRAP-Columna de absorcidn para el tratamiento del biogas.......... 34
Figura 5 Consorcio microalgal (Picochlorum sp. y Pseudoanabaena sp.) @ 40X..........ccccccouveecrveennenn. 35
Figura 6 Perfiles de OD (m), temperatura (®)y pH (4); sin adicién de sulfuro a diferente PAR [UE m?
S ] ettt ettt e —eee—t et e e e e te s te s —eeteeatteeate s te s tesateseaeeateeettearte s te s tesaeeareenrean 36
Figura 7 Perfiles de OD (m), temperatura (®)y pH (4A) con 3.2 mgL? de sulfuro a diferente PAR
VL= TR 38

Figura 8 Perfiles de OD (m), temperatura (®)y pH (4A) con 16 mgL! de sulfuro a diferente PAR [UE
N2 8 ] ittt ettt ettt ettt et ettt et ettt et e et e et et e ea e e b e sh e et e et e et et e srteatesheertebesre et e srtentetes 38


file:///C:/Users/ARamirezRu@iingen.unam.mx/OneDrive/Tesis/Tesis%20ARR%20Rev.C.docx%23_Toc524964051

Figura 9 Valores promedio de la concentracidon de biomasa y rOzspec «.vveereveerrveeeniieeriieesneeenireesninees 40

Figura 10 Concentracion de SST al inicio y final en cada prueba experimental..........ccccceevvveerrnnnen. 41
Figura 11 Concentraciones de IC (a) y Nt (b) al inicio y final en cada prueba experimental ............ 42
Figura 12 Concentraciones de sulfato al inicio y final en cada prueba experimental ...................... 43
Figura 13 Concentraciones de fosfato al inicio y al final en cada prueba experimental .................. 43
Figura 14 Concentraciones de nitrato al inicio y al final en cada prueba experimental................... 44
Figura 15 Balance de masa de hidrosulfuro (a) y tiosulfato (b) en las pruebas con sulfuro............. 45
Figura 16 Rendimiento a tiosulfato y rOzspec €N las pruebas con sulfuro.......cccccceeevvcieeeincieen e, 46
Figura 17 Perfiles de OD (m), temperatura (®) y pH (A) de la Prueba J a 120 PAR [UE m?sY] ......... 47
Figura 18 Perfiles de OD (m), temperatura (®) y pH (4) de la Prueba K a diferente 120 PAR [UE m? s’
L ettt ettt et et e ettt e et At ee e et ee et e et et et et e e et et et e et ee e ee e e e eeaee e eerans 48
Figura 19 Perfiles de OD (m), temperatura (®) y pH (4A) de la Prueba L a diferente a 120 PAR [HE m?
L3 TS 49
Figura 20 Perfiles de OD (m), temperatura (®) y pH (4) de la Prueba M a diferente a 120 PAR [uE
N2 8 ] ettt ettt et e et e e te e et e e —e e —e e teeateeehteate e —eeatteateeateesaeesateeraeeteesteesreesaeesaeesans 49
Figura 21 Valores de rOzspec€n las pruebas J, K, Ly M a diferente a 120 PAR [LHE m%s™] ................. 50
Figura 22 Efecto de la rOzspec @ diferente temperatura, pHinicial Y concentracion de sulfuro a 120 PAR
[ N2 ST ettt ettt et s bt et e st e bt et e b e e bt et e bt eabesh e e Rt et e ehteabesheeRb et e ere et e ebeenteseeententean 51
Figura 23 Rendimiento a tiosulfato en pruebas bidticas y abidticas con 3.2 (a) y 16 (b) mgS%L*a
L20 PAR [UE M2 S ettt ettt ettt ettt et e bt s b et e et e sae e tssbeentesbeereenbesreeneeereeneees 52
Figura 24 Efecto del rendimiento a tiosulfato con diferente temperatura, pHinicia Y concentracion

Lo LY U 0T o TP USSP 53
Figura 25 Consumo de O, en pruebas bidticas y abidticas con 3.2 (a) y 16 (b) mgS*L™* a 120 PAR [uE
LR TSRO 54
Figura 26 Concentracidn de IC promedio en pruebas continuas a 120 PAR [ME m2s™] ....ccvvvveneenen. 54
Figura 27 Perfiles de OD (™), DCO; (®) y pH (4) a 120 PAR [ME M2 S uiviiiieieieeeecreeeeeereeeeen 56
Figura 28 Perfiles de OD (™), DCO; (®) y pH (4) a 120 PAR [ME M2 S uiiiiiieicieececreeecereeeeen 57
Figura 29 Tasa de desorcidn (a) y de consumo (b) de CO; a pH de 8.5 a 120 PAR [UE m2sY].......... 57

Figura 30 Curvas de ajuste de a) rO,"vs l.,(30°C, 8.5, 3.2 mgS*L )y b) rO," vs T (8.5, 0 mgS?L™") 58
Figura 31 Curvas de ajuste de a) rO;" vs pH (120, 30°C, 0 mgS?L?) y b) rO," vs [S*] (120, 30°C, 8.5)

........................................................................................................................................................... 59
Figura 32 Perfiles de rOzexp ([1) vs simulaciones a) rOzsim1 (—) y b) rOzsim2 (—) en HRAP-ABC ......... 61
Figura 33 Perfiles de a) Irradiancia y b) Oxigeno disuelto (OD) .......ccccoeeeeeiiieeeeiiiee et 62
Figura 34 Perfiles de @) pH Yy b) TEMPEIAtUIa .....ccveeeriieiieeciee ettt et vre e s e s 63
Figura 35 Curvas para la determinacion de a) sulfato, b) nitrato, c) tiosulfato y d) fosfato............. 74

Figura 36 Curvas para la determinacién de a) carbono inorganico (IC) y b) nitrégeno total (N1) .... 74

Lista de tablas

Tabla 1 Composicion del medio mineral sintético (Franco-Morgado et al., 2017; Sorokin et al.,

2001) curieieeiteeree ettt ettt st e b et e e aa et et e e bt e bt haeeaeeeaee et e et e e et eeereeenseenbe e be e teeareesreeenreentaens 25
Tabla 2 Disefio experimental para la evaluacidn cinética de la actividad fotosintética de un
consorcio alcaldfilo MICroalgal..........cocuviii it e e e 27

Tabla 3 Matriz @Xperimental ........oooiiieiee e e e et e e et re e e e aaeae s 28



Tabla 4 Matriz experimental complementaria con las condiciones mas recurrentes durante el

tratamiento de biogds en un fotobiorreactor HRAP expuesto a la intemperie......cccccceevvvveeercnnennn. 28
Tabla 5 Pardmetros de seguimiento eXperimental......cccccveiiiciiiiieciiee e 29
Tabla 6 Condiciones en el sistema HRAP-ABC..........c.uveiiiiiiieeccieee ettt ecre e e care e e e sasre e e e naee s 35
Tabla 7 Valores de rOuspec @ diferentes condiciones de irradiancia, temperatura, pH y concentracion
(o LY U 0T o TP USSP 40

Lista de ilustraciones

Ilustracion 1 Muestra del consorcio microalgal antes y después de la centrifugacion .................... 82
Ilustracion 2 Sistema de control y adquisicion de datos acoplado con el TCP (pruebas preliminares)
........................................................................................................................................................... 82
llustracién 3 Operacion del TCP a diferente intensidad lUMINOSA......ccviieieeciiiiieeei e, 82
llustracion 4 Equipo Shimadzu TOC-LSH y TLM-L (izquierda) y cromatégrafo DIONEX ICS-2000 RFIC

(o =T =Tol - | [P US 83



1. RESUMEN

La presente tesis describe la evaluacidn cinética de un sistema alcalino microalgal llevada a
cabo en un fotobiorreactor tubular cerrado (TCP, por sus siglas en inglés). La actividad
fotosintética de las microalgas alcaldfilas fue determinada bajo diferentes condiciones de
irradiancia, temperatura, pH y concentraciones de sulfuro disuelto; condiciones
representativas registradas durante el proceso de tratamiento de biogas utilizando
biotecnologia microalgal bajo condiciones alcalinas.

El desarrollo de la tesis consistid en tres etapas. En la primera se determind la actividad
fotosintética de un consorcio microalgal extraido de un sistema de tratamiento de biogas
que consiste en un fotobiorreactor de alta tasa (HRAP, por sus siglas en inglés) y una
columna de absorcion. El consorcio microalgal fue acondicionado a un medio mineral sin
limitacion de nutrientes y evaluado por 2 horas en lote dentro del TCP bajo una serie de
combinaciones de los factores mencionados anteriormente. La actividad fotosintética
especifica fue favorecida a irradiancias externas de 50 y 120 pE m2s?conpH de 8.5y 9.2y
concentracién de 3.2 mgS% L'Y; mientras que a 15 pE m2s?! y un pH de 7.3 fue inhibida.
Ademas, se detectd el tiosulfato como especie oxidada del sulfuro disuelto con
rendimientos que oscilaron entre 0.3 a 1.

En la segunda etapa se realizaron pruebas cinéticas evaluando la adiciéon consecutiva de
sulfuro disuelto a diferentes pH y temperaturas, pero manteniendo una irradiancia externa
de 120 uE m2sL. Se observd que a concentraciones de 3.2 mgS? L'ty temperatura de 30°C
la actividad fotosintética es favorecida a pH de 8.5 y 9.2, mientras que concentraciones de
16 mgS% L! la disminuye sin llegar a inhibir la produccién de O, al mismo tiempo que
temperaturas de 40 °C también la reducen. Por otra parte, se obtuvieron rendimientos
mayores de tiosulfato con respecto a las pruebas en lote de la etapa 1, debido a la mayor
cantidad de oxigeno producido dentro del TCP.

La tercera etapa incluyd la calibracién y validacion de un modelo cinético general de la
actividad fotosintética de las microalgas alcaléfilas en funcién de los factores estudiados. El
modelo empirico obtenido se utilizé para predecir la actividad fotosintética especifica en el
sistema HRAP y columna de absorcién durante el tratamiento continuo de biogas. Durante
8.5 dias de funcionamiento en estado estacionario, valores de pH, temperatura, irradiancia
externa y oxigeno disuelto fueron registrados y utilizados con el modelo calibrado para
calcular la actividad fotosintética especifica del consorcio microalgal. La validacién del
modelo fue exitosa, pero su aplicacion esta limitada a periodos con iluminacién continua.



2. ABSTRACT

This thesis describes the kinetic evaluation of a microalgal alkaline system carried out in a
closed tubular photobioreactor (TCP). The photosynthetic activity of the alkalophilic
microalgae was determined under different conditions of irradiance, temperature, pH and
dissolved sulfur concentrations; representative conditions recorded during the biogas
treatment process using microalgal biotechnology under alkaline conditions.

The development of the thesis consisted of three stages. The first stage was determined the
photosynthetic activity of a microalgal consortium extracted from a biogas treatment
system consisting of a high-rate photobioreactor (HRAP) and an absorption column. The
microalgal consortium was conditioned to a mineral medium without nutrient limitation
and evaluated for 2 hours in batch within the TCP under a series of combinations of the
factors mentioned above. The specific photosynthetic activity was favored at external
irradiances of 50 and 120 pE m2s? with a pH of 8.5 and 9.2 and a concentration of
3.2 mgS% L'Y; while at 15 uE m? st and a pH of 7.3 it was inhibited. In addition, thiosulfate
was detected as an oxidized species of dissolved sulfur with yields ranging from 0.3 to 1.

In the second stage, kinetic tests were carried out evaluating the consecutive addition of
dissolved sulfur at different pH and temperatures but maintaining an external irradiance of
120 uE m2 5L, It was observed that at concentrations of 3.2 mgS¥ L't and temperature of
30 °C, photosynthetic activity is favored at pH of 8.5 and 9.2, while concentrations of
16 mgS* L decrease it without inhibiting O, production, at the same time temperatures of
40 °C also reduce it. On the other hand, higher yields of thiosulfate were obtained with
respect to the batch tests of stage 1, due to the greater amount of oxygen produced within
the TCP.

The third stage included the calibration and validation of a general kinetic model of the
photosynthetic activity of alkalophilic microalgae according to the factors studied. The
empirical model obtained was used to predict the specific photosynthetic activity in the
HRAP system and the absorption column during the continuous biogas treatment. During
8.5 days of steady-state operation; values of pH, temperature, external irradiance and
dissolved oxygen values were recorded and used with the calibrated model to compute the
specific photosynthetic activity of the microalgal consortium. The validation of the model
was successful, but its application is limited to continuous lighting periods.



3. Introduccion

La emisidon a la atmdsfera del biogas en forma descontrolada y sin aprovechamiento
energético puede acentuar el cambio climatico actual, donde el metano CHag) y didxido de
carbon CO» ) son considerados gases de efecto invernadero; sin embargo, otro componente
del biogas como el sulfuro de hidrégeno gaseoso (H2S()) genera corrosion, malos olores y
puede ser toxico bajo cierta condicién. Cuando el biogds quiere ser aprovechado
energéticamente, el sulfuro de hidrégeno gaseoso, constituye el principal contaminante en
combustibles gaseosos como el gas natural y el biogds (Gonzdlez-Sanchez y Revah, 2007);
por ello existe la necesidad de ser controlado debido a su impacto en la salud y en el
ambiente. Al mismo tiempo, el alto contenido de CO; en el biogas reduce su capacidad
calorifica especifica e incrementa los costos de almacenamiento y distribucién.

Los tratamientos biolégicos surgen como una opcién facil y econémica para removerlos
utilizando sistemas biotecnolégicos acoplados con uno fisico. Tal es el caso de los
fotobiorreactores donde cultivos microalgales se encuentran adaptados bajo condiciones
controladas de temperatura, iluminacién y pH mayores a 8, que junto con columnas de
absorcion permiten una mayor transferencia de H.S y CO; en la fase liquida. En ésta, las
microalgas son capaces de utilizar el carbono inorganico disuelto para luego producir
oxigeno mediante la fotosintesis en un medio con los nutrientes necesarios como nitrégeno
(N) y fésforo (P) para luego oxidar el HS() y el HS a través de reacciones quimicas en
compuestos menos téxicos como lo son el tiosulfato (S203%) y el sulfato (504%), que también
son utilizados para el metabolismo de las microalgas (Bahr et al., 2014). Sin embargo, el
sulfuro ha sido reportado como inhibidor de la fotosintesis de las microalgas, debido a que
reduce el flujo de electrones entre el fotosistema Il y el fotosistema | (Miller y Bebout, 2004).
Kister et al. (2005) estudiaron la toxicidad de la microalga del género Scenedesmus,
encontrando que existiéo el 50% de inhibicion celular al utilizar una concentracion de
2 mgS? L'L. Gonzélez-Sdnchez y Posten (2017) mostraron inhibicién en un cultivo de Chorella
sp. a una concentracion de 16 mgS* L'y Gonzélez-Camejo et al. (2017) encontraron que
una concentraciéon de 5 mgS? L'! provoca una reduccién del 43% en la tasa oxigénica de un
cultivo principalmente conformado por Scenedesmus sp. El uso de fotobiorreactores
cerrados permite realizar ensayos cinéticos en tiempos cortos, y la tasa oxigénica es un
parametro Util para caracterizar la actividad fotosintética (Cabello et al., 2015) de cualquier
cultivo microalgal bajo condiciones definidas como la irradiancia, la temperatura y el
mezclado (de los Cobos-Vasconcelos et al., 2016) y como es el caso bajo concentraciones
de sulfuro disuelto. Lo anterior tiene la finalidad de obtener valores y modelos que tomen
a consideracidon una respuesta rapida de las microalgas a las variaciones de condiciones en
el cultivo. Estos modelos son obligados para el desarrollo de estrategias de control de
fotobiorreactores de escala mayor (Fernadndez et al., 2012) vy para evitar condiciones
perjudiciales que se llevan a cabo en periodos breves a lo largo del dia (Costache et al.,
2013).



4. Marco teorico

4.1 Problematica actual

El uso excesivo de combustibles fésiles en las actividades antropogénicas durante los
Ultimos afios contribuye mundialmente a la emisién de gases de efecto invernadero (GEl),
en particular el diéxido de carbono (CO;), proveniente de dos fuentes globales: electricidad
y calor (32%) y transporte (17%) segun Solangi et al, (2011). Las actividades de las
companiias del sector de servicio contribuyen con dichas fuentes a través del uso de la
electricidad, enfriamiento y calentamiento en sus actividades, asi como la transportacién
de insumos y productos involucrados en las mismas. Adicionalmente los GEl también
provienen del cambio de uso de la tierra y la deforestaciéon (24%), manufactura vy
construccion (13%). Aunque un grado de calentamiento global es vital, ya que sin él, nuestro
planeta seria demasiado frio para el sustento de la vida, la descarga de toneladas de COz a
la atmdsfera incrementa sustancialmente el desbalance natural (Solangi et al., 2011).

4.2 Energia solar

La energia solar es uno de los recursos de energia mas limpio que no compromete o
aumenta el calentamiento global; es altamente disponible, con un peligro minimo
ambiental y ecoldgico asociado con su produccion y uso, siendo uno de los factores para
mejorar la calidad de vida de las personas. Ademas, tiene un potencial de empleo en el
futuro; sin embargo, en el presente cubre una pequeiia porcién de la demanda de la energia
global debido a que es considerada como la energia renovable mds costosa dentro de las
gue existen. Dentro de las aplicaciones tecnolégicas se encuentra el uso de sistemas con
celdas fotovoltaicas capaces de almacenar la energia solar para la produccion de energia
eléctrica, pero se requieren grandes extensiones de terreno para alcanzar la demanda de
electricidad que requieren las poblaciones. Por otra parte, la energia solar también se puede
utilizar para la obtencidn de energia calorifica a través de calentadores solares, los cuales
pueden ser utilizados en la industria para disminuir sus altos consumos energéticos, pero
su uso es limitado de acuerdo con la ubicacidn geografica en el planeta.

4.3 Fotosintesis

Es uno de los procesos bioldgicos mas importantes en la Tierra; es la conversién de la
energia luminosa en quimica. Los organismos que realizan la fotosintesis se denominan
fotétrofos y la mayor parte de estos organismos son autdtrofos, ya que son capaces de
crecer con CO; como Unica fuente de carbono. La energia de la luz se utiliza para la
reduccion del CO, a compuestos organicos. La capacidad de realizar fotosintesis depende
de la presencia de pigmentos fotosensibles llamadas clorofilas, que se encuentran en las
plantas, algas y algunas bacterias. La luz llega a los organismos fototréficos en unidades
concretas de energia denominadas fotones (Madigan et al., 2004). La ecuacidn generalizada
para este proceso es:

CO, + 2H,A + hv — (CH,0) + H,0 + 24 (1)



en la cual HA significa agua o alguna sustancia cuyos electrones pueden ser donados por
A.

4.3.1 Fase luminosa y oscura

El crecimiento de los organismos fotoautétrofos se caracteriza por dos tipos de reacciones:
las reacciones de la fase luminosa, por las que la energia de la luz se convierte a energia
quimicay las reacciones de la fase oscura, en las que la energia quimica se usa para reducir
el COza compuestos orgdnicos. En el crecimiento fotoautotroéfico la energia se produce en
forma de trifosfato de adenosina (ATP), mientras que los electrones para la reducciéon de
CO; proceden de la nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) o de la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH). Estos ultimos son producidos por la reduccién de NAD* o
NADP*. Por lo tanto, las reacciones de la fase luminosa conservan una parte de la energia
contenida en la luz en una forma quimica, ATP, que las células utilizan. Para impulsar las
reacciones fotoautotréficas, algunas bacterias fototroéficas requieren poder reductor de los
donadores de electrones de su ambiente, generalmente fuentes de azufre reducido (HS,
S% 5,03%) o Ha. Por el contrario, las plantas verdes, las algas y las cianobacterias usan H>0,
por si mismo un donador de electrones débil, como fuente de poder reductor para reducir
NADP* a NADPH, produciendo oxigeno molecular (O2) como subproducto. Puesto que hay
produccién de Oy, la fotosintesis en estos organismos se denomina oxigénica, mientras
donde no hay produccién se llama anoxigénica (Madigan et al., 2004).

4.3.2 Ciclo de Calvin

En las reacciones de fijacidon de carbono, el NADPH y el ATP, producidos en las reacciones
de captura de energia, se usan para reducir un compuesto de tres carbonos, el
gliceraldehido fosfato, en el ciclo de Calvin. En él, la enzima RuDP carboxilasa combina una
molécula de diéxido de carbono con el material de partida, un azucar de cinco carbonos
Ilamado ribulosa difosfato. Por cada vuelta del ciclo, entra en él un &tomo de carbono. Tres
vueltas del ciclo producen, el gliceraldehido fosfato. Dos moléculas de gliceraldehido
fosfato (seis vueltas del ciclo) pueden combinarse para formar una molécula de glucosa. En
cada vuelta del ciclo se regenera RuDP. El gliceraldehido fosfato también puede ser utilizado
como material de partida para otros compuestos organicos necesarios para la célula (Curtis
y Barnes, 2001).

4.4 Mitigacion de la concentracion de CO>

El incremento desmedido de los gases de efecto invernadero (GEI) en la atmédsfera debido
a las actividades antropogénicas ha disminuido la capacidad natural de ser transformados
en compuestos que no alteren el equilibrio ecolégico del planeta.

Uno de ellos, el CO,, en concentraciones adecuadas en la atmdsfera contribuye a la
regulaciéon de la temperatura superficial en el planeta. Sin embargo, en afios recientes un
desmedido incremento en ella provoca el aumento de la temperatura media de la tierra,
fenédmeno denominado como calentamiento global.



Por otra parte, la absorcién de grandes cantidades de CO; en los océanos induce a que su
concentracion sea elevada a pesar de su gran superficie presente en el planeta, reduciendo
la capacidad de ser capturado por el fitoplancton y provocando su acidificacién, que trae
como consecuencia la alteracidn de la vida y el equilibrio quimico dentro de ellos.

Con el fin de reducir la acumulaciéon de CO; en la atmdsfera, se ha planteado el uso de
organismos autétrofos, como las plantas, debido a su capacidad de fijar CO utilizando agua
(H20) y energia solar a través de la fotosintesis. Se ha considerado una reforestacién a larga
escala, pero tiene la limitante de que no puede ser aplicada en todas las areas del planeta;
el agua que se requiere debe ser de alta calidad proveniente de lluvias o de irrigacién, por
ello se descarta considerar las areas aridas sin desarrollar en el mundo. Asi mismo, el
terreno es una limitante, ya que se requieren grandes extensiones de éste para que los
arboles puedan desarrollase comparandose con territorios de varios paises. Por ello se
dificulta el uso de esta alternativa como potencial de captura de CO3; no obstante, se busca
compensar con reforestacién y proteccién de las zonas existentes para regular en la manera
de lo posible la captura de este gas. Por otra parte el uso de tecnologias biolégicas amigables
con el ambiente contribuyen al control de las emisiones gaseosas, e incluso la remocién de
las mismas, ya que son sistemas competitivos caracterizados por su capacidad de tratar
altos caudales y concentraciones bajas de contaminantes tales como biofiltros, filtros
biopercoladores y biolavadores; los cuales utilizan microorganismos contenidos en un
material de soporte o una fase liquida para la remocidn de los compuestos indeseados (Le
Cloirec et al., 2005).

4.5 Algas y microalgas

Dentro de los organismos fotosintéticos, las algas son las que tienen mayor capacidad de
fijar el CO; en grandes cantidades comparadas con otras, tales como arboles y cafia de
azucar. Las plantas se desarrollan en un ambiente aerobio y estan sujetas a altas pérdidas
evaporativas de humedad que inhiben la fotosintesis. Las microalgas utilizadas en cultivos
masivos no estan sujetas a la inhibicidn debido a que se puede controlar a través del uso de
ingenieria adecuada. Adicionalmente el CO; puede ser capturado en estanques de algas sin
cubiertas mientras que las plantas mas altas requieren toldos para contener el CO; para un
crecimiento eficiente (Chelf et al., 1993). Las algas eucariontes se encuentran agrupadas
bajo el dominio Eukarya mientras que las algas procariontes tales como cianobacteria o alga
verde-azul pertenecen al dominio Bacteria. Las algas incluyen formas microscépicas
(microalgas) y formas macroscdépicas (macroalgas). En términos de su tamafio varian desde
el picoplancton de 0.2-2.0 um de didmetro hasta kelps con frondas que llegan alcanzar 60
m de longitud (Barsanti y Gualtieri, 2014). El niUmero de especies de algas ha sido estimado
en uno a diez millones, de los cuales la mayoria son microalgas. Las cianobacterias son
diferenciadas de otras bacterias por la capacidad de llevar a cabo la fotosintesis; éstas
fueron la primera forma de vida en colonizar la Tierra y a través de la fotosintesis, liberaron
oxigeno, el cual permitié el desarrollo de otras nuevas formas de vida en el planeta (Wan-
Loy, 2012).



Las microalgas también pueden ser clasificadas en verdes, cafés y rojas de acuerdo con su
pigmentacion. Estas pueden ser encontradas en ambientes acuaticos y terrestres, incluso
en ambientes extremos como puede ser nieve y glaciares, asi como presentes en el aire ya
que son arrastradas del suelo y esparcidas por la lluvia o el viento (Wong Chu et al., 2007).

4.5.1 Usos y ventajas

Las algas representan un grupo importante de organismos para explotacién biotecnoldgica,
en especial para productos de valor agregado, procesos y servicios con impacto importante
en la industria alimentaria y farmacéutica. Un diverso rango de metabolitos producidos por
ellas con varias bioactividades aun esta por ser explotado. Microalgas, como Spirulina y
Chlorella han sido consumidas como suplementos alimenticios por humanos y han sido
utilizados como alimento para animales (Belay, 2008; Iwamoto, 2004). Adicionalmente, las
microalgas han sido utilizadas para el tratamiento de aguas residuales (Garcia et al., 2000)
y su uso como herramienta bioldgica para la valoracion de toxicos ambientales (de-Bashan
y Bashan, 2010). El uso potencial de microalgas como materia prima para la produccién de
biodiesel (Chisti, 2007) ha estado recibiendo un mayor interés en los ultimos afos debido a
que resultan favorables en la produccién de biodiesel comparado con el uso de otras plantas
de cultivo, ya que no se compromete la produccion de alimento, forraje y otras materias
primas derivados de estos cultivos (Wan-Loy, 2012). Dentro de las microalgas, Chlorella
tiene un gran potencial en la produccidon de biodiesel, el cual se produce con una alta
calidad, viscosidad y valor calorifico (Xu et al., 2006; Velasquez-Orta et al., 2014). Asi mismo
se pueden extraer sustancias para la produccién de farmacos, colorantes y proteinas
(Borowitzka, 1995; Spolaore et al., 2006; Valeriano-Gonzalez et al., 2016).

4.5.2 Factores para el crecimiento de las microalgas

Los factores que influyen en el crecimiento de las microalgas son variados; sin embargo,
cada especie de microalgas presenta sus caracteristicas propias respecto a las condiciones
Optimas de crecimiento, asi como las productividades maximas alcanzadas en diferentes
configuraciones de sistemas de cultivo. La productividad de las microalgas esta determinada
por parametros fisicoquimicos tales como la intensidad y tipo de luz, la temperatura, el pH
del medio, la salinidad, el oxigeno disponible, la disponibilidad y concentracién de
nutrientes.

4.5.2.1 Intensidad y tipo de luz

La disponibilidad de luz es el principal factor limitante de los cultivos fotoautdtrofos de
microalgas, ya que debe ser continuamente suministrada al cultivo debido a que la energia
radiante no se puede acumular (Molina-Grima et al., 1996) como los nutrientes inorganicos
en el medio.

El problema del control de la luz como factor de vital influencia en el crecimiento de las
microalgas radica en la imposibilidad de definirlo mediante un Unico parametro, ya que



entran en juego intensidades, frecuencia de los cambios de luz-oscuridad, duracion de los
ciclos, configuracion del reactor o estanque, hidrodinamica etc.

Los organismos fotosintéticos sélo emplean una fraccién del espectro de luz solar que es
fotosintéticamente activa, es decir entre 350 y 700 nm. La mayor parte de los ecosistemas
naturales vegetales presentan una eficiencia de conversion de energia luminica en biomasa
de alrededor del 1%. Sin embargo, en el caso de las microalgas se han demostrado
eficiencias de conversidn luz-biomasa entre 1y 4 % en sistemas abiertos como estanques y
aun mayores en fotobiorreactores cerrados (Stephens et al., 2010).

El crecimiento de los microorganismos fotosintéticos es proporcional a la intensidad de la
luz recibida siempre que ésta se situe por debajo de un cierto valor maximo. A partir de este
valor maximo, el crecimiento se ve fotoinhibido debido a que los sistemas fotosintéticos se
ven dafiados y la fotosintesis, por tanto, inhibida. En la mayoria de las microalgas la
fotosintesis se ve saturada a niveles luminicos por arriba del 30% de la radiacion maxima
solar fotosintéticamente activa (PAR, por sus siglas en inglés), es decir unos 1,700 a 2,000
UE m2st Las microalgas se adaptan a los cambios de luz variando el contenido de clorofila
A de sus células, de modo que las microalgas adaptadas a bajos niveles de luminosidad
tienen una respuesta mas rapida a cambios en la intensidad luminosa ya que tienen mas
clorofila que las que estdn adaptadas a intensidades de luz altas. La producciéon de
microalgas al aire libre estd condicionada generalmente a la luz recibida como factor
limitante (Pulz y Scheibenbogen, 1998). Por otro lado, las microalgas deben adecuarse a los
cambios en la biomasa a lo largo del dia debido a que las concentraciones dptimas de
biomasa son diferentes para distintos niveles de irradiacion solar.

Por tal motivo, la iluminacion artificial puede contribuir a una produccion continua, pero
con un mayor costo econdmico y energético. Debido a lo anterior, es importante conocer
el espectro de absorcidn de las microalgas cultivadas, antes de la eleccién de luz artificial;
dicho espectro depende de los pigmentos presentes en ellas. Un estudio realizado por
(Kommareddy & Anderson, 2003) donde se utilizaron lamparas fluorescentes,
incandescentes, halégenas y LEDS (emitiendo en 643 nm); se determind que los LEDS son
la fuente mas eficiente y econdmica, ya que emiten mas del 98% de su luz entre 600 y 700
nm.

4.5.2.2 Temperatura

En el crecimiento de las microalgas, la temperatura influye en los coeficientes de velocidad
de las reacciones biosintéticas (Richmond y Soeder, 1986). La relacion entre temperaturay
velocidad de crecimiento aumenta hasta que se alcanza la temperatura éptima. Grandes
variedades de microalgas son capaces de desarrollarse en un rango amplio de
temperaturas; sin embargo, fuera de éste se ven inhibidas e incluso mueren.



4.5.2.3 pH

El pH del medio influye en la proporcion de las especies en equilibrio quimico presentes vy,
por tanto, en la alcalinidad del medio y en la forma quimica en que se encuentran algunos
nutrientes y micronutrientes necesarios. Cada especie de microalga tiene un rango de pH
en el cual su crecimiento es éptimo, dependiendo de las especies quimicas a las que estén
mas habituadas para ser asimiladas por ellas. El pH en la mayoria de los cultivos de
microalgas se encuentra entre 7 y 9, con un éptimo entre 8.2-87.

El proceso fotosintético de fijacion de CO; provoca un aumento gradual de pH en el medio
debido a la acumulaciéon de OH’, lo que puede promover la eliminacidn de nitrégeno en
forma de amoniaco por desorcion a la atmésfera y la eliminacion de fésforo por su
precipitacion como ortofosfatos. El control de pH se consigue mediante la inyeccién
controlada de CO;, pero también mediante la adicidn de 4cidos o bases.

4.5.2.4 Salinidad

La salinidad del medio de cultivo tiene una gran influencia en el crecimiento de las
microalgas, asi como en la acumulacién de lipidos para producir después sustancias de valor
agregado. Una baja concentracién de salinidad o ausencia de ésta puede provocar un
aumento en el tamano de la célula; de lo contrario la presencia de una concentracion alta
provoca una reduccioén o inhibicion del tamafio celular esto como respuesta al estrés en el
que se estan sometiendoy a la incapacidad de resistir a estas condiciones, ya que no pueden
regular sus cambios osmdticos bajo estas alteraciones (Molina et al., 2007). Lo anterior
provoca el aumento de lipidos, principalmente acidos triacilglicéridos (Hernandez-Garcia,
2017), asi como de carbohidratos en microalgas haldfilas y halotolerantes como Dunaliella
sp., Amphora sp. y Tetraselmis sp. (Ishika et al., 2018).

4.5.2.5 Oxigeno disuelto

El nivel de oxigeno disuelto es un pardmetro que debe ser controlado en el cultivo de
microalgas, ya que altas concentraciones de oxigeno disuelto pueden inhibir la fijacién de
carbono por parte de la enzima RuBisCO. Esta inhibicion se ve favorecida por un déficit de
CO; y por la alta radiacidn y temperatura. Muchas especies de microalgas no son capaces
de sobrevivir en un medio sobresaturado de oxigeno mas de 2 o 3 horas. El nivel de
saturacion varia para algunas especies en 120% mientras que para otras en 200%.

En cultivos de alta densidad, la produccién fotosintética de oxigeno puede alcanzar hasta
los 40 mg L1, de forma que con la radiacion adecuada pueden llegar a desarrollarse
radicales de oxigeno libres. Estos radicales son tdxicos para las células y causan dafios en
sus membranas. La presién parcial del oxigeno en el cultivo puede disminuirse aumentando
la turbulencia y desorcion por el burbujeo el aire.



4.5.2.6 Agitacion

La agitacion facilita la eficiencia en el transporte, impidiendo la sedimentacién de las algas
y su adherencia a las paredes del reactor, homogeniza el pH y asegura la distribucion de los
gases y de la luz. Con una correcta agitacion se somete a las algas a ciclos rapidos de
mezclado, con el fin de pasar de una zona oscura a una iluminada.

El flujo turbulento es de gran importancia en cultivos de alta densidad debido a que permite
una distribucién homogénea del cultivo reduciendo la distancia entre las células
promoviendo el aumento de la densidad del cultivo en el medio. El flujo laminar provoca
una distribucion heterogénea de la luz y gradientes de difusidon. Sin embargo, no todas las
especies toleran una agitacion fuerte que suponga un buen mezclado en el reactor, ya que
son sensibles al estrés hidrodindmico; por ejemplo, las microalgas verdes como Picochlorum
sp. son resistentes al esfuerzo provocado por la agitacién debido al espesor que tiene su
pared celular mientras que las cianobacterias como Pseudoanabaena sp. no lo son (Wangy
Lan, 2018).

4.5.2.7 Nutrientes

Las microalgas durante la fotosintesis utilizan nutrientes esenciales y energia solar para
sintetizar compuestos requeridos para su metabolismo y multiplicacién de sus células. Sin
embargo, la deficiencia de estos causa la disminucién de su crecimiento de acuerdo con la
ley del minimo de Leibig que establece que el crecimiento de las algas estard limitado por
el nutriente que se encuentra menos abundante con relacion a sus necesidades (Masters y
Wendell, 2008).

Conforme a la relacién Redfield C:N:P de 106:16:1 de la composicién elemental del
fitoplacton, todos los elementos esenciales deben estar presentes en cantidades adecuadas
y disponibles en el medio de cultivo para que el crecimiento de las microalgas no se
encuentre limitado (Spaargaren, 1996).

Los nutrientes que las microalgas toman del medio y que necesitan para su desarrollo
generalmente son capturados en la forma inorganica pero también pueden ser asimilados
a partir de compuestos orgdnicos. Algunos nutrientes no muestran un efecto perjudicial en
el crecimiento de las microalgas, mientras que otros si lo tienen a altas concentraciones,
como el NOz y NHs. Los nutrientes en forma gaseosa muestran una mayor limitacién, la cual
estd relacionada principalmente con la transferencia de masa de la fase gaseosa a la liquida
(Markou et al., 2014).

Los nutrientes mas significativos para el crecimiento y produccidon de microalgas son:

Carbono (C). El carbono es el principal elemento que constituye la biomasa de las microalgas
hasta un 65% de su peso en base seca; aunque su contenido puede variar significativamente
entre las distintas especies y condiciones de cultivo entre 17.5 y 65% de su peso en seco.
No obstante, la mayoria de las especies contienen un 50% de carbono (Grobbelaar, 2004).
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Las microalgas autétrofas pueden emplear como fuente de carbono el CO; presente en la
atmosfera o de los gases provenientes de una combustion, asi como los iones bicarbonato
(HCOs) mediante la enzima anhidrasa carbdnica. Son capaces de tolerar entre 150,000-
400,000 ppm. Cuando se provee a las microalgas de carbonato, se hace generalmente en
forma de Na,COs y NaHCOs. Debido a que las microalgas son organismos acudticos que
prosperan en medio acudtico, el CO; se disuelve en agua (H20) y reacciona con ella para
formar un sistema buffer dcido-base, teniendo el siguiente equilibrio:

pK,=3.6 pK,=6.3 pK3=10.3

CO3acy + Hy0 ¢ HyCO03(qc) —— HCO340y + Hipy & CO50y + 2H(

El equilibrio anterior depende del pH del medio, lo que significa que la cantidad relativa de
especies de carbono inorganico disuelto (DIC, por sus siglas en inglés) esta estrictamente
relacionado con el pH del medio.

Los compuestos organicos proporcionan para las microalgas heterétrofas tanto la energia
como la fuente de carbono. En cambio, las algas mixotréficas son capaces de crecer bajo
procesos autétrofos como heterétrofos, de manera que la fuente de energia es tanto la luz
como la materia orgdnica, obteniendo el carbono de compuestos organicos y del CO..
Cuando el CO; es suministrado al medio, su presencia en éste es limitada por la solubilidad
y la tasa de transferencia de masa. La solubilidad en agua a 25°Cy 1 atm es de alrededor de
1.5 g/Ly depende del pH, la salinidad, la presion y la temperatura. La solubilidad del CO; en
agua aumenta cuando se incrementa la presion y disminuye cuando la salinidad vy
temperatura se incrementa de acuerdo con la Figura 1.
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Figura 1 Efecto de la solubilidad de CO, vs T, P y salinidad (Markou et al., 2014).

El pH no sélo afecta las especies DIC en equilibrio, también la cantidad total de DIC que esta
disponible en el medio. En medios alcalinos, los iones OH en exceso reaccionan con CO;
para la formaciéon de HCOs', resultando una elevada alcalinidad de bicarbonato-carbonato
y por ende una mayor disponibilidad de carbono total (Miinkel et al., 2013). Adicionalmente
la transferencia de CO; es mas rapida con pH elevados en lugar de valores bajos debido a
que la reaccion de CO, y OH es mas rdpida que la hidratacién de CO; a H,CO3 (Van Den
Hende et al., 2012).
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Nitrogeno (N). Es el segundo elemento mds abundante en la biomasa microalgal y su
contenido varia entre 1%y 14% (intervalo tipico de 5-10%) de su peso en seco (Grobbelaar,
2004). ElI N participa en la conformaciéon de compuestos bioquimicos tales como acidos
nucleicos, aminoacidos y pigmentos.

Las microalgas pueden tomar nitrogeno del medio generalmente en forma de nitrato,
oxidos de nitrégeno (NOy), nitrito, amonio, nitrégeno gas y urea. El nitrato (NO3’) es el
compuesto mineral nitrogenado mads utilizado para el cultivo de microalgas en medio
sintético, no muestra efecto tdxico en las células y las microalgas pueden tolerar
concentraciones hasta de 100 mM (Jeanfils et al., 1993). El 6xido nitrico (NO) tiene una baja
solubilidad en el medio, por lo que es considerado como factor limitante en cultivos de
microalgas (Jin et al., 2008). El nitrito (NOy) se encuentra frecuentemente en ambientes
naturales como un producto intermediario del proceso de nitrificacion, pero a altas
concentraciones tiene efectos toxicos (Chen et al., 2012).

El amoniaco (NH3) es una molécula volatil, pero al contrario del CO3, su solubilidad es muy
alta (alrededor de 35% w/w a 25°C) y se encuentra presente en soluciones acuosas. Cuando
el amoniaco es disuelto en agua reacciona con ella para formar el sistema buffer
amonio/amoniaco:

pK=9.25
NH} + OH- — NH, + H,0

Este equilibrio también depende del pH del medio, por lo que a valores mayores de 9.25 la
especie dominante es el amoniaco (NHs). La temperatura también tiene un efecto en el
equilibrio, debido a que el valor de pK disminuye al aumentar la temperatura dando como
resultado que el amonio sea la especie dominante con valores bajos de pH cuando la
temperatura es alta. El NHs* es el preferido por las microalgas ya que su captura y
asimilacion consume menos energia comparada con otras fuentes de nitrégeno. Una
restriccion durante el uso del NH3 es el potencial toxico debido a que tiene un efecto
perjudicial en las microalgas en bajas concentraciones de 2 mM (Azov y Goldman, 1982). El
principal factor que afecta la toxicidad es atribuido al pH del medio, el cual determinasi la
forma téxica de amoniaco es dominante o la no téxica con el amonio. Debido a lo anterior
se afecta el sistema fotosintético de las microalgas y en particular induce dafio al
fotosistema Il, ya que desacopla el transporte electrénico y compite con el agua en las
reacciones de oxidacion que generan el O.

El nitrégeno molecular (N2) puede ser asimilado por cianobacterias y diatomeas mediante
la reduccién de N; a NH4*; sin embargo, es un proceso de alto costo energético debido al
consumo de varias moléculas de ATP. Es un proceso con una tasa de reaccion muy bajay es
considerado inadecuado para la produccion de cianobacterias en cultivos de alta tasa
(Grobbelaar, 2004).
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Las microalgas pueden utilizar nitrégeno proveniente de compuestos organicos como urea
((NH2)2C0), que tiene una influencia positiva en algunas especies y sus tasas de crecimiento
son equivalentes o incluso mayores comparadas con otros cultivos que utilizan otra fuente
de nitrégeno (Perez-Garcia et al., 2011). La presencia simultdanea de mas de una forma de
nitrogeno en el medio de cultivo afecta la captura del mismo y se prefiere la forma mas
reducida en que se encuentre el nitrégeno en el medio. El orden de preferencia del mismo
es NHs™> NO>NO;>NOs>urea (Perez-Garcia et al., 2011).

Fosforo (P). Elemento que constituye entre 0.05% y hasta un 3.3% (Grobbelaar, 2004) de la
biomasa microalgal; es un componente de varias moléculas organicas que son esenciales
para el metabolismo, como los acidos nucleicos (ARN y ADN), la membrana fosfolipidica y
el ATP (Geider y La Roche, 2002). El fésforo es un nutriente limitante para las microalgas,
especialmente en ambientes naturales (Oliver y Ganf, 2000). El fésforo es capturado del
medio en forma de ortofosfatos (P-P0O4*), cuya concentracién en equilibrio con las formas
protonadas depende del pH del medio. Para el caso en que otros compuestos de fésforo
inorganico puedan ser asimilados por las microalgas, éstos deben ser transformados en
ortofosfatos. Asi mismo, la mayoria de compuestos de fosforo organico disuelto tienen que
ser mineralizados (Dyhrman y Ruttenberg, 2006). Factores como un pH excesivamente alto
o bajo, o la ausencia de iones como potasio, sodio o magnesio, disminuyen la captura de
fosfatos por parte de las microalgas.

Magnesio (Mg). Es un elemento esencial para la produccién de microalgas, el contenido en
ellas varia entre 0.35% y 0.7% (Tokusoglu & Unal, 2003); no obstante, en algunas especies
puede llegar hasta el 7.5% (Grobbelaar, 2004). EI magnesio participa en procesos vitales de
la célula tales como las reacciones de ATP para la fijacidn del carbono y es el promotor para
la mayoria de las enzimas. También es un constituyente del aparato fotosintético y en
particular de la clorofila (Hopkins y Hiiner, 2009). El magnesio en soluciones acuosas se
presenta como catién Mg?* por lo que cuando el pH del medio es alto, éste puede precipitar
como hidréxido o fosfato de magnesio e inducir la floculacién de la biomasa microalgal cuyo
efecto es indeseable. Sin embargo, los complejos microalga-mineral solo son formados
cuando el pH es mas alto que 11 (Vandamme et al., 2012); a esos niveles, solo pocas
especies alcalofilicas pueden subsistir.

Azufre (S). El contenido de este elemento en la biomasa varia de 0.15% a 1.6% (Grobbelaar,
2004). Es un componente de la bicapa lipidica de la membrana celular, compuestos
reguladores y de algunos metabolitos. El azufre puede ser encontrado en diferentes formas,
aungue las microalgas principalmente lo asimilan a través de la captura en la forma de
sulfato (5S04%), mientras que formas como el sulfuro pueden ser téxicas (Oren et al., 1979).

Calcio (Ca). Es un elemento necesario para el crecimiento de las microalgas, debido a que
es constituyente de la pared celular. También afecta la divisidn celular y es un mensajero
secundario que afecta la morfogénesis (Kylin y Das, 1967; Plieth et al., 1997). El contenido
de calcio en la biomasa microalgal varia de 0.2% a 1.4% (Tokusoglu y Unal, 2003) pero puede
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alcanzar 8% (Grobbelaar, 2004). En ambientes acuaticos, el calcio se encuentra en forma de
Ca®* y puede ser capturado por transporte pasivo o activo. Altas concentraciones en el
medio de cultivo junto con altos valores de pH resultan en la formacion de CaCOsz y de otras
sales que precipitan, disminuyendo la alcalinidad del medio y la concentracién de otros
minerales como hierro (Fe) y fésforo (P) (Shimamatsu, 2004).

Hierro (Fe). Como elemento de transicidn es asociado con enzimas a través de la formacion
de varios aminoacidos. Participa en procesos enzimaticos como el metabolismo del oxigeno,
en transferencia de electrones, en la asimilacién de nitrégenos, en los acidos nucleicos y en
la sintesis de la clorofila (Naito et al., 2005; Straus, 1994). Sin embargo, el hierro tiene varias
caracteristicas fisicoquimicas que reducen su biodisponibilidad debido a su facilidad de
oxidarse a Fe3* promoviendo la formacién de 6xidos e hidroxidos que son insolubles.
Ademas, es facilmente adsorbido sobre superficies particuladas provocando su baja
disponibilidad. Cultivos deficientes de hierro disminuyen las tasas de crecimiento
(Sandmann, 1985), mientras que con alta concentracion incrementa su contenido en la
biomasa (Yeesang y Cheirsilp, 2011).

Adicionalmente las microalgas requieren para su crecimiento micronutrientes o elementos
traza como: boro (B), cobre (Cu), manganeso (Mn), molibdeno (Mo), zinc (Zn), vanadio (V)
y selenio (Se), tal como se observa en la composicion elemental de las microalgas. Ademas,
son relevantes en reacciones enzimaticas y en la biosintesis de compuestos necesarios para
el metabolismo. Al igual que el fésforo, estos iones traza muestran cierta afinidad por otros
compuestos del medio y precipitan. Para evitar este problema, se afiaden al medio agentes
quelantes de metales, como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), que es de facil
disolucion.

4.5.3 Cultivo de microalgas

Las microalgas se pueden cultivar de manera fotoautdtrofa, fotoheterétrofa o en
condiciones de mixotrofia. Actualmente la produccién fotoautdtrofa es hoy en dia el Unico
método de produccidon de microalgas a gran escala que resulta econédmicamente rentable y
técnicamente viable para la produccién no energética (Brennan, 2010). Los sistemas de
cultivo suelen clasificarse segun su configuracion y el tipo de funcionamiento.

4.5.3.1 Sistemas abiertos

El sistema de cultivo abierto ha sido utilizado desde los anos 50 (Borowitzka, 1999) y es el
mas comun para la produccién comercial de microalgas (Pulz, 2001). Se pueden clasificar
en: aguas superficiales naturales como estanques, lagunas, lagos y estanques artificiales.
Los sistemas artificiales presentan diferentes disefios: inclinados, circulares y los estanques
de carrusel o canales (raceway ponds).

Los “raceway ponds” suelen ser canales de concreto poco profundos en forma de circuito
cerrado donde el cultivo es recirculado y mezclado mediante rodetes, hélices, inyectores de
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aire u otros, que favorecen la estabilizacion del crecimiento y la productividad de las
microalgas con el fin de que el inéculo y los nutrientes se integren al inicio del sistema y que
las microalgas se recirculen hasta el punto de extraccidén, ademas de evitar la sedimentacién
de éstas.

Debido a la poca profundidad de los canales, la difusidn desde la atmdsfera permite a las
algas obtener el CO; necesario para su crecimiento. No obstante, se pueden instalar
difusores en el fondo del estanque y reflectantes de luz para aumentar la profundidad de
éstos. Debido a su configuracion, las piscinas inclinadas crean turbulencia por la propia
gravedad; sin embargo, presentan una fuerte evaporacién, una ineficiente utilizacién del
terreno y la sedimentacion de las microalgas en sectores en los que la velocidad de flujo es
menor, asi como mayor costo energético por utilizar equipo mecdnico para llevar el cultivo
a la parte superior. Los tanques circulares para el cultivo de microalgas presentan
inconvenientes tales como la ineficiente utilizaciéon del terreno, elevado costo de
construccion, y alto consumo de energia. La agitacién se realiza mediante una pala que gira
recorriendo toda la superficie. La produccién mediante estanques o lagunas es el método
mds barato en comparacion con los fotobiorreactores, tanto en inversidon, como en
mantenimiento y consumo energético durante el funcionamiento.

Las desventajas de los sistemas abiertos son: dificultad para mantener una sola especie de
microalga debido a la facilidad de contaminacién biolégica, el control de temperatura es
complejo, cambios en la composicion idnica del medio de cultivo debido a la evaporacién,
dificultad de mezclado eficiente, falta de CO.y limitacidn de la luz en capas inferiores. Para
maximizar la productividad de biomasa se requiere la optimizacién del mezclado y la
profundidad del estanque.

4.5.3.2 Sistemas cerrados

Los sistemas cerrados para el cultivo de microalgas surgieron para solucionar la
problematica de los sistemas de cultivo abiertos. Aunque son mas caros, permiten suplir
algunas carencias de los sistemas tradicionales. Estos sistemas se encuentran en total
aislamiento con el ambiente exterior, sin contacto directo con la atmdsfera; por lo tanto,
suponen una reduccidn total de la contaminacidn, un mayor control de las condiciones de
cultivo y una mayor rentabilidad.

4.5.3.2.1 Cadmaras de microalgas

Las cdmaras de algas son sistemas cerrados de pequeiia escala de produccién, donde se
llevan a cabo cultivos de microalgas y el volumen del cultivo va aumentado. Existen
recipientes de tamanos muy diversos en los que se mantiene el cultivo bajo condiciones
controladas. El control de la temperatura se realiza con una combinacién de termostatos y
calefactores, mientras que la luz aplicada es artificial y se suele aportar por medio de tubos
fluorescentes que permiten una distribucion homogénea de la luz, asi como el control de la
temperatura debido a que emiten poca cantidad de calor. Ademads, en funcidn del tipo de
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cultivo se pueden elegir diferentes tipos de materiales con distintas caracteristicas del
espectro luminico.

4.5.3.2.2 Fotobiorreactores

Un fotobiorreactor es un sistema donde se busca el crecimiento de microalgas. Este se
caracteriza por la regulacion y control de la mayoria de los parametros de crecimiento
importantes, al mismo tiempo que reducen el riesgo de contaminacion y las pérdidas de
CO; por difusidon. Ademas, permiten condiciones de cultivo reproducibles, el control de la
temperatura y un disefio flexible (Pulz, 2001). En estos equipos, la luz no incide
directamente en las células, sino que atraviesa unas paredes transparentes para llegar hasta
ellas. Por ello en los fotobiorreactores cerrados el intercambio directo de gases entre el
medio y la atmdsfera suele estar limitado. La principal consecuencia es la acumulacién de
oxigeno (0) en su interior.

Fotobiorreactores tubulares. Los reactores tubulares son uno de los fotobiorreactores mas
adecuados para cultivos en el exterior, debido a su alta relacién area iluminada/volumen
reactor. La transferencia de masa, asi como el grado de agitacién en los fotobiorreactores
tubulares son limitados, causando altas concentraciones de 0,. Los problemas de
fotoinhibicion también son comunes ya que si no existe la mezcla, las células de la superficie
reciben grandes cantidades de luz mientras que a las interiores no les llega suficiente (Ugwu
et al., 2008).

Fotobiorreactores de paredes. Formado por dos laminas de materiales transparentes
generalmente de plastico vertical o inclinado, entre las que se agita el cultivo mediante
sistemas mecanicos o neumaticos. Tienen la ventaja de posibilitar grandes superficies de
cultivo expuestas a la luz por unidad de superficie de terreno, aunque resulta dificil
mantener las turbulencias adecuadas. Las concentraciones de O; disuelto son bajas y las
eficiencias fotosintéticas son altas. Tienen ciertos problemas, como la dificultad de
escalado, la imposibilidad de controlar la temperatura y un posible estrés hidrodinamico de
ciertas especies (Ugwu et al., 2008).

Fotobiorreactores de columna vertical. Estos constan de un tubo vertical de altura
generalmente entre 1y 3 m, y un didmetro que oscila entre 5y 50 cm, en el que se burbujea
aire desde el fondo como sistema de agitacidon. La desorcion de gases tiene lugar en la parte
alta de la columna. Por su posicidn vertical absorben menos radiaciéon que los expuestos
horizontalmente, pero no acumulan oxigeno. Estos sistemas suelen utilizarse como
sistemas de produccion de indculos debido al elevado control de las condiciones de
operacion que se alcanzan en los mismos

Fotobiorreactores iluminados interiormente. La iluminacidn interior de éstos puede ser

natural, a través de colectores solares que permitan transferir la luz al interior del mismo,
pero generalmente es artificial. Poseen un gran potencial de productividad porque se
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reducen los problemas de accesibilidad a la luz y la fotoinhibicidn; por ello estan siendo
investigados actualmente. La iluminacién usualmente se hace con lamparas fluorescentes;
sin embargo, el consumo de energia es muy elevado para ser utilizados en producciones
comerciales, y por ello su uso se considera con fines de investigacion.

4.6 Transferencia de masa

Los sistemas mencionados anteriormente deben ser disefiados para proveer el mezclado
requerido mediante un flujo turbulento en un sistema multifase, a fin de mejorar la
transferencia de masa, alcanzar luz, temperatura, pH y la homogeneidad de nutrientes,
remover O, y prevenir los conglomerados de microalgas y su sedimentacién. Mas alld de lo
econdémico, el mezclado toma relevancia debido al excesivo esfuerzo cortante que puede
llegar a dafiar las células de las microalgas (Sdnchez Mirén et al., 2003; Gallardo-Rodriguez
et al., 2012). La transferencia de gas-liquido puede convertirse en el paso limitante para un
desempeiio 6ptimo de los sistemas de microalgas bajo dos situaciones principales, ambas
involucrando la solubilidad de gases en el medio. En primer lugar, el CO2 requiere ser
constante y suficientemente suministrado debido a la limitada disponibilidad de éste que
afecta el crecimiento celular y formacidn de producto. En segundo lugar, el O; producido
fotosintéticamente, que es disuelto en el medio debe ser removido debido a que su
acumulacién puede llegar a inhibir el crecimiento. En cambio, la mayoria de los nutrientes
requeridos para las microalgas son altamente solubles en agua, por lo que su suministro es
facilmente controlable (Morales et al., 2015) .

La tasa de transferencia de gas-liquido puede ser expresada como dCy/dt = Kiax(Cx*-Cx). En
esta ecuacion, K. es el coeficiente de transferencia de masa basado en la fase liquida y ax es
el area especifica de trasferencia, mientras que C* y Cx son las concentracidnes de CO; y/o
O3 en la saturacién y en el medio de cultivo, respectivamente. Como se puede observar, la
trasferencia de masa gas-liquido volumétrica depende tanto del producto K.a y el gradiente,
el cual estd relacionado con la solubilidad (absorciéon o desorcidn) del gas, que a su vez
depende también de sus variaciones con la temperatura. Los factores que influyen en el
coeficiente global de transferencia de masa (K.a) en los fotobiorreactores comprenden el
mezclado, la velocidad de liquido, la velocidad de la burbuja y la retencién de gas. Los
procesos fisicos como la transferencia de masa del tipo interfase, interparticula e
intraparticula que ocurren al interior de un reactor multifase depende significativamente
sobre las caracteristicas del mezclado en las diversas fases involucradas. El proceso de
mezclado es convencionalmente clasificado en macromezclado, el cual ocurre a una escala
macroscopica que corresponde a los procesos de flujo a gran escala que causan
distribuciones de los elementos de fluido representados por la distribucion del tiempo de
residencia hidrdulico (TRH) y el micromezclado que corresponde a los fenédmenos a escala
celular y molecular (Morales et al., 2015).
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4.7 Tratamiento de aguas residuales

Las aguas residuales presentan elevadas concentraciones de contaminantes que son
consideradas una amenaza a la salud publica por lo que deben eliminarse antes de que sean
vertidas a un cuerpo de agua o alcantarillado municipal con el fin de evitar problemas que
lleven a la degradacidn de la calidad ambiental de una zona.

Actualmente, existen procesos eficaces para la eliminacién de contaminantes presentes en
las aguas residuales, pero estos procesos tecnolégicos presentan una serie de
inconvenientes derivados de su elevado costo y complejidad de operacidn, la generacién
de residuos (lodos) o su alto consumo energético. Debido a lo anterior, se ha utilizado la
biorremediacion que implica el uso de organismos vivos, para la depuracién de los
contaminantes. En un caso especifico de su aplicacidn, se encuentra la fitodepuracién que
consiste en el uso de microalgas para el tratamiento de efluentes liquidos. Esta permite la
eliminacidn de los contaminantes presentes en las aguas residuales, que para las microalgas
pueden ser nutrientes necesarios adicionales al CO2 en la atmésferay la luz solar, los cuales
son utilizados en su metabolismo. Como resultado, se ocasiona una velocidad de
produccion de biomasa denominada productividad expresada en g L't d1.

La productividad de los cultivos de microalgas depende de las condiciones a las que estan
expuestos. En cultivos presentes en condiciones externas o a la intemperie, la ubicaciéon del
sistema determina el valor de irradiancia solar y temperatura disponible, mientras que el
pH y la concentracién de oxigeno disuelto es funcidn del disefio y de las condiciones de
operacion del mismo (Costache et al., 2013). No obstante, en la actualidad el uso de las
microalgas para el tratamiento de aguas residuales se emplea a pequefia escala. Uno de los
principales motivos es la dificultad y costo de separacion de la biomasa generada del agua
depurada, debido al pequeno tamafio de microalgas y su baja densidad.

Por ello los sistemas de estanque microalgal de alta tasa (HRAP, por sus siglas en inglés: high
rate algal ponds) han demostrado ser un sistema eficiente para tratar el agua residual. Este
sistema consiste en un estanque poco profundo mezclado por una rueda de paletas que
aumenta la transferencia de nutrientes y su exposicion a la luz, para controlar el crecimiento
de las algas. El uso de HRAP es adecuado en climas tropicales con gran cantidad de luz solar
durante el afio. Ademads de reducir contaminantes como: demanda quimica de oxigeno
(DQO), demanda bioldgica de oxigeno (DBO), nitrégeno y fosforo, se genera biomasa que
puede ser utilizada en otros procesos, como los mencionados anteriormente (Hoffmann,
1988; Oliveira et al., 2018).

4.8 Tratamiento de biogds

El uso de biogas proveniente de la digestion anaerobia de residuos sélidos y aguas
residuales constituye una fuente valorable de bioenergia con potencial en disminuir la
dependencia de combustibles fésiles. El biogas debido a su composicion alta en metano
(CH4) con menores proporciones de didéxido de carbono (CO3) y acido sulfhidrico (H2S) posee
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un alto potencial energético; sin embargo, se requiere disminuir el contenido de CO; y del
H.S para un manejo eficiente y adecuado, en particular este ultimo debido a que es
altamente corrosivo, toxico y fétido.

El uso de fotobiorreactores en los que exista una simbiosis de alga-bacteria representa una
oportunidad para remover los contaminantes del biogas a un costo de energia e impacto
ambiental bajo. En estos sistemas las microalgas usan la energia solar para fijar el CO; del
biogds a través de la fotosintesis aunado a la produccién de Oy; éste ultimo puede ser
utilizado por bacterias sulfoxidantes para oxidar el H,S en sulfato (S04%). La operacion de
este consorcio de microorganismos es llevada a pH elevados (utilizando bacterias alcaléfilas
y microalgas tolerantes a pH altos) con el fin de aumentar el transporte de masa de los gases
acidos H,S y CO2 contenidos en el biogas hacia el caldo de cultivo bacteriano, permitiendo
asi el tratamiento eficiente del biogas (Bahr et al., 2014).

El biogds es enriquecido en sistemas de absorcidén (operados a pH>8), donde el CO; y el H,S
es eficientemente transferido en la fase liquida (Bahr et al., 2014) y si el pH del medio
acuoso se mantiene cercano a 8, se puede formar bicarbonato (HCO3") e hidrosulfuro (HS’)
respectivamente (ecuacidn 2 y 3). El HCOs™ (ecuacién 4) puede ser una fuente de carbono
gue promueva el crecimiento de microalgas, si las células conservan tasas de fijacidon de
carbono adecuadas bajo ambientes alcalinos y de sulfuro de hidrégeno (H2S()) (de los
Cobos-Vasconcelos et al., 2016).

CO, + OH™ & HCO3 (2)
H,S+ OH™ & HS™ + H,0 (3)
HCO3 + H,0 + S & CH,0,S, + 0, + OH~™ (4)

El H,S puede ser un sustrato limitante o inhibidor del crecimiento para algunas cepas de
cianobacterias (Ohki et al., 2012), mientras que para el género Chlorella puede ser tolerado
e incluso promover altas productividades durante el proceso de tratamiento del biogds (Kao
etal., 2012).

Chlorella vulgaris, puede utilizar el H2S como sustrato, su uso depende del pH, alcanzando
altas tasas de consumo a valores bajos de pH (Spedding et al., 1980). Por lo contrario, Kao
et al. (2012) mencionan que el H,S inhibe el crecimiento microalgal en lugar de pH acidos;
no obstante, se observd que el H;S es transformado a sulfato reduciéndose asi la toxicidad
de la célula. El sulfato es facilmente asimilable y también puede ser un sustrato limitante
del crecimiento microalgal (Mera et al., 2016). La influencia de otros compuestos en el
crecimiento de las microalgas tales como el tiosulfato, tetrationato, tiocianato y azufre
elemental es menos favorable que el efecto reportado por el sulfato (Krauss y Schmidt,
1987).

A pH mayores a 8 el H,S( y el (HS") son facilmente oxidables en presencia de oxigeno por
reacciones quimicas y bioquimicas. Gun et al. (2000) encontraron pentasulfuro como
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principal subproducto en la oxidacién del sulfuro. Gonzalez-Sanchez y Revah, (2007)
describieron la cinética de la oxidacidn de sulfuro en presencia de un consorcio de bacterias
sulfo-oxidantes, donde procesos bidticos y abidticos fueron evaluados, adicionalmente
Gonzalez-Sanchez y Posten (2017) evaluaron el crecimiento cinético de Chlorella sp. en
funcién de las concentraciones predominantes de bicarbonato y H3S disuelto durante el
tratamiento de biogas a un pH de 8.5 y desarrollaron un modelo quimico-biolégico de la
cinética de consumo y formacién de subproductos del H,S (Figura 2), ademas de la
asimilaciéon de sulfato durante el cultivo de microalgas bajo condiciones ligeramente
alcalinas.

y Lo

£

e T

inhibition Microalgae

Figura 2 Mecanismo de oxidacion de H,S/HS vy su efecto en las microalgas (Gonzalez-Sanchez y Posten, 2017)

4.9 Modelizacion

Un modelo matematico de un proceso es un conjunto de ecuaciones que relacionan las
variables del sistema de modo que la solucion de estas ecuaciones describe su
comportamiento. La manipulacion del modelo busca obtener la informacidon que se necesita
para conseguir un objetivo especifico

El modelo es una herramienta que describe el proceso de forma cualitativa y cuantitativa,
de manera que puede ser utilizado tanto para el andlisis de los datos experimentales
obtenidos, como para obtener, a partir de unos valores iniciales de ciertas variables, las
tendencias y evoluciones de éstas durante el proceso (Godia-Casablancas y Lépez-Santin,
1998). Laresolucién del modelo para obtener predicciones de las variables mas importantes
del proceso y su posible comparacién con datos experimentales se le conoce como
simulacion. La elaboracién de un modelo, juntamente con su aplicacion en la simulacién
permite determinar el comportamiento de un sistema, el disefio de experimentos, la
operacion y control de un proceso, asi como su optimizacién.

4.10 Modelos cinéticos para el crecimiento de microalgas

En general, los modelos cinéticos describen la dependencia de la rapidez con respecto a
variables ambientales medibles. En el caso de las microalgas, son la irradiancia,
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temperatura, pH, CO,, Oz y nutrientes. Tanto ecuaciones empiricas como cinéticas han sido
desarrolladas para describir el crecimiento de microalgas, consumo de CO; y el O;
producido por fotosintesis o la acumulacidn de un producto. La actividad de las microalgas
puede ser descrita por ecuaciones lineales, exponenciales, de saturacién, logisticas y de
rapida aceleracién o lenta desaceleracidn. La cinética de Monod es el modelo empirico mas
utilizado para describir el crecimiento de las células y la inhibicion por luz, sustrato o
producto. El efecto de la temperatura y del pH puede ser representado por la expresion de
Arrhenius (Costache et al., 2013; Cabello et al., 2015) . No obstante, datos experimentales
de crecimiento de las microalgas pueden ser ajustados mediante ecuaciones empiricas a
través de regresiones no lineales. Modelos logisticos como la ecuacidn modificada de
Gompertz y modelos de saturacion simple (Monod) también son utilizados para ajustar
datos experimentales de crecimiento o curvas de formacion del producto a fin de estimar
tasas de produccién o crecimientos maximos, fase de latencia y maxima concentracion de
células o productos (Béchet et al., 2013).

4.10.1 Calibracion del modelo

Al plantear las ecuaciones que configuran el modelo aparecen diferentes pardmetros que
deben ser evaluados de forma tal que permitan una solucién del modelo lo mas ajustada al
comportamiento del sistema en estudio. Estos pardmetros son evaluados comparando los
valores calculados por el modelo con los valores experimentales.

Uno de los mecanismos de calibracion se basa en el uso de métodos de optimizacion que
obtienen un conjunto de pardmetros que minimizan el error cuadratico entre los valores
obtenidos por simulacidon y los determinados experimentalmente. El criterio mas utilizado
es del sumatorio de errores cuadraticos, que a diferencia del error absoluto acumulado
considera mucho mas importante una contribucién de error grande que un error pequeio
debido a su forma cuadratica (Godia-Casablancas y Lopez-Santin, 1998). Si el problema que
se plantea es de optimizacion sin restricciones, la mayoria de los métodos existentes son
aplicables, especialmente aquellos que no requieren el uso de derivadas.

4.10.2 Validacion del modelo

En el proceso de calibracién los parametros obtenidos habran sido ajustados segln algunos
datos experimentales. Sin embargo, ello no implica que con los mismos pardmetros se
simule correctamente una situacién no incluida en la etapa de calibracién. Al proceso de
comparar los datos obtenidos mediante simulacién, con nuevos datos experimentales se le
denomina validacién del modelo.

En esta etapa no es posible modificar los valores de los pardmetros para obtener un mejor
ajuste, si fuese asi, el proceso de calibracion del modelo ha sido incorrecto o el modelo no
es capaz de describir la situacidn. Es necesario que las condiciones de trabajo se lleven a
cabo en el rango de valores en que se calibré el modelo, ya que variaciones importantes no
incluidas en el mismo pueden alterar el comportamiento de éste. En caso de que no sea
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posible realizar la validacion de un modelo, se requiere volver a efectuar la calibracién de
éste con nuevos experimentos incorporados al conjunto seleccionado o reformular el
modelo cambiando su estructura para repetir el proceso de calibracion. Lo anterior
dependerd de cuanto se alejen en el proceso de validacién los resultados experimentales
de los predichos por el modelo propuesto (Godia-Casablancas y Lopez-Santin, 1998).

4.11 Disefio de experimentos tipo Taguchi

Un disefio de Taguchi permite elegir un producto o proceso que funciona con mayor
consistencia en el entorno operativo. Los disefios de Taguchi reconocen que no todos los
factores que causan variabilidad pueden ser controlados.

Estos factores que no se pueden controlar se denominan factores de ruido. Los disefios de
Taguchi intentan establecer factores de control que minimicen el efecto de los factores de
ruido. Durante el experimento, se utilizan los factores de ruido para producir un cambio en
el proceso que permita determinar el mejor conjunto de factores de control haciéndolo
robusto o resistente ante la variacién causada por los factores de ruido; un proceso
disefado con esta meta producira una salida mas consistente (Minitab, 2018).

Los disefios de Taguchi utilizan arreglos ortogonales, los cuales estiman los efectos de los
factores en la media de respuesta y en la variacién. Un arreglo ortogonal significa que el
disefio estd balanceado, de manera que los niveles de los factores se ponderan
equitativamente. Debido a eso, cada factor se puede evaluar sin considerar todos los demas
factores, de manera que el efecto de un factor no afecta la estimacion de otro factor. Los
arreglos ortogonales representan una fraccién del total de experimentos a realizar de
acuerdo con el numero de variables y sus niveles (Escalante-Vazquez, 2014); esto puede
reducir el tiempo y el costo asociados al experimento cuando se utilizan disefos
fraccionados.

22



5. Justificacion

5.1 Técnico-medioambiental

El uso de la digestidn anaerobia en el tratamiento de residuos orgdnicos presenta ventajas
econdmicas pues reduce los costos de inversidn, operacion y mantenimiento con respecto
a métodos aerobios, ademas genera un gas con alto poder calorifico denominado biogas.
Este estd compuesto en su mayor parte por metano (CHa), didéxido de carbono (CO>) y acido
sulfhidrico (H2S) en minimas cantidades. Sin embargo, los dos primeros gases al ser
liberados en la atmdsfera potencializan el efecto global de invernadero. Asi mismo cuando
el biogas es recolectado en contenedores de gran tamanio, el equipo, tuberias y accesorios
qgue integran el sistema de distribuciéon de éste puede ser afectado por la corrosion
provocada por el H;S. Con el fin de disminuir esta problematica ambiental y alentar el
aprovechamiento energético de biogds, se propone su tratamiento o purificacidn. Para esto
se han desarrollado sistemas capaces de capturar y depurar el biogds (eliminacién de CO, y
H.S). A partir de la depuracion del biogas se obtendria “biometano” (biogas enriquecido),
lo cual permitiria su manejo a menores costos de operaciéon y mantenimiento mediante el
uso de contenedores de menor tamafio ademas de evitar de manera recurrente la corrosién
en los sistemas de manejo, distribucidon y combustién del biogds. Adicionalmente, el sistema
fotobiorreactor permite la generacion de biomasa con potencial de reutilizacién para
producir mas energia, fertilizantes organicos y complementos alimenticios entre otros.

5.2 Académica

Con la finalidad de contribuir al estudio global del tratamiento de biogas, se propone en la
presente tesis de maestria, el empleo de fotobiorreactores colonizados por microalgas, que
utilizan la luz solar como fuente de energia junto con los nutrientes contenidos en el agua
residual (especificamente el digestato). El comportamiento de los sistemas microalgales
depende de las condiciones ambientales y del medio a los cuales son expuestos, por ello la
necesidad de determinar la influencia de las variaciones de éstas en tiempos cortos a través
de un modelo cinético que relacione la actividad fotosintética del consorcio microalgal de
manera mas rapida que los métodos tradicionales. Posteriormente el modelo es validado
mediante la comparacion de datos obtenidos con los resultados experimentales durante la
operacion de un fotobiorreactor en condiciones externas o de intemperie. Lo anterior tiene
la finalidad que el modelo pueda ser utilizado para predecir el desempefio y las
posibilidades de optimizacidén de las condiciones de operacion de los fotobiorreactores.
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6. Hipotesis y Objetivos

6.1 Hipdtesis

La actividad fotosintética de un sistema alcalino-microalgal evaluada en un fotobiorreactor
bajo condiciones controladas permitira determinar el efecto de los factores ambientales,
pH y concentraciones de especies quimicas sobre el desempefio de un fotobiorreactor
abierto expuesto a la intemperie y empleado para el tratamiento de biogas.

6.2 Objetivo general

Evaluar un sistema alcalino-microalgal bajo diferentes condiciones de irradiancia,
temperatura, pH y concentraciones de sulfuro prevalecientes durante el tratamiento de
biogds dentro de un fotobiorreactor.

6.3 Objetivos particulares

1. Evaluar cinéticamente la actividad fotosintética de un consorcio microalgal bajo
condiciones controladas como funcién de la adicion de sulfuro.

2. Desarrollar un modelo cinético de la actividad fotosintética del sistema alcalino-
microalgal que incluya el efecto de las condiciones evaluadas.

3. Validar el modelo cinético de la actividad fotosintética del consorcio microalgal en
un sistema columna de absorcién acoplado a un fotobiorreactor de estanque
(HRAP).

6.4 Metas

Realizar la evaluacidn cinética del consorcio microalgal bajo condicidn alcalina utilizando un
fotobiorreactor especializado de escala laboratorio.

Evaluar el potencial de aplicacién del modelo cinético para la simulacién de la actividad
fotosintética en el tratamiento de biogas del sistema columna de absorcién alcalina y HRAP.
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7. Materiales y métodos

7.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

La biomasa microalgal utilizada en los ensayos cinéticos, se encuentra adaptada a crecer
bajo condiciones alcalinas; ésta proviene de un consorcio microalgal del Lago de Texcoco,
México y ha sido cultivada en un fotobiorreactor de laguna HRAP (Apéndice VI) por 3 aios
(Franco-Morgado, 2018).

La biomasa microalgal en suspension fue extraida del HRAP funcionando en cultivo continuo
en estado estacionario (Franco-Morgado, 2018), en alicuotas de volumen entre 600-800
mL. La biomasa en suspension fue separada a través de una centrifuga (Beckman Coulter
Aranti J-265XPI) a una velocidad rotacional de 5000 G y una temperatura de 4°C,
posteriormente fue resuspendida en la misma cantidad de volumen recolectado del HRAP,
La resuspension se realizd usando un medio mineral sintético compuesto por las sustancias
gue se muestran en la Tabla 1, seguido de un mezclado moderado con una parrilla de
agitaciéon magnética a 350 rpm durante veinte minutos, con la finalidad de que la biomasa
se adapte a las condiciones de su nuevo medio, previo a ser introducido al reactor TCP.

Tabla 1 Composicion del medio mineral sintético (Franco-Morgado et al., 2017; Sorokin et al., 2001)

Compuesto Concentracién (g L?) Concentracién (g L?)
@ pH9.2 @ pH 8.4

Na>CO3 4.03 0.081

NaHCOs3 13.61 13.61
NacCl 1.0 1.0
KaHPO4 1.0 1.0
K2SO4 1.0 1.0
CaCl-H20 0.04 0.04
KNO3 2.52 2.52
MgCl,-6H,0 0.2 0.2

Solucién de micronutrientes 2mL 2mL

Debido a la necesidad de evaluar la actividad fotosintética del consorcio microalgal a
diferentes condiciones de pH, fue necesario modificar la concentracion del par HCO3/COs*
mostrada en la Tabla 1 a una proporcién molar de 1:0.0047 con el fin de obtener un pH de
8.4 en el medio mineral. Por otra parte, se burbujed CO; puro en forma gaseosa en el medio
sintético para disminuir el pH de éste hasta alcanzar un valor de 7.3, el CO; estuvo contenido
en una bolsa Tedlar® con capacidad de 10 L.
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7.2 Configuracion experimental

La evaluacién de la actividad fotosintética del
consorcio microalgal a diferentes condiciones se
realizd6 a escala laboratorio utilizando un
fotobiorreactor tubular (TCP) mostrado en la
Figura 3, con un volumen util de 520 mL y un
espacio vacio de 30 mL. Estd compuesto por dos
tubos de borosilicato interconectados entre si y
con forma de “U” con un didmetro interno de
2 cm y una longitud total de 154 cm. .

Bomba de

recirculacion|, «
*s | Somda

Mediante el uso de una bomba peristltica |sewn® | O et
(@205 rpm) se realizd la recirculacién neumatica o
del fluido en el interior del TCP mediante el 300
burbujeo en circuito cerrado del gas contenidoen -
el TCP, esto para garantizar el mezclado |
homogéneo del consorcio microalgal con el Figura 3 Fotobiorreactor tubular cerrado (TCP)
medio reduciendo al maximo el dafo mecanico

sobre las células microalgales.

30.0cm

18.0 cm |

7.3 Aproximacion experimental

Para evaluar el efecto de una condicién deseada sobre la actividad fotosintética del
consorcio microalgal, se realizaron los siguientes pasos: El fotobiorreactor se llend con la
biomasa en suspensién, previamente adaptada a las condiciones de pH del medio mineral
sintético seguido del ajuste a las condiciones de temperatura e irradiancia que se muestran
en la Tabla 2. Después, se puso en marcha la bomba peristaltica para recircular el fluido
interno del fotobiorreactor, una vez que la temperatura y el pH se mantuvieron
relativamente constantes, el sistema se cerrd o en su caso se introdujo la concentracién de
sulfuro deseada para luego, cerrarlo, y por ultimo se procedid con la medicidon en linea de
los cambios en la concentracion de oxigeno disuelto y pH. Lo anterior conlleva a una
operacion en lote del fotobiorreactor con un tiempo de duracién de una hora en el cual no
se considera el crecimiento de biomasa. A continuacioén, se describe con mas detalle coémo
se controld cada condicién evaluada.

7.3.1 Efecto de la irradiancia

El TCP fue irradiado mediante luz fria proveniente de LEDs, la irradiancia fue controlada a
través de un potenciémetro o dimmer y medida a través de un medidor de luz (LI-COR
LI250A, EUA).
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7.3.2 Efecto de la temperatura

Un calefactor de aire (Everheat 120193) permitié mantener la temperatura constante en el
TCP; éste fue controlado mediante una rutina programada en DAQFactory que utiliza una
tarjeta de adquisicién de datos Labjack para registrar las variaciones de temperatura, las
cuales son traducidas a voltaje mediante un termopar. Por lo tanto, el programa responde
a las variaciones de temperatura encendiendo o apagando (control on-off) el calefactor
mediante un circuito eléctrico con relevador para controlar la temperatura en el interior del
fotobiorreactor.

7.3.3 Efecto del sulfuro

Las concentraciones de sulfuro disuelto fueron ajustadas a partir de la dilucién de una
solucién stock (2 gS? L%) en el volumen util del TCP. Esta fue elaborada a partir de
NazS-9H,0 al 98% de pureza en agua destilada, previamente tratada en un bafio ultrasénico
para eliminar el oxigeno disuelto contenido en ella y evitar la oxidacion del sulfuro disuelto.

7.3.4 Medicion de la actividad fotosintética

El seguimiento del pardmetro de respuesta se realizé a través de una sonda polarografica
de oxigeno disuelto OD (Orion 081010MD) y de pH (Oakton WD-358801-00) conectadas a
un medidor multiparamétrico (Orion Star A329), que se colocaron en dos puertos que tiene
el TCP y mediante el software Orion Star Com permitio la adquisicion de datos en linea para
luego ser registrados en una hoja de calculo.

7.4 Disefio experimental

La actividad fotosintética depende de varios factores, siendo los mas relevantes durante el
tratamiento de biogas: irradiancia externa, temperatura, pH inicial y concentracién de
sulfuro disuelto (Tabla 2). Debido al gran nimero de combinaciones posibles entre los
factores antes mencionados, y con el fin de optimizar la experimentacién y el ahorro de
recursos, se utilizé un arreglo ortogonal de los factores de acuerdo al método Taguchi, el
cual indica el numero de pruebas y las combinaciones de variables necesarias, junto a sus
niveles en dichas pruebas (Escalante-Vazquez, 2014).

Tabla 2 Disefio experimental para la evaluacion cinética de la actividad fotosintética de un consorcio alcaléfilo microalgal

FACTOR NOMBRE NO. VALOR DE UNIDAD PARAMETRO  NO.
FACTOR NIVELES NIVELES DE EXP.
RESPUESTA
1 \ Irradiancia (lext) 3 15, 50, 120 ME m2s? oD 2
2 \ Temperatura (T) 3 25, 30, 40 °C oD 2
3 | pHinicial 3 7.3,8.5,9.2 oD 2
4 | Sulfuro 3 0,3.2,16 mg L oD 2

El formato general de un arreglo ortogonal se muestra de la forma Ln(a*) donde n es igual al
numero de pruebas o filas de una matriz, mientras que k es igual al nUmero de factores que
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o n

corresponde a las columnas de ésta con “a” niveles. En el caso estudiado, se cuenta con k=4
factores y a=3 niveles para cada uno, y el arreglo ortagonal de Taguchi corresponde a un
arreglo Ls(3%) que resulta en nueve pruebas con dos repeticiones cada una, obteniendo 18
ensayos experimentales en total. La matriz experimental que muestra la combinacién de
factores y niveles para cada prueba se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3 Matriz experimental

Prueba Irradianciaext Temperatura PH inicial [S%] inicial
(RE m?s?) (°c) (mg L)
A 15 25 7.3 0
B 15 30 8.5 3.2
C 15 40 9.2 16
D 50 25 8.5 16
E 50 30 9.2 0
F 50 40 7.2 3.2
G 120 25 9.2 3.2
H 120 30 7.3 16
| 120 40 8.5 0

Con el fin de evaluar la actividad fotosintética del consorcio microalgal como funcién de las
condiciones mas recurrentes durante el tratamiento de biogds en un fotobiorreactor HRAP
a la intemperie; se complementd al disefio experimental ensayos donde la irradiancia fue
constante, variando la temperatura y pH en las pruebas (J, K, L y M) cuyos subindices 1, 2y
3 corresponden a adiciones de un pulso de sulfuro concentrado para obtener una
concentracién de 0, 3.2 y 16 mgS? L respectivamente al interior del mismo TCP, tal y como
se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4 Matriz experimental complementaria con las condiciones mds recurrentes durante el tratamiento de biogds en
un fotobiorreactor HRAP expuesto a la intemperie

Prueba Irradianciaex: Temperatura PH inicial
(HEm?s) (°c)
1 120 30 9.2
K1 120 30 8.5
Ly 120 40 9.2
M, 120 40 8.5
)2 120 30 9.2
K2 120 30 8.5
L, 120 40 9.2
M; 120 40 8.5
J3 120 30 9.2
Ks 120 30 8.5
Ls 120 40 9.2
M; 120 40 8.5
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Para comparar la cantidad de sulfuro que puede ser oxidado a tiosulfato a concentraciones
de 3.2 y 16 mg L'%; se realizaron pruebas en lote y en condiciones abidticas, es decir, sin la
adicion de biomasa dentro del TCP, replicando las mismas condiciones de irradiancia,
temperatura, pH y sulfuro de acuerdo con la Tabla anterior.

7.5 Procedimientos analiticos

Al inicio y al final de cada ensayo se realizaron las determinaciones de los parametros en
muestras liquidas conforme a la Tabla 5, con el fin de conocer el efecto de cada condicién
sobre otros parametros asociados a la actividad del consorcio microalgal, como la fijacién
de carbono inorgdnico, asimilacién de nitrégeno, crecimiento de biomasa microalgal
ademas de la oxidacion de sulfuro y generacidon de subproductos. Para la medicién de
especies azufradas en solucidn, se utilizd un cromatégrafo de iones equipado con una
columna de 0.11 mm (AS11 HC Dionex) y una rutina programada en el software
Chromaleon 6.8 utilizando una temperatura de 30°C, supresién de conductividad de 70 mA,
concentraciéon de eluyente (NaOH) 20 mM y 40 minutos de tiempo de retencidn; asi se pudo
detectar los iones sulfito, sulfato y tiosulfato.

Tabla 5 Parametros de seguimiento experimental

Parametro Principio Técnica/ Equipo

Sélidos Suspedidos Totales (SST) Gravimetria Métodos Standard
A.P.H.A., 2012
Sulfuro (5%) Espectrometria HACH, EE. UU.

Tiosulfato (5203%)

Sulfito (SO3%)

Sulfato (SO4%)

Fésfato (PO4*)

Carbono inorganico (IC) , Analizador CSH y médulo

o Espectrometria . .

Nitrégeno total (N7) quimilumiscente

Shimadzu, Japén

Cromatografia de iones Dionex ICS 2000, EE. UU.

7.6 Cdlculo de la actividad fotosintética microalgal

Cuando las condiciones en el TCP (cada uno de los valores de pH y temperatura
considerados en las Tablas 3 y 4) fueron estables durante cada prueba experimental, se
procedid a cerrar el sistema para que no existiera intercambio de gases con el exterior y
como se indicé anteriormente se midid y grabd en linea la concentracidn de oxigeno
disuelto como funcién del tiempo.

Debido a la necesidad de determinar la concentracion de oxigeno disuelto con respecto al
tiempo, se realizé una regresion lineal (ecuacién 5) en cada uno de los perfiles de OD en
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funcion del tiempo tomando en consideracion un periodo de 30 minutos en la regién de
estado estable de pH y temperatura:

OD =mt+b (5)

El tratamiento de datos fue similar para los perfiles obtenidos a partir de la adicién de
sulfuro al fotobiorreactor, en el cual se considerd el tiempo posterior a la oxidacién en un
intervalo de 20-30 minutos en los ensayos donde existié un aumento de OD. Para un sistema
cerrado, la pendiente obtenida dOD/dt es igual a la tasa de producciéon de oxigeno o
actividad fotosintética del consorcio microalgal. Lo anterior se demuestra mediante un
balance de masa del oxigeno disuelto dentro del fotobiorreactor, que incluye la
transferencia gas-liquido y la produccién o consumo del oxigeno (ecuacién 6).

dDO 0, .

— =Ka| =" —-D0 | +r0i (6)
dt Ho,

Cuando el sistema se encuentra cerrado, el término de transferencia del liquido al gas

(desorcién de O; hacia el aire) es cero y se obtiene la ecuacion 7.

dDO

—— =+r0I°? 7
dt ~ — 2 (7)

La pendiente obtenida se considera la tasa de produccién de oxigeno del TCP o rO,’"; cuyo

valor, al ser dividido entre la biomasa microalgal determinada a partir de la concentracion

promedio de SST obtenida al inicio y al final de cada ensayo experimental, se obtiene la tasa

de produccion de oxigeno especifica (rOzspec) de acuerdo con las ecuaciones 8 y 9.

doD
m=—-= rOY? [ImgL™tmin™1] (8)
rOf?  1mmol0O, 1000 umolO, o .
[SST] X 32 mg X 1m0102 = rOZSpeC [,umolOzL IpviomasaMIN ] (9)

7.7 Modelo cinético de la actividad fotosintética microalgal y calibracion del modelo

Para modelar la influencia de las condiciones de cultivo a la intemperie sobre la actividad
fotosintética del consorcio microalgal mediante la rO; se considerd que, bajo condiciones
suficientes de nutrientes, los factores mas influyentes sobre la actividad fotosintética de
fotobiorreactores utilizados para el tratamiento de biogds fueron la irradiancia,
temperatura, pH y concentracion de sulfuro disuelto conforme a la ecuacién 10.

r0; =107 fuy,) * fory * foom * fs2) (10)
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En el caso de pH y temperatura se interpolaron los valores de rOzspec €n los rangos de 8.5 a
9.2 y 30 a 40°C respectivamente a concentraciones de 0, 3.2 y 16 mgS? L! a través de la
interpolacion kriging utilizando el software estadistico Origin Pro SR1 (Apéndice Ill).

Con el fin de calibrar el modelo, los valores de rOspec fueron normalizados para cada
condicidn de cultivo de tal manera que éstos se encuentren dentro del intervalo de 0 a 1
representados como rO;"?. La determinacién de las constantes que conforman las
expresiones de r0;"? en funcién de los factores mds influyentes fueron calculadas a través
del método de minimos cuadrados utilizando la herramienta Solver de Microsoft Excel
2016.

7.7.1 Irradiancia promedio (lav)

Debido a que la irradiancia externa (lext) proveniente de sol sobre la superficie terrestre
puede alcanzar hasta 2000 uE m?s™. En la superficie de los cultivos, la intensidad efectiva
en cultivos densos de microalgas se evalla como la irradiancia promedio (lay) que recibe
todo el volumen del cultivo, y puede llegar a valores de entre 100 a 300 uE m?s™ (Acién et
al., 1998; 1999). Por ello para estimar el valor de l.y dentro del fotobiorreactor considerando
una geometria cilindrica, se utilizé la ecuacion 11 para calcular la lay a partir de lext (Acién
et al., 1997; de los Cobos-Vasconcelos et al., 2016):

2 [1- [(7 - Cb - kg + 1)e 7 Chkard)]

av " .2 2.2 ’
r Cb? - kgt

(11)

donde r es el radio interno del fotobiorreactor (dm), Cb es la concentracion de la biomasa
(g L'Y) y katt s la constante de atenuacion (dm?g?).

Los modelos tipo Monod derivados por analogia del crecimiento autétrofo de las bacterias
han sido utilizados para la estimacién de rO2"? en funcién de una irradiancia promedio,
donde ésta se considera como sustrato para la fotosintesis de tal manera que el modelo sea
como la ecuacion 12 sin considerar el efecto por fotoinhibicidon que ocurre con valores de
lav mayores a 400 uE m?2s? (Costache et al., 2013):

I
fuw) =703% =——m (12)

donde /v es la irradiancia promedio y kiqv €s la constante de saturacion.

Al utilizar valores de r de 0.2 dm, un Cb promedio de 0.26 g L1 y kqt: de 3.2 dm? g™ (de los
Cobos-Vasconcelos et al., 2016) y la ecuacion 20 para lex de 15, 50 y 120, donde se
obtuvieron |,y de 13.44, 44.78 y 107.48 uE m2s! respectivamente, los cuales se relacionaron
con las rOzspec Obtenidas experimentalmente a concentraciones menores de 3.2 mgS% L!
donde no existe limitacién por los otros factores e inhibicién por sulfuro; el valor de la
constante kjay se determind mediante minimos cuadrados.
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7.7.2 Temperatura

El modelo de Arrhenius fue propuesto para modelar la rO2"? en funcién de la temperatura.
Esta ecuacion se conforma por dos factores preexponenciales (A1, A2) y las energias de
activacién (Eazy Eay) de acuerdo con la ecuacién 13.

—Eq1 —Ea>

fry = rOQ(lTZ) = A,e RT —A,e RT (13)

donde Ea:y Eazson adimensionales mientras que Az y A2 (J mol?), R es la constante de los
gases ideales (8.314 J mol*K) y T (K). El valor de las constantes se determiné mediante
minimos cuadrados.

7.7.3 pH

Un modelo similar al de Arrhenius fue propuesto para modelar la rO;"? en funcién del pH.
Esta ecuacidn se conforma por los factores preexponenciales (B: y B2) y la energia de
activacion C> de acuerdo con la ecuacion 14.

=G
fom =103%, =By —ByePH (14)

2(0H)

donde Bj, B> y C> son adimensionales y el valor de éstos fue determinado por minimos
cuadrados.

7.7.4 Sulfuro

El modelo propuesto para modelar la rO,™ en funcién de la concentracién de sulfuro fue el
de Andrews-Haldane, ya que éste describe la inhibicidon por sustrato de un cultivo en un
reactor de mezcla completa, donde Ks es la constante de saturacion para el sulfuro y K;es
la constante de inhibicion por el mismo de acuerdo con la ecuacidon 15.

1

— l —
fs2y = TOQ(SZZ_) = ) K, [SZ] (15)
TR

donde Ks (mg L) y Ki (mg L) fueron determinados por minimos cuadrados.

7.8 Modelo cinético general y su validacion

Al considerar que las interacciones entre los diferentes factores no se llevan a cabo, un
modelo general se obtiene a partir de la multiplicacién de las ecuaciones modeladas
anteriormente de acuerdo con la ecuacion 16.

0, = romax . ___IEZ___ A :g%l-—‘4 _£¥2 "|By—B %5% !
70, =10, o+ 1 1€ 2€ 1 2€
lav av
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En la ecuacion anterior, rO,;™% es igual al valor mas alto obtenido de rOzspec €n las pruebas
experimentales que, corresponde a 8.8 umol gpiomasa > Min2.

En esta etapa de validacion, se calcularon las rO; mediante el modelo cinético general
(ecuacion 16) en funcién de las diferentes condiciones (factores) que se midieron en un
sistema independiente de cultivo del mismo tipo de microalgas alcaléfilas, que previamente
fueron evaluadas cinéticamente bajo condiciones controladas. A partir de este sistema
independiente se obtuvo la biomasa evaluada mediante los ensayos cinéticos descritos en
la seccién 7.1.

7.8.1 Sistema experimental empleado para la validacion del modelo cinético general

El sistema que se muestra en la Figura 4 comprende un HRAP interconectado con una
columna de absorcidn, ubicado en el techo del Edificio 5 del Instituto de Ingenieria de la
UNAM, donde se ubica la Coordinaciéon de Ingenieria Ambiental; por lo tanto, esta expuesto
a condiciones de intemperie. Fue utilizado para remover CO; y H,S presente en el biogas
sintético alcanzado remociones de 90 y 100 % respectivamente (Franco-Morgado, 2018;
Tabaco-Angoa, 2018).

Medio mineral sintético es alimentado continuamente al interior del fotobiorreactor
(HRAP) mediante una bomba peristéltica; éste cuenta con un agitador de paletas que
permite promover la agitacién necesaria para mantener en contacto el medio mineral con
la biomasa. El efluente del HRAP se distribuye a través de una columna empacada (CC) con
el fin de disminuir la concentracion de oxigeno disuelto generado por la actividad
fotosintética de la biomasa. Posteriormente el liquido es recolectado en un envase para
luego ser alimentado a la columna de absorcion (ABC). A su vez, el biogds sintético, que
contiene CHg4, CO2 y H3S a una composicion de 67.1, 25 y 0.38 %v/v, respectivamente, fue
alimentado a una columna de absorcién ABC, con una relaciéon volumétrica liquido de
recirculacion/biogas (L/G) de 1. El liquido es alimentado a la columna ABC y debido a su
propiedad alcalina, se favorece la transferencia de masa selectiva de los gases CO;y H,S al
liquido alcalino, donde el primero es utilizado como sustrato por la biomasa microalgal y el
segundo es oxidado a sulfato. Posteriormente el biogds compuesto de metano en su
mayoria sale por la parte de arriba de la columna ABC y es recolectado en su totalidad en
bolsas Tedlar® para su cuantificacidon y analisis de su composicion (para mayores detalles
revisar la tesis de Franco-Morgado, 2018).

El sistema completo se encuentra instrumentado de tal manera que un sensor de OD
polarografico (Applikon), pH (Van-London Phoenix) y T (termopar) tanto en el HRAP como
en la columna ABC determinan el valor de los pardmetros cada cinco minutos, asi como la
irradiancia externa (L/I-190/R) que incide sobre el HRAP a lo largo del dia. Las sefales
provenientes de los sensores son procesadas en una tarjeta de adquisicion de datos
(Labjack) para luego ser mostradas en linea por el programa DAQFactory en una
computadora portatil; los cuales en conjunto se consideran como un sistema de
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supervision, control y adquisicion de datos (SCADA, por sus siglas en inglés). Los datos de
oxigeno disuelto registrados fueron utilizados para determinar la rOzyx mediante la
metodologia reportada por Franco-Morgado (2018), que se muestra en el Apéndice IV. Cabe
sefialar que la duracién de adquisicion de datos fue en el periodo que comprende del 21 al
29 de mayo del 2018.

=)
o)

0

Biometano

ABC

TQ-01

-

TQ-01 Tanque para Medio ~ HRAP-Fotobiorreactor de alta TQ-02 Tanque de almacenamiento  ABC-Columna de absorcion  CC-Columna empacada

Mineral tasa para Biogas Sintético Volumen: 0.35 L Volumen: 0.62 L
Volumen: 20 L Volumen: 27.35 L Volumen: 4.19 m3 @ 1500psig Material: PVC Material: PVC
Material: PEAD Material: Fibra de vidrio Material: Acero al carbon

Figura 4 Esquema del Sistema HRAP-Columna de absorcion para el tratamiento del biogds
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8. Resultados

8.1 Consorcio microalgal

La biomasa fue recolectada del HRAP durante los meses de octubre 2017 a marzo 2018 que
corresponde a las estaciones de otofio e invierno en la CDMX, México; estuvo expuesta a
las condiciones de la Tabla 6 por Tabaco-Angoa (2018), a lo largo del periodo de tiempo
mencionado.

Tabla 6 Condiciones en el sistema HRAP-ABC

Pardmetro Minimo Mdximo
Irradiancia (UE m? s%) ‘ 0.20 1064
Temperatura (°C) ‘ 6.3 41.8
pH | 8.0 9.5

En observaciones realizadas por el microscopio éptico invertido (Zeiss, Primovert) se pudo
observar que el consorcio microalgal estuvo compuesto principalmente por clorofitas
(Picochlorum sp.) y cianobacterias (Pseudoanabaena sp.) cuyas caracteristicas fisicas son
redondas y alargadas, como se muestra en la Figura 5. Estos microorganismos fueron
identificados anteriormente en el HRAP mediante la secuenciacion del gen 16S RNA
(Granada-Moreno et al., 2017).

Figura 5 Consorcio microalgal (Picochlorum sp. y Pseudoanabaena sp.) a 40x

Se realizaron observaciones al final de cada prueba experimental (A-1) con el fin de verificar
la actividad fotosintética de la biomasa; se observé de manera cualitativa que Ia
concentracion de sulfuro fue el pardametro que de manera fisica afecta al consorcio
microalgal de tal manera que a concentraciones de 3.2 mgS% L%, el consorcio presentd
movilidad en las muestras observadas; en cambio, cuando fue expuesto a 16 mgS? L, ésta
no fue observada indicando una inhibicion de la actividad por parte de la biomasa. Cabe
mencionar que después de diez minutos, el consorcio recuperd la movilidad en la muestra
observada, debido a la desorcidn de H,S() contenido en ella.
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Caso similar sucede durante las pruebas con adicién consecutiva de sulfuro (J23, K23, Loz y
My,3), donde al final de cada una de ellas se examind en el microscopio una muestra,
encontrandose que las microalgas mostraron la misma movilidad que las pruebas anteriores
a una concentracion de 3.2 mgS?L?, incluso ésta llegd a prevalecer a 16 mgS? L' debido a
que el hidrosulfuro reaccioné con el oxigeno producido en mayor cantidad por la biomasa

expuesta a 120 pE m?s?,
8.2 Caracterizacion cinética experimental de la actividad fotosintética del consorcio

microalgal.
8.2.1 Efecto de la temperatura, irradiancia, pH y sulfuro disuelto.

La Figura 6 presenta los perfiles de evolucion del oxigeno disuelto para las condiciones
experimentales mencionadas en la Tabla 3 (seccién 7.4) a una concentracion de 0 mgS? L.
De manera general se observd que la actividad fotosintética (pendiente temporal de
oxigeno disuelto) depende de la irradiancia y temperatura a la cual el consorcio microalgal
fue expuesto. Cuando el sistema TCP permanecié abierto (tiempo anterior a la linea vertical
marcada en las graficas de la Figura 6) los perfiles de OD fueron evolucionando hasta
alcanzar una tendencia constante cercana a 25 min, considerdndose que se logré un estado
estable en relacion con la condicidn deseada de evaluar, como la temperatura y el pH.

1) 120 PAR - 40°C - 8.5 - 0 mgL" E) 50 PAR - 30°C - 9.2 - 0 mgL" A) 15 PAR - 25°C - 7.3 - 0 mgL"
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Figura 6 Perfiles de OD (m), temperatura (®) y pH (4); sin adicion de sulfuro a diferente PAR [UE m?2 s1]

En esta zona transitoria se observa el aumento de la concentracidon de oxigeno disuelto
como respuesta a la irradiancia a la que fue expuesta la biomasa; seguido de su disminucidn
y del valor de pH debido al aumento paulatino de la temperatura en las condiciones |, Ey A.
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El descenso de la concentracion de OD es atribuido a que el oxigeno es menos soluble en el
liguido a medida que la temperatura aumenta. En la condicién A, el descenso es mas rapido
debido al burbujeo de CO; en el interior del fotobiorreactor, el cual desplaza al oxigeno
presente en el medio debido a su mayor solubilidad con respecto al anterior. En el caso del
pH, la disminucion de su valor inicial con respecto a la temperatura (I y E) se debe a la
reduccién del valor de la constante de disociacidon del H,O y la presencia de CO; (A),
afectando el equilibrio H,CO3/HCO3? presente en el medio provocando su acidificacion. A
la derecha de la linea vertical en las graficas de la Figura 6, se indica el momento en el cual
el sistema TCP fue cerrado y por tanto se aislé sélo la actividad fotosintética del consorcio
microalgal. Para las condiciones |, E y A la concentracién de OD aumentdé de manera
creciente con un valor de pendiente mayor para el ensayo |, favorecido por la irradiancia de
120 uE m? sty pH de 8.5. En el caso de A, la actividad fotosintética es afectada por valores
bajos de irradiancia, temperatura y pH, que se manifiesta en un cambio de concentracién
de OD lento. Para el caso de los perfiles de pH se observé un aumento de éste a lo largo del
tiempo mas notorio para la condicién | y que se relaciona con el incremento de la actividad
fotosintética en comparacién con los otros dos ensayos; cabe mencionar que la tendencia
escalonada que se muestra se debe a la resolucién del medidor de pH utilizado.

En la Figura 7 se muestra el efecto del sulfuro (representante quimico del H,S) sobre la
actividad fotosintética del consorcio microalgal (condiciones G, F y B) después de su adicidn
como pulso para alcanzar una concentracion en el TCP de 3.2 mg L'; donde se aprecia una
zona donde la concentracion de OD ligeramente disminuye, lo cual es relacionado con la
reaccidon quimica de oxidacion, principalmente del ion hidrosulfuro (HS’, predominante en
pH de 8.5y 9.2) con el OD. Después de cierto tiempo el HS es rapidamente oxidado dentro
del sistema y se observa que no presenta un efecto nocivo sobre la biomasa, lo cual se
refleja en el aumento paulatino de la concentracién de OD. Cabe mencionar que en la
condicién G se alcanzd una concentraciéon de 12 mg L' a pesar de una temperatura de 25°C
y un pH de 9.2 comparada con la condiciéon | de 40°C y 8.5 respectivamente, sin la adicién
de sulfuro. Lo anterior muestra que a 3.2 mgS% L la actividad fotosintética fue promovida.
Con respecto a las condiciones F y B, el tiempo de respuesta para que haya aumentado el
OD fue de 20 minutos para los dos casos, indicando una inhibicion de la actividad
fotosintética del consorcio microalgal por el sulfuro utilizado durante ese lapso hasta que
el OD del medio fue capaz de oxidarlo.

En el caso de F, el pH de 7.3 favorece la concentracidon de H.S sobre el HS™ en el medio,
provocando que no exista un aumento instantdaneo del OD a pesar de la irradiancia de 50 y
la temperatura de 40°C que deberia favorecer la actividad fotosintética. Lo anterior
demuestra lo reportado por Miller y Bebout (2004), donde se menciona que el H,S inhibe
el transporte de electrones durante el rompimiento del H,O en el complejo evolucionante
de oxigeno (OEC, por sus siglas en ingles). Un caso similar sucede en B, donde a un pH de
8.5 se favorece el incremento del HS en el medio, pero debido a que la irradiancia y
temperatura son bajas con respecto a F, la actividad fotosintética es limitada.
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G) 120 PAR - 25°C -9.2-3.2mgL"  F)50 PAR-40°C -7.3-32mgL"  B) 15 PAR - 30°C - 8.5 - 3.2 mgL"
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Figura 7 Perfiles de OD (®), temperatura (®) y pH (4 ) con 3.2 mgL? de sulfuro a diferente PAR [LUE m?Z s1]

En la Figura 8 se muestra el efecto que se tiene con la adicion de 16 mg L™ de sulfuro sobre
la actividad fotosintética en las condiciones H, Dy C.

H) 120 PAR - 30°C - 7.3 - 16 mgL" D) 50 PAR - 25°C - 8.5 - 16 mgL" C) 15 PAR - 40°C - 9.2 - 16 mgL"
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Figura 8 Perfiles de OD (=), temperatura (®) y pH (4 ) con 16 mgL? de sulfuro a diferente PAR [UE m?2 s]
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Para la condicién H se observa que la actividad fotosintética se ve limitada a un pH de 7.3
aun con valores de irradiancia y temperaturas favorables. La concentraciéon de OD se ve
afectada por la cantidad de sulfuro disuelto en el medio debido a la reaccién de oxidaciéon
qguimica del HS" y no existe una respuesta del consorcio microalgal reflejada en un posible
aumento de OD al menos en el tiempo evaluado, por lo que sugiere una inhibicidon de la
actividad de la biomasa a la concentracion remanente de sulfuro en forma de la especie
H.S(.) que probablemente inhibe el transporte fotosintético de electrones durante la
primera reaccion donde el H,0 es separado en el OEC. (Miller y Bebout, 2004). Sin embargo,
no se descarta que exista una fotosintesis anoxigénica realizada por las cianobacterias
presentes en el consorcio microalgal utilizando el sulfuro como fuente de electrones para
transferirlos en el fotosistema | mediante la coenzima sulfuro quinonaoxidoreductasa (SQR)
de acuerdo con Theissen et al., (2003).

Un caso similar sucede durante la condicién C, donde a pesar de un pH alcalino y de la
oxidacién de HS por su mayor proporcién en el medio, se observa una inhibicién de la
actividad fotosintética limitada por la irradiancia y que se ve reflejada en la disminucién de
pH. En la condicidn D se aprecia que la concentracién de OD durante la oxidacién quimica
disminuye como se esperaba; sin embargo, mostré un efecto inhibitorio mucho menor
comparado con los ensayos H y C sobre la actividad fotosintética de la biomasa. Cabe
mencionar que el valor de pH aumenta ligeramente conforme la concentraciéon de OD lo
hace; este efecto se le atribuye a la actividad fotosintética, pues el sistema acuoso debe
compensar la disminucién de HCO3? consumido por la biomasa mediante la produccién de
iones OH" para alcanzar nuevamente un estado en equilibrio.

8.2.2 Tasa de produccidn especifica de oxigeno

En la Figura 9 se muestran los valores de biomasa microalgal suspendida junto con sus
respectivas rOzspec, donde se obtuvo 7.11 y 4.3 umolO; gviomasa > Min™t en las pruebas G e |
respectivamente y que corresponden a irradiancias de 120 y se aprecia el efecto positivo
que tiene el sulfuro sobre la biomasa como es el caso de G con un aumento del 65% con
respecto a I. Caso contrario sucede en las demds pruebas con valores por debajo de 4
umolO3 ghiomasa - Mint donde se utilizaron 15 y 50. En los ensayos C y H, donde se expuso la
biomasa a 16 mg L'* de sulfuro, el valor de rOzspec resulté nulo. El analisis ANOVA indica con
un 95% de confianza los factores mas significativos que influyen en la rOzspec por orden de
importancia son: la concentraciéon de sulfuro, pH e irradiancia como se muestra en el
Apéndice V, seccion 13.5.1; si se requiere conocer el efecto que causa la interaccién entre
factores es necesario realizar mds ensayos.
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Figura 9 Valores promedio de la concentracién de biomasa y rOzspec

Los valores obtenidos de rOxspec Se hallan dentro o por debajo del orden de magnitud de
algunos trabajos reportados, como se muestra en la Tabla 7; tal es el caso con de los Cobos-
Vasconcelos et al., (2016). En cambio, la diferencia con los valores de Costache et al., (2013)
y Camejo-Gonzdlez et al., (2017) se encuentra principalmente en el uso de otro tipo de
microalgas no alcaldfilas, ademas que emplearon mayores irradiancias, de 400 y 300,
respectivamente.

Tabla 7 Valores de rOzs.c a diferentes condiciones de irradiancia, temperatura, pH y concentracién de sulfuro

rO,spec lav, T, pH, [S*] Referencia
(umOIOZ gbinmasarl min—1)

1.37-2.10 104,27,10,0 de los Cobos et al., (2016)
46.0 400, 35,8.0,0 Costacheetal., (2013)
32.8 300,24,7.5,0

Camejo-Gonzalez et al., (2017)
20.3 300,24,7.5,5

8.3 Pardmetros de seguimiento asociados al crecimiento y asimilacion de nutrientes
8.3.1 Biomasa

La determinacién de SST fue utilizada con el fin de monitorear la cantidad de biomasa que
se presentd al inicio y al final de cada prueba experimental. Los valores se muestran en la
Figura 10, donde se observa la existencia de una variaciéon no significativa entre las
concentraciones iniciales y finales de SST, lo que puede atribuirse al error experimental del
método; por tanto, se asumid que, durante el tiempo de experimentacién durante todos
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los ensayos, el crecimiento de la biomasa microalgal fue nulo. Lo anterior fue confirmado
mediante un andlisis ANOVA, donde se indica con un 95% de confianza que no existen
diferencias significativas en las concentraciones iniciales y finales de la biomasa.

V7] Biomasa, ___ Biomasa_
0.50
0.45 B
0.40 B
0.35 4 _

I T pHIS]
A 15 25 73 0
B 15 30 85 3.2
C 15 40 92 16
D 50 25 85 16
E 50 30 92 0
F 50 40 73 32
1 18120 25 92 32
H 120 30 7.3 16
1120 40 85 0

%

TR
MNNNN
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SST(gL™)
o
S
1 N
N

Prueba

Figura 10 Concentracidn de SST al inicio y final en cada prueba experimental

8.3.2 Carbono inorganico (IC) y nitrégeno total (N7)

La Figura 11° muestra las concentraciones promedio de carbono inorganico obtenidas
durante las pruebas experimentales. En ella se observa un consumo aparente de carbono
inorganico por parte de la biomasa en las pruebas G e | debido a los altos valores de
120 uE m?s™* donde se favorece la actividad fotosintética del consorcio microalgal; sin
embargo, en la prueba A con pH de 7.3 el consumo es menor. En cambio, que en Fy H la
concentracion final es mayor debido al incremento de IC, derivado del burbujeo de CO; para
disminuir el pH de 8.5 a 7.3 del medio mineral. Los mayores consumos obtenidos fueron las
pruebas G e | que corresponden a un 68.25 y 69.16 mg L respectivamente comparadas con
las restantes. Cabe mencionar que la concentracion de IC fue variable en las pruebas de pH
9.2 y 85 que corresponden a una concentracion de 2400 y 1953.5 mgICL*
respectivamente, ya que se tuvo que acondicionar la proporcién HCO3*/COs* para la
obtencidn de éstos, sin limitar la cantidad de carbono necesario para la biomasa; de acuerdo
con Markou et al., (2014) algunas especies de microalgas son capaces de tolerar hasta
7200 mgIC L.

41



a) VZA Inicial 4 Final b) Inicial Final

3000 350
300 r T I J
2500 -| 1 i I T pHI[S]
] PR i’i 1 I I“ S i oI 1A
250 N % N Rl | A5 25730
2000 -| o T igz 1 1IN W Ny | |[B 15 30 85 32
—~ ~ c
2 i B ii %{Z 2004 \ N ° 15 40 92 16
91500 4 lo | N | 50 25 85 16
£ %150A | |[E 50 30 92 0
91000 | | |F 50 40 7.3 32
| 1 1004 1 6120 25 92 32
| ] |H120 30 73 16
500+ 1 504 1 ' 120 40 85 0
0 0
A B C D E F G H A B C D E F G H
Prueba Prueba

Figura 11 Concentraciones de IC (a) y Nt (b) al inicio y final en cada prueba experimental

La Figura 11° muestra las concentraciones de nitrégeno total donde se tiene un
comportamiento similar con respecto al IC, donde el consumo aparente de Nt aumenta a
medida que la irradiancia es mayor como fue el caso de G, H e | con respecto a las demas;
sin embargo, en la prueba C los valores tienden a permanecer constantes indicando una
baja actividad fotosintética de asimilacién debido a las condiciones desfavorables debidas
a una irradiancia de 15 y 16 mgS* L. Aunque las concentraciones de Nt obtenidas
estuvieron por debajo de los esperado (medio mineral con 350 mgNt L), se pudo observar
el comportamiento mencionado anteriormente. Los mayores consumos de Nt obtenidos
fueron las pruebas G, H e | que corresponden a 8.85, 9.74 y 15.96 mg L respectivamente.
Estos pueden estar relacionados con la actividad fotosintética favorecida por una irradiancia
de 120y temperaturas de 25, 30 y 40°C. La alta desviacidn estandar presente en las pruebas
A, C, Ey F es atribuida a la variacién que existié en la determinacion cuantitativa de este
parametro antes y después de que el equipo con el que se hicieron las mediciones recibid
mantenimiento. A pesar de que en la mayoria de los ensayos existié un consumo aparente
de IC y Nt, el valor de las desviaciones estandar entre inicio y al final de los ensayos indican
gue el consumo no fue significativo; por lo tanto, se considerd que el crecimiento de la
biomasa fue nulo durante los ensayos en el TCP. Lo anterior fue confirmado mediante un
andlisis ANOVA (Apéndice V, seccidn 13.5.2), donde se indica con un 95% de confianza que
no existen diferencias significativas en las concentraciones iniciales y finales de IC y Nr.

8.3.3 Sulfato (SO4?)

La Figura 12 muestra las concentraciones de sulfato en cada prueba experimental. En
general se observa que las concentraciones de SO4% tienden a permanecer constantes al
inicio y al final de cada prueba indicando que no existié un consumo de este compuesto.
Ademas, los valores de concentracion inicial se encuentran cercanos a la concentracion
deseada de 0.71 gSO4% L por debajo de la concentracién inhibitoria de 2.40 gSO4% L
reportada por Mera et al. (2016). Para la prueba H e | la desviacion estandar es alta y se le
atribuye a un error experimental durante la dilucidn de la muestra. El analisis ANOVA indica

42



con un 95% de confianza que no existe diferencia entre la concentracidén inicial y final de
sulfato (Apéndice V, seccién 13.5.2).

Inicial ZZ) Final

o I T pH[S]

A 15 25 73 0
B 15 30 85 32
1 [€ 15 40 92 16
D 50 25 85 16
7 |E 50 30 92 o0
F 50 40 7.3 3.2
- G120 25 9.2 3.2
H 120 30 7.3 16
< |1 120 40 85 o0

Prueba

Figura 12 Concentraciones de sulfato al inicio y final en cada prueba experimental

8.3.4 Fosfato (PO4%)

La Figura 13 muestra las concentraciones iniciales y finales de fosfato obtenidas al inicio y
al final de cada prueba experimental. En todas las pruebas la concentraciéon fue mayor a
0.54 gP0O4> LY, que corresponde a 0.17 gP-PO4> LY; por lo tanto no representé una
limitacion por fésforo de la actividad fotosintética, ya que de acuerdo con Rocha et al.
(2018), al menos una concentracion de 0.71 mgP-PO4? L! es requerida. En la mayoria de las
pruebas se observa que la concentracién de PO4% permanece constante. La desviacion
estandar en las pruebas A, G, Helrefleja la variacion de este compuesto durante la
preparacion del medio mineral. El andlisis ANOVA (Apéndice V, seccion 13.5.2) indica con
un 95% de confianza que no existe diferencia entre la concentracién inicial y final de fosfato.

Inicial 7ZZZ Final

1.0
0.9+ Bl
0.8 4 Bl
1 I | T pH [S]
0.7 7 |A 15 25 73 0
1 B 15 30 85 32
—~ 0.6 7 |€ 15 40 92 16
1 D 50 25 85 16
2 054 1 |E 50 30 92 0
— 1 1 |F 50 40 7.3 32
"’O" 0.4 4 - |G 120 25 92 32
o 1 |H120 30 7.3 16
= 0.34 4 |1 120 40 85 0
0.2+ Bl
0.1+ Bl
0.0
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Figura 13 Concentraciones de fosfato al inicio y al final en cada prueba experimental
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8.3.5 Nitrato (NO3’)

La Figura 14 muestra las concentraciones de nitrato obtenidas durante cada prueba
experimental, donde los valores al inicio y al final de cada uno tienden a permanecer
constantes y alrededor de la concentracion deseada de 1.55 gNOs™ L' que corresponde a
350 mgN-NOs" valor por encima de los obtenidos con el equipo de determinacién de Nr;
ademas se encuentran por debajo de la concentracidn inhibitoria de 6.2 gNOs L™ reportada
por Jeanfils et al. (1993). Cabe mencionar que la desviacién estandar en las pruebas H e |
reflejan un error experimental durante la diluciéon de la muestra inicial. A pesar de lo
anterior, el analisis ANOVA (Apéndice V, seccidén 13.5.2) indica con un 95% de confianza que
no existe diferencia entre la concentracién inicial y final de nitrato.

Inicial ZZ Final
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2.0
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/

D 50 25 85 16
E 50 30 92 0
F 50 40 7.3 32
G 120 25 9.2 32
H 120 30 73 16
! 120 40 85 0

[NO (g L")

At

Figura 14 Concentraciones de nitrato al inicio y al final en cada prueba experimental

8.4 Pardmetros de seguimiento asociados a la oxidacion de sulfuro y produccion de
intermediarios

8.4.1 Hidrosulfuro (HS") y tiosulfato (S20s%)

La Unica especie intermediaria presente en el mecanismo de oxidacién de H,S/HS detectada
mediante el cromatégrafo de aniones fue el tiosulfato, mientras que el pentasulfuro (Ss%) y
sulfito (SO3*) no fueron detectados en el tiempo de duracién de las pruebas
experimentales. La Figura 15 muestra el balance de masa de azufre disuelto, que incorpora
al hidrosulfuro y al tiosulfato obtenido durante las pruebas experimentales, y se compara
con el tiosulfato teéricamente producido por la reaccién del sulfuro consumido. El tiosulfato
tedrico se calculd a partir de las ecuaciones estequiométricas (17) y (18) de oxidacién
abidtica de sulfuro con oxigeno disuelto y vélidas para la condicién alcalina presente
(Gonzalez-Sanchez y Revah., 2007).
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Figura 15 Balance de masa de hidrosulfuro (a) y tiosulfato (b) en las pruebas con sulfuro

En la Figura 153, se observa los resultados para las pruebas B, F y G, donde el pH es de 8.5,
7.3y 9.2, respectivamente, y la concentracién inicial de 3.2 mgS? L en todas, se nota que
la mayoria del HS™ presente en el medio se oxidd de manera quimica y casi en su totalidad.
En cambio, en C, D y H, donde la concentracion inicial de sulfuro es de 16 mgS%* L, el HS no
fue consumido en su totalidad probablemente debido a limitacion por oxigeno disuelto.

El rendimiento a S;03% se muestra en la Figura 16 y fue calculado como la cantidad de
tiosulfato obtenido experimentalmente entre el tiosulfato tedrico que se muestra en la
Figura 15P. El alto rendimiento hacia tiosulfato es favorecido por un pH alcalino de 8.5y 9.2,
donde se obtuvo un mayor rendimiento en las pruebas By G comparadas con la Cy D debido
a una menor concentracion de sulfuro utilizado. Una mayor tasa de produccién de oxigeno
del consorcio microalgal promovida por una irradiancia de 120 uE m?s*pudo aumentar el
rendimiento en G respecto a D; aunque no se observa el mismo comportamiento en B, si lo
hace en F a pesar del pH de 7.3. El tiosulfato es un compuesto tolerado por la biomasa al no
inhibir su actividad fotosintética (Krauss y Schmidt, 1987). Por otro lado, la actividad
fotosintética reflejada en la rOzspec pudo ser promovida por las condiciones de temperatura
como es el caso de By F de 30 y 40 °C respectivamente.
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Figura 16 Rendimiento a tiosulfato y rOzsec €n las pruebas con sulfuro

En el caso de H, el bajo rendimiento obtenido significa que el sulfuro adicionado no
reacciond en su totalidad, acumuldndose como H,S y HS a pH neutro. El H,S residual pudo
inhibir la rOzspec de la biomasa; hay que recordar que H corresponde al ensayo con
16 mgS% L. Un caso similar sucede con el ensayo C, donde también existid inhibicion; la
diferencia radica que el rendimiento fue mayor debido al pH de 9.2 donde la mayor
proporcién de sulfuro existio6 como HS™ que reacciond con el OD del medio. La inhibicion
implica que el valor de rOzspec €5 cero.

8.5 Efecto de la temperatura, pH y adiciones consecutivas de sulfuro disuelto

La Figura 17 muestra los valores de OD, pH y temperatura a lo largo de 230 min en operacion
del TCP y bajo las condiciones J1,2,3 de la Tabla 4 (seccién 7.4). Se observa la evolucion de
estos pardmetros para cada etapa durante la adicién de un pulso de sulfuro, delimitadas
por una linea punteada. La primera linea indica la no adicién de sulfuro, la segunda la
concentracién de 3.2 mgS* L' y la tercera de 16 mgS? L1 La temperatura se mantuvo
constante a lo largo del tiempo en 30 °C con ligeras fluctuaciones que son tipicas de un
control-off. En cambio, el pH tiende a aumentar de manera paulatina debido a la liberacion
de iones OH" durante la fotosintesis efectuada por el consorcio microalgal. En la primera
etapa se observa que, al cerrar el fotobiorreactor, la concentracion de OD tiene un aumento
lineal. Pasado una hora de operacidn, el fotobiorreactor es abierto y la concentracién de
OD disminuye a 9 mg L' indicando una desorcién de O al exterior (atmdsfera).
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Posteriormente cuando se le adiciona un pulso de sulfuro disuelto concentrado al TCP para
registrar una concentracion de 3.2 mgS> L, se observa que la oxidacién de éste fue muy
rapida, indicada por la pendiente de consumo de OD. Posteriormente la concentracion de
OD vuelve a aumentar de manera lineal y la pendiente tiende a ser mayor que en la primera
etapa debido al efecto que tiene el sulfuro en mejorar la actividad fotosintética a baja
irradiancia (lext<125 puE m?s™) de acuerdo con Klatt et al. (2015).

En la tercera etapa, donde se adiciond nuevamente sulfuro para lograr una concentracion
de 16 mgS* L%, se observé el consumo lineal de OD por la oxidacidn de sulfuro, seguido de
una disminucién de la concentracion a una tasa menor, indicando posiblemente la
oxidacion de pentasulfuro a tiosulfato (Gonzalez-Sanchez y Revah., 2007).
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Figura 17 Perfiles de OD (®), temperatura (®) y pH (4 ) de la prueba J a 120 PAR [UE m2 s1]

También se observa un periodo de 10 min donde la concentracién de OD no cambia, debido
a que la tasa de produccidon de O y la velocidad de consumo de éste tienden a ser las
mismas; esto sucede hasta el momento en que la concentracién de especies azufradas a ser
oxidadas fue suficientemente baja y entonces permitié un incremento del OD tal como se
observa en el intervalo de 165 a 230 min. Cabe mencionar que la tasa de produccién de
oxigeno es menor con respecto a la primera y segunda etapa indicando el efecto inhibitorio
de los intermediarios generados por la oxidacion del sulfuro sobre la actividad fotosintética

del consorcio microalgal.

En la Figura 18 se muestra las pruebas Ki2,3 con pH de 8.5 del medio. Comparando estos
perfiles con los correspondientes a J1,2,3 (pH 9.2), se puede observar que la rapidez con la
gue el pH aumenta durante el trascurso del tiempo y su velocidad es mayor que los ensayos
J1,23. Este efecto es mas notorio debido a que la capacidad amortiguadora del medio es

menor a la que es utilizada en J.
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La concentracién de OD muestra una tendencia similar a J; sin embargo, las pendientes de
cada etapa tienden a ser mayores; esto se le atribuye a que las condiciones de pH vy
temperatura favorecen la actividad fotosintética del consorcio microalgal. Con respecto a
la oxidacidn de sulfuro, tiende a ser similar la segunda etapa con la correspondiente en J,
pero difiere con la tercera ya que no se observa el intervalo donde la concentraciéon de OD
permanece constante. El efecto negativo por la concentracion de 16 mgS? Lt en la actividad
fotosintética se demuestra con la disminucion de la pendiente OD comparada con las etapas
uno y dos de este ensayo.
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Figura 18 Perfiles de OD (®), temperatura (®) y pH (4 ) de la prueba K a 120 PAR [UE mZ s1]

La Figura 19 muestra las pruebas Li2,3, con mayor temperatura que en las pruebas J1,23. El
comportamiento del pH es similar al que sucede con las pruebas J. En cambio, las
pendientes de OD tienden a ser menores en cada etapa debido a la alta temperatura.
Después de la adicidn del pulso de sulfuro, el consumo de OD mads pronunciado, indicando
una tasa de oxidacién favorecida por la temperatura, y posteriormente el OD vuelve a
aumentar.
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Figura 19 Perfiles de OD (®), temperatura (®) y pH (4 ) de la prueba L a 120 PAR [UE m?2 s71]

La Figura 20 muestra las pruebas Mi,»3. Presenta un comportamiento similar al de las
pruebas Ki3; la diferencia se encuentra en las pendientes de OD, que tienden a ser
menores, debido a los intermediarios generados y la temperatura que limita la actividad del
consorcio microalgal, mientras que el aumento de pH a lo largo del tiempo es muy parecido.
En el caso de la etapa 1y 2 el consumo de OD tiende a ser lineal; sin embargo, en la etapa
2 se observa una tasa de consumo diferente donde después de cierto tiempo la
concentracion permanece constante seguido del aumento positivo de la concentracién de

OD.
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Figura 20 Perfiles de OD (=), temperatura (®) y pH (4 ) de la prueba M a 120 PAR [HUE m2s1]
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8.5.1 Tasa de produccion especifica de oxigeno

La Figura 21 muestra un resumen de las velocidades de produccion de oxigeno como
respuesta a la variacién de la temperatura y pH a una irradiancia de 120. Se observa que
en la etapa 1, donde el consorcio microalgal no estuvo expuesto al sulfuro, los valores de
rOzspec €n general son ligeramente mas altos a una temperatura de 30°Cy un pH de 8.5. A
un pH de 9.2 se obtienen valores de rOzspec Similares a temperaturas de 30 y 40°C; mientras
que a un pH de 8.5 la rOzspec se ve afectada por 40°C. Cabe recordar que el sistema
permanecié cerrado por lo que la rOzspec No depende de la solubilidad de O, en el medio
sino del efecto de la temperatura y pH sobre la biomasa.
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Figura 21 Valores de rOsspec en las pruebas J, K, Ly M a 120 PAR [HE m2 5]

En la etapa 2, a la concentracidn de 3.2 mgS? L%, se observa que los valores de rOzspec @ un
pH de 9.2 y 8.5 aumentan un 50 y 21 por ciento respectivamente, con respecto a cuando
no se le adiciona sulfuro a una temperatura de 30°C; el caso contrario sucede a 40°C, donde
solo existe un aumento del 15% a un pH de 8.5 y no presenta un cambio a 9.2. En la etapa
3, a la concentracién de 16 mgS? L, se observa que a 30°Cy pH de 9.2 y 8.5 los valores de
rO:zspec disminuyen un 47 y 28% con respecto a los alcanzados en la etapa 2, de manera que
se confirma el efecto desfavorable de un exceso del sulfuro sobre la actividad fotosintética
del consorcio microalgal. En el caso de 40°Cy a un pH de 9.2 y 8.5, no se percibe un efecto
adverso pues los valores de rOzspec SON similares a la etapa 2. El analisis ANOVA con un 70%
de confianza indica que la temperatura, como su interaccidn con la concentracién de sulfuro
es significativa. La manera de aumentar su certidumbre es comparando con mas datos
experimentales. Una manera de observar la influencia que tiene la temperatura, pH inicial,
concentracion de sulfuro e irradiancia constante sobre la rOzspec fue mediante un grafico
3D. Este fue elaborado a través de Origin Pro8 SR1, que es un software computacional para
graficos y analisis de datos. Mediante el uso de la interpolacidon kriging de datos obtenidos
de rOzspec durante las pruebas continuas, se obtuvo la Figura 22, donde se muestra la
influencia de las variables mencionadas anteriormente.
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Figura 22 Efecto de la rO,spec a diferente temperatura, pHinicial Y concentracion de sulfuro a 120 PAR [UE m? 5]

En el caso de 0 mgS* L}, se observa que el valor mas alto de rOzspec Se alcanza a una
temperatura de 30°C y a un pH de 8.5 donde estas condiciones son similares para la
obtencién de los valores dptimos reportados por Costache et al. (2013) para la microalga S.
almeriensis. La tendencia general de los valores de la rOzspec €5 inversa con respecto a la
temperatura y el pH. El caso contrario sucede sdlo a 40°C donde a medida que el pH
aumenta, también incrementa levemente el valor de la rOzspec Y que corresponden a
condiciones a las cuales el consorcio microalgal puede adaptarse favorablemente. En el caso
de 3.2 mgS% L'}, se observa que la rOzspec €5 favorecida llegando a valores por arriba de los
gue se obtienen sin la adicién de sulfuro, confirmando el efecto benéfico que se tiene sobre
la actividad fotosintética del consorcio microalgal (Klatt et al., 2015). Por otra parte, se
muestra que a una temperatura de 30°C y un pH de 8.5 y 9.2 se obtienen los valores de
rOzspec MAs altos. Parece existir una disminucidn lineal de éstos conforme la temperatura
aumenta a distinto pH hasta alcanzar los 40°C, donde los valores de rOzspec SON bajos pero
mayores a los obtenidos sin sulfuro. En el caso de 16 mgS? L%, se observa que en el rango
de 30-33°C los valores de la rOzspec S€ €ncuentran por debajo a los obtenidos sin la adiciéon
de sulfuro debido al efecto nocivo sobre la actividad fotosintética; sin embargo, a medida
que se incrementa la temperatura y el pH, la rOzspec aumenta hasta alcanzar valores por
arriba de los mencionados. Lo anterior puede deberse a la disminucién del efecto nocivo
del sulfuro, el cual es convertido a especies menos toxicas (p.e. tiosulfato) con velocidades
mas altas a temperaturas por arriba de 33°C promoviendo que la actividad fotosintética del
consorcio microalgal sin inhibiciéon aparente por sulfuro.
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8.5.2 Formacion de tiosulfato

La especie predominante de la oxidacién de sulfuro durante las pruebas de su adicién
continua fue el S;03%. En el caso de una concentracion inicial de 3.2 mgS% L (Figura 23?)
los valores de rendimiento a tiosulfato tienden a ser similares para las pruebas bidticas y
abidticas, donde a 40°Cy pH 8.5 se estimaron los mayores rendimientos cercanos a 0.83. A
30°C, el rendimiento en la prueba bidtica es mayor con respecto al abidtico y esto pudo
deberse a la mayor produccidon de oxigeno, cuya acumulacion como OD en el liquido
favorecié mas la oxidacién de sulfuro a tiosulfato.

a)120 PAR, 3.2 mgS*L"  [Z A Biotico 23 Abio tico 10 b)120 PAR, 16 mgS"L”" [z Bio'tico [57J Abio tico

084}V A& J T T 0.8
L T Wz ]
ks : ] B
3 =}
& 06+ 8 06+ 7
© (0]
L 8] T
& 041 & 04+ - T
E E J
2 2
(0] [0)
@ 0.2 o 0.2
0.0 0.0
30°C, 8.5 30°C, 9.2 40°C, 8.5 40°C, 9.2 30°C, 8.5 30°C, 9.2 40°C, 8.5 40°C, 9.2
Temperatura y pH Temperatura y pH

Figura 23 Rendimiento a tiosulfato en pruebas bidticas y abidticas con 3.2 (a) y 16 (b) mgS2-L'1 a 120 PAR [UE m2 s1]

Para el caso de 16 mgS? L, que se muestra en la Figura 23®, se obtuvieron rendimientos a
tiosulfato mayores de 0.6, donde el valor mas alto (0.75) se obtuvo a 30°C y un pH de 8.5
en condiciones bidticas. Lo anterior contrasta con los valores de rendimiento obtenidos en
condiciones abidticas que se encuentra por debajo de 0.4, indicando que el oxigeno
producido por la actividad fotosintética y acumulado en el medio resultd el reactivo
limitante de la reaccidn entre el sulfuro con el oxigeno para producir tiosulfato.

En la Figura 24 se muestra el grafico 3D obtenido a partir nuevamente de la interpolacién
de datos utilizando la regresidn kriging, donde se presenta el comportamiento que tiene el
rendimiento a tiosulfato con respecto a la temperatura y el pH, para los dos valores de
sulfuro en las pruebas bidticas.

Para el caso de 3.2 mgS* L%, se muestra que los rendimientos a tiosulfato tienden a ser
mayores de 0.8 a temperaturas entre 30 y 32°C y pH entre 8.5 y 8.6. A medida que se
incrementan los valores de las variables anteriores, el rendimiento a tiosulfato tiende a
disminuir de manera lineal debido a que la actividad fotosintética se ve afectada también.

Para el caso de 16 mgS? L%, los valores muestran una tendencia similar a la anterior, donde
los rendimientos a tiosulfato mds altos de 0.7 a 0.75, se encuentran entre el rango de
temperatura y pH mencionado anteriormente. Cabe recordar que estos rendimientos son
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obtenidos durante una hora de experimentacion, por lo que los valores podrian seguir
aumentando a medida que el tiempo transcurre.

[S*],=3.2mgL"

Rendimiento 820
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Figura 24 Efecto del rendimiento a tiosulfato con diferente temperatura, pHinicial Y concentracidn de sulfuro
8.5.3 Consumo de oxigeno

El consumo de O; en las pruebas bidticas y abidticas fue calculado a partir de las ecuaciones
estequiométricas (16) y (17), donde se considerd el O, necesario para producir el S,03%
obtenido experimentalmente. En la Figura 252 se muestran los consumos de O; cuando fue
adicionado 3.2 mgS% L'y se observa que el consumo para las pruebas bidticas se encuentra
entre 2.6 y 2.85 mg L™ mientras que en las abidticas fue de 1.7 a 2.1 mg L1, resultando en
general un incremento en el consumo promedio de 43.4% con la presencia de biomasa.
Como era de esperarse, el consumo de oxigeno es mayor cuando fue adicionado 16 mgS? LY,
tal como se muestra en la Figura 25°; lo anterior se debe a que se requiere mayor cantidad
de O3 para oxidar el sulfuro. Para el caso de las pruebas bidticas, la cantidad de O presente
en el medio es mayor debido a la actividad fotosintética de la biomasa que induce consumos
entre 10.5 a 12.5 mg L%, ademads que a 40°C la oxidacion es favorecida por la temperatura.

El caso contrario sucede en las pruebas abidticas, donde el consumo de O; resulta entre 6
a 6.5 mg L, demostrando que el oxigeno es el reactivo limitante para las reacciones de
oxidacion del sulfuro. En general, el consumo promedio de O; se incrementa un 84% para
las pruebas bidticas comparado con las abidticas, independientemente de las condiciones

de pH y temperatura. Por lo tanto, la actividad fotosintética de la biomasa favorece que los
rendimientos a tiosulfato sean mas altos.
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Figura 25 Consumo de O; en pruebas bidticas y abidticas con 3.2 (a) y 16 (b) mgSZL? a 120 PAR [UE m2s1]
8.5.4 Carbono inorganico (IC) en pruebas consecutivas

El IC en las pruebas continuas fue determinado mediante el promedio de la concentracion
inicial y final obtenida durante las mismas; los valores se muestran en la Figura 26 y son

diferentes a un pH de 9.2 y 8.5 mientras que a una temperatura de 30 y 40°C son similares
en cada uno de los anteriores.
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Figura 26 Concentracidn de IC promedio en pruebas continuas a 120 PAR [HUE m2s1]

La diferencia se debe principalmente a la cantidad de HCOs; y COs* utilizado para
proporcionar el pH deseado en el medio mineral sintético.

Adicionalmente, se estimé la diferencia del promedio de carbono inorganico disuelto con
respecto al valor inicial presente en el medio durante los ensayos anteriores, la cual oscila
entre 130 y 151 mg L' y que representan entre el 6 y 7% del IC inicial para un pH de 9.2 y

8.5, respectivamente. Por lo tanto, se confirma el nulo crecimiento del consorcio microalgal
durante los ensayos.
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8.5.5 Tasa de fijacidon de CO;

Con la finalidad de estimar la tasa de fijacion o consumo de CO, del medio acuoso de cultivo
durante los anteriores ensayos, se propuso calcular la concentracién de CO; basado en las
mediciones experimentales de IC, pH y temperatura. A continuacién, se describe el
procedimiento y resultados.

El valor promedio de IC fue utilizado para determinar la concentracion de CO; disuelto a lo
largo del tiempo de duracion de las pruebas, mediante la ecuacion (19); mientras que la
concentracion de iones H* fue estimada por las ecuaciones (20) y (21).

Ic
DCO, = n — (19)
Lk kk
[H*] * [H*]?
pH = —log[H"] (20)
[H*] = 107PH (21)

Debido a que las constantes de disociacién ki y k2 en equilibrio de CO, en medio acuoso
dependen de la temperatura se utilizaron las ecuaciones (22) y (23).

pk; = 6320.81/T — 126.3405 + 19.568 - InT (22)
pk, = 5143.69/T — 90.1833 + 14.613 - InT (23)
donde pk;° representa el valor a $=0 (Millero, 1979) con unidades de Kelvin para T.

Aunque el medio mineral utilizado tuvo una concentracién alrededor de un 1 mg L'* de NaCl
gue corresponde a un valor de salinidad (S) bajo, se determinaron las constantes de
disociacion en equilibrio con la correcciéon por ella conforme a las ecuaciones (24) y (25).

ki = 10—{[(—840.39/T+19.894—3.0189-lnT)51/2+0.006685]+pk§} (24)
ki = 10—{[(—690.59/T+17.176—2.6719-lnT)51/2+0.0217S]+pk§} (25)

donde el rango es de 0 < S < 40 (Dickson y Millero, 1987), mientras que las unidades de
temperatura son en Kelvin y para la salinidad de 0.017 mol kgso ™.

En la Figura 27 se muestra el comportamiento del DCO; a lo largo del tiempo, donde éste
tiende a disminuir a diferente tasa. Tal es el caso en los intervalos de 17 a2 80,92 a 152y 172
a 232 minutos que corresponden al tiempo donde se lleva a cabo la reaccidn de fotdlisis
reflejada en el aumento de la concentracion de OD de manera proporcional y al mismo
tiempo se utiliza el DCO, como fuente de carbono a partir del mecanismo de concentracion
de carbono (CCM, por sus siglas en inglés) de acuerdo con Giordano et al. (2005) en el
momento en que el fotobiorreactor se mantiene cerrado. En cambio, cuando éste se abre
a la atmdsfera la tasa disminuye de manera mas rapida en los intervalos de 81 a 91y 153 a
171 minutos, debido a la desorcién de CO,.
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Figura 27 Perfiles de OD (=), DCO, (®) y pH (4 ) a 120 PAR [UE mZ s1]

La captura de CO; disuelto es mas rapida a un pH de 8.5, probablemente debido a su
proximidad con el pH intracelular de 7.8-8.2 de la biomasa lo anterior favorece que el CO;
disuelto en el medio se difunda con mayor facilidad dentro de las células del consorcio
microalgal, complementado por la reaccién enzimatica de la anhidrasa carbdnica que tiene
como funcién catalizar la reaccién de hidrataciéon de CO2 a HCO3% o de eliminar los H* dentro
de la célula (Tsuzukiy Miyachi, 1989). El caso contrario sucede como se muestra en la Figura
28 donde aun pH de 9.2 y temperatura de 30°C, la tasa de fijacién de DCO; es mucho menor
o nula comparada a la de un pH de 8.5, mientras que la tasa de desorcidn de éste es muy
rapida al momento de abrir el sistema al final de cada etapa.

La causa principal es que la fijacidn se encuentra limitada por la difusion de CO; dentro de
la célula y de la rapidez con lo que la enzima transforma el HCO3™ a CO,, mientras que la
desorcion de CO; es mas rapida, pues el gradiente de concentracion de CO; entre el
amortiguador acuoso (CO2/HCO37/CO3%) y el CO; del aire es muy grande, estimando una
diferencia de concentraciones de CO; al equilibrio de hasta un orden de magnitud.
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Figura 28 Perfiles de OD (=), DCO, (®) y pH (4 ) a 120 PAR [UE mZ s1]

En la Figura 292 se muestra la tasa de desorcion estimada a un pH de 8.5 y temperaturas de
30y 40°C, donde no se observa un cambio notable en su valor durante los ensayos bioticos,
pero es mucho mayor a las tasas de consumo por parte de la biomasa. En cambio, en la
Figura 29° se observa la disminucién de la tasa de consumo de CO; causada por el sulfuro,
la cual tiene una reduccién del 80% y 68% para temperaturas de 30 y 40 °C a 16 mgS? L*!

que resulta en la disminucién de la actividad fotosintética del consorcio microalgal durante
los ensayos.

a) 72727 0 mgS*L" 3.2 mgs*L" b) 22 0 mgS™L" 3.2mgS*L" 7216 mgs™L"
10.0 10.0
A 7.54 v’; 7.54 B
£ €
‘T_I ] 7_]
° ©
E 5.0 g 5.0 R
c o
kel b
C
§N 25 8, 25+ 1
. 15 11 /
00 00 JTIA )
30°C, 8.5 40°C, 8.5 30°C, 8.5 40°C, 8.5
Temperatura y pH Temperatura y pH

Figura 29 Tasa de desorcion (a) y de consumo (b) de CO, a pH de 8.5 a 120 PAR [UE m2 5]
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8.6 Calibracion del modelo

En la Figura 302 se muestra el ajuste de los datos experimentales de la rO2"? a un modelo
hiperbdlico como funcién de lay; fueron obtenidos a un pH de 8.5, 30°Cy 3.2 mg S* L' que
corresponden a las condiciones donde se consideré que la actividad fotosintética no fue
limitada por los otros factores, ni inhibida por el sulfuro ni por fotoinhibicién. En este
modelo propuesto, se estimd que la kives de 17.17 uE m2s?, que es un orden de magnitud
menor comparado con el valor de 185 encontrado por de los Cobos-Vasconcelos et al.
(2016), donde se utilizé el mismo TCP. La tasa de oxigeno especifica normalizada (rO;"?)
tiende a ser maxima alrededor de 107.5 uE m2s? y saturarse a valores mayores de /gy; sin
embargo, otros autores como Costache et al. (2013) reportan que la rO; se satura a /oy
mayores a 400. En consecuencia, los valores de saturacién dependen de los
microorganismos fotosintéticos cuestion de estudio.

En la Figura 30° se muestra el comportamiento de la rO2"? como funcién de la temperatura,
el cual fue calibrado al modelo de Arrhenius propuesto. Con los datos obtenidos a partir de
la regresién kriging a una lext de 120, pH de 8.5 y 0 mgS* L%, condiciones a las cuales el
consorcio microalgal puede exponerse a la intemperie la mayor parte del tiempo y
descartando los efectos que se tienen en presencia del sulfuro. Resultaron los siguientes
valores: A; = 8.89x10% Eq; = 26,897.5 J mol?, A, = 4.014x10° y Eg; = 5.55x10% ) mol ™. Los
valores de E;; y Eq2 se encuentran varios ordenes de magnitud por debajo de los
encontrados para un cultivo de S. almeriensis CCAP 276/24 conforme a Costache et al.
(2013). El modelo calibrado para la temperatura predice una rO;"? maxima para el
consorcio microalgal a un valor de temperatura de 30°C mostrando una relacién lineal con
pendiente negativa con respecto a la temperatura.
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Figura 30 Curvas de ajuste de a) rO"2vs lay (30°C, 8.5, 3.2 mgS2Lt)y b) rO," vs T (8.5, 0 mgS2 L)
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En la Figura 312 se muestra el comportamiento de la rO,"? con respecto al pH. Los datos
experimentales fueron ajustados al modelo modificado de Arrhenius propuesto usando la
interpolacion kriging; estos datos experimentales corresponden a los ensayos realizados
bajo una lext de 120, 30°C y 0 mg S* L%, condiciones a las cuales se obtuvo una actividad
fotosintética mayor sin considerar los efectos por sulfuro ni limitacién por los otros factores.
Resultaron los siguientes parametros: B; = 2.69, B> = 6.15 y C> =10.93 con unidades
adimensionales para cada una de las anteriores. El valor de B; tiene el mismo orden de
magnitud, mientras que B y C; se encuentra por debajo a los propuestos por Costache et
al. (2013). A pesar de que el modelo propuesto tiene un comportamiento similar al de la
temperatura con respecto al anterior, éste se encuentra limitado para un rango de
aplicacion para un pH de 8.5a9.2.

En la Figura 31° se muestra el comportamiento de la rO,™? como funcién de la concentracion
de sulfuro; estos datos fueron usados para calibrar el modelo de Andrews-Haldane,
considerando los ensayos realizados a una lex: de 120, 30°C, pH de 8.5 y a concentraciones
de 0, 3.2 y 16 mgS* L'X. En este modelo propuesto, se estimé que Ks=2.1x10*mg Lty K=
46.09 mg L1y describe el efecto benéfico que se tiene al promover la rO," al utilizar
concentraciones por debajo de 3.2 mgS* L e l., menores de 125 HE m2s* de acuerdo con
Klatt et al. (2015); no obstante, a medida que la concentracién de sulfuro aumenta la rO;"”
disminuye por la inhibicién que se tiene sobre el mecanismo de produccién de O, por parte
del consorcio microalgal (Oren et al., 1979; Miller y Bebout, (2004). El valor de K;encontrado
se encuentra un orden de magnitud mayor al encontrado por Gonzalez-Camejo et al., 2017
que corresponde a 8.7 mg L'%; sin embargo, el cultivo utilizado durante su experimentacion
se conformé por Scenedesmus y fue expuesto a una lext de 300. Por otra parte, el modelo
no reproduce adecuadamente los datos experimentales ya que el valor maximo se obtiene
a una concentracién de 0.098 mgS? L'}, debido a que éste supone un valor para rO;"? de
cero cuando la concentracidn de sulfuro es nula y esto no sucede con el comportamiento

observado.
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Figura 31 Curvas de ajuste de a) rO," vs pH (120, 30°C, 0 mgS2L1) y b) rO,"2 vs [S?] (120, 30°C, 8.5)
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Resumiendo, los resultados obtenidos por la calibracién individual de cada factor del
modelo general, se presenta la ecuacidn 26 con los valores de las constantes estimadas en
este apartado.

-10.93 1

0, = 8.80 [——1av 8.89x10% A= — 4.014x10% > | [2.60 — 6.15¢ pH 26
= —_— RT —_ RT —_ 14
T2 =< [17.17+1av] eoxte Laxne : o€ 211x10* _[57] (26)

L+ =571 T 4609

8.7 Validacidon del modelo

Para comparar los valores obtenidos mediante el modelo general se operé a la intemperie
la columna ABC y del HRAP durante ocho dias en condicidn de estado estacionario con
respecto a la concentracién de biomasa microalgal y macronutrientes. Sin embargo, debido
a las condiciones ciclicas de la irradiancia y temperatura durante los ciclos naturales de dia
y noche, el pH y oxigeno disuelto oscilaron; estos cambios fueron medidos continuamente
utilizando el sistema de supervisién, control y adquisiciéon de datos (SCADA, por sus siglas
en inglés).

A partir del balance de masa del OD (Apéndice IV) presente en el sistema HRAP-ABC se
determind la rOzexp a lo largo del tiempo de operacidén. Mediante el uso del modelo general
propuesto (ecuacion 26) y usando los parametros en funcién de tiempo registrados en el
HRAP, se simuld la rOzsim1. Esta considera una rO,™ especifica de 8.8 pmol gbiomasa* min'?,
que corresponde al valor mas alto obtenido durante los ensayos en el reactor tubular. En la
Figura 32 se observa que el rOzexp presenta un comportamiento ciclico de acuerdo con las
condiciones de luz donde ocurre la produccion de O,, mientras que en la oscuridad existe
el consumo de éste durante el tiempo de operaciéon del sistema. En cambio, el rOzsim1 no
muestra el comportamiento esperado ya que se obtienen valores de 250 pmolgpiomasa *min-
! durante las condiciones de luz. Esto sugiere que el valor de rO,™* especifica no fue el
adecuado para replicar las condiciones reales de luz expuestas al HRAP al ser la irradiancia
el factor mas importante para inducir la fotosintesis por parte del consorcio microalgal. El
sistema de iluminacion basado en LED’s en el reactor TCP limitd la obtencién de un valor de
rO,;m especifica acorde a las condiciones externas de iluminacion.
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Figura 32 Perfiles de rOzex (o) vs simulaciones a) rOzsim1 (=) y b) rOzsim2 (—) en HRAP-ABC

De acuerdo con los valores de rO; obtenidos por Franco-Morgado et al. (2017) se optd por
utilizar un valor promedio de 24.36 umolgpiomasa*mint como la rO,™* especifica que
corresponde un valor de casi tres veces el valor obtenido experimentalmente. Al utilizar el
valor anterior en el modelo general se simulé la rOzim2, donde ésta tiende a replicar el
comportamiento conforme al rOzexp durante los periodos de luz. Cabe mencionar que el
modelo general propuesto no fue capaz de predecir el comportamiento de la rOzexp €n el
sistema HRAP-ABC durante los periodos de oscuridad, puesto que el modelo no es valido
para estimar condiciones de consumo de OD. Conforme a las simulaciones anteriores, el
modelo propuesto puede ser utilizado como una herramienta para predecir el
comportamiento de la rO, especifica en el sistema HRAP-ABC; sin embargo, tiene la
limitante que se necesita un ajuste previo del rO,"* bajo condiciones de iluminacion solar.
Ademas, los valores de pH utilizados estuvieron por arriba del rango en el cual fue calibrado,
lo que provocé una baja reproducibilidad con los datos experimentales.

8.7.1 Seguimiento y desempefio del HRAP-ABC

Los datos registrados y medidos en linea mediante el sistema SCADA permitieron comparar
la influencia de la irradiancia, temperatura, pH y oxigeno disuelto durante la operacion del
HRAP-ABC expuesto a la intemperie para el tratamiento del biogas.
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En la Figura 332 se muestra el comportamiento de la irradiancia externa (lext), la cual incidi
sobre el HRAP; ésta tuvo un valor promedio de 495.36 + 579.56 uE m2stalcanzando valores
por arriba de 1500 en el dia y de 0 en las noches. Por otra parte, existe una reduccién de
tres veces el valor de lay con respecto a la lext al tener un valor promedio de 160.13 +
187.35 HE m2s%; ocasionado por la biomasa en el interior del HRAP que absorbe, reflejay
ensombrece la luz. Por lo tanto la irradiancia promedio que reciben las microalgas en el
HRAP es inferior a la irradiancia externa (proveniente en este caso del sol); en cultivos
densos de microalgas puede alcanzar valores de 100 a 300 pE m2s? de acuerdo con Acién
et al. (1998; 1999) bajo condiciones reales de iluminacidn.
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Figura 33 Perfiles de a) Irradiancia y b) Oxigeno disuelto (OD)

En cambio, en la Figura 33° se muestra el comportamiento de la concentracién del OD
dentro del HRAP y la columna. En el HRAP se observé el aumento creciente del OD a la par
de lairradiancia a medida que trascurre el dia. El valor promedio de OD en el HRAP durante
el dia fue de 9.19 + 8.66 mg L%, alcanzando valores de 21 mg L* que tienden a permanecer
constantes durante cierto tiempo; lo anterior se debe a que el valor es el limite maximo de
deteccién por la sonda de OD, por lo que no se descarta que hubieran concentraciones
mayores durante el tiempo en que la lectura permanecidé constante. Durante las noches el
valor promedio de OD fue de 7.33 + 6.81 mg L™ ocasionado por el consumo de éste por
parte del consorcio microalgal principalmente. En el caso de la columna ABC, el OD tuvo un
valor promedio de 0.75 + 1.29 mgL?, similar al reportado por Tabaco-Angoa (2018).
Aunque en algunos dias existieron valores por arriba de 4 mg L, la reduccion del OD fue
notoria y se debid al uso de la columna empacada que permitié la desorcién del OD en el
efluente del HRAP para luego ser recirculado al interior de ABC.

En la Figura 342 se muestra que el pH promedio del HRAP fue de 10.03 £ 0.18 en un intervalo
de 9.6 a 10.4; mientras que en la columna fue de 10.14 £ 0.12 en un intervalo de 9.9 a 10.4.
El comportamiento de pH esta ligado con la actividad fotosintética del consorcio microalgal,
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ya que como se observé en los ensayos en lote, ésta aumenta la concentracion de OH™ en
el medio durante los periodos de luz.

En cambio, durante periodos de oscuridad existe un consumo de oxigeno y produccién de
CO2en una relacion molar de 1 (Geider y Maclintyre, 2007), que disminuye el pH del medio
debido a la respiracion enddgena de la biomasa (Bahr et al., 2014). Asi mismo al trascurrir
los dias de operacion del HRAP el pH maximo alcanzado es mayor a partir del quinto hasta
el octavo que corresponde a las |y mads altas y por ende mayor actividad fotosintética de
consorcio microalgas en esos dias.

a) s pH

10.5 ABC

S

tiempo (dias) tiempo (dias)

Figura 34 Perfiles de a) pH y b) Temperatura

En la Figura 34° se muestra que la temperatura promedio del HRAP fue de 24.63 + 8.43 °C
en un intervalo de 10.5 a 42°C a pesar de que la temperatura ambiente durante la semana
de seguimiento fue de 28.33 + 1.41. Esta fluctuacién de temperatura es atribuida a que el
HRAP se encuentra cubierto por plastico con el fin de evitar su contaminacién, lo cual
provoca el aumento de temperatura en su interior.
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9. Conclusiones

Las mejores condiciones de operacidon basado en las evaluaciones experimentales se
obtuvieron a un pH de 8.5 y 9.2, a una temperatura de 30°C, una irradiancia externa de
120 uE m2s!y una concentracion de 3.2 mgS% L.

El H.S disuelto como sulfuro puede actuar como promotor o inhibidor sobre la actividad
fotosintética dependiendo de su concentracion. En general, la actividad fotosintética rOzspec
del sistema alcalino-microalgal expuesto a 120 pPE m2s? y a 3.2 mgS* L' aumentd en
promedio 21% con respecto al control de 0 mgS% L'; sin embargo, a 16 mgS* L! se redujo
17% sobre el mismo. Esta funcionalidad de la rOzspec con respecto al sulfuro disuelto fue
modelada con una cinética Andrews-Haldane.

La oxidacion quimica de sulfuro con oxigeno disuelto OD fue favorecida en condiciones de
pH de 8.5y 9.2 y temperaturas de 30 y 40°C, donde la rOzspec fue mayor, y por tanto fue la
velocidad de acumulacion de OD dentro del fotobiorreactor tubular TCP, lo que nos sugiere
que la velocidad de oxidacion de sulfuro depende del oxigeno. La oxidaciéon quimica del
sulfuro produjo tiosulfato, el cual fue menos téxico sobre la rOzspec.

El consumo de CO; disuelto por parte del consorcio microalgal es favorecido a pH de 8.5
sobre 9.2 debido a que la presencia de éste es mayor en el medio, facilitando su difusién al
interior de las células.

El modelo cinético de rOzspec propuesto fue calibrado satisfactoriamente con datos
experimentales provenientes de un TCP bajo condiciones controladas. Este fue validado en
un sistema HRAP y columna de absorcién para el tratamiento del biogas expuesto a la
intemperie, donde se predijo la actividad del sistema alcalino microalgal rOzspec basado en
las mediciones continuas de las condiciones consideradas en el modelo cinético; sin
embargo, su validez estd restringida a los periodos diurnos de los dias, ya que éste depende
de lairradiancia proveniente del sol.
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10. Recomendaciones

Cuando la concentracidn de HsS en el biogds es elevada, la dosificacién gradual de éste, en
fotobiorreactores operados a condiciones alcalinas es necesaria; con el fin de evitar un
deterioro de la actividad fotosintética que influya en una deficiente operacion del
fotobiorreactor.

Debido que durante el dia existen ciclos de luz y oscuridad, es necesario evaluar el efecto
de éstos sobre la actividad fotosintética a diferentes periodos de tiempo; utilizando los
valores de pH y temperatura que se mencionan en el presente trabajo a una irradiancia
externa de 120 uE m2s™,

En caso de continuar estudios experimentales a escala laboratorio utilizando un TCP a
irradiancias mayores de 120 pE m2s%; es necesario que el fotobiorreactor cuente con la
capacidad suficiente para almacenar Oy, con el fin de evitar la presidn interna generada en
su interior por la acumulacion de éste. Ademas de utilizar LED’s que emitan una irradiancia
por encima a los valores estudiados.

11. Perspectivas

El modelo propuesto para determinar la actividad fotosintética del consorcio microalgal
puede ser acoplado con un modelo que permita determinar el comportamiento que tiene
el consorcio durante los periodos de oscuridad con el fin de tener un modelo integral que
permita predecir la rOzexp durante la operacidén continua de un sistema HRAP-ABC utilizado
en el tratamiento de biogds. Este modelo podria luego ser aplicado en una estrategia que
permita el control de las variables que inciden en el proceso cuando la actividad
fotosintética se vea afectada por ellas.
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13. Apéndices

13.1 Apéndice I. Curvas de calibracion para determinaciones analiticas
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Figura 36 Curvas para la determinacion de a) carbono inorganico (IC) y b) nitrégeno total (N1)
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13.2 Apéndice Il. Valores experimentales de rOspec

13.2.1 Valores de rOzsyec bajo condiciones controladas

Prueba | Irradiancia | Temperatura| pH [S*1o | rOaspect | FO2specz | FO2prom D;st\g:;;n
A 15 25 7.3 0 0.71 1.03 0.87 0.23
B 15 30 8.5 3.2 2.80 3.92 3.36 0.79
C 15 40 9.2 16 0.00 0.00 0.00 0.00
D 50 25 8.5 16 2.49 3.38 2.94 0.63
E 50 30 9.2 0 2.59 3.25 2.92 0.46
F 50 40 7.3 3.2 1.04 4.87 2.96 2.71
G 120 25 9.2 3.2 8.98 5.24 7.11 2.64
H 120 30 7.3 16 0.00 0.00 0.00 0.00
| 120 40 8.5 0 3.92 4.69 4.30 0.54

13.2.2 Valores de rOaxspec bajo condiciones recurrentes a la intemperie y 120 uE m? s

Prueba |Temperatura pH Sulfuro rOzspect rOzpec2 | rO2prom D::tv;i:i::
J1 30 9.2 0 5.32 6.52 5.92 0.85
J; 30 9.2 3.2 10.79 6.76 8.78 2.85
Js 30 9.2 16 5.48 3.95 4.72 1.08
Ky 30 8.5 0 9.25 5.15 7.20 2.90
Kz 30 8.5 3.2 10.85 6.58 8.72 3.02
Ks 30 8.5 16 8.54 4.04 6.29 3.18
Ly 40 9.2 0 7.04 4.83 5.94 1.56
L, 40 9.2 3.2 7.23 4.83 6.03 1.70
L 40 9.2 16 7.17 5.24 6.21 1.37
M, 40 8.5 0 6.27 3.95 5.11 1.64
M. 40 8.5 3.2 7.02 4.72 5.87 1.63
M; 40 8.5 16 6.61 5.52 6.07 0.77
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13.3  Apéndice lll. Valores interpolados a 120 uE m?s!

Los valores en cursiva fueron interpolados mediante la regresidn kriging y no presentan desviacién

estandar.
pH 92 | 912 | 9.04 | 896 | 888 | 881 | 873 | 865 | 857 | 85
T(°C) rO2spec (UMOIO; hiomasa = Mint) @ 0 mgS* L?
30 | 592 | 605 | 617 | 630 | 643 | 656 | 6.71 | 686 | 702 | 7.20
311 | 594 | 602 | 612 | 624 | 635 | 648 | 660 | 6.74 | 687 | 6.95
322 | 595 | 601 | 608 | 617 | 627 | 637 | 647 | 657 | 666 | 6.72
333 | 595 | 599 | 604 | 611 | 618 | 625 | 632 | 639 | 6.45 | 6.48
344 | 595 | 597 | 600 | 604 | 608 | 612 | 616 | 620 | 6.23 | 6.25
355 | 594 | 595 | 596 | 597 | 598 | 599 | 6.00 | 6.00 | 6.01 | 6.02
366 | 593 | 592 | 591 | 590 | 588 | 586 | 584 | 581 | 580 | 5.80
377 | 592 | 590 | 587 | 583 | 579 | 574 | 568 | 563 | 559 | 557
388 | 592 | 589 | 583 | 577 | 570 | 563 | 555 | 547 | 538 | 5.34
40 594 | 586 | 578 | 571 | 563 | 554 | 545 | 535 | 523 | 511
pH 92 | 912 | 904 | 896 | 888 | 881 | 873 | 865 | 857 | 85
T(°C) rO2spec (UMolO2 gpiomasa > Mint) @ 3.2 mgS* L*
30 | 878 | 870 | 864 | 860 | 858 | 857 | 858 | 861 | 865 | 8.72
311 | 848 | 846 | 842 | 838 | 836 | 835 | 836 | 838 | 841 | 841
322 | 817 | 817 | 815 | 812 | 810 | 809 | 809 | 810 | 811 | 810
333 | 787 | 786 | 785 | 783 | 781 | 780 | 780 | 780 | 780 | 7.78
344 | 755 | 755 | 754 | 752 | 751 | 750 | 749 | 748 | 747 | 746
355 | 724 | 723 | 722 | 721 | 712 | 719 | 717 | 716 | 715 | 7.14
366 | 693 | 692 | 691 | 691 | 690 | 688 | 686 | 684 | 682 | 6.82
377 | 663 | 661 | 661 | 662 | 661 | 652 | 657 | 653 | 650 | 6.50
388 | 635 | 632 | 634 | 635 | 635 | 633 | 630 | 625 | 620 | 6.18
40 603 | 608 | 612 | 614 | 613 | 612 | 608 | 6.03 | 596 | 5.87
pH 9.2 912 | 9.04 | 896 | 888 | 881 | 873 | 865 | 857 | 85
T(°C) rO2spec (UMOIO2 gpiomasa* Mint) @ 16 mgs* L*
30 472 | 491 | 510 | 528 | 546 | 563 | 580 | 596 | 6.13 | 6.29
311 | 490 | 502 | 518 | 535 | 551 | 567 | 583 | 599 | 613 | 6.24
322 | 508 | 517 | 530 | 544 | 558 | 572 | 586 | 599 | 611 | 6.20
333 | 526 | 533 | 543 | 554 | 566 | 578 | 589 | 6.00 | 609 | 6.17
344 | 542 | 549 | 556 | 565 | 574 | 583 | 592 | 6.01 | 608 | 6.14
355 | 559 | 564 | 569 | 576 | 582 | 589 | 595 | 602 | 608 | 6.13
366 | 574 | 579 | 582 | 58 | 590 | 595 | 599 | 6.03 | 607 | 6.11
377 | 590 | 593 | 595 | 596 | 598 | 600 | 602 | 605 | 607 | 610
388 | 605 | 606 | 605 | 605 | 605 | 605 | 606 | 6.06 | 607 | 6.08
40 621 | 617 | 614 | 611 | 610 | 6.09 | 609 | 608 | 608 | 6.07
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13.4 Apéndice IV. Metodologia para la determinacion de rOzexy

La cantidad de oxigeno presente en el sistema HRAP-ABC se obtuvo mediante un balance
de materia que se expresa a partir de la ecuacion 27.

doD F
ac  Vyp

Vc 02g VH 02aire VH VH
0D, —0D) + —k ——0D|——k —-O0OD|+—7r0,——R 27
(0D;, ) A Lac < Hoz A LAy Hoz VTT 2 vy 0y_s (27)

Donde:

F es el flujo de alimentacion del medio mineral (0.054 L hl).

Vces el volumen de ABC, V4 es el volumen de HRAP y V7 es el volumen total (L).

ODin es el oxigeno disuelto en el medio mineral (156.25 umol L1).

OD es el oxigeno disuelto en el HRAP (umol L?).

0,4 es el promedio logaritmico de la concentracién de oxigeno en ABC (umol L1).

O:aire €5 la concentracion de oxigeno en el aire (umol LY).

kiac es el coeficiente volumétrico global de transferencia de masa en ABC (141 d*?).

kian es el coeficiente volumétrico global de transferencia de masa en HRAP (20 d).

Hozes el coeficiente de Henry corregido por temperatura (adimensional).

rO; es la velocidad volumétrica especifica de oxigeno microalgal (umol g d3).

RO:.s es la velocidad volumétrica de consumo de oxigeno respecto al azufre (umol L1 d™?).
Al despejar rO; y dividirla entre la concentracién de 0.61 gpiomasal ™ se obtuvo la ecuacion 28.

Yprdob _ F
V, dt 7,

0 .
(0D;,, — OD) — “//—;kLaC (H—zg —~ OD) — kyay (013‘3'”8 - OD) +Ro,_,
2 2

[biomasa]

T020xp = (28)

Para determinar Oy se utilizd la ecuacion 29, mientras que para la constante de Henry
fueron las ecuaciones 30 y 31.

02, — 02
— out (29)

In 2out
0,

024

= OZLMCD
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Donde Ozmcp es la diferencia de concentracién media logaritmica presente en la columna
de absorcion (umol L); mientras que Oz y Ozout €5 la concentracion de entra y salida a la
columna absorcidn respectivamente (umol L2).

kH,
Ho, = g1

(30)

1
kHOZ =

11 (31)
0.0013el15°°(7-z5873)]
Donde Hop, es la constante de Henry adimensional, R la constante de los gases ideales
(0.082 Latm mol1K?) y T es la temperatura en K; mientras que kHo> es el factor de
correccion (L atm mol?).

Para la determinacion de la concentracion de sulfuro en la columna de absorcion (/5% ]imeo)
se consideré la diferencia logaritmica de la concentracion de entrada de sulfuro total debida
al equilibrio de H,S en medio acuoso con respecto al pH y temperatura ([S*]in) y una
concentracién de 1x10° de sulfuro total a la salida (/S out) de acuerdo con la ecuacion 32.
2— 2—
[52_]LMCD = [S ]OE;Z_][S ]in (32)
In out
[SZ_]in

La concentracién de [S?]ines determinada por la suma de las concentraciones de las especies
en equilibrio en medio acuoso con respecto al pH y temperatura de acuerdo con las
ecuaciones 33, 34, 35, y 36.

(5271 = HaSqy + [HST1+ %] (33)
AGy

H;S1) = Yu,s - 10RT (34)

[HS_] — 10((PH+109'J’H25)_ARLT1) (35)

[HS~]?
[SZ—] — 10(log( YH,S

)—5.92)

(36)
Donde yuzs es la fraccion molar en el biogas sintético, AG: y AG; son las energias libres de
Gibbs (4731.08 y 586.204 cal mol?), T es la temperatura (K) y R es la constante de los gases
ideales (1.987 cal mol*K1).

Finalmente, la concentracion de sulfuro en el sistema ([S%]r) se obtuvo a partir de la
ecuacion 37.
[S* 1mep * Vase

[S27]r = V. 37)
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13.5 Apéndice V. Andlisis estadistico

13.5.1 Factores que influyen en la rOzspec

ANOVA Alpha 0.05 F>Fcrit
Fuentes SS df MS F F crit S’ p% | Significativo
Irradiancia 17.66 2 8.83 5.00 4.26 14.13 14.56 Si
Temperatura 7.96 2 3.98 2.26 4.26 4.43 4.57 No
pH 18.80 2 9.40 5.33 4.26 15.27 15.74 Si
[S*] 36.69 2 18.35 10.39 4.26 33.16 | 34.19 Si
Error 15.89 9 1.77 30.01 30.94
Total 97.00 17 5.71 100.00
13.5.2 Prueba de hipdtesis y ANOVA en determinaciones analiticas
Ho= La diferencia entre las medias inicial y final es nula.
Hi= Existe diferencia entra las medias inicial y final.
a) Descripcion Alpha 0.05
Grupo Cuenta Suma Media  Varianza ) Std Err
Biomasa inicial 9.00 2.49 0.28 0.00 0.01 0.01
Biomasa final 9.00 2.46 0.27 0.00 0.01 0.01
ANOVA
Fuentes ) df MS F Pvalue F crit F>Fcrit
Entre grupos 6.8E-05 1 6.8E-05 0.05 0.82 4.49 No
Error 2.0E-02 16 1.3E-03
Total 2.1E-02 17 1.2E-03 Acepta Ho
b) Descripciéon Alpha 0.05
Grupo Cuenta Suma Media | Varianza SS Std Err
IC inicial 9.00 18505.63 | 2056.18 |83775.16 |670201.27| 95.35
IC final 9.00 18354.67 | 2039.41 |79868.44 | 638947.55| 95.35
ANOVA
Fuentes SS df MS F Pvalue F crit F>Fcrit
Entre grupos 1266.03 1 1266.03 0.02 0.90 4.49 No
Error 1309148.82 16 81821.80
Total 1310414.85 17 77083.23 Acepta Ho
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c) Descripcion Alpha 0.05
Grupo Cuenta Suma Media Varianza SS Std Err
Nr inicial 9 2438.39 270.93 179.32 1434.59 4.90
N+ final 9 2345.61 260.62 252.14 | 2017.14 4.90
ANOVA
Fuentes SS df MS F P value F crit F>Fcrit
Entre grupos 478.32 1 478.32 2.22 0.16 4.49 No
Error 3451.73 16 215.73
Total 3930.05 17 231.18 Acepta Ho
d) Descripcion Alpha 0.05
Grupo Cuenta Suma Media Varianza SS Std Err
Sulfato inicial 9 6.25 0.69 0.00 0.02 0.01
Sulfato final 9 6.32 0.70 0.00 0.01 0.01
ANOVA
Fuentes SS df MS F P value F crit F>Fcrit
Entre grupos 0.0003 1 0.0003 0.1546 0.6994 4.4940 No
Error 0.0272 16 0.0017
Total 0.0274 17 0.0016 Acepta Ho
e) Descripcion Alpha 0.05
Grupo Cuenta Suma Media Varianza SS Std Err
Fosfato inicial 9 6.01 0.67 0.001 0.011 0.012
Fosfato final 9 6.01 0.67 0.001 0.009 0.012
ANOVA
Fuentes SS df MS F P value F crit F>Fcrit
Entre grupos 3.2E-06 1 3.17E-06 2.446E-03 0.961 4.494 No
Error 2.1E-02 16 1.29E-03
Total 2.1E-02 17 1.22E-03 Acepta Ho
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f) Descripcidn Alpha 0.05
Grupo Cuenta Suma Media Varianza SS Std Err
Nitrato inicial 9 13.96 1.55 0.007 0.055 0.024
Nitrato final 9 14.03 1.56 0.003 0.028 0.024
ANOVA
Fuentes SS df MS F P value F crit F>Fcrit
Entre grupos 0.0003 1 0.0003 0.0593 0.8108 4.4940 No
Error 0.0830 16 0.0052
Total 0.0833 17 0.0049 Acepta Ho
13.5.3 Factores que influyen en la rOxspec a irradiancia de 120 PAR [UE m? 5]
ANOVA Alpha 0.3 p-value < a
Fuentes SS df MS F p-value Significativo
Temperatura 6.83 1 6.83 1.61 0.23 Si
pH 0.46 1 0.46 0.11 0.75 No
[S7] 10.93 2 5.46 1.29 0.31 No
T x pH 2.57 1 2.57 0.61 0.45 No
Tx [S*] 11.75 2 5.87 1.39 0.29 Si
pH x [S?] 0.70 2 0.35 0.08 0.92 No
T x pH x [S?] 1.12 2 0.56 0.13 0.88 No
Error 50.78 12 4.23
Total 85.14 23 3.70
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13.6 Apéndice VI. Archivo Fotogrdfico

llustracién 1 Muestra del consorcio microalgal antes y después de la centrifugacion

llustracion 3 Operacién del TCP a diferente intensidad luminosa
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llustracidn 5 Sistema HRAP (izquierda) y Columna de absorcion ABC (derecha)
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