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Resumen

El interés en el uso de microalgas para el tratamiento de aguas y la posterior recuperacion
de la biomasa a fin de obtener productos de valor agregado ha aumentado en los Ultimos afios.
Sin embargo, uno de los principales desafios para la comercializacion de estos procesos es
encontrar un método de cosechado eficiente y econdmico que permita mayores rendimientos,
factores de concentracion elevados y por lo tanto, menores volimenes de cosecha. De los
métodos estudiados, la ozono-flotacién ha sido considerada como una alternativa con gran
potencial debido a que combina la parte fisica de la flotacion con las propiedades oxidativas
del ozono. En la busqueda de optimizar el proceso de ozono-flotacién con la obtencion de
mayores porcentajes de cosecha y eficiencias de transferencias de masa, se oper6 en lote un
reactor prototipo con una nueva configuracion para la cosecha de un consorcio mixto de
microalgas cultivadas en agua residual, se evalu6 la concentracién inicial de biomasa y la
relacion de flujos (Qas/QL), con flujos de recirculacion de liquido de 0.17, 0.25 y 0.5
L.mint. Con la menor relacién de flujos (Qa/QL) y la mayor concentracién de biomasa inicial
(1800 mg.L1) se logré recuperar el 78.8%, 74.4%, 79.4% y 72.3%, de la biomasa, proteinas,
lipidos y carbohidratos, respectivamente y se obtuvo una eficiencia en la transferencia de
masa del 64.2%. Las moléculas del cosechado al tener actividad de superficie, abatieron la
tension superficial a valores de 45.26 + 0.73 mN.m™,

Finalmente se evalud el comportamiento de la presidon superficial en funcion de la
composicion de tres muestras de cosechado, las cuales se tomaron en tres tiempos distintos
del proceso de ozono-flotacién (18.5, 37 y 56 min). El ajuste de los datos obtenidos al modelo
de Langmuir, indicaron que las moléculas experimentaron un decremento en sus regiones
hidrofobicas a mayor tiempo de exposicion al ozono y debido a que las magnitudes del
parametro hidrofébico (8) se encontraron en un rango de 10 a 102, podrian indicar que
existen interacciones antagonicas entre las distintas moléculas que conforman la muestra, es
decir, la presencia de moleculas con menor actividad superficial podria interferir en el efecto
que tienen otros componentes presentes en la superficie, ocasionando que el parametro
hidrofobico sea menor a lo reportado para tensoactivos puros. A partir de los pardmetros de
la ecuacidén de Gibbs integrada, se calculd la concentracion micelar critica para las muestras
1y 3; los datos indicaron una disminucion en la eficiencia de los anfifilos presentes en la
muestra 3, debido a que se requiere el equivalente a 2.9 veces la concentracion de los anfifilos
en la muestra 1 para obtener la misma presion superficial de saturacion.



Abstract

The use of microalgae for water treatment and the subsequent recovery of biomass to
obtain value-added products, has increased in recent years. One of the main challenges for
the commercialization of these processes is to find an efficient and economic harvesting
method that allows the highest yields, high concentration factors and therefore, lower harvest
volumes. Of the methods studied, ozone-flotation has been considered a good alternative
because it combines the physical part of flotation with the oxidative properties of ozone. In
this study a prototype ozone flotation reactor with a new configuration was operated for the
harvest of a mixed consortium of microalgae cultivated in wastewater in order to optimize
the ozone-flotation process and obtain higher harvest percentages and mass transfer
efficiencies, the initial biomass concentration and the flow ratio (Qc/QL), with liquid
recirculation flows of 0.17, 0.25 and 0.5 L.min’. 78.8%, 74.4%, 79.4% and 72.3%, of the
biomass, proteins, lipids and carbohydrates was harvested, with the combination of the
lowest flow ratio (Qa/QL) and the highest initial biomass concentration (1800 mg.L™), 64.2%
mass transfer efficiency was obtained. The harvested molecules, which have surface activity,
reduced the surface tension to values of 45.26 + 0.73 mN.m2.

Finally, the behavior of surface pressure was evaluated as a function of the composition
of three harvest samples, which were taken at three different times of the ozone float process
(18.5, 37 and 56 min). The adjustment of the data obtained to the Langmuir model, indicated
that the molecules experienced a decrease in their hydrophobic regions at a longer time of
exposure to ozone and because the magnitudes of the hydrophobic parameter (5) were
between 10! to 102, They could indicate that there are antagonistic interactions between the
different molecules that make up the sample, that is, the presence of molecules with less
surface activity could interfere with the effect that other components present on the surface
have, causing the hydrophobic parameter to be lower than reported for pure surfactants. From
the parameters of the integrated Gibbs equation, the critical micellar concentration for
samples 1 and 3 was calculated; the data indicated a decrease in the efficiency of the
amphiphiles present in sample 3, because the equivalent of 2.9 times the concentration of the
amphiphiles in sample 1 is required to obtain the same saturation surface pressure.
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Nomenclatura

Abreviaturas y simbologia

A Area especifica

Ay Constante de la ecuacion de Volmer

P Presion del gas (kg.cm™)

d Diametro de burbuja (m)

DO Dosis de 0zono (mgo,. Mggiomasa) © (Mgo,-L™)

DOC Dosis de 0zono consumida (mgq,.L™)

DOT Dosis de ozono transferida (mgg,.L™)

ER Eficiencia de recuperacion de biomasa o compuestos de interés (%)
ET Eficiencia de transferencia de ozono (%)

FE Factor de enriquecimiento (-)

G, Flujo masico del liquido (kg.s*.m?)

Gg Flujo mésico del gas (kg.s*.m?)

QLe Caudal del liquido a la entrada del reactor (L.min?)

Qus Caudal del liquido a la salida del reactor (L.min™)

H Altura de la columna (m™)

R Constante universal de los gases (J.K*.mol?)

Re Numero de Reynolds (-)

T Temperatura (K)

t Tiempo de contacto (min)

U Velocidad del fluido (cm.min)

X Concentracion del soluto

Xcme Concentracion micelar critica

z0 Factor de compresibilidad bidimensional referido a A,

[03]ge Concentracion de ozono en fase gas a la entrada del reactor (mgo,.L™)
[03].r Concentracion de ozono residual en el liquido (mgo,.L™)

[03]¢s Concentracion de ozono en fase gas a la salida del reactor (mgo3.L'1)
[03]; Concentracion de ozono transferida (mgg,.L™)

[SST]e Concentracion de biomasa al inicio del proceso (mg.L?)

[SSTIs Concentracion de biomasa cosechada (mg.L™?)

i Diametro interno del reactor (m)
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Constante de la ecuacién de Van der Waals bidimensional (-)
Parametro liofébico (-)

Reciproco de 4, (m2.mol)

Concentracion superficial (moles.m2)

Concentracion superficial de saturacion del tensoactivo (moles.m2)
Modulo de eslasticidad de Gibbs

Fraccion de espacios ocupados (-)
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Recuperacion de biomasa microalgal en un reactor prototipo de ozono-flotacion

1.1 Introduccion
La biomasa microalgal ha sido considerada como materia prima para la obtencion de una

amplia gama de productos de valor agregado, que abarcan desde el sector alimenticio hasta
el energetico.

Las investigaciones enfocadas al desarrollo de productos a partir de biomasa microalgal
han estudiado diversas especies y han utilizado condiciones controladas de cultivo para
mejorar los rendimientos de la produccion. Sin embargo, estos procesos aln no son
comercialmente viables debido a que los costos asociados a la produccion resultan ser méas
elevados en comparacion con los procesos convencionales (Chisti, 2008; Garibay-
Hernandez, 2009; Mata et al., 2010).

Dentro de las propuestas para conseguir un proceso econdmicamente viable, surgen
estudios dirigidos al cultivo de microalgas en agua residual. Se ha demostrado que las
microalgas representan sistemas bioldgicos con gran potencial para tratar distintos efluentes
residuales, mostrando como principales ventajas la disminucién de patdégenos, remocién de
nutrientes (N y P) y metales pesados, reduccion de emisiones de CO:z y recuperacion de
nutrientes en forma de biomasa con gran potencial para la obtencion de bioproductos como
proteinas, pigmentos, biofertilizantes y &cidos grasos. Se ha reportado que los factores
ambientales y fisioldgicos, pueden influir en el contenido bioquimico de las microalgas, pero
de forma general, las principales macromoléculas (proteinas, lipidos y carbohidratos) pueden
representar hasta el 99% de la biomasa total seca (Lopez Rocha et al., 2020; Markou and
Georgakakis, 2011; Molazadeh et al., 2019; Wollmann et al., 2019; Zhai et al., 2017).

En este contexto, las microalgas presentan gran capacidad para generar efluentes con
menor grado de contaminaciobn y a su vez, producir altas cantidades de biomasa
aprovechables para la generacién de bioenergia como el biodiesel o bioetanol. De esta forma,
se contribuye a dar solucidn a dos problematicas actuales: el tratamiento de aguas residuales
y reducir las emisiones de CO: en la atmoésfera; ademés si la biomasa se destina a la
produccién de biocombustibles, se puede mitigar el impacto negativo que se tiene por parte
de los combustibles fosiles (como el petroleo y el carbon) sobre el cambio climatico
(Alvarez, 2009; Masera et al., 2011).

Otro de los principales costos en la produccién de los biocombustibles microalgales se
enfoca en la etapa de cosechado, ya que representa del 20-30% del costo total. Es por esto
que uno de los principales desafios para pasar a la produccion a escala comercial es encontrar
un método efectivo para la mayoria de los géneros de microalgas, que permita altas
concentraciones de biomasa, y requiera costos moderados de operacion, energia y
mantenimiento (Mata et al., 2010; Molina Grima et al., 2003; Vyas et al., 2010).
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1.2 Justificacion
La ozono-flotacion se ha considerado como un método ventajoso para la cosecha de

biomasa microalgal, por la combinacion de las propiedades fisicas de la flotacion con las
propiedades quimicas oxidativas del ozono. La oxidacion de la membrana celular promueve
la liberacion de biopolimeros que actiian como coagulantes naturales, mejorando la cosecha
de la biomasa y evitando la adicion de tensoactivos (Cheng et al., 2011, 2010a; Valeriano
Gonzélez et al., 2016). Estudios previos han analizado aspectos relacionados con la dosis
de ozono, flujos de operacidn, concentraciones iniciales de biomasa y efecto del tamafio de
la burbuja en el proceso, demostrando que mayores concentraciones de biomasa inicial
favorecen la ozono-flotacion (Orta Ledesma de Velasquez et al., 2017), otros autores
reportan recuperaciones superiores al 70% y 65% de transferencia de ozono (Alves-Oliveira
et al., 2019; Alves Oliveira et al., 2018; Valeriano Gonzélez et al., 2016). En dichos
estudios se han utilizado reactores de burbuja fina (Figura 1a) con relaciones H/Ji en un
rango de 9.4 a 18.2. Dentro de las limitaciones que se han presentado en estas columnas de
ozono-flotacién es una baja eficiencia en transferencia de masa y la dificultad que representa
su escalameniento, debido a la relacién altura/diametro que deben mantener para su
operacion.

Figura 1. Reactores de ozono-flotacion. a) Columna de flotacidn tipo "reactor espumador”
con capacidad de 1 L. b) Reactor prototipo de 1.6 L, utilizado en este trabajo.

Atendiendo a las limitaciones antes mencionadas, la Universidad de Newcastle, en
colaboracion con el Instittuto de Ingenieria-UNAM buscaron disefiar y operar un reactor
trifasico prototipo de ozono-flotacién para la recuperacion de biomasa microalgal y
productos de interés (lipidos, proteinas y carbohidratos), cuyas bases de disefio parten de la
patente francesa “Dispositif de transfert de gaz et flottation dans le traitement d’eau a epurer”
(Bourbigot and Faivre, 1986) en donde se utiliza la flotacion con ozono para la eliminacion
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de microalgas presentes en agua de abastecimiento, debido a que estos microorganismos
otorgaban olor y sabor.

La geometria conica del reactor prototipo (Wells, 2018) (ver Figura 1b) tiene como
finalidad que el flujo turbulento presente en la parte inferior del reactor mejore la
transferencia gas-liquido, y el cambio a un régimen laminar debido al incremento gradual de
didmetro impide que los remolinos destruyan la capa de espuma que transporta la biomasa y
compuestos de interés. A diferencia de las columnas de burbuja fina, utilizadas cominmente
en estudios de ozono-flotacion, se espera que el disefio mas compacto de este reactor permita
trabajar con mayores volimenes, manteniendo (o superando) los porcentajes de recuperacion
y transferencia de ozono reportados en los estudios previos.

1.3 Hipotesis

La implementacidn y operacion del reactor prototipo de ozono-flotacidn de acuerdo a los
parametros de su disefio, permitird obtener resultados similares o0 mejores a los reportados
con reactores tipo columna, respecto a la cosecha de biomasa microalgal, compuestos de
interés (lipidos, proteinas y carbohidratos) y transferencia de masa de ozono.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el desempefio de un reactor prototipo de ozono-flotacion a escala laboratorio, para
la cosecha de biomasa microalgal y compuestos de interés, empleando microalgas
procedentes de un sistema piloto de tratamiento de aguas residuales y estudiando la actividad
superficial de la espuma recuperada durante el proceso.

1.4.2 Objetivos especificos

= Implementar el reactor prototipo para la cosecha de biomasa microalgal mediante el
proceso de ozono-flotacion en operacion por lote.

= Evaluar el efecto de los pardmetros de operacién (relacién Qa/QL, concentracién de
microalgas y transferencia de masa) sobre el desempefio de cosecha de biomasa y
recuperacion de bioproductos (lipidos, proteinas, carbohidratos).

» Evaluar la actividad superficial en muestras de cosechado durante el proceso de
ozono-flotacion, mediante la medicién de la tension superficial y su relacion con la
recuperacion de compuestos de interés (lipidos, proteinas, carbohidratos).
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Recuperacion de biomasa microalgal en un reactor prototipo de ozono-flotacion

2.1 Cosecha de biomasa microalgal
La etapa de cosecha hace referencia al proceso de separacion de las algas de su medio de

crecimiento. Aspectos como la densidad, tamafio y especificaciones finales del producto
definiran cudl es el método mas conveniente, por lo que no se ha llegado a un método
universal para todas las microalgas. Debido a esto se recomienda que los procedimientos de
cosechado no contaminen la biomasa, ademas de que es deseable que el método de cosecha
seleccionado permita el reciclaje del medio de cultivo utilizado (Flotats and Bonmati, 2011;
Uduman et al., 2010).

Los métodos de cosecha que han sido objeto de estudio en los Gltimos afios se muestran
en la Tabla 1, con el consumo energético, las ventajas y desventajas asociadas a cada uno de
ellos. De los métodos presentados, se ha considerado a la ozono-flotacion como un proceso
con gran potencial, por los porcentajes de recuperacion reportados (Alves-Oliveira et al.,
2019; Alves Oliveira et al., 2018; Aranda, 2019; Valeriano Gonzalez et al., 2016;
Velasquez-Orta et al., 2014).

2.2 Ozono-flotacion

2.2.1 Antecedentes del proceso
Debido a que el ozono actla con gran eficacia como oxidante y desinfectante, su uso ha

sido ampliamente estudiado y aplicado en el tratamiento de aguas para desinfeccion y
degradacion de compuestos organicos toxicos.

Los primeros estudios sobre la ozono-flotacidn surgen para dar una solucion a la presencia
de estos microorganismos en aguas eutroficadas, debido a que otorgaban aroma y sabor al
agua por la liberacion de metabolitos (Bourbigot and Faivre, 1986; Langlais et al., 1991).
A partir de 2010 las investigaciones se centran en la recuperacion de biomasa microalgal;
Cheng et al. (2010) concluyen que la dosis de ozono aplicada estd en funcion de la
concentracion inicial de microalgas, Komolafe et al. (2014) reportan que el proceso de
ozono-flotacion promueve la saturacion de los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES),
lo cual es benéfico para mejorar la estabilidad oxidativa de un biocombustible; otros autores
han reportado porcentajes de recuperacion mayores al 70% de la concentracion inicial, lo
cual se resume en la Tabla 2.

En las investigaciones dirigidas al desarrollo y optimizacion del proceso de ozono-
flotacion para la cosecha de biomasa microalgal, mostradas en la Tabla 2, se realizaron las
pruebas experimentales en sistemas batch a escala laboratorio (a excepcion de Aranda
(2019), quien operd en continuo su sistema de flotacion con 0zono) y utilizaron columnas de
flotacion con relaciones H/@; en un intervalo de 9.4 a 18.2.
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Tabla 1. Métodos més comunes para la cosecha de biomasa microalgal

Meétodo de Recuperacion Consumo energetico Ventajas Desventajas
cosecha P (kwh. m®)! ! )
Coagulacion / >80 % 0.15 - Método simple y répido. -Los floculantes pueden ser costosos y su
Floculacion - Bajo consumo de energia. presencia puede contaminar la biomasa
microalgal.
- El reciclado del medio de cultivo es limitado.
Sedimentacion 10-90 % 0.1 para una - Método simple y econémico. - Tiempos prolongados.
por gravedad concentracion final de - Energéticamente eficiente. - Posibilidad del deterioro de la biomasa.
1-3% SST -Util para diversas especies de - Mayor presencia de agua en el concentrado de
microalgas. biomasa.
- Bajo consumo de energia.
Flotacion  por 50-90 % 7.6 - Factible para aplicaciones de gran - Generalmente requiere el uso de floculantes
aire disuelto escala. quimicos.
- Método econbémico. -No es factible para la cosecha de microalgas
- Bajo requerimiento de espacio. marinas.
- Tiempos de operacion bajos.
Filtracién 95 % 0.27-5.9 - Altas eficiencias de recuperacién de - No es viable para especies de menor tamafio
células grandes como Spirulina. como Chlorella y Scenedesmus.
- Permite la separacion de especies - La posibilidad de incrustaciones/ obstrucciones
vulnerables a romperse. aumenta los costos operativos.
- Las membranas deben limpiarse regularmente.
- El reemplazo de las membranas y el bombeo
representa el mayor costo.
Centrifugacion 80-90 % 8 - Método réapido. - Método caro.
- Alta eficiencia de recuperacion. - Altos requerimientos energéticos.
- Adecuado para casi todas las especiesde - Adecuado solo para la recuperacién de productos
microalgas. de alto valor.
- Posibilidad de dafio celular debido a las altas
fuerzas presentes en el proceso.
- No es viable para la recoleccion a gran escala.
Ozono- 60-89 % 1.83-9.7 - Combina las propiedades de oxidacion - Altos  requerimientos  energéticos  (0.17
flotacion del ozono y los principios fisicos de la kWh. kggh nasa)-
flotacion. - Deterioro de hbiomoléculas con exposicion
-No requiere la adicion de algun prolongada al ozono.
coagulante.

- Tiempos de operacion bajos.

'El consumo energético reportado solo considera la concentracion inicial de las microalgas
Fuente: tomado de (Beach et al., 2012; Bilad et al., 2012; Gerardo et al., 2015; Molina Grima et al., 2003; Nava Bravo, 2014; Uduman et al., 2010; Valeriano, 2018)
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Tabla 2. Casos de estudio para cosecha de biomasa microalgal en reactores de burbuja fina (1/2)

Supsensién de

Caracteristicas del

) Condiciénes de operacion Efecto resultante  Referencia
microalgas reactor
Algas obtenidas del H: 125¢cm Qe: 2a4L.mint Liquido incoloro, (Betzeretal,
efluente de una laguna  &;: 9.5cm Pa: 0.5 kg.cm2 98% de remocion 1980)
de oxidacion (Fj’%ro del 30-60 um DO: 15-50 mgo,. mggh o de algas.
ifusor:
Microcistys SD DO: 0.05-2 mgo,. Mgxlumasa’  REduccion de (Benoufella
aeroginosa turbiedad y algas. ~ €tal. 1994)
Chlorella  vulgaris, H: 47 cm Qe: 0.6 L.min! Reduccidn de (Chengetal,
obtenida a partir de 5cm Pg: 0.65 kg.cm2 turbiedad del 98%; 2010D)
una cepa de aguadulce pgrg del 30-60 um DO: 0.005-0.03 células
del sur de Taiwan difusor: mgo,. MExiomasa aglomeradas  de
aproximadamente
50 um
Scenedesmus obliquus H: 47 cm Qe: 0.6 L.min"* Reduccidn de (Chengetal,
FSP-3, obtenida a (;: 5 cm Pe: 0.65 kg.cm turbiedad del 95%; 2011)
partir de una cepa de pgrg del 30-60 um DO: 0.2-0.5mgo,. mggiomasa  CEIUIAS
agua dulce del sur de difusor: [SSTle: 1610 mg.L* aglomeradas de 10
Taiwan [Os]: 63,98,y 135 mg.L? a 50 pm
t. 4 min
Desmodesmus sp. 'y H: 67 cm Qe: 0.6 L.min* Efecto del ozono (Komolafe et
cultivo mixto con 4.9 cm DO: 150-300 en el perfil de @l 2014)
cianobacterias Poro del 30-60 pum mgo,. MEgiomasa acidos grasos de
obtenidos de un lago difusor: [SST]e: 350, 450 y 580 mg.L! microalgas
artificial para
tratamiento de agua
residual
Cultivo mixto de H: 67 cm Qc: 0.4 L.min Reduccion de (Velasquez-
microalgas obtenidas  (;: 4.9 cm DO: 0.23 mgo,. Mgy masa turbiedad del Ortaetal,
de un algo artificial poro del 30-60 um  [SSTle 419 mg.Lt 97.8% vy de 79.6% 2014
para tratamiento de difusor: [Os]: 45 mg.L1 respecto a SST.
agua residual t: 5 min Concentrado  de
biomasa: 48 veces
Scenedesmus obliquus H: 82 cm Qa: 0.6 L.min"! 70% recuperacion (Rodriguez,
cultivada en agua 4.5 cm [SST]e: 758 mg.L? de microalgas; 201°)
residual doméstica Poro del 10-16 um [Os]: 9.44 mg.L! 21.12
difusor: t: 5 min MZBjomasa- mg(_):
Scenedesmus obliquus  H: 82 cm Qa: 0.2,0.6 y1L.min? 62% de (Alves
cultivada en agua @ 45cm [SST]e: 800y 1200 mg.L™! recuperaciéon  de OI“VZGS%G‘
residual doméstica Poro del 10-16 um DO: 0.16 mgo,. Mg masa biomasa & )
difusor:

SD Sin Determinar
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Tabla 2. Casos de estudio para cosecha de biomasa microalgal en reactores de burbuja fina (2/2)

Supsensmn de Caracteristicas del Condicidnes de operacion Efecto resultante Referencia
microalgas reactor
Scenedesmus obliquus H: 82 cm Qe: 1.5 L.min 85% de (Valeriano,
cultivada en agua @ 4.5cm DO:  0.028 mgo, Mg5hmasa 'eCUperacion  de 2018)
residual doméstica Poro del 10-16 pm  [SST]e: 750 mg.L?! biomasa y
difusor: [Os]: 15 mg.L* recuperacién de 0.2
mgLipidos- mggilomas

Cultivo  mixto de H: 82 cm Qc: 0.5 L.min 69% biomasa (Aranda, 2019)
microalgas, cultivadas &: 4.5cm Qe: 0.16 L.min! cosechada;
en agua  residual Poro del 10-16um  DO: 0.14 mgo,. Mggiomasa  21% proteinas
doméstica difusor: [SSTle: 300 mg.L? 73% carbohidratos

Operacion en continuo 87 % transferencia
de masa de ozono

2.2.1.1 Reactores multifase
Los fendmenos de contacto gas-liquido, gas-liquido-sélido, son de los mas representativos

en contextos industriales, debido a la amplia variedad de aplicaciones que se han encontrado
en el desarrollo de distintos procesos. Estos procesos, se llevan a cabo en reactores
multifasicos, en los cuales reactantes y productos pueden hallarse en fase gas, liquido o
solido.

A diferencia de los reactores monoféasicos, en donde el Gnico proceso fisico que influye
en la eficiencia de la conversion quimica es la mezcla de componentes que reaccionan entre
si; en los reactores multifasicos la situacion es mucho més compleja. Los componentes
involucrados en la reaccion no solo deben mezclarse de manera eficiente, sino que también
se deben crear las condiciones para transportar esos componentes a través de las interfases,
como la superficie de una burbuja de gas o la superficie de un sélido (Hosseini et al., 2020;
Iborra et al., 2013; Pohorecki et al., 2010)

Los reactores multifase se clasifican de acuerdo a aspectos geométricos, la presencia o
ausencia de catalizadores solidos y las direcciones de flujo. En el esquema de la Figura 2 se
pueden identificar algunos de los reactores mas utilizados en la industria, de acuerdo a las
fases presentes en el proceso (Conesa and Font, 2001; Iborra et al., 2013).
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Tanque agitado Reactor de
Columna de burbuja fina columna
Elevador de gas Tanque agitado
Reactor de pelicula
delgada

Reactor de lecho fijo
Multitubular

Reactor de lecho
fluidizado

Reactor monolitico

Tanque agitado

Columnas de flotacién
Reactor monolitico
Reactor de lodos
Reactor de lecho
permeable

Figura 2. Reactores mas importantes en la industria, de acuerdo al nimero de fases presentes en el
proceso. Adaptado de (Pohorecki et al., 2010).

Las columnas de flotacion utilizadas para la cosecha de biomasa microalgal, se pueden
clasificar como un caso particular de las columnas de burbuja fina; en ambos casos el gas es
distribuido desde el fondo del reactor en forma de burbujas. Su creciente campo de aplicacion
se debe a las ventajas que proporcionan tanto en disefio como en funcionamiento en
comparacion con otros reactores. Han mostrado excelentes caracteristicas de transferencia de
calor y masa, su operacion requiere poco mantenimiento y se asocian bajos costos operativos
debido a la falta de piezas mdviles (Degaleesan et al., 2004; Kantarci et al., 2005).

Las investigaciones recientes en este tipo de reactores se centran con frecuencia en
caracteristicas de las burbujas, régimen de flujo y estudios de dinamica de fluidos
computacional, asi como en estudios de transferencia de masa. De igual forma, se han
estudiado los efectos de las dimensiones de la columna, las condiciones de operacion
relacionadas a la presion y la temperatura, el efecto de la velocidad superficial del gas, el tipo
de sélido, etc. (Buwa and Ranade, 2002; Dhotre et al., 2004; Prakash et al., 2001; Ruzicka
et al., 2001).

La dinamica del fluido para los reactores de columna de burbuja tiene un efecto
significativo en la operacion y el rendimiento de dichos reactores. De acuerdo con la
literatura, los resultados experimentales obtenidos durante investigaciones de parametros
dependen estrictamente del régimen que prevalece en la columna. Los regimenes de flujo en
las columnas de burbujas se clasifican y mantienen de acuerdo a la velocidad del gas
superficial empleada en la columna (Hyndman et al., 1997).

Se han identificado dos tipos de regimenes de flujo en columnas de burbujas. EI primero
es el régimen homogéneo; se obtiene a bajas velocidades superficiales del gas (menos de 5
cm.s) y se caracteriza por burbujas de tamafios pequefios relativamente uniformes con
distribucion uniforme de burbujas y practicamente no hay coalescencia o ruptura de la
burbuja. El régimen heterogéneo se mantiene a velocidades de gas superficiales mas altas
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(mayores de 5 cm.st), se caracteriza por la inestabilidad de los patrones de flujo y burbujas
grandes con tiempos de residencia cortos debido a su coalescencia. En el régimen
heterogéneo también se ha estudiado un flujo denominado “slug flow”, observado en
columnas de laboratorio de pequefio diametro a altas tasas de flujo de gas. Toma su nombre
por la forma que presentan las burbujas mas grandes al estabilizadas por la pared de la
columna (Hyndman et al., 1997; Miller, 1980; Thorat and Joshi, 2004).

2.2.2 Descripcion del proceso
Benoufella et al. (1994) definen a la ozono-flotacion como el proceso que combina las

propiedades fisicas de la flotacion con los efectos oxidativos del 0zono y de acuerdo con lo
reportado, la parte fisica del proceso se puede clasificar como una variante de la flotacion por
aire disperso (DiAF), debido a que la formacion de burbujas se realiza a través de la inyeccion
de 0zono mediante un medio poroso.

Durante el proceso de ozono-flotacion se pueden observar dos etapas (Figura 3). Una vez
formadas las burbujas, comenzaré la colision y adhesion entre burbujas y particulas (etapa
1); posteriormente se generara una capa de espuma (etapa 2), en la cual se transportaran las
particulas a la parte superior del reactor en donde se recuperaran. Los aspectos teoricos de la
segunda etapa se discutiran en el apartado 2.4 Teoria de espumas.
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Figura 3. Etapas de la ozono-flotacidn para la cosecha de microalgas. Adaptado de (Zhang and Zhang,
2019)

En la primera fase, la particula (en este estudio, la microalga) debera atravesar las peliculas
liquidas que rodean a la burbuja (Figura 4). En la zona 1, también conocida como zona de
flujo principal, la hidrodinamica del sistema dominaré las perturbaciones burbuja — particula;
la zona 2 (zona de corte) sera una region asimétrica, en donde se absorberan los iones en la
parte superior de la burbuja por el efecto del flujo tangencial, en esta zona las fuerzas de
inercia y de repulsion electrosttica serd las responsables de la interaccion burbuja —
particula. La zona 3 seré la region de adhesion, conforme se acerca la célula a la burbuja, las
peliculas de liquido se van comprimiendo hasta cientos de nandmetros hasta llegar a su
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ruptura, lo que favorece que la célula se adhiera. En esta zona estaran presentes las fuerzas
repulsivas de Van der Waals, fuerzas eléctricas de la doble capa y fuerzas atractivas
(Derjaguin and Dukhin, 1993; Ralston, 2000).
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Zona 1: Flujo Principal // P \\
; / W\
Zona 2: Corte —T( Burbuja ,' ‘

Zona 3: Adhesién — T /
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Figura 4. Zonas de interaccidn entre burbuja - particula. Adaptado de (Ralston, 2000)

En este proceso, al igual que en otros como la coagulacion, es necesario desestabilizar a
las microalgas, para disminuir la repulsion que existe entre ellas, y favorecer el contacto entre
burbuja — particula, ya que ambas se encuentran cargadas negativamente.

Uno de los parametros que nos permiten conocer la estabilidad de la microalga, es la carga
superficial a través de su potencial zeta (£); este parametro nos indica el grado de repulsion
de las particulas cargadas que se encuentran en suspension. Cuando el potencial zeta es
cercano a cero, las particulas podran acercarse unas con otras hasta que su atraccion sea
favorecida por las fuerzas de Van der Waals, lo que permitira su aglomeracion (Figura 5a 'y
5b) (Vandamme et al., 2013).

En el caso de las microalgas, se asocia un potencial zeta negativo que se encuentra en el
rango de -2 a -75 mV, este potencial estard en funcién de las condiciones de cultivo, tales
como la edad del cultivo, grupos funcionales presentes en la pared celular (carboxilos,
fosforilo, hidroxilo y amino) y la especie de microalga (Gerardo et al., 2015; Xia et al.,
2016). Estudios han demostrado que al utilizar ozono se tiene una disminucién del potencial
zeta de las particulas. De acuerdo con Wang et al. (2016), después de 30 minutos de
exposicion de ozono, el potencial zeta de las microalgas disminuyo de -18 a -14 mV.
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Figura 5. Efecto del ozono en la estabilidad microalgal y liberacion de compuestos celulares. Adaptado de
(Valeriano, 2018)
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Cardefia et al. (2017) reportan el efecto oxidante que tiene el ozono en la célula.
Mencionan que al oxidar la membrana celular se produce la lisis de las células de las
microalgas, lo que ocasiona la liberacion de biopolimeros (Figura 5c) que actian como
coagulantes naturales, ademés de reducir la tension superficial, mejorando la cosecha de
biomasa microalgal en columnas de burbujeo. También se ha demostrado que una particula
con una superficie hidr6foba tiene mas probabilidades de unirse a una burbuja, por lo que la
presencia de anfifilos (para este caso, los biopolimeros liberados de la membrana celular),
ayudaran al incremento de la hidrofobicidad de la particula y como consecuencia, al aumento
de la flotabilidad (Coward et al., 2014; Valeriano, 2018).

2.3 Tensoactivos

Los tensoactivos son sustancias quimicas que se caracterizan por su caracter anfifilico (la
estructura molecular tiene una parte polar y otra apolar) y liofébico (hace referencia a la
repulsion que presenta la molécula con su entorno), dichas caracteristicas otorgan la
capacidad de alterar las propiedades de interfase al ser absorbidas en el limite de dos fases
inmiscibles y la posibilidad de su remocidn con mecanismos que involucran una superficie.
Otra caracteristica de los tensoactivos es que su presencia a bajas concentraciones en la fase
volumétrica, es decir, en un sistema diluido, generar4 cambios en la tension superficial
(Garcia, 2018; Yamashita et al., 2017).

Las proteinas son polimeros constituidos por aminoacidos, unidos por enlaces amida. Su
naturaleza anfifilica les permite actuar como tensoactivos poliméricos con maltiples sitios de
anclaje. Sin embargo, para que puedan disminuir la tension superficial y contribuir a la
estabilidad de la espuma, deberan reorientarse en la interfase y formar una pelicula
viscoelastica (Sanchez et al., 2005; Zayas, 1997).

En comparacion con otras moléculas, como el caso de monoglicéridos y fosfolipidos con
cabezas hidrofilicas y colas hidrofdbicas bien definidas, la estabilizacion de la interfase por
las proteinas se considera un proceso mas complejo. Las proteinas tienen grupos hidrofébicos
e hidrofilicos distribuidos irregularmente y en estructuras terciarias, solo una pequefa
fraccion de las regiones hidrofébicas se encuentran expuestos, por lo que deberan
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reconfigurarse para mostrar mayor numero de regiones (Damodaran, 2006; Razumovsky
and Damodaran, 1999).

Para entender la adsorcion y estabilizacion de las proteinas en la interfase gas/liquido se
ha descrito el proceso en cuatro pasos (Figura 6). Las proteinas se difunden desde la fase
volumétrica a la interfase con ayuda de la viscosidad y el tamafio de la proteina. Cuando se
encuentre cercana a la interfase, la proteina se adsorberd; la adsorcion estara controlada por
barreras de energia cinética, las cuales determinaran la relacion entre moléculas adsorbidas
y desorbidas. Posteriormente, las proteinas experimentaran cambios para exponer sus grupos
hidrofébicos a la fase gaseosa; en este paso, la cinética de despliegue es controlada por la
energia de activacion necesaria para romper las interacciones intramoleculares. Finalmente,
la reactividad quimica y la actividad fisicoquimica controlaran la agregacion de las proteinas
en la interfase, para formar una red (Germain and Aguilera, 2014; Wierenga and Gruppen,
2010).

Fase gaseosa

O — PO — (Tsoe

/ Adsorcion Despliegue Red viscoelastica

S

Difusion

Fase liquida

Figura 6. Proceso de adsorcidn de las proteinas en la interfase gas-liquido. Adaptado de (Germain and
Aguilera, 2014)

2.3.1 Adsorcion
Como se vio en el apartado anterior, el valor de la tension superficial estara controlado

por dos procesos: el primero se relaciona con la difusion de las moléculas de surfactante a la
superficie y el segundo con la adsorcién de dichas moléculas en la interfase, lo que alterara
las propiedades de interfase y como consecuencia las propiedades la espuma (Buzzacchi et
al., 2006).

La adsorcion se puede definir como el proceso de superficie en el que un componente del
sistema (adsorbato) tiende a concentrarse en la interfase, siendo la composicion interfacial
diferente a la composicion del seno de las fases.

Por medio de la ecuacion de adsorcién de Gibbs, ecuacion (1), se puede cuantificar la
adsorcion o concentracion de solutos en la superficie de contacto entre fases (interfase
liquido-gas o liquido-liquido), mediante la variacion de la tension superficial con respecto a
la concentracion de soluto (Novelo Torres and Gracia Fadrique, 2018a).
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n
dm = Z Ldu; T =cte 1)
i=1

donde T; es la concentracion superficial, la cual es definida como la cantidad de especies
participantes en el proceso de adsorcion y se expresa en mol.cm2, y; es el potencial quimico
del componente i en el sistema, 7 es la presion superficial y se define como la diferencia
entre la tension del solvente (a,) y la tension superficial de la solucion (o), ecuacion (2).

mT=0,—0 (2

En caso particular de un sistema binario como los acuosos en donde hay un disolvente y
un soluto, la expresion (1) puede expresarse como:

dr = Iydpy + Ldp, 3)

Es comln que los tensoactivos se encuentren en concentraciones entre 10 a 107,
expresada como fraccion mol, por lo que estos sistemas pertenecen a la regién de dilucién
infinita. El estudio de esta region permite obtener caracteristicas moleculares y estructurales
de la region superficial. Teniendo en cuenta lo anterior, la ecuacion (3) se reduce a la
expresion (4).

dT[ = FZ dl.l.z (4)

Al expresar la ecuacion (4) en términos del potencial quimico ideal, ecuacion (5), toma la
forma méas comdn de la ecuacién de adsorcion de Gibbs en fases fluidas, ecuacion (6), la cual
indica que T depende de la concentracion de la disolucion (x) y de la variacién local de la
presion superficial con respecto a la composicion de la disolucion, bajo condiciones
isotérmicas.

u = u°® + RTInx (5)
x (dm

_ (2t 6

r RT (dx)T ©)

El proceso de adsorcion se podra confirmar al evaluar la concentracién de superficie (T')
en la ecuacién (6), siempre y cuando el incremento de la concentracion del tensoactivo
produzca un aumento en la presion superficial, ya que esto indicard un aumento en la
concentracion superficial. En caso de que ambos disminuyan (concentracion y presién), sera
indicio de un proceso de desorcion.
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2.3.1.1 Isotermas de adsorcion
Se define a una isoterma de adsorcion como la funcion que relaciona la concentracion

volumétrica y superficial del soluto con distintos parametros. Para representar la
concentracion del soluto adsorbido se recurre al concepto de concentracion superficial (T),
y debido a que se analiza una superficie finita, existird una condicion en la que dicha
superficie ya no pueda recibir mas material y estard asociada a una concentracion superficial
maxima a saturacion (T) (Garcia, 2018; Sandoval-Ibarra et al., 2015).

La fraccién de espacios ocupados, ecuacion (7), seré el cociente entre una concentracion
menor a la de saturacion y la concentraciéon maxima de saturacion.

H—F 7
=T (7

Isoterma de adsorcion ideal

Si se considera un sistema en donde la velocidad de adsorcién solo depende de la
concentracion en la fase volumétrica y la velocidad de desorcion de la fraccion de espacios
ocupados, ecuacion (8) y ecuacion (9), respectivamente.

Vaas = KqasX (8)

Vies = Kgest (9)

Ambas velocidades podran igualarse en un estado de equilibrio dindmico, debido a que
seréan iguales, ecuacion (10).

KaasX = Kges0 (10)

El cociente de las constantes (k 45, k405) S€ denominarad parametro liofébico o constante
de Henry, el cual indicar la tendencia de las moléculas de estar en la fase volumétrica o en
la superficie, ecuacion (11).

k
B = —ads (11)
kdes

Al sustituir el pardmetro S en la ecuacion (10), se obtiene la isoterma de adsorcion,
ecuacién (12), que describe el comportamiento tipo Henry, que presentan los sistemas a
dilucion infinita.

0 = px (12)

Al sustituir la ecuacion (12) en la ecuacion (7) e igualar con la ecuacién (6), se obtiene la
expresion (13). Al integrar (13) con limite inferior del disolvente puro, m = 0 cuando x = 0,
a un limite superior arbitrario, se genera la ecuacion de estado superficial ideal tipo Henry,
ecuacion (14).
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9= X (dn) (13)
=P = v\ &
7 = RTT = RTT,Bx (14)

Isoterma de adsorcion tipo Langmuir
Langmuir establece tres postulados para describir el proceso de adsorcion del anfifilo en
la superficie.
1) Las moléculas adsorbidas en la superficie formaran una monocapa.
2) Las moléculas adsorbidas no tendran interaccion entre si.
3) Los sitios en la superficie tendran la misma probabilidad de ser ocupados.

Teniendo como referencia los anteriores postulados, se puede establecer que los factores
que intervienen en la adsorcion seran la concentracion del soluto disponible (x) y el espacio
libre en la superficie para ser ocupado (1 — ). La desorcion solo dependera de los espacios
ocupados en la interfase (8).

Si consideramos el equilibrio en el sistema, las velocidades de adsorcion y desorcion se
podran igualar, llegando a la ecuacién (15).

kaast = kdes(1 — 0)x (15)

A partir de la ecuacion (15), se obtiene la isoterma de adsorciéon de Langmuir, ecuacion
(16).
Bx
1+ Bx
Al seguir el mismo procedimiento planteado para la ecuacion de estado ideal, se puede
llegar a la ecuacion de estado superficial de Langmuir, ecuacion (17).

0 (16)

m = [ RTIn(1 + fx) @17

Isoterma de adsorcion de Gibbs integrada

Con base en la ecuacion (1), expresada en términos del Inx y datos experimentales,
Novelo Torres & Gracia Fadrique (2018a) notaron que en las fronteras de la concentracion
micelar critica (CMC) se presentaba una pendiente maxima y los puntos cercanos mostraban
un comportamiento lineal, lo que indico que la concentracion de superficie en las vecindades
de CMC corresponde a la concentracion de saturacion ( I'y). La ecuacion (1) considerando
las condiciones anteriores se expresa como la ecuacion (18).
1 /dn
5= 27 (@) o 18)
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Al integrar la ecuacion (18) considerando como limites las vecindades de la CMC,
obtenemos la Ecuacion de adsorcion de Gibbs integrada, ecuacion (19), donde m, sera la
presion superficial maximay xy¢ representa la CMC.

= T3 — [(RTIn(Xcpe) + In(x) (29)

Isoterma de adsorcion de Volmer

El modelo de disolucion-superficie reportado por Alanis-Garcia & Gracia-Fadrique
(2018) se construyo a partir de la ecuacion de estado de VVolmer (ecuacion 20), la cual es una
analogia de la ecuacion de Van der Waals en dos dimensiones y carece del término a, que
hace referencia a las interacciones atractivas en la superficie.

(A — A,) = RT (20)

La anterior ecuacion puede ser expresada en términos de presion bidimensional, haciendo
uso de las series de potencias del &rea especifica A, se llega a la ecuacion (21).

A Ay
_ 143 21
RT - L RrT (21)

Seréa necesario conocer los potenciales quimicos de cada componente en cada fase cuando
en los sistemas binarios, el soluto se encuentra en equilibrio entre la fase superficial y la
disolucion. Para la region superficial el potencial quimico (du®) depende de la ecuacion de
estado seleccionada (en este caso la ecuacion de Volmer, ecuacion (22) y de su acoplamiento
a la Ecuacion de Adsorcion de Gibbs, ecuacién (23), llegando a la forma del potencial
quimico de la superficie, expresada con la ecuacion (24).

1 _RT 1

= — 22
r = + I (22)
dm (23)

s -

du T
dm dm 1 (24)

s — 7 T
du® = T RT - +F0 dr

Integrando la expresién (24) considerando un estado de referencia para el potencial
quimico de superficie (1) referido a un valor conveniente de presion superficial (Tref), SE
obtiene la ecuacion (25).

T = Tlyef

s
us —u® =RT In +
Tref l—‘0

(25)

Considerado la misma referencia en la fase volumétrica, la ecuacion del potencial quimico
seré:

x
pP = u% + RT In
Xref

(26)
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El equilibrio entre las fases volumétrica y superficial implicard que ambos potenciales
quimicos sean los mismos (u? = u®), obteniendo la ecuacion (27) que relaciona la
composicion de la fase volumétrica con la presion superficial.

X T T—T
=u® +RT In + ref
xref T[ref l—‘0

u®? + RT In (27)

Considerando el estado de referencia a dilucién infinita para ambas fases, en donde el
soluto se encuentra altamente diluido (x — 0) y asu vez = — 0y reagrupando los términos,
la ecuacidn (27) se expresa como:

In (g) —1In (g)xﬁo - F()’;T 28)

Los sistemas que sigan la ecuacion de estado de VVolmer (28), tendran un comportamiento
lineal en todo o una parte del intervalo de composicién al ser representados con el logaritmo
natural del cociente de la presion y la composicion versus la presion superficial. Siendo la

ordenada al origen In (g) y la pendiente contendra al término I,RT.
0

x—

Para la region de saturacion se pueden presentar dos sistemas: liquidos simples y
tensoactivos. El primero estd formado por disolvente y soluto, siendo ambos liquidos no
ionicos de relativo bajo peso molecular y miscibles. Mientras que los tensoactivos son
anfifilos de alto peso molecular que generalmente no se describen por generar una curva
suave en presion superficial-logaritmo de la composicion en todo el intervalo.

Para los liquidos simples, en la region de saturacion se consideraran los siguientes estados
de referenciam — 7° y x - 1 para la ecuacion (27).

m—m°

Io

donde p%? = u%% y que la presion superficial reducida (r*) se definird como la presion
adimensional normalizada a la presién superficial maxima, ecuacién (29). La ecuacién (28)
se expresara como la ecuacion (30)

(28)

0,b — ,,05 T
u”? +RT Inx =pu +RTlnn0+

. Vs _ VA
= nmax B T[O (29)
"\ Ay’ . (30)
ln(?) =y 4-™)
donde A;ZO es el coeficiente de compresibilidad bidimensional (z°) evaluado en 4,. La
ecuacién (30) se representaria como:

*

n(%) =20 - (31)
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Al representar el sistema con el logaritmo natural del cociente de la presion reducida y la
fraccion mol del soluto versus uno menos la presion superficial, se obtiene una recta con
ordenada al origen cero y pendiente z°.

Para los sistemas de tensoactivos,la presion superficial maxima corresponde a la presion
de saturacion (m,;) y la concentracion volumétrica de saturacion es la xy. Con estas
consideraciones en la ecuacion (25) se expresa a continuacion:

u%? + RT In =u% +RT In

+ — (32)
Xcmc Tsar  To
Recordando que en la saturacion se cumple u%? = u%s y reacomodando términos, la

ecuacion (32) toma la forma:

In (%) =z°(1— ") — Inxcye; X < Xeyme (33)

El sistema representado con 1 — ™ contra In (";) tendra un comportamiento lineal, la

ordenada al origen serd —Inxy Y la pendiente z°.

2.4 Teoria de espumas

La espuma se define como un sistema disperso, formado por burbujas de gas separadas
por capas de liquido. La cantidad de gas presente propiciara la expansion del liquido,
teniendo como consecuencia el aumento de superficie del sistema. En los casos en los que la
energia externa aplicada para generar dicha espuma sea constante, el area superficial sera
inversamente proporcional a la tension superficial, es decir, desde la perspectiva de la energia
superficial, la tension superficial mas baja aumentara la espumabilidad de la solucion.

Al analizar la estructura de la espuma se podran identificar una serie de elementos que
participaran en el transporte de las moléculas aremover. Las caras de la espuma son peliculas
delgadas que forman una red de membranas, las cuales se curvan suavemente debido a las
diferencias de presion entre las burbujas, estos canales reciben el nombre de lamelas, cuya
funcion serd proporcionar nuevo material anfifilico a la superficie. La region donde
convergen 3 burbujas se conoce como borde de Plateau o triangulo de Gibbs, la intercepcion
de 4 bordes de Plateau se Ilamara nodo; en la Figura 7 el nodo esta representado a traves del
rectangulo azul, en la regidén con mayor curvatura de la lamela, con radios caracteristicos rl
y r2, de la curvatura de la lamela, se encuentran los puntos Ay B, y en la region plana con
radios caracteristicos r3y r4, se localizan los puntos C y D.
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Figura 7. Fotografia de una espuma y representacion de sus elementos en la region lamelar. Elaboracion
propia

El proceso de formacién de una espuma involucra varios cambios que inician desde la
generacion de burbujas. Las burbujas pequefias se disuelven, mientras que las grandes pueden
crecer en tamafio mediante la difusion de gas a través del liquido (fendmeno conocido como
maduracion de Ostwald); las burbujas ascienden rapidamente provocando su segregacion en
una capa de espuma sobre la fraccion volumétrica, posteriormente la interaccion entra las
burbujas ocasiona su deformacion dando lugar a una espuma poliédrica. Parte del liquido
presente en las lamelas drena desde la espuma hacia la fraccién volumétrica, cuando el grosor
de la lamela llega a un minimo critico, esto ocasiona que la espuma colapse (Exerowa and
Kruglyakov, 1998; Lyklema, 2005; Wilson, 1989).

La cantidad de liquido presente en las lamelas permitira clasificar las espumas de acuerdo
a su composicion volumétrica. Las lamelas de mayor grosor propician que la morfologia de
las celdas de gas sea esférica, este tipo de espuma se considera humeda, mientras que en las
espumas secas el liquido lamenar se ha drenado bajo la fuerza de la gravedad, formando
estructuras poliédricas separadas por delgadas peliculas liquidas de espesor relativamente
uniforme (Figura 8). La relacion entre gas y liquido presente en la espuma es tipicamente
cuantificado a traves de la fraccion volumétrica de gas (¢g), Yy se expresa por medio de la
ecuacion (34), siempre que la fraccién volumétrica sea constante. Las espumas con una
fraccion volumétrica baja (0.63) se considerardn humedas, mientras que fracciones altas
refieren a espumas secas (0.8) (Garcia, 2018; Lyklema, 2005).

Vgas

Qg = (34)

Vespuma

De acuerdo al tiempo de vida, existen las espumas permanentes 0 metaestables cuya
duracion es de horas a dias debido a que los tensoactivos presentes propician que sean muy
elasticas. Las espumas transitorias o inestables son poco elasticas y su duracion es de
segundos a minutos, en este caso los anfifilos presentes seran liquidos ordinarios, ademas
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este tipo de espumas requiere de un flujo constante de gas a través del liquido para evitar el
colapso.

Region Seca

Region humeda

Reservorio

Figura 8. Espuma en la cual el proceso de drenado esta dominado por la hidrodindmica del sistema.
Elaboracién propia

No es posible obtener espumas en liquidos puros, las espumas se forman con la presencia
de anfifilos, lo que indica que la introduccion de estos compuestos anfifilicos cambian
significativamente las propiedades del gas de dispersion y del liquido, siendo esenciales para
crear y estabilizar una espuma, por lo que se ha definido a la espumabilidad y la estabilidad
como propiedades principales de la espuma de las soluciones tensoactivas. La espumabilidad
es la capacidad general de la solucion de surfactante para producir espumas, lo que implica
la creacion y deformacion de la interfase gas-liquido, la estabilidad de la espuma hace
referencia a la vida util de una columna de espuma, y se define como la tasa de pérdida de la
estructura de la espuma una vez formada y dependera de la capacidad de la proteina para
formar una pelicula fuerte, flexible y cohesiva, a fin de reducir la permeabilidad a los gases
y evitar la fusion de burbujas (Bhakta and Ruckenstein, 1997; Cantat et al., 2013; Wang
et al., 2016).

Asi mismo, la formacién de espuma depende del suministro constante de energia debido
a la presencia de fuerzas que favorecen la reduccion del grosor de las lamelas, disminuyendo
el tiempo de la espuma. Se ha reportado que en dicha disminucion del grosor, intervienen
dos tipos de drenado; el primero es el drenado hidrodinamico en el cual el liquido drenara de
acuerdo a su peso en la lamela, mientras que el drenado capilar se relaciona con la fraccion
volumétrica de la espuma, siendo variable de acuerdo a la altura de la espuma (Garcia, 2018).

2.4.1 Estabilidad de las espumas
Como se menciond anteriormente, si la lamela llega a un minimo critico, la burbuja

coalescera, por lo cual la estabilidad de la pelicula es un aspecto importante en la estabilidad
de la espuma. Sin embargo, los mecanismos que intervienen, propiciando o previniendo, la
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ruptura de la pelicula es muy diferente para el caso de lamelas jovenes y gruesas que para
lamelas viejas delgadas (es decir, en una espuma drenada).

En el caso de lamelas jovenes, la superficie se expandira hacia los sitios en donde se
encuentren los puntos mas delgados (puntos con mayor tensién superficial), la presencia de
un gradiente de tensiones propicia que el liquido fluya hacia el punto de mayor tension,
acarreando anfifilos para evitar el adelgazamiento. La tensidon superficial del sistema
disminuira hasta alcanzar el equilibrio, esta teoria fue propuesta por Carlo Marangoni. Una
segunda teoria desarrollada por Josiah Willard Gibbs, indica que la resistencia de la pelicula
al adelgazamiento también dependeré de la elasticidad, debido a que permitird el acarreo
instantaneo de material cuya funcion sera oponerse a los cambios en el grosor de la lamela;
en este caso cualquier disminucion en la concentracion de los anfifilos, provocara un aumento
en la tension superficial. Las teorias antes mencionadas son complementarias y es conocido
como el efecto Gibbs-Marangoni (Garcia, 2018; Kohli and Mittal, 2008; Wilson, 1989).

Gibbs define la elasticidad de una pelicula a través del aumento de la tension causada por
un pequefio aumento del area A, ecuacion (35), donde el factor 2 hace referencia a que la
pelicula posee dos superficies y la tension superficial actia en cada una de ellas.

do

Egibps = Z—dlnA (35)

La elasticidad de Gibbs se observa en el proceso de extension (o contraccién) de la pelicula
cuando hay un equilibrio entre la superficie de la pelicula y el seno volumétrico. A partir de
la ecuacion (4), se establece una forma para calcular la deformacién de la superficie, la cual
se expresa en la ecuacion (36), dicha ecuacion se refiere al modulo de elasticidad y relaciona
el aumento del area con el aumento de la tension superficial (Exerowa and Kruglyakov,
1998; Lucassen-Reynders et al., 2001).

_do
£~ dinA
2.4.2 Drenaje en espumas trifasicas

El drenaje de espuma es un proceso hidrodindmico fisico-quimico complejo regido por
muchos factores simultaneos. Inmediatamente a la formacion de la espuma, el contenido de
liquido presente en ella es mayor en comparacion con la cantidad de liquido en equilibrio
hidrostatico. Debido a esto, durante la generacion de espuma, el liquido drena a los bordes
de Plateau hasta que el gradiente de la presion capilar iguala la fuerza gravitacional (Exerowa
and Kruglyakov, 1998; Garret, 2014).

Se ha reportado que la presencia de particulas sélidas en la espuma podria provocar un
retraso en el drenaje, debido a que los bordes de Plateau se vuelven mas estrechos, sus paredes
se vuelven mas &speras y las particulas forman capas locales (Wilson, 1989). La fase solida
causa un cambio en la tasa de drenaje que puede explicarse con la disminucion en la
concentracion de surfactante en la solucion, como resultado de su adsorcion en las particulas
solidas (primer factor). Esto se expresa principalmente en bajas concentraciones de

(36)
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surfactante. Por otro lado, la disminucion en la concentracion de surfactante aumenta la
tension superficial de la solucion y reduce la dispersion de la espuma, lo que conduce a un
aumento en la tasa de drenaje. La presencia de fase solida provoca un cierto estrechamiento
de los bordes de espuma y, a veces, incluso su bloqueo (segundo factor). A baja
concentracion de tensoactivo, el factor primero ejerce una influencia mas fuerte.

2.5 Transferencia de masa
Una de las limitaciones a esta tecnologia radica en la baja solubilidad del ozono

(Kn= 7.83x10°% mol.atm™.L* a 25°C)?, lo que exige grandes caudales de gas o mayores
tiempos de contacto gas-liquido dentro del reactor, implicando reactores de grandes
dimensiones (Graca et al., 2020).

Para lograr que el ozono interactte con la membrana celular de la microalga, debe superar
determinadas barreras que se seran un impedimento para llegar a su destino. Se ha reportado
que la transferencia de ozono de la fase gaseosa al microorganismo suspendido en la
dispersion gas-liquido debe tener lugar a lo largo de una determinada via. La ruta de
transporte mas general se muestra en la Figura 9, en donde se observa que pueden existir
ocho resistencias a la transferencia de ozono (Chisti, 1989):

- Enuna pelicula de gas dentro de la burbuja

- En lainterfase gas-liquido

- Enuna pelicula liguida en la interfase gas-liquido
- En el volumen de liquido

- Enlapelicula liquida alrededor de la célula

- Laresistencia interna de la célula

- Laresistencia en el sitio de la reaccion bioquimica

Volumen de liquido
Pelicula de gas

Interfase liquido-célula

7’
Pelicula liquida

Sitio de reaccién

5 bioguimica Resistencia interna
S _ - Pelicula liquida de la célula
BURBUJA MICROORGANISMO

Figura 9. Ruta del gas al microorganismo. Adaptado de (Chisti, 1989)

!La constante de la Ley de Henry (Ky) fue calculada a partir de la expresion para solubilidad de ozono en
agua de la International Ozone Association (IOA) (Bin, 2006) y se realizd la conversion de unidades a
mol.atm™.L* por medio de tablas reportadas por (Sander, 2015).
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No todas estas resistencias son significativas. En la practica, los reactores operan a ciertos
niveles de turbulencia que propician que el transporte por conveccion domine en el cuerpo
del liquido y, por lo tanto, la resistencia asociada al volumen del liquido puede ser ignorada.
De manera similar, para células individuales o micelios dispersos, la resistencia debida a la
pelicula liquida en la superficie de la célula puede ser despreciada, debido a que las diminutas
dimensiones celulares y su gran area superficial son la razon de la insignificante resistencia
de la pelicula célula-liquido. La resistencia del sitio de reaccidén quimica se ignora por las
grandes velocidades de las reacciones bioquimicas (Chisti, 1989).

El problema del transporte del gas se reduce a la transferencia de masa de la interfase gas-
liquido. La regidn en la vecindad de la interfase gas-liquido se puede visualizar como un par
de peliculas de gas y liquido adyacentes, de espesor finito. De acuerdo con el modelo de la
doble capa de Lewis-Whitman (1924), la resistencia a la transferencia en cada fase se localiza
en las peliculas delgadas cercanas a la interfase (Figura 10). Se supone que la interfase en si
no ofrece resistencia a la transferencia de masa, por lo tanto, las concentraciones interfaciales
estan determinadas por la relacion de equilibrio. Es decir, en la superficie de contacto hay
equilibrio y se suman las resistencias a la transferencia de materia en las dos fases para
obtener una resistencia global.

Interfase
FASE GAS FASE
LiQuiDA
CG \
Cai
Cui
2ol I
_Flujode masa
8¢ S,

Figura 10. Diagrama del modelo de doble capa. Adaptado de (Bin and Roustan, 2000)

donde Cc y CL, son las concentraciones de ozono en el seno de cada fase, Cai y CLi hacen
referencia a las concentraciones de ozono en la fase gaseosa y fase liquida al equilibrio,
respectivamente.

2.6 Bases de disefio del reactor prototipo
El reactor utilizado en esta investigacion, desarrollado por Wells (2018), tiene sus bases

de disefio en la patente francesa “Dispositif de transfert de gaz et flottation dans le traitement
d’eau a epurer” (Bourbigot and Faivre, 1986). En dicha patente se menciona la utilidad de
la ozono-flotacion para la eliminacion de microalgas presentes en agua, debido a que estos
microorganismos otorgaban olor y sabor.
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Como se observa en la Figura 11, el caudal de agua ingresa por la parte superior de la
unidad al compartimento de difusion (A). En el fondo del mismo compartimento, el ozono
es suministrado por medio de un difusor de poro fino (C) ocasionando un mezclado a contra
corriente. Por medio de una corriente de barrido (D), la mezcla de agua a tratar con las
burbujas de ozono es obligada a trasladarse a los compartimentos de flotacion (B). Los
solidos suspendidos se adhieren a las burbujas de ozono y como resultado se observaba la
formacion de espuma en la parte superior de los compartimentos (B). Esta espuma es captada
por medio de canales y el efluente de agua libre de algas es recuperado en los laterales de la
unidad de ozono-flotacion (G).

Compartimento de difusion
Compartimento de flotacion
Difusor

Flujo de barrido

Canal para eliminacién de
espuma

Entrada de agua a tratar
Salida de agua tratada

m
)
m
B
m
mooOw>

o)

%

®m

A
D
|

R/C\_,

|
o AN
N - x

Figura 11. Diagrama de la unidad de ozono-flotacion (Bourbigot and Faivre, 1986)

A partir del principio de operacion mencionado en la patente, Wells disefia un reactor de
geometria conica con capacidad total de 0.43 m®y volumen de trabajo de 0.30 m?, proyectado
para la cosecha en continuo de Desmodesmus sp., con una eficiencia de transferencia de masa
del 88%. Los parametros de disefio de dicho reactor se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de disefio para el reactor de ozono-flotacion proyectado por Wells

Parametro Valor estimado Unidad
Velocidad superficial u <0.05 m.s*t
Diametro de burbuja d 4.73x10° a 4.92x10°3 m
Concentracion de microalgas [SST]e 388 mg.L?
Dosis de 0zono DO 0.24 mgo,. MExiomasa
Relacion de flujos Qc/QL 1 -
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En este capitulo se presenta la metodologia que permitié cumplir el objetivo planteado
para este estudio. Como parte de la estrategia experimental se dividio en tres etapas; las
actividades realizadas en cada etapa se resumen en el siguiente diagrama.

| 1. Obtencidn del consorcio
microalgal
_}2. Implementacién del arreglo o | Construccion ¢ implementacitn
. L
experimental del reactor

Ensayos preliminares de ozono-
flotacion

A 4

o| Implementacion del disefio
u experimental

3. Caracterizacion y
—>» optimizacion de la operacion
en lote.

5| Eficiencia de cosechado y
transferencia de masa

| Régimenes v velocidades de
" flujo

o| Actividad superficial de las
biomoléculas cosechadas

Figura 12. Diagrama conceptual de la metodologia planteada

3.1 Obtencién de microalgas

Las microalgas utilizadas en la etapa experimental se obtuvieron del sistema piloto de
tratamiento de agua residual “ATZINLTI”.

El cutlivo de microalgas, conformadas por un consorcio mixto con Scenedesmus sp. como
género dominante, se llevé a cabo en un reactor de alta tasa con volumen de trabajo de
1.2 m3 con un TRH de 25 dias. Posteriormente las microalgas pasaron a una etapa de
sedimentacion con duracion de 5 dias, para concentrar la biomasa.

3.2 Implementacion del arreglo experimental

3.2.2 Construccion e implementacion del reactor prototipo
El reactor prototipo de ozono-flotacion escala laboratorio, fue fabricado en el Taller de

Soplado de la Facultad de Quimica y fue construido en vidrio, con capacidad maxima de
1.6 L y volumen de operacion de 1.2 L (Figura 13).
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El diametro superior, de 14 cm, consta de dos salidas para gas y una entrada central por
donde se alimentara el agua a tratar. EI caudal de entrada de agua a tratar (Qve) es impulsado
a la parte superior de reactor por una bomba peristaltica Masterflex L/S (7518-02), vy
desciende hasta el fondo a través de un tubo central para ser descargado en una zona muy
proxima a un difusor de vidrio con tamafio de poro entre 10 y 15 um, en donde ocurre la
mezcla del gas ozono y el agua, esperando que el mezclado cause un flujo turbulento
(Re > 4000) que favorezca el contacto entre fases (gas-liquido) y por lo tanto, la transferencia
de masa (Kantarci et al., 2005). El incremento gradual del diametro permite que la velocidad
de flujo disminuya, pasando a un régimen laminar (Re < 2300), evitando que los remolinos
de la zona turbulenta destruyan la capa de espuma formada durante el proceso de ozono-

flotacion. Muy cerca de la parte superior del reactor se cuenta con dos salidas laterales, una
de ellas utilizada para recuperar el concentrado y/o cosechado de biomasa, mientras que la
segunda es utilizada para la salida del agua tratada (Qvs). El caudal de salida de suspension
de microalgas fue regulado y conducido por una bomba Masterflex L/S (HV-77916-10) a un
tanque reservorio. Debido a que la operacion del reactor se realizé por lote fue necesario

recircular la suspension con microalgas para propiciar el mezclado de los caudales de gas y
liquido en el fondo del reactor.

Entrada de cultivo
14.5cm :
< = microlalgal

"N o= ™

A u" \‘.i
/ {
ix ) |

¥ K
\ N

Salida de
espuma

R

Salida de
aguatratada |

! {
37.5cm | )

-

Entrada de O,

Figura 13. Esquema y fotografia del reactor utilizado en este proyecto

El sistema experimental implementado se muestra en la Figura 14 y Figura 15. De manera
general, el aire del medio ambiente pasa a través de un separador (Airsep modelo AS-12,
Corporation, USA) produciendo una corriente gaseosa libre de humedad y enriguecida con
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oxigeno (hasta en un 90% (v/v)). El flujo de gas pasa a un generador de ozono Labo 76
(Emery Trailigaz, EE. UU.) con capacidad de produccion de 1.9 go_.h', cuyo flujo de salida
es inyectado en la parte inferior del reactor, a traves de un difusor de vidrio de placa porosa
(tamafio de poro de 10-15 um). La espuma formada es dirigida a un matraz kitasato de
0.5 L, el cual esta conectado a un lavador de gases con solucién de yoduro de potasio (KI) al
2% para la captura y cuantificacion de ozono en fase gas a la salida del reactor.

1 —» Trayectoria del cultivo microalgal

-+ Trayectoria de la fase gas

» Trayectoria de la espuma

(1) Punto de muestreo “E”

(2) Punto de muestreo “C”

v Reservorio para

microalgas <
e Medidor de
B2 E 2 T flujo gas
m . m Separador de aire
&
v
Oxigenoa la ¥
atmésfera & = » . |
1]
«— '
pls Reactor de » Generador de ozono v
ozono flotacién
e
I :
Kl Colecta de v}
bi ¥
Cigtina e iomasa '
Ozono residual
Aire de la
atmésfera

Figura 14. Arreglo experimental del sistema de ozono-flotacion operado por lote

El punto de muestreo “E” y “C” indicados en la Figura 14, corresponden a los sitios para
la toma de la muestra de efluente y del cosechado, respectivamente. Pruebas durante la
implementacion del reactor, permitieron establecer que la relacion de los caudales de las
bombas QLe/QLs debia ser 1.4, para garantizar estabilidad del nivel de agua durante la prueba
de ozono-flotacion. Los caudales manejados por las bombas “B1” y “B2” para la operacion
del sistema se indican en la Tabla 3.

Tabla 4. Flujos de operacion de la etapa experimental

Bomba (B2) Qte (L.mint) Bomba (B1) Qus (L.min™?)
0.50 0.69
Masterflex L/S 0.25 Masterflex L/S 0.35
(7518-02) 0.17 (HV-77916-10) 0.23
2.00 2.80
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Figura 15. Fotografia del arreglo experimental implementado para las pruebas de ozono-flotacion por lote

3.3 Caracterizacion y optimizacion de la operacion de reactor prototipo

3.3.1 Ensayos preliminares de ozono-flotacion en operacién por lote.

Tomando en cuenta los datos tedricos de disefio y lo reportado en otros estudios del grupo
de trabajo (Alves-Oliveira et al., 2019; Aranda, 2019; Valeriano, 2018; Wells, 2018), se
realizaron cuatro pruebas experimentales por duplicado, manteniendo para cada una de ellas
la misma dosis de 0zono (DO= 0.16mg,. mgz{,masa)- COMO variables independientes se
consideraron la concentracion inicial de cultivo ([SST]e: 600 y 1800 mg.L™?) y la relacién
entre el flujo de gas y flujo de liquido (Qa/QL= 1y 3). Las variables de respuesta establecidas
fueron la eficiencia de cosechado (biomasa, lipidos, carbohidratos y proteinas) y la eficiencia
de transferencia de ozono.

Los experimentos se realizaron con un volumen de operacion de 1.9 L de suspension
homogénea de microalgas. Se consideraron tres tipos de muestra para el seguimiento del
proceso:

1) Inicial (1), corresponde al cultivo antes de ser procesado.
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2) Cosechado o concentrado microalgal (C), el cual contenia la biomasa celular y los
compuestos de interés (carbohidratos, lipidos y proteinas) que migraron y fueron recuperados
a través de la espuma.

3) Agua de proceso (AP), muestra con biomasa y compuestos residuales que quedan en el
volumen total del reactor al terminar la prueba de ozono-flotacion.

3.3.2 Disefio experimental para la optimizacion de las variables de operacion del reactor

Para seguir con las pruebas de laboratorio, se consideraron los ensayos preliminares que
dieron los mejores resultados de cosecha y transferencia de 0zono, con los cuales se planteo
un disefio de experimentos con un modelo tipo factorial 32. Las variables independientes
seleccionadas fueron la concentracién inicial del cultivo microalgal y la relacion entre el flujo
de gas y el flujo de liquido (Qc/QL). Se establecieron como variables de respuesta a la
eficiencia de cosechado (biomasa, lipidos, carbohidratos y proteinas) y la eficiencia de
transferencia de ozono. A partir de los resultados obtenidos en las pruebas experimentales,
se determinG mantener como parametro constante la concentracion de ozono en fase gas a la
entrada del reactor ([O3]e=19 mgg,.L™?).

Los niveles reales fueron codificados como -1, 0y 1, con lo cual se generd un disefio de
experimentos factorial 32, dando un total de 9 experimentos. Se realizaron dos réplicas por
condicion analizada. En la Tabla 3 se resumen los factores, niveles codificados y reales a
evaluar.

Tabla 5. Matriz de experimentos para las pruebas de ozono flotacién

Valores codificados Valores reales
No. de
Corrida A B A B:
[SST]e mg.L™? Qa/QL
1 -1 -1 600 1
2 0 -1 1200 1
3 +1 -1 1800 1
4 -1 0 600 2
5 0 0 1200 2
6 +1 0 1800 2
7 -1 +1 600 3
8 0 +1 1200 3
9 +1 +1 1800 3

La dosis de ozono fue de DO= 0.16 mgo,. mggj,masa Y €l Volumen de operacion fue de
1.9 L de suspension homogénea de microalgas. Las variables independientes consideradas
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fueron la concentracion inicial de cultivo ([SST]e= 600, 1200 y 1800 mg.L!) y la relacion
entre el flujo de gas y flujo de liquido (Qa/QL=1, 2'y 3) con Qe= 0.5 L.min™,

Para la evaluacion de los resultados obtenidos se empleo el programa estadistico
MINITAB® 19, con el cual se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) considerando un
nivel de significancia del 5%. ElI método se utilizO para determinar si existia diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos. Si p-value < 0.05, se rechazd la hipdtesis nula,
lo que significa que hubo diferencia significativa entre tratamientos.

Una de las metas para esta etapa fue evaluar la migracion de los compuestos de interés
con su actividad superficial durante el proceso de ozono flotacion. Por tal motivo se considero
seccionar el tiempo total de la prueba en cuatro intervalos, permitiendo tener muestras del
cosechado y del agua de proceso en funcién del tiempo. Las muestras fueron las siguientes:

1) Inicial (1), corresponde al cultivo antes de ser procesado en las pruebas de ozono
flotacion.

2) C1, C2, C3y C4 fueron las muestras del cosechado que contenia la biomasa celular y
los compuestos de interés que migraron a la espuma. La espuma generada en cada intervalo
de tiempo se retird en su totalidad.

3) FR1, FR2, FR3y FR4, corresponden a las muestras tomadas del flujo de recirculacion
en cada intervalo de tiempo.

4) Agua de proceso (AP), muestra con los compuestos que quedaron en el volumen total
del proceso al terminar la prueba de ozono-flotacion.

3.3.3 Eficiencias de recuperacion de SST y compuestos de interés

La concentracion de microalgas como sélidos suspendidos totales (SST) en cada una de
las muestras, fue determinada gravimetricamente (APHA-AWWA-WPCF, 1992) utilizando
papel filtro GF/A (Whatman). El contenido de lipidos totales y carbohidratos totales se
determind mediante las técnicas sulfo-fosfovainillina (Knight et al., 1972) y fenol-sulfarico
(Dubois et al., 1956), respectivamente.

Para la cuantificacion de proteinas totales, las muestras se sometieron a extraccion de las
proteinas presentes en la biomasa, utilizando el método alcalino siguiendo el procedimiento
reportado por (Valeriano, 2018). Posteriormente las muestras fueron filtradas utilizando una
membrana Millipore de 0.22 mm (GWP02500) y la concentracion de proteina se determind
mediante el método de Biuret (Gornall et al., 1949).

Se realizo un balance de materia para conocer la cantidad de biomasa y compuestos de
interés que se perdieron por oxidacion en el proceso de ozono-flotacion. El balance queda
definido por la ecuacion (37).

Xireactor = Xf ¢+ Xf 4p + P (37)

donde Xi representa a la cantidad de biomasa, lipidos, carbohidratos o proteinas al inicio
de cada prueba, Xf la cantidad de biomasa o compuestos de interés al finalizar la prueba, ya
sea en el cosechado o en el agua de proceso y P las pérdidas por oxidacion. Cada término
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de la ecuacion (37) esta expresado en mg, por lo que las concentraciones determinadas para
la biomasa y compuestos de interés se multiplicaron por el volumen de cada muestra.
La eficiencia de recuperacion (ER) se obtuvo con la ecuacién (38).

X
ER (%) = M* 100% (38)

l reactor
Para las pruebas experimentales en donde se realizé el seguimiento de la cosecha en
funcidn del tiempo se hizo la consideracion mostrada en la ecuacién (39) para realizar el
balance de materia.

Xfc=Xc1+ Xcz + Xes + Xea (39)

3.3.4 Balance de masa de ozono

El ozono gas que sale del reactor se capturd en un lavador de gases que contenia 200 mL
de solucion de yoduro de potasio al 2%. Las concentracion de ozono en fase gas se determino
de acuerdo al método yodométrico (Birdsall et al., 1952).

Para la cuantificacion del ozono residual en agua ([05],,), se tomaron 25 mL de la muestra
“agua de proceso” y se filtraron utilizando papel filtro GF/A (Whatman) para evitar
interferencias debido al color que otorgan los sélidos suspendidos. Posteriormente se midio
la concentracion del ozono residual siguiendo el método colorimétrico de indigo (Bader and
Hoigné, 1981). La descripcion detallada de cada técnica se muestra en el Anexo 1.

De acuerdo a las ecuaciones de balance de masa para un reactor operado por lote, se
determinaron las dosis de ozono aplicada (DOA), de ozono transferida (DOT) y de ozono
consumida (DOC), ecuaciones (40) a (42) respectivamente.

[03]Ge * QG *

DOA = 0G0 (40)
DOT = Q¢ * ([03](;;— [03]65) * t (41)
DOC = Q¢ * ([03]6,;/— [03]6s) * € —[0s],, (42)

donde V; es el volumen de cada prueba en L, [05];. €S la concentracidn de ozono en fase
gas calculada al inicio de la prueba, [05],, es la concentracién de ozono residual en fase
acuosa y [05]¢s €s la concentracion de ozono en fase gas ([0s]., Y [03]ss fueron calculadas
al finalizar cada prueba). Todas las concentraciones y las dosis estdn expresadas en
mgo,.L ™. La eficiencia de transferencia (ET) se calcul6 con la ecuacion (43).

[OS]Ge - [03]

5 % 100% 43
[03]G€ ° ( )

ET (%) =
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3.3.5 Calculo de velocidades y determinacion de régimenes de flujo

Para verificar que el flujo dentro del reactor presentara la transicion de un régimen
turbulento (Re > 4000) a uno laminar (Re < 2300) se calcul6 el nimero de Reynolds (Re)
con la ecuacion (44) reportada por Awad (2012).

(G, + G0
°7 ()
donde G, y Gg, son los flux masicos del liquido y del gas, respectivamente en
kg.st.m?, @ el diametro de la seccion transversal de estudio (didametro inferior o diametro
superior) del reactor en my p;, la viscosidad dindmica del cultivo en kg.s*.m. El flux masico
es igual a la velocidad media del fluido (U,,) en m.s, multiplicado por la densidad del fluido
(pp) en kg.m 3 como se indica en la ecuacion (45).

(44)

G, + G = Uypy (45)

El valor de la velocidad de la mezcla (U,,) se determiné con la ecuacién (46).
_ QL+ Q¢
A

donde A es el area transversal de la region de estudio (inferior o superior) del reactor, Uy,
y U son las velocidades medias del liquido y del gas, respectivamente.

UM = USL + USG (46)

3.3.6 Factor de concentracion
El factor de concentracion o enriquecimiento se defini6 como la relacion entre la
concentracion de microalgas cosechadas y la concentracién de microalgas al inicio de la
prueba, como lo indica la ecuacion (47).
[SST];

[SST].

FE = 47
3.3.6 Determinacion de la actividad superficial en muestras del cosechado

Con la finalidad de estudiar la actividad superficial que presentan los compuestos de
interés que migraron a la espuma se llevaron a cabo pruebas de tensién superficial y se analizé
el comportamiento de la presion superficial respecto a la composicion. Dichas pruebas se
realizaron en el Laboratorio de Superficies de la Facultad de Quimica bajo la supervision del
Dr. Jesus Gracia Fadrique y el M.C.Q. Arturo Garcia Figueroa.

3.3.6.1 Ensayos de tension superficial en muestras del cosechado

Las pruebas de tension superficial se realizaron utilizando el método del anillo de Du
Nodly a las muestras inicial (1) y las obtenidas durante el cosechado de la biomasa (C1, C2,
C3y C4).

Previo a realizar las mediciones de tension superficial, las muestras fueron filtradas
utilizando una membrana Millipore de 0.22 um (GWP02500) y se colocaron en recipientes
de polipropileno de 10 mL. Con la finalidad de analizar el comportamiento de la tension
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superficial dinamica se dejo que la muestra llegara a un equilibrio térmico y mecanico
durante 2 horas a temperatura ambiente (26 + 1 °C), y pasando este tiempo se efectuaron las
mediciones por duplicado.

El equipo utilizado consistia en una balanza analitica OHAUS Pioneer con una
sensibilidad de 10 g, con un gancho en la parte inferior para colocar el anillo de platino-
iridio de 1 cm de diametro. El procedimiento para medir la tension superficial fue similar al
descrito por Pardo-Cervantes et al. (2011) y se detalla en el Anexo 1. De forma general, el
recipiente con la muestra se coloca sobre un elevador mecanico, el cual desciende al girar
manualmente un tornillo que ajusta la altura. El anillo se introduce en la muestra de liquido
y al ir descendiendo, la balanza registra la masa adherida al anillo. La masa empleada para
calcular la tension superficial, ecuacion (48), sera la masa maxima

Mg
4R

donde M es el peso maximo soportado por el anillo, g es la gravedad local
(977.94 cm.s2, CU-UNAM (Pardo-Cervantes et al., 2011), R es el radio del anillo y F un
factor de correccion por ajuste del tamafio del anillo.

* F (48)

o =

3.3.6.2 Andlisis del comportamiento de la presion superficial respecto a la composicion
de los componentes presentes en la mezcla (proteinas, lipidos y carbohidratos).

Para el analisis del comportamiento de la presion superficial respecto a la composicién,
se eligi6 la prueba experimental del bloque de 1800 mg.L* de concentracion de microalgas,
que presento6 los menores porcentajes de recuperacién (Tabla 5), con la finalidad de obtener
informacidn sobre los cambios que ocurren en los elementos que conforman la mezcla del
cosechado, durante las pruebas de ozono-flotacion.

Las condiciones de operacion fueron las siguientes: DO= 0.16 mg,. mgxiymasar Q6/QL=1
con Qe= 0.5 L.min' y Q.=0.5 L.min"! y el volumen de operacién de 1.9 L. El tiempo total
de la prueba se dividid en tres intervalos de tiempo (18.5, 37 y 56 min) para tomar tres
muestras (M1, M2y M3).

Tabla 6. Porcentajes de recuperacion para la prueba experimental elegida

Eficiencia de Recuperacién
Transferencia SST Proteinas Lipidos Carbohidratos
% % % % %
63 64.02 64.28 54.69 53.54

Debido a que el tiempo de este analisis solo permite procesar una muestra por dia, se opto
por liofilizar las muestras para preservarlas y evitar la desnaturalizacion de las proteinas. Para
ello se tomaron 35 mL de las muestras del cosechado y se mantuvieron en ultracongelacién
durante un periodo de 8h. Después pasaron por el proceso de liofilizacion que dur6 24 h a
0.576 torr, en una liofilizadora Labconco (7750020).
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Previo al analisis, las muestras se resuspendieron en agua mili-Q, con la mitad del
volumen inicial y se mantuvieron en agitacion constante durante 2 h, posteriormente se
filtraron con una membrana Millipore de 0.22 um (GWP02500) y se colocaron en recipientes
de polipropileno de 10 mL.

El analisis comenzd en la region concentrada hasta llegar a la region diluida. En cada
muestra, la medicion de todo el intervalo de composiciones se efectud en un periodo maximo
de 33 h. Cada punto de las curvas obtenidas se midi6 por duplicado.

El procedimiento detallado se muestra en el Anexo 1.
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4.1 ldentificacion y composicion del consorcio de microalgas

En este estudio, se utilizé un consorcio mixto de microalgas. Géneros como Scenedesmus
sp., Desmodesmus sp. y Diatomeae sp. fueron identificados a través de la observacion al
microscopio (Figura 16).

Figura 16. Micrografia de las especies de microalgas presentes (40X)

La composicién bioguimica con respecto al contenido de carbohidratos, lipido y proteinas
del consorcio utilizado se muestra en la Tabla 7 y se compara con lo reportado en otros
estudios. Es importante mencionar que la variacién que se observa en cada composicion se
debe a factores como el tipo de microalga, medio de cultivo utilizado y estimulantes fisicos
0 quimicos, como la limitacion de nutrientes, que promueven la acumulacién de
carbohidratos y lipidos (Hernandez, 2017).

Tabla 7. Composicién bioguimica de consorcios microalgales

Medio de Proteinas Lipidos Carbohidratos

Microalga cultivo okg? akg™ okg™ Referencia
Consorcio mixto Agua residual 3741+ 229 69.9+7.1 2429+ 14.4 Este estudio
Consorcio . (Romero,
Scenedesmus sp. Agua residual Sb 123305 68.9+0.2 2019)
Scenedesmus BG11 (de Farias
obliquus modificado 336.3+40.4 253.4+6.4 459.0 £ 45 Sll\zlgleé)al.,
Desmodesmus sp. Agua residual sD 365.5 + 23.1 207.6 + 40.5 ey

SD Sin Determinar

4.2 Pruebas preliminares

El propdsito de las pruebas preliminares fue ajustar los flujos Qa, QL, con los que operaria
el reactor, considerando como parametros de respuesta la eficiencia de cosechado de biomasa
y compuestos de interés, asi como la eficiencia de transferencia de masa.

Como se menciono anteriormente, el disefio considera la transicion de régimen turbulento
en la zona de mezclado (Re =3,719), a un régimen laminar en la parte superior (Re =1,270).
Al calcular el caudal minimo con el cual debia operar el reactor para tener un nimero de
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Reynolds correspondiente al régimen turbulento, se determind que era necesario un flujo de
6.9 L minL. Debido a la disponibilidad de bombas con capacidad méaxima de 3.4 L min, y
tomando en cuenta que la bomba del efluente (B1) debia operar con un caudal 1.4 veces
mayor al caudal de la bomba B2, se optd por realizar pruebas con un caudal (QLe) maximo
de 2 L.min. Los resultados de recuperacién y transferencia de masa se muestran en las
Tablas 8y 9.

Se puede observar que los experimentos con el nimero de Reynolds mas grande no
coincidieron con la méaxima transferencia de masa. A pesar de que se obtuvo la mayor
recuperacion de lipidos y carbohidratos, la cosecha de biomasa y proteinas no fue la mayor.

El experimento con la mayor transferencia de masa fue del 64.2 %, coincidiendo con las
mayores cosechas de biomasa (66 %) y proteinas (67.4 %).

Tabla 8. Resultados de transferencia de masa obtenidos en las pruebas preliminares

Condiciones de operacion Transferencia de masa
[SST]e Qe/QL Qo Qu Re! DOA DOA DOT ET
mg.L? - L.min"! L.min"! - mgo,. MEgh aca mg,,.L* mg,,.L* %
1800 1 2.0 2.0 493.9 288 169.3+1.8 58.8+0.6
1800 1 0.5 0.50 164.5 0.16 288 1849+29 64.2+1.0
600 1 0.5 0.50 164.5 96 59.6 £0.7 52.0+0.9
600 3 0.5 0.17 54.9 96 553+1.1 576+1.1

INUmero de Reynolds calculado en la zona inferior del reactor (zona de mezclado).

En las pruebas realizadas con una concentracion inicial de biomasa de 600 mgSST.L™?, se
observa que al incrementar la relacion de flujos también hay un incremento en la
recuperacion de biomasa y compuestos de interés.

Tabla 9. Resultados de cosecha en las prueblas preliminares

Condiciones de operacion ‘ Recuperacién

[SST]e Qa/QL Re! Biomasa Proteinas Lipidos Carbohidratos
mg.L? - - % % % %
1800 1 493.9 59.7+1.7 433124 63.3+0.6 58.2+0.1
1800 1 164.5 66.0+0.9 67.4+3.2 57.8 £0.7 55.4+0.9
600 1 164.5 21.8+1.1 9.1+23 246+ 1.3 154405
600 3 54.9 37.7+15 39.1+34 448 +25 24.2+2.8

INUmero de Reynolds calculado en la zona inferior del reactor (zona de mezclado).

Con base en los resultados obtenidos, se consider6 que el caudal de liquido (QL) minimo
y maximo, para el desarrollo del disefio de experimentos fuera, 0.17 L.min"ty 0.50 L.min™,
respectivamente.

4.3 Cosechado de biomasa y compuestos de interés
4.3.1Cosecha de biomasa

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) a los datos obtenidos con un intervalo de
confiaza del 95%. Como lo indica la Tabla 10, los factores estadisticamente significativos
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para las variables de respuesta fueron la concentracion de sélidos suspendidos iniciales (A)
y la relacion de flujos (B) con un valor P de 0.000. En el caso de la oxidacion, la interaccion
entre ambos factores (AB) también fue significativo.

Tabla 10. Importancia experimental de las variables estudiadas de acuerdo al andlisis de varianza.

Factor/ Recuperacion SST (%) Oxidacion (%)
Interaccion
Relacién F Valor P Relacion F Valor P
A: [SST]e 256.43 0.000 79.71 0.000
B: Qs/QL 37.83 0.000 51.16 0.000
AB 2.24 0.144 6.47 0.010

En la gréafica de efectos principales (Figura 17. A) se observa que el mayor porcentaje de
recuperacion se obtiene con el incremento de la concentracion de biomasa inicial y la relacion
de flujos de operacion (Qs/QL). Por otra parte, la Figura 17. B muestra que el menor
porcentaje de oxidacion, se obtiene en los experimentos realizados con 1800 mg.L* de
concentracion inicial de microalgas medida como SST. La influencia de los factores también
se puede corroborar con los diagramas de Pareto mostrados en el Anexo 2.

B)
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1300
=

70 . 70 +* 1800

60
60 *

50

-

so 40

Oxidacién (%)
e

40 30 =

30 4 20 . . 0

10 +
20

0 -
1

2
/!
600 1200 1800 1 2 3 Qa/QL

Figura 17. A) Efecto de la concentracidin de SST iniciales y relaciones de flujos en la cosecha de
biomasa. B) Grafico de interaccion de variables para la oxidacion utilizando valores medios

3

Como se indica en el andlisis estadistico, la concentracion de biomasa inicial tuvo una
gran influencia en el porcentaje de cosechado. En la Figura 18, se observa que con la
concentracion de microalgas de 1800 mg.L* y una relacion de flujos igual a 3 se obtiene el
porcentaje de recuperacion mas alto (78.8%) y un porcentaje oxidacién del 9.6%. La menor
recuperacion (23.9%) se obtiene con la concentracion inicial de 600 mg.L* y relacién de
flujos igual a 1. Alves et al. (2019) reportan un porcentaje de oxidacion del 31.6 % para la
mejor condicion de cosecha (88.5 %), con la misma dosis de ozono utilizada en este estudio
(0.16 mgo,. mgxihmasa) Y UNa concentracion incial de biomasa igual a 500 mg.L™.

Se observa que la menor recuperacion para cada bloque de concentraciones de biomasa se
obtiene con la relacién de flujo igual a 1, asociados a las velocidades mas altas. Se ha descrito
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que la velocidad de elevacién de las burbujas es una caracteristica clave en la cosecha de
microalgas, debido a que esta ligada al tiempo de contacto en el que se dara la colision y
fijacion entre la particula y la burbuja en el reactor, es decir, a mayores velocidades de flujo
se tendran tiempos de contacto mas cortos. De igual forma, se ha reportado que altas
velocidades de flujo pueden ocasionar cambios rapidos en la trayectoria de la burbuja,
provocando desprendimientos inerciales de las particulas (Coward et al., 2015; Edzwald,
2010; Wang et al., 2017).

B Cosechado BAgua de reactor = Oxidado ¢ Velocidad del flujo

100 50
80 | L 2 2 4 40
c
;\5\ 60 | 4 30 =
~ IS
e
L - s
40 20 3
20 + 4 10
0 0
QG/aL
[SST],
600 mg/L 1200 mg/L 1800 mg/L

Figura 18. Porcentajes obtenidos de biomasa cosechada, en agua de proceso y oxidada, del arreglo experimental

4.3.2 Cosecha de compuestos de interés (Proteinas, lipidos y carbohidratos)

Al analizar estadisticamente la eficiencia del proceso de cosechado en la recuperacién de
los compuestos de interés (Tabla 11), se observa que el porcentaje de recuperacion de
proteinas y carbohidratos es influenciado por tres factores importantes: la concentracion
inicial de biomasa (A), la relacion de flujos (B) y la interaccidn entre ambos factores (AB).
En cambio, la cosecha de lipidos es afectada por el efecto independiente de los factores (A)
y (B).

Tabla 11. Importancia experimental de las variables estudiadas de acuerdo al analisis de varianza

Recuperacién (%)

IntFearsat((:)cri/()n _ Proteinas _ Lipidos C_arbohidratos
Relacibn F  Valor P Relacién F Valor P  Relacibn F  Valor P
A: [SST]e 190.66 0.000 46.06 0.000 450.22 0.000
B: Qc/QL 47.56 0.000 29.19 0.000 28.34 0.000
AB 9.07 0.003 0.32 0.857 3.96 0.040

La interaccion de la condiciones: mayor concentracion con maxima relacion de flujos,
favorece la recuperacion de proteinas (Figura 19. A). La Figura 19. B indica que el efecto
que tiene una concentracion inicial de biomasa de 1200 mg.L* en la recuperacion de los
carbohidratos es practicamente el mismo que para una concentracion de 1800 mg.L.

53



Capitulo 4. Resultados y discusion

Z

100 B) 1o
[S5Te]
. 600
. 1200 .
1800
80 @ * 80
.
_— *
g g -
e <
=
S 60 . s g *
5] 5 *-
e . g
S -
g . 3 40
o 40 ]
D @
2 o
20 & .
20 .
L2
. 0

1 2 3

QG/QL
QG/QL

Figura 19. Gréficas de interacciones de los efectos analizados (Concentracion inicial de biomasa y
relacion de flujos). A) Recuperacion de proteinas. B) Recuperacion de carbohidratos.

En el grafico de efectos principales (Figura 20), se observa que la mayor recuperacion de
lipidos se obtiene con 1200 mg.L"* de biomasa inicial; con 1800 mg.L* hay un decaimiento
en la cantidad de lipidos recuperados. El incremento en la relacién de flujos muestra un efecto
positivo en la recuperacion.
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Figura 20. Gréfico de efectos principales en la recuperacion de lipidos.

La Figura 21 muestra que al aplicar la misma dosis de ozono, la recuperacion de biomasa
y compuestos de interés tendra un comportamiento creciente al incrementar la concentracién
de biomasa inicial y la relacion de flujos. Se puede observar que con la condicion Qe/QL=1
y concentracion incial de 600 mg.L se recuper6 23.9% de biomasa, 11.6% de proteinas,
27.3% de lipidos y 17.7% de carbohidratos, mientras que con la condicion Qs/QL=3 y 1800
mg.L* de concentracion inicial, los porcentajes de recuperacién incrementan a 78.8%,
74.6%, 79.4% y 72.3%, respectivamente.

En estudios previos, Velasquez-Orta et al. (2014) reportan la recuperacion del 79.6 % de
biomasa y 12% de lipidos, utilizando una dosis mas alta de ozono (0.23 mg.. mEgi masa) Y
menor concentracion de microalgas (420 mg.L?). Valeriano Gonzélez et al. (2016)
obtuvieron una recuperacion de biomasa del 75 % con una concentracion menor de microlgas
(400 mg.L) y una dosis de 0.14 mgy.. mggi .sa- D€ acuerdo con Aranda (2019), al
implementar un proceso en continuo de cosecha microagal, reporta el 68.9 %, 21 %y 73 %
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de recuperacidn de biomasa, proteinas y carbohidratos, respectivamente; utilizando una dosis
de ozono de 0.15 mgg, . Mggiomasa400 Mg.L* como concentracioén inicial y una relacion de
flujos Qa/QL=3.

OBiomasa Proteinas ELipidos Carbohidratos
100

80

60

(%)

40 |

20

Qa/Qu 1

[N

[SST 600 mall 1200 mall 1800 ma/l
Figura 21. Efecto de la concentracidn inicial y la relacion de flujos en la recuperacién de biomasa y
compuestos de interés

Como se observa en la Figura 22, existe una relacion directa entre el porcentaje de biomasa
cosechada y la proteina total recuperada durante el proceso de ozono-flotacion, este
comportamiento coincide con lo reportado en investigaciones previas. Se ha analizado que
la presencia de tensoactivos en el medio tendra dos efectos principales. Al unirse a la
superficie de la microalga, favorecera su hidrofobicidad y su adherencia con la burbuja. En
cambio, el segundo efecto serd el de estabilizar la espuma al obstruir la coalescencia de la
burbuja. La combinacién de ambos mecanismos contribuyen al cosechado de la biomasa
(Coward et al., 2013; Garg et al., 2012; Kurniawati et al., 2014; Valeriano Gonzélez et
al., 2016).

Kurniawati et al. (2014) reportan un cambio significativo en el potencial zeta al triplicar
la cantidad inicial del tensoactivo cationico (CTAB), dando como resultado un mayor
porcentaje de cosecha. Garg et al. (2015) observaron que al aumentar la cantidad de
tensoactivo utilizado (DNz2), reportan un 93.5% de recuperacion de microalgas y un
incremento del 55% en la hidrofobicidad de la muestra cosechada, en comparacion a la
muestra inicial de microalgas. Valeriano Gonzalez et al. (2016) reportan que la concentracion
de proteina recuperada y la biomasa cosechada aumentan de forma proporcional a la dosis
de ozono, obteniendo un porcentaje de cosecha cercano al 70% con 2.5 g.L! de proteina
recuperada. En este estudio, la maxima recuperacién de biomasa (79%) se obtuvo con una
concentracion de proteina de 2.2 g.L*
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Figura 22. Relacion entre la biomasa recuperada y la proteina cosechada

De acuerdo a la caracterizacion del cosechado en funcion del tiempo (Figura 23) se destaca
lo siguiente. Para las pruebas con [SST]e= 600 mg.L ! y Qa/QL=1, 2 la recuperacion de
espuma en el cosechado comenzé posterior a los 5 minutos de iniciar la prueba, en ambos
casos se obtuvo menor volumen de cosechado. Al cuantificar las biomoléculas presentes en
el reactor (Figura 24) se puede observar que el contenido en el agua de proceso es superior
al 45%, esto nos indica que la oxidacion a causa del ozono no fue el efecto dominante para
obtener un bajo porcentaje de cosechado.

En general, para el primer bloque de experimentos ([SST]e= 600 mg.L1) gran parte de los
compuestos de interés permanecieron en el reactor; también se observa que el incremento en
la concentracion inicial de biomasa y la relacion de flujos, favorecen la disminucion de la
presencia de dichos compuestos en el agua de proceso.

En las pruebas con [SST]e= 1200 mg.L? y Qa/QL=1, se observa que a los 19 minutos se
recuper6 48.8%, 53.8% y 49.7% de proteinas, lipidos y carbohidratos, respecitvamente. En
el tiempo restante de la prueba (19 minutos) la recuperacién de los componentes fue de 0.3%,
2.8%y 3.5%. La cosecha con la condicién [SST]e= 1800 mg.L !y las tres relaciones de flujos
tuvieron un comportamiento similar; a los 28 minutos se obtuvo el mayor porcentaje de
recuperacion para cada una de las biomoléculas.

Para el resto de las condiciones, la recuperacion de biomoléculas fue creciente en todo el
intervalo de tiempo, sin presentar cambios tan importantes en la pendiente de cosechado.
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Figura 23. Porcentaje de recuperacion de proteinas (A), lipidos (B) y carbohidratos (C) en funcion del
tiempo. Para los experimentos realizados con concentraciones de biomasa inicial de 600 mg.L™ (negro), 1200
mg.L* (verde) y 1800 mg.L™? (rojo); asi como las relaciones de flujo 1 (e), 2 (m) y 3 (#).
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Figura 24. Porcentaje de biomasa y biomoléculas presentes en el agua de proceso al término de las
pruebas de ozono-flotacion
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Al analizar las muestras del flujo de recirculacion (Figura 25), se observa que la
concentracion total de las biomoléculas en el agua tiende a disminuir. Esto es un
comportamiento esperado como consecuencia de dos efectos: la migracion de las
biomoléculas a la interfase y la oxidacién por efecto del ozono.
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Figura 25. Concentracién de biomoléculas en el flujo de recirculacidn durante el proceso de 0zono-
flotacion para los experimentos realizados con concentracion inicial de 600 mg.L™ (A), 1200 mg.L* (B) y
1800 mg.L™* (C).
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4.3.2 Eficiencia de cosechado

La cosecha ideal debe tener un alto rendimiento de biomasa, un factor de concentracion
alto y un volumen total de cosechado bajo (Coward et al., 2013). De acuerdo a las
caracteristicas mencionadas, se debera analizar cada una de ellas para conocer qué tan
eficiente fue el proceso. En la Figura 26 se observa que el mejor rendimiento de biomasa
obtenido fue de 7.6 mgg;iomasa- mgag para una concentraciéon de biomasa de 1800 mg.L*y
unarelacion de flujos Qe/QL= 3. La condicion de operacion que dio como resultado el mayor
rendimiento de las proteinas (2.83 mgpotema- Mgo.), lipidos (0.63 mgypidos- MEos) Y

carbohidratos (1.84 mgCarbohidratos-mgai), fue con 1200 mg.L* y una relacién de flujos
Qa/QL= 3.

Los menores rendimientos se obtuvieron para el blogue de experimentos que utilizé una
concentracion inicial de biomasa de 600 mg.L*. Estos resultados nos indican que a pesar de
que se transfiere una parte importante de ozono (56.3, 62.9 y 61.6 %, para relaciones de flujo
1, 2y 3), el porcentaje de biomasa y biomoléculas recuperadas fue bajo.
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Figura 26. Efecto de la concentracion de biomasa inicial y la relacién de flujos en la eficiencia de
recuperacion

Como se menciond anteriormente, la cosecha de microalgas representa un porcentaje
importante en el costo total para el procesamiento de la biomasa. La naturaleza diluida de los
cultivos microalgales hace necesario el suministro de grandes aportes energéticos que se
traducen en altos costos operativos. Es por esto que se busca el uso de tecnologias que
permitan una alta concentracién en el cosechado para simplificar los posteriores pasos en el
tratamiento de la biomasa. Debido a esto, otro parametro de gran importancia a considerar
en la eficiencia del proceso, relacionado con la cantidad de agua en el cosechado, es la
capacidad de enriquecimiento expresada a través del factor de concentracion (Hoseinian et
al., 2019; Polat and Erdogan, 2007; Shelef et al., 1984; Uduman et al., 2010; Zheng et
al., 2006).
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Los factores de concentracion, también conocidos como factores de enriquecimiento, se
muestran en la Figura 27. Como se observa, el mayor factor de concentracion obtenido fue
de 20.4, pero no corresponde a la mayor eficiencia de cosecha de biomasa. Esto nos indica
qgue un alto porcentaje de cosecha no siempre estara asociado a un volumen bajo de
recuperacion como lo seria un proceso de cosechado ideal.
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Figura 27. Relacion entre el porcentaje de cosechado de biomasa y el factor de enriquecimiento

Csordas y Wang (2004) afirman que la eficiencia de cosecha es una funcion creciente del
volumen de la espuma, mientras que el factor de concentracion es una funcion decreciente
del volumen de espuma, es decir, la relacidn entre el factor de concentracion y los volimenes
sera inversamente proporcional. En este estudio se observd que el menor volumen obtendido
(29.0 mL) estaba asociado al mayor factor de concentracion (22.5), mientras que el mayor
volimen (443.4 mL) tuvo un factor de 3.35, Figura 28.
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Figura 28. Relacién entre volimenes de cosechado y factores de enriquecimiento
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Velasquez-Orta, et al. (2014), utilizando una columna de ozono-flotacidn tipo espumador,
obtuvieron un factor de concentracion de 47.8 y una eficiencia de cosecha de 75.4, con una
dosis de 0.23 mgg,. Mggjomasa Y UNa concentracion menor de microalgas (388.5 + 19.7
mg.L?). En la Tabla 12 se muestran otras investigaciones en donde el gas de dispersién
utilizado es aire, y se hace uso de tensoactivos comerciales para la recuperacion de
microalgas. El uso de bio-tensoactivos, como las proetinas, pueden ser una alternativa que
ayude a reducir costos del proceso de cosecha, sin necesidad de la adicién de sustancias
quimicas. Las microalgas son fuentes de tensoactivos naturales, aunque es importante tener
en mente que su produccidn estara en funcion de la especie, la edad y las condiciones del
cultivo (Zutié et al., 1981).

Tabla 12. Comparacion de factores de concentracion obtenidos en estudios enfocados a la cosecha de

microalgas
Gas de Medio Concentracion Eficienciade  Factor de
Microalga di - de Tensoactivo  de tensoactivo cosecha concentracion  Referencia
ispersién : 9
cultivo mg.L % -
CL_JItIVO 0z0no Agua Proteina SD 78.8 3.4 Este estudio
mixto residual liberada
. . (Velasquez-
CL_JItlvo 0zono A_gua P_rotelna SD 79.6 475 Orta et al.,
mixto residual liberada 2014)
Tetraselmis . (Garg et al.,
sp. M8 Aire /2 DAH 25 97.4 11.4 2014)
; 25 93.2 11
Tetraselmis Aire £2 DN2 DPC (Garg et al.,
sp. M8 15 99.0 23 2015)
\(;:uhllgoallrreilsla BG-11 0.1 (Hao et al
Anabaena Aire ASP-M CTAB 50 ", 3.1-10.2 2017)
vasriabilis '

SD Sin Determinar

La recuperacion o volumen de agua en la seccion del concentrado serd el resultado de un

proceso de transferencia en dos pasos. La transferencia de agua de la fase volumétrica a la
fase espumay la transferencia del agua de la espuma al colector. La espuma que no se logre
recuperar en el concentrado regresara a la fase volumétrica mediante el proceso de drenaje,
con la espuma colapsada o con la combinacién de ambos fenédmenos (Zheng et al., 2006).
Se ha reportado que factores como la velocidad de flujo de gas, el tamafio de burbuja, la
presencia de solidos y de tensoactivos tendran influencia en la cantidad de agua que ingrese
a la espuma.
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Respecto a la velocidad del flujo, una mayor velocidad en el ascenso favorecera la
coalescencia de las burbujas y el incremento en el tamafio de la burbuja hasta llegar a un
didmetro final. En la practica se busca que el didmetro final sea el diametro estable que resulta
del equilibrio entre la ruptura y la coalescencia (Coward et al., 2013; Schafer et al., 2002).

Las burbujas de menor diametro tendran mayores tiempos de residencia en el reactor,
ademas de favorecer la mayor saturacion de la burbuja con los componentes a remover y
proporcionar una mayor area superficial, lo que resultara en un aumento en la recuperacion
de agua, generando espuma caracterizada por su geometria esférica y mayor cantidad de
liquido en las lamelas (Coward et al., 2013; Hoseinian et al., 2019). El tamafio de burbuja,
desde su salida del difusor hasta llegar a la superficie, sera influenciado por los tensoactivos
presentes en el medio y la velocidad del flujo. De acuerdo a la ecuacion de Young-Laplace

2 .. ., ., .. .. .
(AP = ?‘7), la diminucidn en la tensién superficial, propiciada por los tensoactivos presentes
en el medio, se verda compensada con la reduccion del diametro de la burbuja.

La Figura 29 muestra el efecto de la concentracion de los componentes presentes en la
mezcla, en el abatimiento de la tension superficial. Las muestras comenzaron con una tension
superficial de 54.03 + 1.75 mN.m y disminuyé hasta valores de 45.26 + 0.73 mN.m. Se
puede observar que a pesar de que el incremento de biomasa inicial para cada bloque de
experimentos implicé una mayor liberacion de biomoléculas, esto no produjo un efecto
significativo en la tension superficial.

Valeriano Gonzélez et al. (2016) reportan un abatimiento de la tension superficial hasta
42.73 mN.m? con una dosis de ozono de 0.14 mgg,. Mggiomasa Y UNa concentracion de

proteina de 2500 mg.L"1, también observan que una mayor concentracion de tensoactivos no
producen efectos significativos en la tension superficial. Es posible que debido a la ocupacion
total de la superficie por la presencia de las moléculas anfifilicas y la manifestacion de fuerzas
atractivas entre ellas, comience la formacion de agregados moleculares, por lo que la adicion
de anfifilos ya no tiene efecto en la tensidn superficial (Garcia, 2018; Nagarajan and
Ruckenstein, 1977; Novelo Torres and Gracia Fadrique, 2018Db).

Uno de los factores que favorece la estabilidad de la espuma, es la presencia de
tensoactivos. Estudios indican que estas moléculas anfifilicas reducen la coalescencia de las
burbujas (Farrokhpay, 2011; Sobhy and Tao, 2013). También se ha reportado que la
presencia de particulas so6lidas ocasiona que los bordes del Plateau se vuelvan mas estrechos
y sus paredes mas asperas, 1o que propicia un retraso en el drenaje del liquido (Wilson, 1989).
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Figura 29. Abatimiento de la tension superficial en funcidn de las biomoléculas presentes en la espuma.
Para los experimentos con concentraciones iniciales de 600 mg.L (A), 1200 mg.L* (B) y 1800 mg.L* (C)

Al cuantificar los volumenes de cosechado obtenidos en cada experimento, se observa un
incremento en la recuperacion de agua con las relaciones de flujos igual a 3 (Figura 30). La
menor cantidad de agua para Qe/QL=1, se puede deber a que hay un mayor colapso de espuma
como consecuencia de mayores velocidades de flujo (Um=40.60 cm.mint), en comparacion
con las relaciones de flujo igual a tres, en donde la velocidad de flujo es Uvw= 27.20
cm.min. De igual forma, se observa que para la mayoria de los casos, el volumen del
recuperado aumenta de forma directa con la cantidad de proteina presente en el cosechado.
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Figura 30. Relacién entre los volimenes de cosechado y la proteina total recuperada

4.4 Transferencia de masa

Se realizd el analisis estadistico para la variable de respuesta transferencia de masa de
ozono (ET). Los datos del andlisis de varianza (Tabla 13), indican que el efecto de la
concentracion inicial de biomasa (factor A) tuvo diferencias significativas en la transferencia
de ozono (valor p < 0.05).

Tabla 13. Importancia experimental de las variables estudiadas de acuerdo al anlisis de varianza.

Factor/ Transferencia de masa
Interaccion
Relacién F Valor P
A: [SST]e 133.99 0.000
B: Qs/QL 48.32 0.113
AB 2.85 0.072

Como se menciond en el apartado de metodologia, las condiciones evaluadas de acuerdo
a los criterios del disefio original en este estudio, no permitieron analizar el efecto del
mezclado en la transferencia de masa. Se observa en la Figura 31 que el nimero de Reynolds,
asociado a cada una de las velocidades, se encuentra en la regién de flujo laminar.
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Figura 31. Velocidades de los flujos para cada condicién experimental asocidadas al nimero de Reynolds

En la Figura 32 se observan las concentraciones de ozono (de entrada, transferidas, de
salida y residuales) obtenidas en cada condicion experimental. Las concentraciones de 0zono
transferidas estuvieron en un rango de 9.00 a 13.69 mg,,.L™, las mayores transferencias se
obtuvieron en el bloque de experimentos con la mayor concentracion de biomasa inicial (1800
mg.L™?).
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Figura 32. Concentraciones de ozono cuantificadas en cada condicion experimental

Estudios previos han reportado que la transferencia de masa es favorecida con la presencia
de reacciones quimicas entre el ozono y los compuestos organicos presentes en el agua
(Beltran et al., 1995; Rajalo et al., 2001; Zhou and Smith, 2000, 1997). Zhou y Smith
(1997) proponen dos regimenes cinéticos para la absorcion del ozono en presencia de
reaccion quimica. Se tendra un régimen cinético lento cuando las reacciones quimicas del
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ozono den como resultado solo una disminucion de la concentracion de ozono disuelto en el
seno del liquido. A medida que se de un aumento en la velocidad de las reacciones quimicas
(relacionado con mayor presencia de materia organica), la transferencia de masa de ozono
puede cambiar al régimen cinético rapido o instantaneo en el cual, el ozono disuelto se agota
completamente dentro de la pelicula liquida al lado de la interfase gas-liquido. Lo anterior
podria explicar porque se obtuvo una mayor transferencia de masa cuando se utiliz6 la mayor
concentracion de biomasa inicial en los experimentos.

El ozono residual cuantificado al finalizar la prueba se encontr6é en un rango de 0.34 y
0.57 mg.LL. En la Figura 33 se muestra que con el incremento del tiempo de contacto y la
dosis de ozono transferido, se presenta una mayor concentracion de ozono residual. De
acuerdo con lo citado en la literatura, el ozono podra reaccionar de dos formas: reaccion
directa o indirecta. La reaccion directa se da a traves del ozono molecular, siendo un
mecanismo de reaccidn selectiva debido a que reacciona rapidamente con materia organica
que contiene enlaces dobles, grupos aromaticos activados o aminas. Mientras que la forma
indirecta, se basa en las reacciones por radicales libres, caracterizados por ser especies
quimicas de corta vida y poseer un poder de oxidacién mayor que el del ozono (Langlais et
al., 1991). Durante los primeros minutos del proceso no habria presencia de ozono residual
en el liquido porque esta reaccionando con la materia orgénica. Cuando la concentracion de
materia a oxidar en el agua disminuye, la demanda de ozono también disminuira, y por lo
tanto aumentara la concentracion de ozono residual hasta llegar al equilibrio.

A) os B) os
06 r 06
) = a L
o ] o " E
(o)} (o2}
04 | 04 }
E L £ K]
o o
] o
02 r 02
0.0 . . 0.0 . . . .
3.8 7.6 112 0 50 100 150 200
t (min) DOT (mg O4/L)

Figura 33. Concentracion de ozono residual en funcion del tiempo y de la dosis de ozono transferida

A pesar de que el factor “relacion de flujos” no indica diferencias significativas en la
transferencia, en la Figura 34 se observa que las eficiencias mas bajas en cada bloque de
concentracion de biomasa inicial, se encontraron en las relaciones de flujos Qe/QL=1, €s
decir, las velocidades de flujos mas altas. Se ha reportado que los principales factores que
afectan la transferencia de ozono son la velocidad de ascenso, el didmetro de la burbuja, la
calidad del agua. Mayores velocidades de ascenso se relacionan con menor transferencia
debido a que es menor el tiempo en el que podréa reaccionar el ozono con el medio. Menores
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diametros de burbuja implican mayores areas de contacto y mayores tiempos de residencia,
como ya se explico en secciones anteriores, altas velocidades de ascenso también influyen
en la coalescencia de las burbujas, incrementando su diametro (Alves-Oliveira et al., 2019;

Zhou and Smith, 2000).
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Figura 34. Relacidn entre la transferencia de masa obtenida en cada experimento y la velocidad de flujo

En la Tabla 14, se muestran los resultados obtenidos en este estudio y se comparan con
otras investigaciones enfocadas en la cosecha de microalgas mediante ozono-flotacion. Es
importante mencionar que en los estudios citados, el medio de cultivo también fue agua

residual.
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Tabla 14. Casos de estudio enfocados a la recuperacion de microalgas utilizando la ozono-flotacién como método de cosecha (1/2)

Suspension de

Efecto resultante

microalgas Condiciones de operacion Cosechado Transferencia Rendimiento Referencia
(%) (%)
[SST]e: 1200y 1800 mg?ST Lt 76  Mggiomasa-MEo.
DO: 0.16 mg(i3. Mgpiomasa 2.83 MZproteina- mg(_);
[81]9 (1)95Tgni_|n1 SST: ;zg (1322 MELipidos- MEo, B
Cultivo mixto P':OFemaS- : 64.2 ' Mgcarbohidratos- Mo, Este estudio
Q. 0.17 L.mint Lipidos: 79.4 " _1
Vol: 1.9L Carbohidratos: 72.3 0.42 Mgproteina- mg]iiomasa
01 i mgLipidos- mglgiomasa
0.31 MG carbohidratos- mggilomasa
[SST]e: 419 mgSST L™
DO:  0.23 mgo,. mgg{ymasa |§ST: 79.6 .5 B
; ; X Lt roteinas: - 5% Mggiomasa-MEo (Velasquez-Orta et
Cultivo mixto [Os]e: 45 mg.L o - . 3
Qs 0.4 L.min' L|p|dos_: 12 0.3 MGy ipidos- mgai al., 2014)
Q. - Carbohidratos: -
Vol: 0.95L
[SST]e: 400 mgSST L™
DO:  0.14mgp,. mggjomasa  SST: 75
) g L ) ) -1 (\Valeriano
Cultivo mixto [Ose: 7.5 mg._L : P(Otemas' - 8 mgBlomasa'mgl% Gonzélez et al.,
. 0.2 L/min L|p|dos_. 16 1.25 Mgy ipidos- Mo, 2016)
Qu - Carbohidratos: -
Vol: 0.95L
[SST]e: 1200 mgSST L™
DO:  0.14mgo,. mggjomasa  SST: 62 -1
, . 0.58 MZproteina- MEBiomasa ai
[Os]e: 9.8 mg.L?t Proteinas: 58 o ~1 (Alves Oliveira et
Scenedesmus sp. Qc: 0.6 L.min? Lipidos: 32 95 ggg mngpldOS'mgBlomasill al., 2018)
QL: _ Carbohldratos 33 ) MEcarbohidratos- mgBiomasa
Vol: 1L
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Continuacién Tabla 14. Casos de estudio enfocados a la recuperacion de microalgas utilizando la 0zono-flotacion como método de cosecha (2/2)

Efecto resultante

Suspension de

: Condiciones de operacién p Referencia
microalgas Cosechado Transferencia Rendimiento
(%) (%)
[SST]e: 500 mgSST L*
DO:  0.16 mgo,. MExiomasa SST: 88.5 ) (Alves
. -1 1 . * . p -
Scenedesmus sp. [03]_9' 6.67 mg. L_l Ptoyema.\s. 40 79 / mgBmmasa'mg(_)g Oliveira et al.,
gG. 0.6 L.min élplk?ohsd ) - 0.57 MGproteina- MBBjomasa 2019)
Lo arbohidratos: -
Vol: 1L
[SST]e: 400 mgSST L
DO:  0.14 mgo,. Mgg{ masa SST: 68.9
. . [Os]e: 20.9mgL? Proteinas: 21 . _ -1 (Aranda,
Cultivo mixto Qc: 0.2 Lmint Lipidos: i 87.5 5.16" mMggiomasa-MEo, 2019)
Qu:  0.07 L.min? Carbohidratos: 73
Vol: Proceso en continuo
[SST]e: 750 mgSST L+
DO:  0.09-0.16 mgy.. mggl 1.sa SST: 95-100 , -1 ,
Scenedesmus [Os]e:  13-25mg.L? ’ Proteinas: - 80 00.158 $gp,m.tema.rrr1n gl].immasa gﬁsglligo et
obliquus Qe: 0.6 L.min? Lipidos: >25 0 SLipidos: MEBiomasa. 0
QL: _ Carbohidratos: - 8carbohidratos Biomasa
Vol: 1L

“Datos calculados a partir de lo reportado por los autores
*Datos reportados con el maximo rendimiento calculado y no pertenecen a la misma condicién experimental
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4.5 Comportamiento de la presion superficial en funcion de la composicion

Las muestras analizadas se tomaron en tres intervalos de tiempo durante la prueba de
ozono-flotacion y se realizé la cuantificacion de biomoléculas recuperadas en la espuma, las
concentraciones obtenidas se observan en la Figura 35.
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Figura 35. Concentracion de proteinas, lipidos y carbohidratos en las muestras a analizar

En la Figura 36 se muestra el comportamiento superficial del conjunto de componentes
presentes en la mezcla del cosechado a diferentes tiempos del proceso. Las tres muestras se
ajustaron al modelo de Langmuir y de acuerdo a los datos mostrados en la Tabla 15, tienen
un parametro de reparto o hidrofébico () con magnitudes de 10* a 107, dichas magnitudes
son menores al rango reportado para tensoactivos (10* a 107). Los valores obtenidos para el
parametro hidrofobico, podrian indicar la presencia de interacciones antagonicas entre las
distintas moléculas que conforman la muestra, pudiendo interferir en el efecto que tienen
otros componentes presentes en la superficie.
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Figura 36. Presion superficial en funcion de la fraccion masa de los componentes presentes en el

cosechado. Ajuste al modelo de Langmuir con A= T,RTy B=§
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Se ha reportado la disminucion de la presion superficial por la presencia de lipidos; dicha
disminucién es mayor conforme aumenta la cantidad de lipidos adsorbidos en la interfase.
Este comportamiento se atribuye a la inestabilidad de la monocapa formada por el
diacildigalactosilglicerol, uno de los principales lipidos presentes en la membrana
fotosintética de plantas y algas (Chronakis et al., 2000).

Tabla 15. Pardametros de la ecuacion superficial de Langmuir

Muestra I,RT B n
M1 421 + 0.11 640.13 + 63.23 22
M2 431 + 0.17 251.23 + 32.46 16

1447 =+ 0.74 11.16 + 1.24 15
M3 953 + 1.02 18.99 + 3.95 22

En la Figura 36 también se observa que para la muestra 2, hay una region de saturacion
intermedia, representada por la inflexion en la curva. Este comportamiento ya se ha reportado
con otras moléculas anfifilicas, en donde se observan discontinuidades en las isotermas antes
de alcanzar la CMC final y se atribuye a cambios en el patron de agregacion a medida que
aumenta su concentracion (O’Connor et al., 1983; Pabois et al., 2019).

La disminucion en el valor del parametro g sefiala un decremento en las regiones
hidrofébicas de los compuestos presentes en el cosechado. Esto nos indica que a mayores
tiempos de exposicion al ozono, se ven afectadas las zonas hidréfobas de las moléculas. De
acuerdo con Roshchina y Roshchina (2003), el ozono al reaccionar con los lipidos de cadena
insaturada, se forman ozonidos y posteriormente radicales libres. Los radicales libres pueden
iniciar el proceso de peroxidacion lipidica, obteniendo malondialdehido, hidrocarburos y
aldehidos. Se ha descrito que los cambios en la estructura del anfifilo tienen influencia en la
CMC, la cual tiende a aumentar con la disminucién de la cadena de hidrocarburos del anfifilo
(Lyon, 2002; Thomaier, 2009).
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Figura 37. Presion superficial en funcion del logaritmo natural de la fraccion masa de los componentes
presentes en el cosechado. Ajuste de la ecuacidn de adsorcion de Gibbs integrada , la ordenada es g, —
[sRTIn(xcuc) Y la pendiente es I RT
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De acuerdo al ajuste de la ecuacién de adsorcion de Gibbs integrada (Figura 37), se
observa que el aumento de la concentracion (x) causa un aumento en la presion (x) hasta
llegar a un punto de inflexion. En el caso de los tensoactivos, la inflexion corresponde a la
concentracion micelar critica.

A partir de los datos obtenidos del modelo de adsorcion de Gibbs integrada (Tabla 16), se
calculd la concentracion micelar critica para las muestras M1 y M3. Los resultados indican
que para la muestra 1 es necesaria una concentracion de anfifilos de 534.72 mg.L! para
saturar la superficie y comenzar un proceso de agregacion, mientras que para la muestra 3 es
necesaria una concentracion de 1542.45 mg.L. Valeriano Gonzalez et al. (2016) indican
que a partir de proteinas de microalgas se obtiene una CMC de 550 + 17 mg.L.La eficiencia
del tensoactivo estara relacionada con una baja concentracion micelar, debido a que con
menor cantidad del agente tensoactivo se podra lograr el mayor abatimiento de la tension
superficial. Se ha reportado que la CMC de algunos biosurfactantes obtenidos de bacterias y
hongos generalmente varia de 1 a 200 mg.L* (Lang and Wagner, 1987; Mulligan, 2005).

Tabla 16. Parametros de la ecuacidn superficial de Gibbs

Muestra [LRT ty — [GRTINn(Xepme) 4
M1 38 0.15 26.702 * 0.33 22
M3 493 + 0.16 23.666 * 0.17 22

Otra alternativa para calcular la CMC es utilizando la ecuacién de VVolmer para la region
saturada. Como se observa en la Figura 38, solo la muestra M1 se ajustd al modelo con un
R? de 0.985; con este modelo se obtuvo que con una concentracion de 530.33 mg.L* de
anfifilos se llega a la presion méxima de saturacion. El valor obtenido de CMC es muy
cercano al calculado con la ecuacion de adsorcion de Gibbs integrada.

9

mML Ecuacién y=a+b*x

- M2 R? ajustada
aM3 M1 0.985

Ajuste

Ser
©
8
=
*l:
=37
.
: A A o8 AA
st AV 0w
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
1

Figura 38. Logaritmo natural del cociente de la presién reducida y la fraccién mol del soluto contra uno
menos la presion superficial reducida. Ajuste a la ecuacion de Volmer en donde la recta con ordenada al
origen serd —Inxcy Yy pendiente z°
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Capitulo 5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se establecieron las condiciones de operacion para el reactor prototipo de ozono-flotacion
aescala laboratorio, obteniendo porcentajes de recuperacion de biomasay productos de valor
agregado superiores al 70%. Aln cuando no se replicaron las condiciones de operacion de
disefio en la escala laboratorio, los resultados obtenidos con el reactor prototipo, fueron
similares o superiores, para el caso de proteinas y lipidos, a los reportados en columnas de
ozono-flotacion tipo espumador. Con esto, se posiciona como un sistema factible para la
cosecha de biomasa de microalgas.

- Sellevé acabo la implementacion y la operacion en lote del reactor prototipo a escala
laboratorio, para llevar a cabo la cosecha de biomasa microalgal y compuestos de
interés, mediante el proceso de ozono-flotacion con resultados satistactorios.

- Bajo las mejores condiciones de operacion (dosis de 0zono de 0.16 mg,. Mgxiomasas

Qc/QL=3y [03]e=19 mg.L™1), se recuperaron 79% de biomasa, 74% de proteinas, 79%
de lipidos y 72% de carbohidratos.

- A pesar de que no se establecié una condicion Unica 6ptima que permitiera obtener
los mayores rendimientos de biomasa y compuestos de interés, asi como el mayor
factor de concentracion y transferencia de masa, se concluye que la relacién de flujo
Qas/QL=3 (asociada a la velocidad superficial mas baja de flujo), resulto ser la méas
conveniente para obtener los mayores porcentajes de recuperacion.

- De los resultados obtenidos para la transferencia de masa, se concluye que mayores
concentraciones de biomasa favorecen la eficiencia de transferencia; en cambio, altas
velocidades de flujo impactan negativamente.

- El andlisis de la tension superficial respecto a la composicion de los componentes de
interés en el cosechado (carbohidratos, lipidos y proteinas), revel6 que las muestras
analizadas tienen un pardmetro hidrofébico (8) que se encuentran en el intervalo de
11 a 641; valores bajos comparados a los de un tensoactivo puro (10% < g < 107).

- Un mayor tiempo de exposicion al ozono puede propiciar un decremento en el
caracter hidrofobico de los compuestos de interés, afectando su migracion a la
interfase y por lo tanto su recuperacion, aunado a la posible presencia de interacciones
antagonicas entre los tensoactivos y el resto de los elementos presentes en la mezcla.
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5.2 Recomendaciones

Con base en los resultados obtenidos y la experiencia adquirida durante la elaboracién de
este trabajo se mencionan algunas propuestas a implementar en futuros estudios.

Analizar el sistema considerando el uso de ozono y aire como gases de dispersion.
Valeriano Gonzéalez (2018) reporta que al utilizar ozono para desestabilizar las
microalgas y liberar proteinas, seguido de flotacion con aire, es posible obtener el
mismo rendimiento de biomasa cosechada con una dosis de ozono 35% menor en
comparacion con la ozono-flotacion convencional.

La desventaja que presenta el actual disefio del reactor, es la cercania de alturas entre
la salida de agua y la salida de espuma, siendo un posible factor adicional de la
obtencion de mayores volimenes de cosechado en comparacién con las columnas de
ozono-flotacion. Por lo cual se recomienda que en futuros escalamientos se considere
una mayor diferencia de alturas entre las salidas antes mencionadas.

Implementar la operacion del reactor en modo continuo con la finalidad de acoplar
esta tecnologia a una planta de tratamiento de aguas residuales.

Estimar el consumo energético de este sistema con la finalidad de comparar con lo
reportado para columnas de ozono-flotacion y otros métodos de cosecha.
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Las técnicas analiticas mencionadas en el Capitulo 3: Metodologia, se detallan a
continuacion.

A.1 Sélidos suspendidos totales

La concentracion de microalgas como sélidos suspendidos totales (SST) en cada una de
las muestras, fue determinada gravimetricamente (APHA-AWWA-WPCF, 1992) utilizando
papel filtro GF/A (Whatman) puesto a peso constante previamente, 5 mL de muestra
homogénea se hicieron pasar por el filtro. El filtro con la muestra se secaron a 100 °C durante
2 horas. El incremento en el peso del filtro representa la cantidad de sélidos suspendidos
totales.

A.2 Lipidos totales. Método de sulfo-fosfovainillina

En los tubos de ensayo con tapa roscada se adicion6 1 mL de la muestra a analizary 2 mL
de H2SO4. La muestra se homogeneizé mediante agitacion y se coloco en un digestor HACH
modelo DRB200-02, precalentado a 100 °C durante 15 minutos, transcurrido el tiempo, los
tubos se colocaron en un bafio de hielo por 5 minutos. Posteriormente, se agregé a la mezcla
5 mL de sulfo-fosfovainillina y se homogeneizd. Los tubos se colocaron en un bafio con agua
a 37 °C durante 15 minutos (en este periodo de tiempo se agitaron manualmente cada
3minutos). Finalmente, la absorbancia fue determinada a una longitud de onda de 530 nm en
un espectrofotémetro HACH modelo DR3900.

La concentracion de lipidos se obtuvo a partir de la ecuacion (49) de la curva de
calibracion elaborada por Hernandez (2017), cuyo coeficiente de correlacion es de 0.9974.

y = 0.00947x — 0.0559 (49)

Donde y es la concentracion de lipidos expresada en mg.Ly x la absorbancia medida.

En este método, el acido sulfurico a altas temperaturas reacciona con los lipidos y forma
iones carbonio, estos a su vez reaccionan con el grupo carbonilo de la fosfovainillina
formando un compuesto estable de color rosado (Barnes and Blackstock, 1973).

A.3 Carbohidratos totales. Método fenol - &cido sulfurico

En tubos de ensayo con tapa roscada se adicion6 1 mL de la muestra a analizar, 1 mL de
fenol al 5% y 5 mL de H2SO4 concentrado al 98%, mediante agitacion se homogeneizo la
mezcla. Los tubos se dejaron en reposo durante 10 minutos, pasando el tiempo se colocaron
en un bafio con agua a temperatura ambiente durante 15 minutos. Finalmente se determind
la absorbancia en un espectrofotdmetro HACH modelo DR3900 a una longitud de onda de
490 nm.

Para obtener la concentracién de carbohidratos, se introdujo el valor de la absorbancia en
la ecuacion (50), dicha ecuacién es resultado de la curva de calibracion elaborada por
Hernandez (2017), cuyo coeficiente de correlacion es de 0.9927.

y = 0.0095x + 0.2322 (50)
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Donde y es la concentracién de carbohidratos expresada en mg.L y x la absorbancia
medida.

El &cido sulfarico concentrado hidroliza los polisacaridos, oligosacaridos y disacaridos,
para transformarlos en monosacéaridos. Las pentosas son deshidratadas a furfurales y las
hexosas a hidroximetil furfural; estos compuestos reaccionan con el fenol para producir un
color amarillo-oro (Nielsen, 2010).

A.4 Proteinas totales. Método alcalino y método de Biuret

La extraccion de proteinas se realizd de acuerdo con el procedimiento informado por Safi
(2014), con algunas modificaciones. La muestra de cultivo se ajusté a pH 11 con NaOH 2N,
posteriormente la muestra se agitdé durante 1 hora a 40 °C. La muestra se dejé en reposo
durante 30 minutos y el sobrenadante se filtr utilizando una membrana Millipore de 0.22
mm (GWP02500), se tom6 1 mL del filtrado para agreagrlo a un tubo de ensayo con tapa
rosca.

La solucién madre para la muestra “Blanco” fue preparada con 500 mL de agua destilada
y se ajustd a pH 11 con NaOH 2N, de la cual se tom6 1 mL que fue afiadido en un tubo de
ensayo con tapa rosca.

A cada una de las muestras se agregaron 4 mL de solucion Biuret y se homogeneizo la
muestra. Finalmente se determin0 la absorbancia en un espectrofotometro HACH modelo
DR3900 a una longitud de onda de 540 nm.

Los gramos de proteina se obtuvieron a partir de la ecuacion (51) de la curva de
calibracion, cuyo coeficiente de correlacion es de 0.9977.

_y—0.0013
X = 70.0685

Donde y es la absorbancia obtenida, la concentracion de proteina se obtuvo considerando
el volumen del sobrenadante.

El Cu*?, en solucién alcalina, reacciona con el enlace peptidico de las proteinas dando un
color purpureo. El tartrato de sodio y potasio presente en el reactivo inhibe la formacion de
hidréxido de cobre, evitando asi su precipitacion. El yoduro de potasio previene la reduccion
del i6n cuprico a 6xido cuproso.

(51)

A.5 Ozono residual en fase gas. Método yodomeétrico

De acuerdo con lo reportado por Birdsall et al. (1952), se colocé un lavador de gases con
200 mL de yoduro de potasio 2%, en el cual se captur6 el ozono residual que sali6 del proceso
de ozono flotacidn, se acidifico la solucion que contiene el ozono absorbido con 10 ml de
acido sulfurico 1N. Posteriormente se titulo con tiosulfato de sodio 0.1 N y se registro el
volumen gastado. Finalmente, la concentracién de ozono residual se obtuvo utilizando la
ecuacion (52).

T * N x 24
[03] = ——— (52)

VGas
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Donde [0s], es la concentracién de ozono a la salida del proceso, T son los mL de
tiosulfato de sodio (Na2S203) consumidos en la titulacién, N es la normalidad de Na2S20s,
24 es un factor de correccion (1 mL de NazS20s equivale a 24 mg de Os) y V4, €s el volumen
de gas que se dejé pasar durante el proceso.

Las reacciones de oxido-reduccion del proceso son las siguientes:

05 + 2KI + H,0 - I, + 2KOH + 0,
H,SO
I, + 2Na,S,05 — Na,S,0, + 2Nal

A.6 Ozono residual en fase liquida. Método colorimétrico de Indigo

Previo a la cuantificacion de ozono residual, la muestra se filtré utilizando papel filtro
GF/A (Whatman) para evitar interferencias debido al color que otorgan los sélidos
suspendidos. En un matraz aforado de 100 mL, se afiadieron 10 mL de reactivo de indigo | y
10 mL de la muestra filtrada y se afor6 con agua destilada. Dicha mezcla se agitd y se
determind la absorbancia en un espectrofotdmetro HACH modelo DR3900 a una longitud de
onda de 600 nm. Finalmente se calculé la concentracion de ozono utilizando la ecuacion (53).
Para obtener el blanco de esta técnica, en el matraz aforado de 100 mL se agregaron 10 mL
de reactivo indigo | y se afor6 con agua destilada.

(A, — A,,) * 100

Donde 4, y A,, son las absorbancias del blanco y la muestra, respectivamente. 0.42 es un
factor de sensibilidad de 20,000/cm para el cambio de absorbancia por mol de 0zono afiadido
por litro, V,,, es el volumen de la muestra en mL y C es el recorrido de la luz en la celda en
cm, este caso C = 2.54.

Este método relaciona la disminucién de la absorbancia con el incremento de la
concentracion de ozono, debido a que el oxidante actta sobre el reactivo indigo decolorando
la solucidn, pasando de azul a incolora (Bader and Hoigné, 1981).

A.7 Tension superficial

El procedimiento para medir la tension superficial fue similar al descrito por Pardo-
Cervantes et al. (2011). La medicién de la tension superficial se realizd con el método del
anillo de Du Nouy. EIl equipo utilizado consistia en una balanza analitica OHAUS Pioneer
asociada a un anillo de Platino-Iridio de 1 cm de diametro. La muestra colocé en un elevador
mecanico y milimeros antes de que el anillo toque la superficie de la muestra se realiza la
tara. Posteriormente se introduce el anillo y la muestra se deja en reposo durante 10 minutos.
Al descender la celda, la balanza registrara un aumento en la masa debido al liquido que se
adhiere al anillo. El descenso continuara al igual que el aumento de la masa registrada en la
balanza, la masa méaxima fue utilizada para calcular la tension superficial de la muestra,
utilizando la ecuacion (47).
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Mg
= — %
4R

Donde M es el peso maximo soportado por el anillo, g es la gravedad local (977.94
cms?, CU-UNAM), R es el radio del anillo y F un factor de correccion por ajuste del tamarfio
del anillo, expresado en la ecuacion (54).

R3
F=—02645--+ 11419 (54)

o F (47)

Donde V es el volumen asociado a la masa del liquido levantado por el anillo.

A.8 Andlisis del comportamiento de la presion superficial respecto a la
composicion

Para realizar este analisis, el tiempo total de ozono-flotacion fue seccionado en 3
intervalos de tiempo iguales, obteniendo 3 muestras de cosechado.

Se tomaron 35 mL de cada una de las muestras, se vertieron en vasos de precipitado de 50
mL y se sometieron a ultracongelacion durante 4 horas. Posteriormente, se colocaron en el
colector de secado, y se dio inicio al proceso de liofilizacion de acuerdo con las condiciones
establecidas en el grupo de investigacion (0.576 torr, -103 °C durante 27 horas), con el fin de
obtener un producto seco y preservable, que permitiera el analisis de presion vs composicion
en distintos dias sin compormeter la muestra.

El objetivo de la liofilizacidn es separar el agua de una disolucion mediante congelacion
y posterior sublimacién del hielo a presion reducida. El tratamiento de la muestra se realiza
a vacio para eliminar el aire y otros vapores no condensables de la cdmara a fin de facilitar
la migracion del vapor. La principal ventaja de esta técnica es permitir la conservacion de las
caracteristicas de la muestra al rehidratarla con la minima pérdida de calidad debidas al
deterioro de la muestra por reacciones quimicas y/o por degradacion enzimatica (Przic et al.,
2004).

Lamuestra liofilizada se rehidrat6é con agua milli- Q utilizando la cuarta parte del volumen
inicial y se colocé en agitacién durante 3 horas a temperatura ambiente. Una vez hidratada y
sin apariencia uniforme se filtraron 10 mL utilizando una membrana Millipore de 0.22 mm
(GWP02500), de los cuales 6 mL fueron colocados en recipientes de polipropileno de 10 mL
y se introdujo una barra magnética de agitacion. Con la finalidad de analizar el
comportamiento de la tension superficial dindmica se dejo que la muestra llegara a un
equilibrio térmico y mecénico durante 2 horas a temperatura ambiente (26 + 1 °C).

La medicidn se realiz6 con el método del anillo de Du Nolly. El equipo utilizado consistia
en una balanza analitica OHAUS Pioneer asociada a un anillo de platino-iridio de 1 cm de
didmetro. La muestra coloco en un elevador mecénico y milimeros antes de que el anillo
toque la superficie de la muestra se realiza la tara. Posteriormente se introdujo el anillo y la
muestra se dejo en reposo durante 10 minutos. Al descender la celda, la balanza registrard un
aumento en la masa debido al liquido que se adhiere al anillo. El descenso continuara al igual
que el aumento de la masa registrada en la balanza, la masa maxima fue utilizada para
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calcular la tensién superficial de la muestra, utilizando la ecuacion (47). Esto se realiz6 por
duplicado.
Mg

= F 47
4R (47)

o

Donde M es el peso maximo soportado por el anillo, g es la gravedad local

(977.94 cm.s2, CU-UNAM), R es el radio del anillo y F un factor de correccion por ajuste
del tamafio del anillo, expresado en la ecuacion (54).

RS
F = —0.26457 + 1.1419 (54)

Donde V es el volumen asociado a la masa del liquido levantado por el anillo.

Una vez registrada la masa maxima, ascendid la muestra a su posicion inicial y se retiro
el recipiente de polipropileno con el anillo introducido en la muestra, para evitar la pérdida
de material con actividad superficial que pudiera seguir adherido. La muestra se trasladé a
una parrilla de agitacion (Cole-Parmer Stable Temp) en donde tuvo un mezclado constante
durante 5 minutos, con ayuda de una micropipeta se retir6 determinado volumen que
posteriormente fue compensado con agua milli- Q y se mantuvo en agitacion 5 minutos mas.

Pasando el tiempo, la muestra se coloco en el elevador y se colocé el anillo en el gancho
de la balanza, se dejo en reposo durante 10 minutos y se repitié el proceso hasta que la tension
superficial calculada se acercara a la del agua.
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Los diagramas de Pareto (Figura 39), ayudan a identificar las variables significativas en
el proceso. La longitud de la barra es proporcional al valor absoluto de su coeficiente de
regresion y se ordenan de acuerdo con el efecto. La linea vertical representa el limite del
95%, cualquier barra que cruce la linea es estadisticamente significativa.

A) Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is % SST, d = 0.05)

Term
Factor Name
A [55Te]
B QG/QL
A
B
AB
o 5 10 15 20
Standardized Effect
C) Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is % P. C., a = 0.05)
Factor Name
A [55Te]
B QG/QL
0 5 10 15 20
Standardized Effect
E) Pareto Chart of the Standardized Effects

(responseis % C. C., a = 0.05)

Factor Name

0 5 10 15 20 25 30
Standardized Effect

B) Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is % Ox SST, a = 0.05)

2.26
T

Factor Name
A [55Te]
8 QG/QL

0 2 4 6 8 10 12
Standardized Effect

D) Pareto Chart of the Standardized Effects
(responseis % L. C, a = 0.05)

226
T

Factor Name
A [55Te]
[ QG/QL

o 2 4 6 8 10 12
Standardized Effect

Figura 39. Diagramas de pareto de las variables de respuesta. A)Sélidos Suspendidos Totales cosechados.
B) Solidos Suspendidos Totales oxidados. C) Proteinas cosechadas. D) Lipidos cosechados. E) Carbohidratos

cosechados.
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