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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se evalud la implementacion de un nuevo método de cosechado para
microalgas a través de la flotacién por ozono-aire. Para ello, fue necesario conocer el proceso de 0zono
flotacion, del cual se estudid el efecto del método de cosecha sobre la excrecion de proteinas, la extraccion de
lipidos y la recuperacion de biomasa microalgal. Se trabajé con un consorcio mixto de microalgas, obtenidas
del lago Nabor Carrillo, ubicado en el ex lago de Texcoco. El lago es alimentado con aguaresidual tratada, el
consorcio esta principaimente conformado por cianobacterias (Arthrospira sp, Spirulina sp, Oscillatoria sp) y
algas verdes (Desmodesmus sp, Scenedesmus sp). El proceso de cosechado de microalgas fue realizado a
diferentes condiciones de dosis de ozono (0.028-0.136 mg Os/mg Biomasa). Durante el proceso de o0zono
flotacion, se obsend la formacion de espuma, la cual se atribuyo a la liberacion de proteinas intracelulares de
las microalgas. Las proteinas presentaron actividad tensoactiva, ya que redujeron la tension superficial del agua
hasta valores de 42.73 mN/m. Para alcanzar la reduccion de la tension superficial yla separacion de la biomasa,
se estimd que era necesaria una concentracion criticamicelar (CMC) de 550 + 17 mg PT/L. C-Ficocianinafue
identificada como una de las principales proteinas liberadas durante el proceso de ozono flotacion, la cual es
una proteina caracteristica de las cianobacterias. Asimismo, se encontro que durante el proceso de cosechado
larecuperacion de biomasa fue directamente proporcional ala dosis de 0zono. El cosechado por 0zono flotacion
produjé la recuperacion del 75% de la biomasa presente en el medio acuoso, lo cual se logro con la dosis de
ozono de 0.14 mg Os/mg Biomasa. Sin embargo, se encontré que altas dosis de 0zono afectan larecuperacion
de lipidos presentes en las microalgas, es por ello que el contenido lipidico del 0.16 mg lipidos/mg Biomasase
logré a 0.047 mg Os/mg de Biomasa.

Posteriormente, se planted la utilizacién del ozono solo como un pretratamiento, el cual permita la
desestabilizacion delcultivo de microalgas yla produccion de tensoactivo proteinico, para finalizar el cosechado
mediante flotacién con aire. Durante esta fase de experimentacion se trabajoé con la microalga verde,
Scenedesmus obliquus cultivada en el laboratorio con agua residual procedente de la planta de tramiento de
agua residual (PTAR) de Cerro del Agua, CU. Lo anterior con la finalidad de tener un mayor control en los
ensayos de ozono flotaciony experimentar con cultivos de mayores concentraciones de microalgas. La 0zono
flotacién como pretratamiento, se encontrd que un tiempo de contacto de 2 minutos y una dosis de 0zono de
0.02mg Os/mg Biomasa, desestabilizaban (-25a-11 mV) a Scenedesmus obliquus cultivado en agua residual,
ademas que dicho pretratamiento genero la liberacion de tensoactivo proteinico (0.239 mg PT/mg Biomasa)
contenido en las microalgas. Comparando los porcentajes de biomasa cosechada por flotacién con ozono y
flotacion con ozono-aire, se observo que no existia una diferencia significativa en la recuperacion de la biomasa
por estos métodos de cosecha (60%).

En la etapa final de investigacion se decidié establecer un intervalo superior de dosis de ozono (0.04-0.16
mgOs/mg Biomasa), deseandose lograr un mayor rendimiento de biomasa cosechada. Se establecieroncomo
variables de operacion,ademas de la dosis de 0zono: la concentracion de 0zono (Cosenraca) €N UNintervalo de
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13-25mg/Ly el flujo de aire (Qa) enun intervalo de 0.5-1.5 L/min. Se obtuvo un rendimiento de recuperacion de
hiomasa del 98%, bajo las siguientes condiciones de operacion: dosis de 0zono de 0.16 mg Os/mg Biomasa,
Cosenrada: 18 Mg O3/l y Qa: 1.5 L aire/min. Sinembargo, larecuperacion de los lipidos no se vio favorecido bajo
estas condiciones, ya que se obtuvo un rendimiento de 0.07 mg Lipidos/mg Biomasa, comparado conel 0.1079
mg Lipidos/mg Biomasa que se tenian al inicio del proceso. Esto se puede atribuira la oxidacion de los lipidos
presentes en las microalgas. En el caso especifico de este trabajo de investigacion en el cual la biomasa
cosechadafue utilizada para la obtencion de biodiesel; se obtuvo que la flotacion ozono-aire (dosis de 0zono
0.16 mg Os/mg Biomasa, Cozenada: 25 Mg O3/l y Qa: 1.5 L aire/min) obtiene un rendimiento de 0.2295 mg
Lipidos/mg Biomasa yla recuperacion del 85% de la biomasa. La utilizacion de una concentracion de 0zono
mayor en este caso 25 mg OslL, reduce el tiempo de ozono flotacion para alcanzar la dosis de 0zono deseada.
Altas concetraciones de o0zono favorece una mayor recuperacion de lipidos, ya que permeala célulamicroalgal,
sin llegar a la oxidacion de los compuestos presentes en la biomasa. Comparando la ozono flotaciony la
flotacion con ozono-aire, se obtuvo que el uso de la flotacién con 0zono-aire favorece la disminucion de la dosis
de ozono parael cosechado de labiomasa hastaen un 35% (de 0.22 a 0.16 mg Os/mg Biomasa).

De igual forma, se evalu¢ el perfil lipidico de las microalgas cosechadas por flotacion ozono-aire y fue
comparado por el obtenido con biomasa cosechada por centrifugacion. De forma general, el &cido palmitico
(C16:0) y el linolénico (C18:3), presentaron la mayor abundancia relativa en las muestras obtenidas para los
diferentes métodos de cosechado. Sinembargo, el cosechado de microalgas por flotacion 0zono-aire presentd
un mayor porcentaje de acidos grasos saturados (42.83%), asi mismo produjo un decremento en la cantidad
acidos grasos poliinsaturados (46.20%), esto en comparacional cosechado por centrifugacion (23.21% de
acidos saturadosy 64.39% acidos grasos poliinsaturados). Este resultado se atribuy6 a que los acidos grasos
polinsaturados se localizan enla pared celular de lamicroalga, porlo que el ozono reacciona inicialmente con
estos.

Por otra parte, se realizd una estimacion energética del proceso de produccion de biodiesela partir de biomasa
microalgal, paralo cual se calculd larelacion de energia neta (NER). Se obtuvo que la relacion energéticapara
la produccion de biodiesel se incrementa cuando se utiliza flotacién con ozono-aire para el cosechado de la
biomasamicroalgal (NER 1.91-2.18),comparado con la obtenida por el proceso de centrifugacion (0.70-1.08).
El consumo energetico obtenido para el proceso de cosechado por flotacion ozono-aire fue de 11.10 MJ/Kg
Biodiesel, lo cual representa una disminucion del 30% de la energia requerida para el proceso, comparado con
la flotacion con ozono convencional.
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ABSTRACT

In this research work was evaluated the implementation ofa new method of harvesting for microalgae through
ozone-air flotation. Forthis, it was necessaryto know the ozone flotation process, which studied the effectofthe
harvesting method on protein excretion, lipid extraction, and microalgal biomass recovery. A mixed microalgae
consortium mainlycomposed of cyanobacteria (Arthrospira sp., Spirulina sp., Oscillatoria sp.) and green algae
(Desmodesmus sp., Scenedesmus sp.), obtained from Lake Nabor Carrillo, located in the former lake of
Texcoco, wasstudied. T he lake is fed with treated wastewater. T he microalgae harvesting process was carried
out at different ozone dose conditions (0.028-0.136 mg Os/mg Biomass). During the ozone flotation process,
foam formation was observed, which was attributed to the release of intracellular proteins from the microalgae.
The proteins showed tensoactive activity since they reduced the surface tension of the water to values of 42.73
mN/m. Toreachthe reduction ofthe surface tension and the separation of the biomass, it was estimated that a
micellar critical concentration (CMC) 0f550 £ 17 mg PT/L was necessary. C-Phycocyanin was identified as one
of the main proteins released during the ozone flotation process, whichisa protein of cyanobacteria. Likewise,
it was found that during the harvesting process, the biomass recovery was directly proportional to the ozone
dose. Harvesting by ozone flotation produced the recovery of 75% of the biomass present in the aqueous
medium, which was achieved with the ozone dose of 0.14 mg Os/mg Biomass. However, it was found that high
doses of ozone affect the recovery of lipids present in microalgae, which is why the lipid content of 0.16 mg
lipids/mg Biomasswas achieved at0.047 mg Os/mg Biomass.

Subsequently, the use of ozone was proposed only as a pretreatment, which allows the destabilization of the
microalgae culture and the production of surfactant protein, to finish the harvested by flotation with air. During
this experimentation phase, the green microalga, Scenedesmus obliquus was used and was cultivated in the
laboratory with wastewater from wastewater treatmentplant (WWT P) Cerro del Agua, CU. The above in order
to have greater control in ozone flotation tests and experimentwith cultures with higher concentrations of
microalgae. ltwas found that a contacttime of 2 minutes and an ozone dose of 0.02mg Os/mg Biomass, (-25to
-11 mV) S. obliquus is destabilized. Furthermore, the pretreatment with ozone, generated the release of
surfactantprotein (0.239 mg PT/mg Biomass) from microalgae. According to the comparison of percentages of
biomass harvested by ozone flotation and ozone-air flotation, there was no significantdifference in the recovery
of biomass by these harvesting methods (60%).

In the final stage of research, it was decided to establish a higher dose range of ozone (0.04-0.16 mg Osimg
Biomass), wishing to achieve a higheryield of harvested biomass. T he following variables were established in
addition to the ozone dose: ozone concentration (Cos mpw) in @ range of 13-25 mg/L and the air flow (Qa) in a
range of 0.5-1.5 L/min. A yield of biomass recovery of 98% was obtained, under the following operatng
conditions: ozone dose of 0.16 mg Os/mg Biomass, Cozmpu: 18 mg Os/L and Qa: 1.5 L air/min. However, the
recovery of lipids was not favored under these conditions, since a yield of 0.07 mg Lipids/mg Biomass was
obtained, compared to the 0.1079 mg Lipids/mg Biomass that were obtained at the beginning of the process.
Thiscan be attributed to the oxidation of the lipids present in the microalgae. For this research it was obtained
that the ozone-air flotation (ozone dose 0.16 mg Os/mg Biomass, Cos nput: 25 mg Os/L and Qa: 1.5 L air/min)
reaches a yield of 0.2295 mg Lipids/mg Biomass and the recovery of the 85% of the biomass. The use of a
higher ozone concentrationin this case 25 mg Os/L, reduces the ozone flotation time to reach the desired ozone
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dose. High concentrations of ozone favor a greater recovery of lipids, since it permeates the microalgal cell,
withoutreaching the oxidation of the compounds presentin the biomass. It was obtained that the use of 0zone -
air flotation, instead of ozone-flotation, favors the reduction of the ozone dose for harvesting the biomassup to
35% (from 0.22 to 0.16 mg Os/mg Biomass).

Likewise, the lipid profile of the microalgae harvested by ozone -air flotation was evaluated and compared with
biomass harvested by centrifugation. In general, palmitic acid (C16:0) and linolenic acid (C18: 3), showed the
highest relative abundance in the samples obtained for the different harvesting methods. However, harvested
microalgae by ozone-air flotation had a higher percentage of saturated fatty acids (42.83%), likewise produced
a decrease inthe amountof polyunsaturated fatty acids (46.20%), this compared to harvested by centrifugation
(23.21 % of saturated acids and 64.39% polyunsaturated fatty acids). This result was attributed to the fact that
polyunsaturated fatty acidsare located in the cell wall ofthe microalgae, so that ozone initiallyreacts with them.

Onthe otherhand, an energy estimate of the biodiesel production process from microalgal biomass was carried
out for which the net energy ratio (NER) was calculated. It was found that the energy ratio for the production of
biodiesel increase when ozone-air flotation is used for the harvesting ofthe microalgal biomass (NER 1.91-2.18),
compared with that obtained by the centrifugation process (0.70-1.08). The energy consumption obtained for
the ozone-air flotation harvested processwas 11.10 MJ/Kg Biodiesel, which represents a 30% reduction of the
energy required for the process, compared with the flotation with conventional ozone.
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1. INTRODUCCION.

Las microalgas surgen como una fuente de materia prima renovable para la produccion de una amplia gama
de productos, como son la obtencion de alimentos humanos o de animales, productos de valor agregado
(lipidos, proteinas, carbohidratos, pigmentos) ybiocombustibles; la obtencionde estos son parte de los objetivos
de esta tesis de investigacion, en especifico la produccoin de biodiesel. A partir de las microalgas es posible
obtener diferentes biocombustibles como son: biodiesel, biogés, bioetanal e hidrogeno (Pragya, et al., 2013).
Las microalgas son consideradas como materia prima de tercera generacion; ya que no compiten con materia
primaalimenticia, son de rapido crecimiento, favorecen el secuestro de didxido de carbono (CO.), son capaces
de adaptarse a diferentes medios de cultivo (como aguaresidual) y no requieren de tierra de cultivo fértil. De
igual forma, las microalgas presentan una alta productividad de lipidos, dependiendo de su contenido lipidico
pueden producir hasta 58,700 L de aceite por hectarea de cultivo (30% lipidos por biomasa seca) (Dutta, et al.,
2014; Sudhakar, etal., 2018; Chisti, 2007).

El uso del biodiesel a partir de microalgas, es considerado como un remplazo para el diésel convencional. E
agotamiento de combustibles fosiles, las emisiones de gases de efecto invernadero y la seguridad energética
han favorecido la bisqueda de fuentes renovables para la produccion de biocombustibles. Si bien, el poder
calorifico del biodiesel (40.4 MJ/Kg) es menor que al diésel convencional (45.1 MJ/kg), tiene una mayor
densidad (853 Kg/m?)lo que representa una mayor cantidad de combustible conrespecto al diésel (832 Kg/im3),
lo cual favoreceria el aumento de la potencia en el motor (Aminul Islam, et al., 2017). Se ha reportado que la
mezcla de biodiésel de microalgas con diesel de petroleo muestra unamejora de la calidad yuna reduccion de
las emisiones de gases, como la eliminacion de hidrocarburos.

No obstante el enorme potencial de la biomasa microalgal como materia prima para la produccion de diversos
productos en general; existen limitaciones y retos por superar para su comercializacion, como son: (1) alta
demanda de agua para el cultivo de microalgas, (2) alto consumo de nutrientes, y (3) bajo rendimiento
energético, debido alos altos consumos de energia, asociados ala cosecha yal secado de biomasa microalgal
(Weschler, etal., 2014). Por ejemplo, se estima que la cosecha de la biomasa representa del 20-30% del costo
total de produccién de biocombustibles (Rawat, et al., 2011).

Se reporta que a nivel industrial se necesita una concentracion de biomasa microalgal de 300-400 g/L (lo que
representa 30-40% de sdlidos), sin embargo, la baja concentracion de biomasa en el cultivo de microalgas es
de 0.3-5 g/L (0.02-0.5% de solidos) (Singh & Patidar, 2018; Coward, et al., 2013). Es por ello, que el disefio de
un sistema de cosechado que favorezcala concentracion de la hiomasa microalgal se ha wuelto imprescindible
para la obtencion de cualquier producto de valor agregado a partir de dicha biomasa. Actualmente, existen
diversos métodos de cosecha como son: sedimentacion, centrifugacion, coagulacion-floculacion, flotacion,
ozono flotacion, entre otros. Entre estos métodos de cosecha destacan aquellos que no influyan con el uso final
de la biomasa, es decir, que no aporten una etapa extra de proceso para el uso de esta, por ejemplo, la
eliminacion de un agente quimico (Muylaert, et al., 2017).
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La ozono flotacion surgio como un método de cosecha de microalgas, el cual permite el cosechado de la
biomasaatravés del burbujeo de 0zono un reactor de flotacion. Se ha reportado una eficiencia de cosechado
de biomasa microalga del 60-75% (Velasquez-Orta, et al., 2014). De igual forma, se ha reportado su beneficio
como pretratamiento, ya que permite una mayor extraccion de biomoléculas (lipidos, 0.12 mg lipidosing
biomasa), sinembargo, dosis de 0zono superiores a 0.24 mg Os/mg Biomasa produjeronla oxidacionde lipidos
presentes en la biomasa (Velasquez-Orta, et al., 2014). El proceso de flotacion con ozono, produce un
tratamiento al medio de cultivo de las microalgas, ya que, el efluente de la ozono flotacion presentaba la
eliminacion del 100% del nitrégeno total y el 89% de los nitratos (Alves, et al., 2018). Por otra parte, esta
reportado que el uso de la flotacion con 0zono en la produccion de biodiesel a partir de microalgas, presenta
un costo energético de 0.17 kWh/Kg biomasa, conla condicion de que la biomasa tenga un contenido lipidico
del 0.2800 mg lipidos/mg biomasa (Nava Bravo, et al., 2018). Sin embargo, el contenido de lipidos depende de
muchos factores dificultando asialcanzar un valor tan alto. Si se toma en cuenta, que el cultivo de microalgas
enaguaresidual (medio de cultivo de este trabajo de investigacion) presenta un contenido lipidico de 0.14-0.18
mg lipidos/mg biomasa (Kumar Gupta, et al., 2018), repercute en el incremento de la energia necesaria para
llevar acabo el cosechado por ozono flotacién (Nava Bravo, etal., 2018).

Es por ello, que esta investigacion tuvo como objetivo desarrollar un sistema de ¢ osechado de microalgas que
implemente la flotacion con ozono-aire. Adquiriendo los beneficios del proceso de o0zono flotacion como un
pretratamiento, tales como: la produccion de agentes tensoactivos y la desestabilizacion de las microalgas;
sumados a los que aporta la flotacion con aire disperso, como son: el uso del aire como gas acarreador, un
menor consumo energético y evitar la oxidacion de las macromoléculas de interés (lipidos).
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2. OBJETIVOS DE LA TESIS DOCTORAL

Objetivo General
Desarrollar un sistema de cosechado de microalgas cultivadas en agua residual mediante un proceso
combinado de flotacion ozono-aire para la produccion potencial de biodiesel.

Objetivos particulares

1.

Evaluar el efecto del ozono en la liberacion de tensoactivo natural (proteinas) y la desestabilizacion de
microalgas durante el proceso de ozono flotacion.

Evaluar la cosecha de microalgas cultivadas en agua residual, en un sistema que emplee 0zono como pre-
tratamiento, seguido de flotacién con aire disperso.

Optimizar las condiciones de operacion del sistema de cosechado de microalgas mediante flotacion por
0zono-aire para alcanzarlos maximos rendimientos de biomasa.

Determinar el efecto del proceso de cosechado en la recuperacion de lipidos 'y en el perfil lipidico con
potencial de produccion de biodiesel.

Realizar un balance de energia de la produccion de biodiesel incluyendo flotacidn por 0zono-aire como
metodo de cosecha.

3. HIPOTESIS

El uso del 0zono como pre-tratamiento combinado con la flotacién con aire disperso, permitira llevar a cabola
desestabilizacionyla liberacion de proteinas tensoactivas la de las microalgas, produciendo asila recuperacion
de labhiomasamicroalgal cultivada en agua residual, a un menor costo energético en el proceso de produccion
de biodiesel,en comparacion al hiocombustible producidé por el método convencional de centrifugacion.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Microalgas

Las algas son un grupo de organismos que realizan fotosintesis a través de los cloroplastos, dicho grupo esta
dividido en dos principales categorias: macroalgas y microalgas. Las macroalgas son organismos
multicelulares, macroscopicos y eucariotas, estas se asemejan a plantas. Las microalgas son células
procariotas, las cuales carecende organelos membranosos (plastidos, mitocondrias, nticleos, aparato de Golgi
y flagelos) como son las cianobacterias; de igual forma se encuentran las microalgas eucariotas, las cuales
presentan org&nulos que controlan las funciones de la célula, entre estas se encuentran las algas verdes
(Clordfitas), algasrojas (Roddfitas) y diatomeas (Bacillariophyceae) (Brennan & Owende, 2010).

Las microalgas presentan diferentes tipos de alimentacion, comoson: autotréfico o heterotrofico. Las autotrofas
utilizan compuestosinorganicos como fuente de carbono, dentro de los autétrofos se encuentran fotoautotrofos,
los cuales usan laluzcomo fuente de energia; ylos quimioautotrofos, los cuales oxidan compuestos inorganicos
para obtener energia (Lee, 2008). Para las algas autétrofas, la fotosintesis esla clave de su supervivencia, por
lo que convierten laradiacion solary CO; absorbido por los cloroplastos en trifosfato de adenosina (ATP), 0,y
energia utilizable a nivel celular (Brennan & Owende, 2010).

La biomasa de microalgas como materia prima para la produccion de energia tiene el potencial de producir
diferentes biocombustibles, como son: gas de sintesis mediante la gasificacion de la biomasa, biometano a
través de digestion anaerobia, produccion de hidrégeno mediante la reaccion directa de la sintesis de la
biomasa, biodiesel mediante la transesterificacion de lipidos, bioetanol mediante la fermentacion de los
carbohidratos yobtencion de precursores de gasolina através del craqueo de hidrocarburos e isoprenoides (E-
Fatah Abomohra, et al., 2016).

Las microalgas para la produccion de biocombustibles han obtenidogran atencion, debidoa que presentan una
alta tasa de crecimiento, son cultivables durante todo el afio, crecen en diferentes calidades de agua (dulce,
residual y salada), se ha reportado que crecen 100 veces mas rapido que las plantas, son utilizadas como
tratamiento terciario del aguaresidual, ya que remueven nitrdgeno, fdsforo y metales pesados, ademas de fijar
CO; mediante la fotosintesis. Por otra parte, las microalgas producen macromoléculas de gran interés como
son: carbohidratos, proteinasy lipidos. Conjuntamente se pueden obtener productos de valor agregado, como
son: pigmentos (clorofilas, carotenoides, ficobiliproteinas, ficocianina), vitaminas (vitamina B, riboflavina),
antioxidantes (astaxantina), bioplasticos (peptidoglicano, mucilago de celulosa) yacidos grasos poliinsaturados
(Omega-3, Omega-6); de igual forma pueden ser utilizadas como materia prima para la industria alimenticia
(acuiculturayanimales), laindustria cosmética (cremas anti arrugas) o inclusocomo fertilizantes (Wayne Chew,
etal., 2017; Satyanarayana, etal., 2011).
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4.1.1 Microalgas para la produccion de Biodiesel

El uso de las microalgas como fuente energética surge de la situacion actual de los combustibles fosiles, ya
que se considera que lasreservas de estos combustibles son finitas, es decir, que llegara el momento en que
estas se agoten. Se ha reportado que el combustible fosil se agotara en los proximos 60-80 afios (Rashid, et
al., 2014). Comouna medida preventiva del desabasto de combustible, surge la bioenergia. La bioenergia es
la obtencién de energia a partir de materiales provenientes de fuentes bioldgicas (Long, etal., 2013).

Dentro de las diferentes fuentes de energia alternativa se encuentra la biomasa, la cual es utilizada para la
produccion del 80% de la energia renovable producida en el mundo. El uso de labiomasaenla produccion de

energia tiene como ventaja: ser una fuente renovable basada en carbono, alta disponibilidad, puede ser
almacenada, capacidad de mitigar gases de efecto invernadero (CO), puede ser utilizada de manera directay
se puede producir diferentes biocombustibles (Strzalka, et al., 2017).

La utilizacion de la biomasa de microalgas para la produccion de biodiesel se debe a su gran capacidad de
produccion de lipidos, el contenido de lipidos en las microalgas se encuentra entre 1-70% del peso seco de la
biomasa, dependiendo de la especie de microalga. El potencial de produccion de biodiesel a partir de microalgas
se ha reportado de acuerdo a su contenido lipidico, es decir, una microalga con un contenido del 30 al 70%
(peso seco)de lipidostiene unrendimiento de aceite de 58,700-136,900 L/ha (Chisti, 2007). De igual forma se
ha informado que las microalgas pueden producir 150 veces mas aceite que la soya (Satyanarayana, et al.,
2011; Chisti, 2007).

Sin embargo, es preciso mencionar que el contenido de lipidos en las microalgas varia de especie a especie,
ademas que el sistemade cultivo y el cosechadoinfluyen en el contenido final de lipidos (Halim, et al., 2012).
Dentro de su composicion bioquimica los lipidos de las microalgas se clasifican en: neutrales (acigleroles y
acidos grasos libres), polares (fosfolipidos y glicolipidos), no polares, esteroles, éster de cera, derivados de
prenil y derivados de pirrol (Clorofilas) (Patel, et al., 2017; Halim, et al., 2012). La obtencion del biodiesel se
realiza a partir de los lipidos neutros como son los acigleroles, los cuales estan constituidos por mono, di y
triglicéridos, este grupo representa del 30-40%del contenidototal de lipidos presentes en las microalgas (Mata,
et al., 2010). Se ha reportado que los &cidos grasos presentes en las microalgas pueden ser de caracter
saturado o insaturado (uno o mas dobles enlaces), y su cadenade carbonos se encuentraenunrangode 12 a
22 (Halim, etal., 2011).

Se conoce como biodiesel a cualquier combustible producido a partir de material biolégico renovable
equivalente al diésel (Ahmad, et al., 2011). El biodiesel se define como un combustible conformado por ésteres
alquilicos de acido graso (FAME, por sus siglas en inglés) de cadena larga de aceite vegetal o de grasas
animales. El biodiesel tiene como ventajas: no presentar un aumento neto en la liberacionde diéxidode carbono
(COy), ser unaenergia renovable, biodegradable, no toxica, libre de sulfurosy compuestos aromaticos, con un
menor indice de emisiones de hidrocarburos policiclicos aromaticos, monoxidode carbono, dibxidode carbono,
dioxido de azufre, particulasy humo, ademas de ser miscible con el diésel a diferentes proporciones. Sin
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embargo, presenta un aumento en la emision de oxido de nitrogeno (Fazal, et al., 2011; Yusuf, et al., 2011;
Cho, et al., 2011; Murugesan, et al., 2009; Knothe & Razon, 2017). La principal desventaja del biodiesel es el
costo de produccion (Fazal,etal., 2011; Knothe, 2009).

Para la produccion del biodiesel se han utilizado diferentes tipos de materias primas, entre las cuales destacan
los aceites vegetales, grasas animales y aceites procesados. Diferentes aceites vegetales se pueden utilizar,
como son: aceite de soya, girasol, colza y palma. De igual forma se hanrealizado estudios de produccion del
biocombustible a partir de semillas oleaginosas, por ejemplo: tabaco, pongamia, jatropha o semillas de caucho.
Actualmente se ha estudiado el uso de diferentes cepas de microalgas como materia prima para la produccion
de biodiesel (Karmakar, etal., 2010).

En la Figura 1, se esquematiza el proceso de produccion de biodiesel a partir de microalgas, endichafigura se
pueden observar las principales etapas del proceso, las cuales son: cultivo de microalgas, cosechado de
biomasa, pretratamiento, extraccion de lipidos y produccion del biodiesel a través de la transesterificacion. A
continuacion, se describen las principales etapas involucradas en el proceso de produccion de biodiesela partir
de microalgas.
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Figura 1 Esquemadel proceso de produccion de biodiesel a partir de microalgas (Rashid, et al.,
2014; Halim, et al., 2012).
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4.2 Cultivo de microalgas

El cultivo de microalgas esla etapa en la cual se busca el crecimiento de la biomasa. Existen diversos factores
que influyen en el crecimiento de las microalgas como son: la luz, la concentracion de nutrientes, la
disponibilidad de didxido de carbono (CO>), el pH, latemperaturay el oxigeno disuelto (ZHU, et al., 2013; Suali
& Sarbatly, 2012; Behrens, 2005; Cai, et al., 2013).

El cultivo de microalgas se lleva a cabo mediante fotobiorreactores cerrados o abiertos. Los sistemas abiertos
0 estanques de pista de rodadura son comercialmente mas comunes, por lo general se construyen mediante
canalesalaire libre de una profundidad de 15-30 cm. Sin embargo, pueden presentar diversos problemas como
son: el control de las condiciones ambientales, la disponibilidad del CO., la temperatura, la luz, el pH, la
sedimentacion de la biomasa, la contaminacion de los cultivos y la presencia de depredadores. Dichos sistemas
logran una produccion de biomasade 0.2-0.6 g/L y una productividad de 0.01-0.02 kg/m?dia (ZHU, etal., 2013).

En contra parte los sistemas cerrados presentan una productividad 30 veces mayor que los sistemas abiertos
(2-8 g/L, 0.02-0.45 kg/m2 dia), sin embargo, no son considerados para el cultivo masivo de microalgas (Chist,
2007). Existen diversos tipos fotobiorreactores cerrados, por ejemplo: tubular, de columnayde placa plana; en
la bibliografia se encuentran ampliamente reportados las configuraciones de los reactores (ZHU, et al., 2013).
La eficiencia de produccion de la biomasa mediante estos reactores se encuentra en la distribucion de la luz
sobre el area del reactor, favoreciendo el proceso de fotosintesis de las microalgas. Este tipo de reactoresno
presentan contaminacion por fuentes externas o pérdidas del medio de cultivo por evaporacidn. Sin embargo,
su escalamiento esta limitado porla longitud del tubo, debido al aumento de la concentracién de oxigeno y al
agotamiento del CO.alolargo del reactor; de igual forma presentan problemas de ensuciamiento, de costos de
producciony de mantenimiento.

4.2.1 Cultivo de microalgas a partir de aguas residuales

La produccion de biocombustibles a partir microalgas presenta la problematica del cultivo de las mismas, ya
que se requieren una gran adicion de nutrientes para su desarrollo, es por ello que se ha reportado que la
utilizacion de agua residual como medio de cultivo reducelosinsumos del proceso (Cho, etal., 2013; Rawat, et
al., 2011),debido a que ofrece como ventaja la presencia de nutrientes tales como: nitrégeno y fosforo parael
desarrollo de la biomasa (Markou & Georgakakis, 2011).

El cultivo de microalgas en agua residual actiia como un tratamiento hioldgico, ya que se reduce la cantidad
contaminantes en el agua, conla ventaja de producir biomasa, Tabla 1. Las microalgas absorben compuestos
inorganicos (macro ymicro nutrientes), reduciendola carga inorganicayorganica, ademas de remover metales
pesados (tales como Cu?, Pb?t, Cr3*, Nizt, Cd?t, Co?, Fe?, Mn#) presentesen las aguas residuales (Markou
& Georgakakis, 2011). De igual formael cultivo de microalgas en agua residual se convierte enun tratamiento
ambientalmente responsable y sostenible, debido a que no generan contaminantes secundarios (lodos), sino
que mediante la recuperacion de la biomasa se presenta el reciclado de nutrientes, la cual se puede utilizar
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como materia prima para biocombustibles, elaboracion de fertilizantes o alimento para animales (Rawat, etal.,
2011;Pittman, etal., 2010).

Comose observa en la Tabla 1 se han utilizado una gran variedad de origenes de aguasresiduales, a través
de las cuales se ha logrado obtener altos rendimientos de hiomasa; de igual forma se reporta la remocion de
nutrientes del agua residual, ya que las microalgas asimilanhasta el 96 % de nitrégeno total y el 99% del fosforo
total presente en el aguaresidual.

Las microalgas asimilan el nitrdgeno para la sintesis de proteinasy acidos nucleicos; el nitrdgeno es asimilado
en forma de nitrato, nitrito, ureay amonio. Un déficitde este nutriente favorece la acumulacion de lipidos. Por
su parte, el fosforo es utilizado para la formacion de trifosfato de adenosina (AT P), el cual es requerido por el
alga para el almacenamiento de energia a corto plazo y de transferencia; el fosforo es asimilable en la foma
de ortofosfatos; una deficienciade fésforo conduce a una alta produccionde oxigeno por parte de las microalgas
(Pires, 2015).

Sin embargo, la utilizacion de aguas residuales como medio de cultivo, presenta la problematica de la
variabilidad en la composicion de los nutrientes, el cual se ve afectado porla variacion estacional alo largo del
afio (Markou & Georgakakis, 2011). Por otra parte, existen diversos factores en la composicion del agua residual
que inhibe el crecimiento de las microalgas, como son: altas concentraciones de amoniaco, cadmio, mercurio,
bacterias patdgenas o depredadores (Pittman, etal., 2010).
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Tabla1Producciénde biomasay remocionde nutrientes a partir de aguaresidual.

Agua

Rendimiento

Productividad

Remocidn de contaminantes (%)

Microalgas  pocidual (glL) (mg/Ld) N”[g%f”" Amonio FésforoTotal  DQO Referencia
Chlorella .
sorokiniana Acuicultura 2.47 353.36 75.56 73.35 7189  (Guldhe,etal., 2017)
Cultivosmixtos  Industria 411 gmed 70-72 50-55 (Hodges, et al., 2017)
demicroalgas Petrolera
Diferentes Purinesde
microalgas  cerdo (Diluido) 1.14-18 90 80 73 (Wang, et al., 2016)
Chlorella
kessleri Municicales 21 % %9 (Caporgno,etal.,
Chlorella pa 201 o5 o8 2015)
vulgaris '
Desmodesmus Digestion
S anaerobia 0412 0.29 100 755 (Ji, et al., 2014)
P (Diluida)
Cultivos mixtos "
de microalgas Municipales 0.36-0.58 13-17 55.4-83.9 30-60 (Komolafe, etal., 2014)
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4.3 Cosecha de microalgas

La cosechade microalgas esla etapaen la cual labiomasa es extraida del medio de cultivo. Se estimaque la
etapa de cosechado contribuye con el 20-30% del costo total de produccién de biocombustibles. Se ha
reportado que el costo del cosechado de microalgas para la produccion viable de biocombustibles tiene que ser
menora0.4-0.75 USD $/Kg (Laamanen, etal., 2016).

La cosecha de microalgas se dificulta por su tamafio caracteristico, por ejemplo, las algas eucariotas tienen un
tamafio de 3-30 um y las cianobacterias de 0.2-2 um (Christenson & Sims, 2011). A ello se suma el
inconveniente de la baja concentracion de biomasa logradas en los cultivos, que son del orden de 200-600 mglL
(para sistemas abiertos), lo que implica procesar grandes volumenes de cultivo. De igual forma se debe
considerar la morfologia, la motilidad y la materia organica extracelular de las microalgas (Henderson, etal.,
2008).

Una caracteristica importante que influye en la separacion de la biomasa microalga es la estabilidad de las
microalgas, esta atribuye a las interacciones eléctricas entre las microalgasylas particulas en suspension del
medio de cultivo (Tenney, et al., 1969). Un pardmetro importante que se evalia para el cosechado de las
microalgas es la carga superficial de las microalgas a través de su potencial zeta. El potencial zeta () es un
indicador del grado de repulsion entre las particulas cargadas en suspension. Una alta magnituddel ¢ (>25mV),
significa una alta repulsion eléctrica entre particulas, favoreciendo una suspension estable. Cuando el { es
cercanoacero las particulas pueden acercarse unas con otras, hasta el punto donde son atraidas por fuerzas
de van de Waals, favoreciendo asi la aglomeracion de las particulas (Vandamme, etal., 2012).

Alas microalgas se les asocia un potencial zeta negativo, el cual puede variar de -2 a -75mV enfuncion de los
grupos funcionales quimicos presentes pared celular de lamicroalga, de las condiciones de cultivo, la edad del
cultivo y de la especie de microalga (Gerardo, et al., 2015). Por lo que las suspensiones de microalgas se
comportan de acuerdo a un modelo disociacion acida, en el cual la carga superficial cambia a pH &cido.

La cargay laestabilizacion de los cultivos (suspension) de microalgas son debido ala disociacion o ionizacion
de diversos gruposfuncionalesen la superficie de la célula, como son: carboxilos (-COOH)y grupos amino (-
NH). Favoreciendo larepulsion electrostatica entre particulas adyacentesy la estabilidad coloidal del sistema
(Henderson, et al., 2008). La ionizacion es dependiente del pH, ya que los grupos carboxilicos se disocian yse
cargan negativamente porencimade un pH de 4-5, por el contrario, los grupos amino sufren un decremento de
la carga al mismo pH, Figura 2. Obteniéndose como resultado una carga negativa producida por el grupo
carboxilico (Vandamme, etal., 2013). La carga superficial de las microalgas es negativa al pH natural del agua
(Gregory, 2006).
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Figura 2 lonizaciéon de los grupos funcionales ubicados en la superficie de lamicroalga en funcion
del pH. Para las microalgas el punto de carga cero se encuentraa pH de 4-5 (Gregory, 2006).

Estudios donde se evalua el potencial zeta de Chlorellavulgaris en medio de cultivo, encontraron que en funcion
del pH de la muestra (2-9) se obtenia un decremento en el { de +15 a -20mV. De igual forma se report6 que
grupos funcionales carboxilicos, fosforilo, amina e hidroxilo se encontraban en la pared de la microalga
(Hadjoudja, etal., 2010). Por su parte Zhang (2012) reporté un decaimiento en el valor neto del ¢ en funcion de
la fase de cultivo, tomando en cuenta unafase exponencial (-20.6mV), estacionaria (-13.2mV) y decaimiento (-
12.2). (Zhang,etal., 2012)

4.3.1 Métodos de cosecha

La seleccion del método depende de las caracteristicas yla densidad celular del cultivo de mic roalgas. Chen
(2011) sugiere que un sistema de cosecha optimo es aquel que pueda funcionar con diversas especies de
microalgas, que utilicela menor cantidad de productos quimicos yel menor consumoenergético,y que ademas
facilite laliberacion de material intracelular (Chen, etal., 2011; Barros, et al., 2015).

Las técnicas disponibles son la sedimentacion, centrifugacion, coagulacion-floculacion, filtracién, flotacion y
técnicas eléctricas (Gerardo, etal., 2015; Chen, et al., 2011). La cosecha se divide en dos etapas de proceso
(Brennan & Owende, 2010; Barros, et al., 2015):

1. Recoleccion a granel: Tiene como propdsito separar la biomasa del cultivo, logrando una
concentracion de materia solida del 2-7% (factor de concentracion de 100-200); tipicamente se utiliza
floculacion, flotacion o sedimentacion.

2. Concentrado: Tiene como objetivo concentrar la recoleccion a granel hasta obtener concentraciones
de materia sdlida superiores al 15-25% (factor de concentracion de 2-10), se utiliza filtracion y
centrifugacion; proceso de alto requerimiento energetico.
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Los métodos mecéanicos son considerados méas eficacesy por lo tanto son los méas utilizados para la cosecha
de microalgas, sin embargo, estos necesitan de una etapa previa en la que se utilice una sustancia quimica
(coagulante) parafacilitar la recoleccion.

La Tabla 2 resume los principales métodos de cosecha de microalgas reportados y sus principales
caracteristicas. Los procesos presentados tienen diferentes eficiencias de recuperacion y concentracion de
solidos final; destaca que los métodos con mayor eficiencia de recuperacion no son lo que consumen mayor
energia. Sin embargo, los procesos que logran mayores concentraciones de solidos al final de proceso si estan
ligados a un mayor consumo energético. Una mayor cantidad de solidos favorece las etapas posteriores del
proceso de produccion de biocombustibles, es por ello que el método de cosechadebe ser investigado en foma

integral.
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Tabla2Resumen de los métodos para cosecha de biomasa microalgal

, L L Consumo
Métodos de Cor;qentrauon EflClenC|a_(§e energético Observaciones
cosecha sélidos (%) recuperacion (KWh/m?)
0.1 (para lograr | e Método sencilloy de bajocosto | e Prolongados tiempos de
- > una e Disefios nuevos para mejorar el operacion
Sedimentacion 0.5-3 10-90% o . .
’ concentracion de proceso e Deterioro de labiomasa
1-3%SST)
80-000¢ e Apta para diferentes especies de | ¢ Método costoso
Centrifugacion 192 (2-5mi:1 8 microalgas ¢ Alto consumo energeético
g y o Alta eficiencia de recuperacion | e Dafio de labiomasa
operacion) .
e Tiempos cortos de operacion
o Alta recuperacion e Ensuciamiento de Ila
Filtracion ¢ Reduccion del consumo membrana
P 5-27 95% 0.9-2.23 o L
(Microfiltracion) ’ energético en un 80-95%, e Alto costo de operacion
comparado con la centrifugacion
e Método sencilloy rapido e Floculantes quimicos
Bajos pueden sercostososy
Floculacion/ 10-60 >80% requerimientos toxicos _
Coagulacion para el mezclado o Contaminacion de biomasa
lento por el uso de floculantes o
aditivos
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Consumo

Métodos de Concentracion | Eficiencia de " b .
cosecha sélidos (%) recuperacion energetico Observaciones
(kWh/m3)
o Factible para aplicaciones agran | e Adicion de floculantes
escala ¢ No apto para algas marinas
Flotacion por 0 ¢ Bajo costo
o - -00% 7. o o
aire disuelto 36 50-90% 6 ¢ Requerimientos limitados de
espacio
o Tiempos de operacion cortos
« Sonificacion, altos porcentajes de |« Liberacion de los
Ultrasonido 90-92% Alto consumo recuperacionen periodos cortos meta_bolltos (lipidos) al
energético de tiempo medio acuoso
* Ruptura celular
¢ No requieren adicion de » Mayor consumo de energia
productos quimicos y de floculante por muestras
Metodos 95% 0.2-2.98 * Trabaja a pH natural de agua salina
eléctricos * Problemas de escalado,
debido al costo de los
equipos
« No requiere la adicién de * Experienciaanivel
., coagulantes laboratorio
Ozono flotacion 1-20 >70% 1.83-9.7 o Alto consumo energético,

¢ Ruptura celular
e Liberacion de tensoactivo natural

asociado alabiomasa
procesada

Adaptado de Rodriguez, 2015; Barros, etal., 2015; Gerardo, et al., 2015; Nava, et al.,2017; Nava, 2015; Pragya, et al., 2013; Chen, et al., 2011;
Uduman, et al., 2010; Christenson, etal., 2011.
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4.3.2 Métodos de cosecha convencionales

La densidad y el radio de la célula influyen en la velocidad de sedimentacion de las microalgas, la cual se
encuentrareportada entre 0.016-0.09 m/h (Gerardo, et al., 2015). Como resultado de las bajas velocidades de
sedimentacion se produce el deterioro de la biomasa por los tiempos prolongados de retencion. El proceso de
sedimentacion se ve favorecido con la utilizacion de coagulantes.

La centrifugacion utiliza la fuerza centrifuga para separar solidos y liquidos. La separacion depende del
tamafio de la particulay de la densidad del medio (Uduman, etal., 2010), demanda altos consumos de energia
(8kWh/m3). En pruebas de laboratorio se encontrd que se requiere una velocidad de 500-1000xg, durante 2-
5min paralograruna concentracion final de sélidos del 80-90% (Chen, et al., 2011).

A través de la adicion de agentes quimicos (floculantes) se busca formar particulas de mayor tamafio (flocs)
que sedimenten. La floculacion es un proceso que se puede combinar con otras técnicas de cosechado como
la flotacion o la sedimentacion. La desventaja es que algunos floculantes quimicos pueden ser costosos y
toxicos. Una variante de este método esla auto-floculacion, enlacual selleva a cabo laaglomeracion de las
microalgas sin la adicion de coagulantes a pH > 9. Un aumento de pH provoca la saturacion iones calcio y
fosfato, dando como resultado la formacion de precipitados de fosfato de calcio con carga positiva que
neutralizan la carga negativa de las microalgas (Gerardo, et al., 2015). Tiempos prolongados de cultivo
expuestosa luz solary limitacion de CO., favorecen la auto-floculacién (Chen, et al., 2011). Estudios de auto-
floculacion con Dunaliella tertiolecta reportan una recuperacion del 90% de la biomasatotal a un pH entre 8.6-
10.5 (Horiuchi, etal., 2003).

La coagulacion-floculacion es considerada como el principal método de cosechado de microalgas, se ha
utilizado para cosechar diferentes especies de microalgas. Dicho proceso tiene la capacidad de concentrar la
biomasa de 20-100 veces (Barros, et al., 2015). La coagulacion-floculacion esta definida como la coalescencia
de particulas finamente divididas en suspension sobre agregados més grandes seguido por la aglomeracion de
éstas en floculos que se depositan en el fondo del recipiente, dejando un sobrenadante claro (Barros, etal.,
2015). Debido a la carga negativa de la microalga se prefieren coagulantes de carécter catiénico. Se han
utilizado coagulantes como cloruro férrico, sulfato de aluminio ysulfato de hierro. La disociacion de estas sales
reduce larepulsion electrostatica del cultivo permitiendo la formacion de aglomerados, este proceso es seguido
por una etapa de sedimentacion. Con este método se pueden lograr altas eficiencias de recuperacion, sin
embargo, la adicion de coagulantes depende de la condicion de los cultivos y pueden requerirse grandes
cantidades de dichas sales metalicas; tomando en cuenta que representa entre 4-7% del costo del proceso
general,lo que incrementa el precio neto del proceso (Barros, et al., 2015).

La coagulacion alcanza una eficiencia de recuperacion de hasta el 99%, por ejemplo, parala recuperacionde
Chlorella vulgaris cuandose utilizo como coagulante Mg-APTES a una dosis de 1g/L, caso contrario se alcanz)
un 92% de eficiencia cuando se utilizd quitosano a una dosis de 30mg/L para el mismo género (Barros, et al.,
2015).
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La filtracion es un método de cosecha apropiado para microalgas con tamafios entre 30-70um. Se pueden
obtener altas eficiencias de recuperacion (80-90%), pero se requiere del consumo de energia debido a las
condiciones de presion a las que operanlos sistemasde filtracion. La microfiltracion y la ultrafiltracion se han
empleado para recuperar microalgas con tamafios menores alos 30um. En general, lafiltracion es una técnica
sostenible para la cosecha de microalgas cuando se tienen colonias de gran tamarfio, sin embargo, es un
proceso que aln no se aplica a gran escala (Barros, et al., 2015). Para el procesamiento de pequefios
volimenes de cultivo (<2m?3/dia), la filtracion con membrana puede ser mas rentable que la centrifugacion; se
pueden tener ahorros en el consumo de energia hasta en un 80-90%. No obstante, debido al costo asociado al
reemplazo de las membranas y el bombeo a mayores escalas de produccion (>20 m?/dia), la centrifugacion
puede ser un método de cosecha més econdmico. Con este método se han obtenido fluidos 245 veces mas
concentrados que el cultivo original, produciendo un lodo con 27% de sélidos, cuando se ha cosechado la
microalga Coelastrumsp (Brennan & Owende, 2010).

Con respecto a los métodos eléctricos, estos se aplican a diversos tipos de microalgasy consiste en la
aplicacion de un campo eléctrico al cultivo para separar las células de las microalgas que se encuentan
cargadas negativamente. Las microalgas pueden depositarse en los electrodos mediante electroforesis o
sedimentar a través de electro-floculacion (Barros, et al., 2015). Las eficiencias de recuperacién sonaltas y la
energiainvertida en el proceso esrelativamente baja comparada conla centrifugacion, similaral que se emplea
en la filtracion. La desventaja de estos métodos es el escalamiento del proceso debido a los costos de los
equipos.

4.3.3 Flotacion de microalgas

Laflotacidn por su parte es un proceso donde se utiliza la gravedad parallevar cabo la separaciényen el cual
una corriente de burbujas de gas se introduce en un medio acuoso con presencia de particulas sélidas
(microalgas) para llevarlas a la superficie. La flotacion es un proceso de probabilidades: la colision burbuja-
particulayla adhesion burbuja-particula después de la colision; porlo tanto, la baja estabilidad de una particula
producird un mejor contacto con las burbujas de aire, por lo tanto, particulas de tamafios pequefios son levitados
a la superficie (Show & Lee, 2014). Laflotacion aligual que la centrifugacion o la coagulacion necesitan que la
microalga se encuentre desestabilizada, esto es debido a que las burbujasy las microalgas se encuentran
cargadas negativamente, favoreciendo asi la repulsion entre estas; es por ello que en muchas ocasiones la
flotacion se acompaiia con el uso de coagulante o tensoactivo (Phoochinda & White, 2003).

Con la flotacion se puede separar particulas de diametro menor a 500um (Chen, etal., 2011). Las particulas
en suspension deben ser hidréfobas para unirse a las burbujas de gas (Hanotu, et al., 2012). En funcion del
tamafio de laburbuja de aire |la flotacion se puede dividir en: flotacion por aire disuelto (DAF) y flotacion por aire
disperso (DiAF).

INSTITUTO
27 DE INGENIERIA

UNAM




I.  ElI DAF implicala presurizacion de una corriente de agua que es saturado con aire para producir
burbujas de un tamafio de 10-100 um.

Il.  EIDiAF implica burbujas de tamafio de 700-1500 um, formadas por un agitador mecénico o a través
de lainyeccion de aire en un medio poroso.

Los parametros de influenciapara la flotacionson: latasa de reciclaje, la presiondel tanque, tiempode retencion
hidraulico, el tamafio de burbuja ylatasa de burbujas (Uduman, etal., 2010). La flotacion es proceso escalable
(Hanotu, et al., 2012) para la cosecha de microalgas, la flotacion es un proceso que se ve favorecido por la
flotacion natural de las microalgas yel fléculo de baja densidad que se forma en la coagulacion (Henderson, et
al,, 2009). De igual forma, se ha reportado que el uso de la flotacion como método de cosecha es mas eficiente
en un 15-20% al ser comparado con la centrifugacion (Henderson, et al., 2008). Por su parte, el éxito de la
flotacion depende del diametro minimo de la particula (10-30 um) yde la carga superficial que se acerque a
cero (potencial zeta aproximado a -15 a 0 mV) (Henderson, et al.,2008) garantizando asi una eficiencia de
colision particula-burbuja.

Se ha reportado que la flotacion como método de cosecha de microalgas presenta un porcentaje de
recuperacion de la biomasa del 90-99% (Phoochinda& White, 2003). Cheng et al, (2010, 2011) reportaron que
la flotacién con aire de un cultivo de microalgas no produjo la separacion de las microalgas, caso contrario
cuando se utilizd como gas de dispersion al ozono. Por otra parte, Coward et al. (2013) logro llevar a cabo la
separacion de microalgas a través de flotacion dispersa utilizando comosurfactante CTAB, el autor reporta que
su proceso logré concentrar la concentracion inicial de la biomasa en 230 veces, cuando se utiliza una
concentracion de 10mg/L de tensoactivo. Encontrando que el surfactante favorece la recuperacion de lipidos al
producir lisis en la microalga (60.12% de los lipidos totales), comparado con el proceso de centrfugacion
(58.30% de los lipidos totales).

La flotacién ozono en un método que ha llamado fuertemente la atencion cémo método de cosecha de
microalgas para la produccion de biocombustibles y metabolitos de interés, recientemente se ha iniciado
investigacion a nivel internacional para considerar este proceso. A continuacion, se detallan los avancesen el
proceso de cosechado de microalgas por ozono flotacion.

4.3.4 Ozono flotacién de microalgas.

El uso del ozono como método de cosecha de microalgas (0zono flotacidn), surge del trabajo de diferentes
autores que han evaluado el efecto del 0zono como unamedida de eliminacion de estos microrganismos; los
cuales proliferan en cuerpos de agua eutrofizadas. Las microalgas como fuente de contaminacion excretan
diversos metabolitos (por ejemplo, geosmina, 2 metilisoborneoly alcoholes aliciclicos) que conceden un aroma
y sabor caracteristico al agua, ademas que las cianobacterias excretan toxinas. Cuando se desean eliminara
través de filtracion, producen taponamiento (Nguyen, etal.,2013; Miao & T ao, 2009; Plummer & Edzwald, 2002;
Langlais, etal., 1991).
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Henderson, et al., (2008) reportaron la eliminacion de las microalgas por efecto de la oxidacion a través de
cuatro mecanismos, lo cuales son: 1) dafio en la morfologia celular externa de la microalga, 2) el movimiento
de microalgas conflagelos, 3) excrecion de compuestos que favorezcan la aglomeracionde las microalgas (por
ejemplo, quitina) y 4) la materia organica extracelular excretada afecta el proceso de floculacion.

La ozono flotacién es un método en donde se combinan las propiedades oxidantes del ozono con el proceso
de flotacion para la separacion de particulas suspendidas en agua. El proceso de ozono flotacion es
considerado como una etapa de pre tratamiento, teniendo por objetivo |a reduccién de la carga en el resto del
tren de tratamiento (Bourbigot & Faiwre, 1986).

Durante el cultivo de las microalgas, las células se encuentran cargadas negativamente, para llevar a cabola
cosecha de microalgas primero éstas deben ser desestabilizadas para ser separadas del medio acuoso. A
traves de la utilizacion de ozono se obtiene la disminucion del potencial zeta de las particulas, incluidas las
microalgas, favoreciendo la formacion de aglomerados de biomasa al momento de la cosecha (Langlais, etal.,
1991), Figura 3. En el caso especifico de las microalgas, Nguyen et al. (2013), report6 la disminucién del
potencial zeta de las microalgas de -18 a -14mV a 30 minutos de exposicion de 0zono.

Figura 3 Efectodel ozono en la desestabilizacion de células de microalgas, adaptado de Langlais
etal, (1991).
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Por otra parte, el 0zono al ser un oxidante, atacala membrana celular, produciendo lisis de las células de las
microalgas (Cardefia, et al., 2017), dando lugar a la liberacion de biopolimeros (acidos nucleicos, proteinas y
polisacéridos) que funcionan como coagulantes naturales, Figura 4. Por otra parte, se ha observado que
algunos de estos polimeros naturales presentan actividad superficial, lo cual explica la formacion de espuma
en diversas plantas de tratamiento. Dicha espuma se relaciona con la concentracion de algas y su formacion
es catalizada por la presencia de ozono (Langlais, et al., 1991). Datos limitados sugieren que la materia
extracelular de algas puede estabilizar las particulas naturales (Cheng, etal., 2010; Miao & T ao, 2009; Langlais,
etal.,, 1991).

Figura 4 Liberacion de material intracelular causado por la lisis celular que produce el ozono,
adaptado de Langlais et al. (1991).

Para el proceso de 0zono flotacién se han reportado diferentes casos de estudios (T abla 3), dentro de estos
estudios destaca el establecimiento de las condiciones de operacion del proceso de cosechado, el efecto del
0zono en las macromoléculas presentes en las microalgas (proteinas, lipidos y carbohidratos) y en el balance
energético parala produccion de biodiesel y biogas.

Es preciso mencionar que existe bibliografia que reporta a la 0zono flotacion como una medida de potabilizacion
de agua proveniente de una fuente artificial con problemas de presencia de microalgas, por ejemplo, Betzer et
al. (1980) y Benoufella et al. (1994). A partir del 2010 pocos articulos de ozono flotacion son dirigidos a la
recuperacion de la biomasa, dentro de estos estudios, se ha reportado que la dosis de ozono aplicada para
llevar a cabo la cosecha de las microalgas es una condicion de la concentracion de biomasa y del tipo de
microalga (Cheng, et al., 2010), es por ello que existe una diversidad en los resultados obtenidos para el
proceso. A este proceso se le atribuyen altas eficiencias de recuperacion de los solidos suspendidos, se
reportan porcentajes de recuperacion mayores del 70% de la concentracion de microalgas.
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Estudios recientes, demostraron que la 0zono flotacion se favorece con el aumento de la concentracion inicial
de la muestra de biomasa a separar, disminuyendo asi la dosis de 0zono empleada para la separacion de la
biomasa (Orta Ledesma de Velasquez, et al., 2017). Por su parte, Alves et al. (2018) reportaron el uso de la
flotacion con ozono para la cosecha de Scenedesmus sp. cultivada en agua residual, los autores reportan el
62% de la hiomasa cosechada, ademas de larecuperacion del 30% de lipidosy carbohidratos presentesen la

biomasa.

Tabla 3 Casos de estudio paralaozono flotacion como métodode cosecha.

Dosisde ozono

Referencia Muestra aplicada Resultado
(mgO3/mgBiomasa)
Algas obtenidas del B o
Betzer,et al., 1980 | efluente de unalaguna 15-50mg/L 98% Remomon delos solidos
L suspendidos
de oxidacion
Benoufella, etal., Microcistys aeroginosa 0.055-2malL Reduccion de laturbiedad v al
1994 (medio de cultivo) . mg educcion de laturbiedady algas
Cheng, etal,, 2010 ChIO(eIIavngaris 0.005-0.03 98% Remo_cién deturbiedad
R (medio de cultivo) Aglomeracion de células (50pum)
Scenedesmus obliquus 95% Remocién de turbiedad
Cheng,etal., 2011 FSP-3(mediode 0.2-05 Aglomeracion de células (10-
cultivo) 50pum)
Cultivo mixto de Liberacion de proteinas
Valeriano, 2013 microalgas (cultivo en 0.13 tensoactivas durante el proceso
aguaresidual) 100% Remocidn de solidos
Desmodesmusspy
Komolafe,etal., cultivo mixtos con 0517 Evaluacion del efecto del ozono en
2014 cianobacterias (cultivo ' el perfil de acidos grasos
en aguaresidual)
97.9% Remocion de turbiedad
Velasquez-Orta, et Cultivo mixto de 79.6% Remocion de sélidos
al. 2014 microalgas (pultlvo en 0.23 suspendldo§ _
' aguaresidual) Concentracion de labiomasa 48
veces lainicial
Cultivo mixto de Balance de energiaparael
Nava, 2015 microalgas (cultivo en proceso de ozono flotacion (77%
aguaresidual) del consumo total de energia)
Scenedesmus sp
Rodriguez, 2015 (cultivoen agua 0.047 70% Recuperacion de microalgas
residual)
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OrtaLedesma. etal Scengdesmus sp Rendimiento de recuperacién de
2017 R (cultivoen agua 0.05 biomasa de 21.12 mg Biomasa/img
residual) O3

62% Recuperacion de biomasa
Scenedesmus sp Cuantificacic’)n de macromoléculas
Alves,etal., 2018 (cultivo en agua 0.16 en Iablqmasa .
residual) Evaluacion de la calidad del
efluente del proceso de 0zono
flotacion

Durante el proceso de flotacion con ozono se forma una espumaa través de la cual se lleva a cabo la
recuperacion de la biomasa, Chengetal. (2010,2011) atribuye dicha formacion de espumaa la liberaciénde
proteinas totales de microalgas que actlian como tensoactivos favoreciendo la formacion de espuma. Sin
embargo, no se ha establecido una relacion entre la proteina total liberaday la recuperacion de la biomasa
microalgal.

Las proteinas son consideradas como tensoactivos naturales, tiene la capacidad de reducir la tension superficial
delagua (72mN/m) hasta45mN/m (Foegeding, etal.,2006). Para el caso especificode proteinas de microalgas
se reporta un abatimiento de la tension superficial del agua hasta 37.5mN/m (proteinas extraidas con método
alcalino) (Chronakis, etal., 2000).

Por otra parte, cabe destacar el efecto de la cosecha por 0zono flotacion en la lisis de la microalga, la lisis
producida por el 0zono favorece la extraccion de metabolitos de interés, produciendo asi un pretratamiento en
labiomasa facilitando la extraccion, en este caso especifico de lipidos. Actualmente existen diferentes métodos
para llevar a cabo el pretratamiento (ruptura celular) de las microalgas (T abla 4), los cuales consisten en el
acondicionamiento de la biomasa. Este proceso es necesario, ya que aumenta la eficiencia de etapas
posteriores dentro del tren de produccion de biocombustibles. Es sabido que lacomposicionde la pared celular
de las microalgas es una funcion de la especie, es por ello que existe una gran diversidad en el consumo
energético producido por el pretratamiento (Gunerken, etal., 2015).

Como se observa en la Tabla 4, el consumo energético del acondicionamiento de la biomasa es funcion del
métodoy de la microalga utilizada. Sin embargo, dentro del balance de energia del proceso de produccion, se
debe considerar el gasto energético de la etapa; es por ello que los métodos de cosecha que favorezcan la
ruptura celular de la microalga, permitira un ahorro de energia.

Se ha reportado que el uso de laozono flotacién como método de cosecha, actua como un pretratamineto, ya
que favorece la recuperacion de las biomoléculas presentes en las microalgas. Velasquez-Orta et al. (2014)
reportd un incremento enla extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME; por sus siglasen inglés)
del 100%, aplicando una dosis de 0zono para la cosecha de 0.12-0.23 mg Os/mg Biomasa, el resultado fue
comparado con el método de cosechado por centrifugacion, el cual, obtuvo un porcentaje de recuperacionde
2.35-5.85%.
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Tabla 4 Comparacion de los métodos de ruptura celular paraextraccion de metabolitos (Gunerken, et
al., 2015).

Método de ruptura celular Microalga Interrupcion de la Energia consumida
pared celular (%) (kWh/Kg Biomasa)

e Homogeneizadores de | Chlorococcumsp 0.85 146.94
altapresion

e Ultrasonificacion 36.67

e Microondas con | Scenedesmussp 75 2.67
solventes

e Microondas Botryococcus  sp, 05 116.67

Chlorella sp,
Scenedesmus sp

e Microondas Nannochloropsis 0.14 17.26

e Bafiodeagua oculata 467

e Tratamientolaser 3.7

e Homogeneizadores de 0.125
altavelocidad

e Moliendacon perlas Chlorellasp 35 10

e Homogeneizadores de 15 0.25
altapresion

e Pulsoseléctricos Isocrysis sp 25 0.007

e Ultrasonido 15 0.06

De igual forma Komolafe et al. (2014) report6 la utilizacién de la ozono flotacion para la cosecha de un cultivo
mixto microalgas-ciancbacterias, el uso de la flotacion con ozono presentd un mayor rendimiento de
recuperacion de lipidos del 16.08%, comparado con 14.29% obtenido por centrifugacion. Por otra parte, dicho
autorreportd que los acidos grasos de la muestra que estuvieron en contacto con 0zono presentaban un mayor
porcentaje de FAME saturados (51.85%), que las muestras cosechadas por centrifugacion (46.96%), el autor
menciona que dicho resultado favoreceré la estabilidad oxidativa del biocombustible (biodiesel). Por otra parte,
estudios donde se caracterizaron aceites vegetales (oliva y soya) ozonados, mostraron que las cadenas de
grasatenian un menor grado de insaturacionen funciondel tiempode oxidacion (Sadowska, etal., 2008). Debe
tenerse en cuentaque los esquemas de oxidacion variaran en funcion de la composicion de los &cidos grasos
insaturados presentes, teniendo como resultado diversos productos de oxidacion (Cunha, etal., 2011).

Sin embargo, es necesario profundizar en el estudio del efecto del ozono como método de ruptura celular,
debido a que un exceso de ozono podria afectar negativamente la recuperacion de lipidos, ya sea
modificandolos a compuestos quimicos de pocointerés o la pérdida, de éstos al ser liberados al medio acuoso,
dificultando su recuperacion.
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4.3.5 Interaccién del ozono con lipidos.

El ozono es un fuerte agente oxidante que reacciona generalmente con compuestos que contienen enlaces
dobles o triples carbono-carbono. Los acidos grasos son compuestos saturados o insaturados, que presentan
enlaces: -CH=CH-, dentro de su cadena de hidrocarburos (Kadesch, 1963). De manera general el ozono
reacciona con los lipidos de cadena insaturada para formar ozonidos y subsecuentemente radicales libres,
finalmente productos estables como son los hidroperdxidos. Por su parte, los radicales libres son capaces de
iniciar la peroxidacion lipidica obteniendo como resultado la formacion de malondialdehido, hidrocarburos y
aldehidos, Figura 5, (Roshchina & Roshchina, 2003).

Figura 5 Esquemade interaccion del ozono con los lipidos, (Roshchina & Roshchina, 2003).

La reaccion del ozono con olefinas, las cuales contienen dobles enlaces se describen por el mecanismo de
Criegee (Cunha,etal., 2011; Soriano, et al., 2003;von Sonntang & von Gunten,2012; von Gunten, 2003).

El ozono reacciona conlos dobles enlaces de los &cidos grasos presentes enlamicroalga. Cunhaetal. (2011)
presentala reaccion del ozono con el &cido linoleico (cis 9, 12 octadecadienoico acido; C1sH3:0.), Figura 6. La
reaccion del ozono conlos dobles enlaces del acido graso, producen la formacién de un 0zénido (compuesto
inestable), el cual en presencia de agentes oxidantes se convierte en acidos carboxilicos. En este caso acido
maldnico, &cido hexanoico y éster monometilico de acido azelaico.
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Figura 6 Reaccion de ozondlisis del acido linoleico (Cunha, etal., 2011).

El ozono induce lareaccion de peroxidacion de lipidos debido a que generaradicales libres (OH+) a pH basico.
La peroxidacion conduce a la pérdida de acidos grasos semi-oxidados, consumo de oxigeno y acumulacion de
hidroperoxidos (Roshchina & Roshchina, 2003).

Por otra parte, el biodiesel es un biocombustible compuestos por ésteres metilicos de acidos grasos, que a
diferencia del combustible Diesel y el etanol presentan una alta resistencia a la oxidacion natural, es por ello
que éstos se pueden almacenartiempos prolongados. Por su parte el biodiesel es susceptible a degradarse a
condicionesambientales (Cunha, etal., 2011).

Una caracteristica particular del biodiesel es su estabilidad oxidativa, la cual estd definida como la
susceptibilidad a la oxidacion ylo auto oxidacion durante el almacenamiento através del tiempo (Yaakob, et al.,
2014), la estabilidad oxidativa esta ampliamente ligada con la composicion de &cidos grasos insaturados. Es
sabido que a mayor grado de insaturacion del acido graso la estabilidad del combustible disminuye. Se ha
reportado que el uso de laozono flotacion como método de cosecha favorece la obtencion FAME saturados lo
cualfavorece la calidad oxidativa del combustible (Komolafe, etal., 2014).

Por otra parte, Nava (2015)realiz6 el balance de energia para la produccion de biodiesely biogas a partir de
microalgas cosechadas por ozono flotacion, encontrando que el consumo energético asociado a la etapa de
cosechado representaba el 70% (9.1 kWh/m3) del gasto energético total. De igual forma, el autor report6 que,
para el caso de la produccion de biodiesel, es posible disminuir dicho valor energético hasta 1.83 kWh/m3 en
funcion al contenido lipidico de la microalga (Nava, et al. 2017). Comparando la ozono flotacion con otros
métodos de cosechaen funcion a su consumo energético, la ozono flotacion se encuentra ligeramente superior
a la centrifugacion (8kWh/m3) y la flotacion por aire disuelto (7.6kWh/m?3). Dentro del valor energético de la
ozono flotacion, se debe considerar el efecto positivo en las etapas posteriores del tren de produccion de
productos de alto valor agregado, como esla eliminacion de una etapa de pretratamiento (ruptura de la pared
celular)yen el mejoramiento de la calidad oxidativa del biocombustible.

La bibliografia reporta, la relacion de energia neta (NER, por sus siglas en inglés) para la produccion de
biocombustibles a partir de microalgas entre 0.3-3.33, la diferencia entre los valores radica en el proceso de
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produccion establecido y en los productos finales. Los factores que influyen son: (1) la fuente de didxido de
carbono, (2) la fuente de nutrientes, (3) la asignacion de productos y co-productos, (4) la extracciony
procesamiento de labiomasay (5) produccion de labiomasa (Weschler, etal., 2014).

Nava (2015,2017) obtuvo un NER de 1.17 parala produccion biodiesel tomando en cuenta un contenido lipidico
de microalgas de 10-20% y la valorizacion de la biomasa residual para producir gas metano. De igual forma
reportd que la concentracion de la biomasa utilizada durante el proceso de cosechado afecta el consumo
energético asociado al sistema.

4.3.6 Interaccion del ozono con proteinas.

Por otra parte, cuando las proteinas o los aminodacidos son expuestos al 0zono experimentan transformaciones
oxidantes en diferentes grados (Figura 5), los principales aminoacidos en reaccionar son: triptofano, tirosina,
histidinay cisteina. La cisteinay cistina son mas susceptibles ala oxidacion debido a la presencia del grupo tiol
(-SH) (Roshchina &Roshchina, 2003).

Figura 7 Esquemade interaccion del ozono con proteinas.
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El 0zono reaccionaconlos grupostiol (-SH) presentes en los aminoacidos, los cuales son oxidados formando
compuestos de azufre que contienen SO-, el cual puede unirse a dos radicales organicos. De igual forma la
reaccion de ozono con el grupo tiol puede llevar a la formacion de puentes disulfuro (-S-S-) entre las cadenas
proteinicas. A nivel de organismos el 0zono reacciona con los grupos tiol presentes en las proteinas de la
membrana modificando asi la permeabilidad membranosa, favoreciendo asi la protedlisis. A su vez, el ozono
puede reaccionar con componentes proteinicos del plasmalema, permitiendo asi su penetracion en la célula
hasta llegar a organelos celulares (Roshchina & Roshchina, 2003).

Por su parte, la actividad enziméatica de los organismos se ve afectada por efecto del 0zono. Ya que disminuye
la actividad de los marcadores enzimaticos de la parte interna de la membrana citoplasmética como son: la
fosfatasa aciday el fosfato deshidrogenasa de gliceraldehido. Un producto de la peroxidacion lipidica como el
malondialdehido presenta efectos sobre las proteinas y los aminodacidos. Los grupos aldehidos (-CHO)
formados reaccionan con los grupos amino (-NHz) presentes en las proteinas y aminoacidos, teniendo como
resultado compuestos fluorescentes (Roshchina & Roshchina, 2003).

Por otra parte, estudios realizados con proteinas y ozono reportan que la reaccién entre estos, produce la
oxidacion de la cadena principal del polipéptido de la proteina, la escision del enlace péptido, entrecruzamiento
proteina-proteinay la modificacion de los aminoacidos de la cadena lateral (Cataldo, 2003). Ademas, el 0zono
produce cambios en las propiedades de la espuma formada por las proteinas, en el cual se ve favorecido el
aumento en el volumeny la estabilidad de la burbuja formada porla proteina (Uzun et al., 2012).

4.3.7 Proteinas como tensoactivos naturales

Uno de los fundamentos principales de este trabajo es la actividad superficial de las proteinas. Es sabido que,
los liquidos puros no son capaces de formar espumas, es por ello que se estableci6 que era necesaria la
formacion de una capa de moléculas adsorbidas a la superficie parala produccion yestabilizacion de espumas
(Wierenga & Gruppen, 2010).

La formacion de espumas es consecuencia de agentes activos de superficie (tensoactivos), los cuales son
moléculas con propiedades anfifilicas que reducen la energia libre del sistema (tension superficial), dichas
moléculas se localizan en la interface aire-liquido, formando capas de separacion entre estas. Las moléculas
anfifilicas se localizan en la interface debido a su estructura estd compuesta por las regiones hidréfilas e
hidréfobas. Los tensoactivos son utilizados como adhesivos, floculantes, humectantes, agentes espumantesy
emulsionantes (Mulligan, 2005).

La eficiencia de un tensoactivo se determina por su capacidad para reducir la tension superficial, que es una
medida de la energia libre de superficie por unidad de area requerida para llevar unamolécula del seno de la
solucionalasuperficie. La tension superficial se correlaciona con la concentracion del agente tensoactivo hasa
que se alcanza la concentracion micelar critica (CMC), los tensoactivos eficientes tiene una concentracion
micelar baja, esdecir,menor cantidad de agente tensoactivo es necesaria para lograr el mayor abatimiento de
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la tension superficial. La CMC se define como la concentracion minima necesaria parainiciar laformacion de
micelas (Mulligan, 2005).

El término tensoactivo se puede referira pequefias moléculas simples formadas por una cabeza polar unidaa
una cola alifatica o macromoléculas bioldgicas complejas, comopor ejemplo las proteinas (Germain & Aguilera,
2014;Mulligan, 2005).

Por otra parte, las proteinas son polimeros lineales construidos por aminoacidos, estos se clasifican de acuerdo
alas propiedades quimicas de su cadena lateral, esta se clasifica segtn su polaridad, estructura, reactividad,
los elementos quimicos presentes y su habilidad para formar enlaces de hidrogeno. La diferencia en la
naturaleza quimica de los aminoacidos concedea las proteinas su estructura anfifilica ysu actividad superficial,
sin embargo, no todas las proteinas muestran actividad superficial. Es por ello que paraactuar como agentes
tensoactivos las proteinas deben de ser capacesde (1) difundirse por el seno de la solucion, (2) adsorberse en
la interface, (3) desplegarse y (4) formar redes viscoelasticas, Figura 8.

Difusion Adsorcién Desplieque Red viscoelastica

&

Figura 8 Mecanismo de accidn de las proteinas como tensoactivos.

El mecanismo de accion de las proteinas como tensoactivos: (1) las proteinas se difunden desde la fase
continua hasta la interfaz, este fendémeno es controlado por el tamafio de la proteina y la viscosidad de la
solucion, (2) una vez cerca de la interface la proteina pasa a un estado adsorbido, la adsorcion neta de las
proteinas es controlada por barreras de energia cinética que determina la relacion entre la adherencia y la
desorcion. Las proteinas adsorbidas sufren un cambio de configuracion exponiendo sus grupos hidrofobicos a
la fase gas y los hidréfilos al medio acuoso. (3) La cinética de desplegamiento es controlada por la energia de
activacion requerida para romper las interacciones intermoleculares de las proteinas. (4) Finalmente la capa
interfacial formada es una red viscoelastica de proteinas, la formacion de la red depende de la reactividad
quimicay la actividad fisicoquimica de las cadenas laterales de las proteinas (Germain & Aguilera, 2014;
Wierenga & Gruppen, 2010).
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La relacion entre la formacion y estabilidad de la espuma producida por un tensoactivo proteinico y sus
propiedades interfaciales son: (1) la velocidad de adsorcion, (2) la estructura adoptada de la proteina en la
superficie, (3) disminucion de la tension superficial y (4) la formacién de unared viscoelastica enla superficie
(Wierenga & Gruppen, 2010; Wilde, 2000).

4.4 Balance de energia para la produccion de biodiesel a partir de microalgas

Unagran variedad de investigadores ha contribuido a la evaluacion del anélisis de ciclo de vida para el proceso
de produccion de biocombustibles a partir de microalgas, sinembargo, las inconsistencias en las definiciones
de los limites del sistemay el modelado del proceso han dado como resultado una amplia gama de resultados
(Quinn,etal., 2013).

La evaluacion del andlisis de ciclo de vida (LCA, por sus siglas en inglés) se ha convertido en la herramienta
fundamental para evaluar la sostenibilidad de los bioc ombustibles de cualquier generacion. La literatura LCA
hace uso de métricas como es|la relacion de energianeta (NER, por sus siglas en inglés)y las emisiones de
gases de efecto invernadero (GEI) por unidad de energia producida. En este trabajo de investigacion se
realizard un ejercicio de balance energético.

El balance energéticoparalos biocombustibles se refiere al analisis de larelacion de energia neta (NER) de un
sistemay se define como la relacion de la energia total producida (contenido de energia del aceite y de la
biomasa residual) sobre el contenido de energia necesaria para la produccion del biocombustible, Ec. (1);
(Jorquera, et al., 2010). Dentro de este trabajo de investigacion las etapas que se consideraron dentro del
proceso de produccionde biodiesel son: cultivo, cosecha, secado de la biomasa, acondicionamiento de la
biomasa, extraccion (lipidos) y transesterificacion (biodiesel).

_ Y. Energia producida por el biocombustible y la biomasa residual

NER = Ec.(1
Y.Energia requerida para la produccion del biocombustible e. ()

Mediante la elaboracion del balance de energia se obtiene si el biocombustible a producir proporcionara mayor
cantidad de energia durante su combustion de la que es requerida para su produccion.

Los tipos de energia a considerar para el analisis de balance de energia para biocombustibles son (Duarte
Murillo, 2010):

Energia de la materia prima o indirecta: Es la energia contenida en lamateria prima que terminaen el
producto final; por ejemplo: energia del metanol, catalizadores, solventes, etc.
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Energia de proceso o directa: Es la energia que no contribuye al contenido energético del producto,
pero es necesaria parala conversion del producto: gas, electricidad, diesel, etc.

Energia fosil: Es la energia fosil o derivados de combustibles fésiles utilizados para la fabricacion.

Energia final de combustible: Es la energia contenida en el producto que puede ser convertida en
trabajo, es decir, el contenido energético de los biocombustibles.

De igual forma dentro del analisis balance de energia son requeridos otros parametros o indicadores (Nawa
Bravo, 2015):

1. Energia total de entrada: Es la suma de todas las energias de los subprocesos involucrados en la
produccion del biocombustible

2. Créditoenergético: Esla energia proporcionada porlos subproductos

3. Productividad energética: Esla relacion de la cantidad producida del biocombustible, en unidades de
masa o volumen, conrespecto ala energiainvertida en su obtencién

4. Rendimiento unitario: Es la cantidad de biocombustibles obtenido (volumen, peso o energia) por
unidad de superficie utilizada (Ha).

Es importante resaltar que los resultados de LCAy del balance energético son muysensibles a las definiciones
de loslimites del sistema, los inventarios del ciclo de vida, eficiencia de los procesos y unidades funcionales.

Laescasezde datos energéticos de produccion de biodiesel de microalgas a gran escala conduce a los autores
a realizar diversas suposiciones paralograr un acercamiento real al consumo energético del sistema. Los datos
en que se basan los LCA deben extrapolarse de los sistemas a nivel laboratorio. A pesar de las limitaciones
existentes el LCA funciona como una herramienta para ayudar en el disefio de cualquier sistema de estudio
(Slade & Bauen, 2013).

4.4.1 Procesos involucrados en el balance energético para la produccion de biodiesel y
bioetanol de microalgas.

Para llevar a cabo el balance de energia de produccion de biocombustibles a partir de microalgas es necesario
conocer las etapas del proceso dentro del tren de produccion. Acontinuacion se describen las mas importantes
y los insumos energéticos involucrados.

Cultivo de microalgas.

El uso de biorreactores tubulares horizontales (PBR, sistema cerrado) no son energéticamente factibles
(NER<1) comparados con losreactores de placa planay estanques de rodadura (NER > 1) que son sistemas
abiertos (Jorquera, et al., 2010). Se han reportado valores de consumo de energia de 55 W/m? para placas
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planasy hasta de 2.000-3.000 W/m3 para reactores tubulares horizontales. Los “Raceway’ 0 estanques de
rodadura son fabricados con materiales de bajocosto, requierenuna menor inversion, yde menos energia para
el mezclado, el cual esdel orden de 4 W/m3 (Collet, et al., 2013; Jorquera, et al., 2010).

Estudios de balance de energia donde se tiene una base de calculo de 100,000 kg/afio de biomasa microalgal
para tres sistemas de cultivo (Raceway, Placa planay Biorreactores),indican que los reactorestipo Raceway
son mas eficientes energéticamente, aunque presentan la menor concentracion de biomasa producida (Tabla
5).

Tabla5 Consumo energético por la etapa de cultivosegun Jorguera (2010).

Raceway Placa plana Biorreactores
Consumo  energétco
Wi 3.72 53 2500
Biomasa  producida 0.35 27 1.02
(/) i}
NER de produccion de 3.05 1.65 0.07
aceite
N'ER de produccion de 8.34 451 0.20
biomasa

Cuando se utiliza un reactortipo Racewaypara el cultivo de microalgas, se debe tomaren cuenta el consumo
de energia necesario para mantener homogenizado el sistema, cuyas velocidades de mezclado estan en un
intervalo de 20-25m/s, con un valor de energia especificade 0.1 W/m. De igual manera se debe considerar el
consumo energético para bombear el cultivo a procesos posteriores y el cual se estima es del orden de 32.6
kJ/m3 (Zhang, et al., 2013).

Cosechado de microalgas.

Dentro de la Tabla 2 de este trabajo de investigacion se pueden observar los diferentes procesos de cosechado
de microalgasyel consumo energetciode cada uno de ellos. Para el caso del proceso de ozonoflotacion existe
informacionmuylimitada, Nava (2014) reporta un consumode energia para esta etapa de 97MJ/kg de Biodiesel
producido. Aunado al sistema de cosechado se encuentra el sistema de secado de la biomasa para lo cual
existen diversos mecanismos para llevarlo a cabo por ejemplo el uso de la energia solar, dicha técnica dento
delbalance energético tendria un consumo energetico igual a cero, sin embargo, al ser un proceso lento no se
ha considerado a nivel comercial. Por otra parte, se tiene el secado con vapor cuyo consumo energético es de
134KWIT on de biomasa (Zhang, etal., 2013).
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La ozono flotacion produce la lisis en la microalga por lo tanto estd actuando como un pre-tratamiento
(Valeriano, 2013), por lo tanto la energia requerida para llevar a cabo esta etapa (tipicamente triturado) se
estaria ahorrando, se considera que un sistema triturado de biomasa consume aproximadamente de 16
kWh/T on de biomasa triturada.

Extraccion y transesterificacion de lipidos de microalgas para produccion de biodiesel

La extraccion de acidos grasos se efectta de diferentes formas a nivel laboratorio, entre éstos destacan los
métodos de extraccion consolventes organicos, la extracciénmediante ultrasonido, extraccién mediante fluidos
supercriticos, extraccion asistida por microondas, shock osmético, la extraccion enzimatica y la destruccion
mecanica (Lee etal., 2010).

El proceso de extraccion de acidos grasos debe ser selectiva a estos compuestos, debido a que se busca
reducirlaextraccion de otras moléculas presentes en las microalgas (por ejemplo: proteinasy carb ohidratos),
de noser el caso se recurre a una etapa posterior de purificacion.

Actualmente existe muy poca informacion energética para el proceso de transesterificacion de &cidos grasos
de microalgas, sin embargo, se ha reportado que la utilizacion de un homogenizador para llevar a cabo la
reaccion de transesterificacion produciria un gasto energetico de 47.18 MJ/ha (Kumar Naraharisett, et al.,
2017). Aunado a esto se requiere la evaporacion del metanol paralo cual se considerauna energia de 625KWh
de caudal de metanol a una eficiencia de recuperacion de 96%.

La transesterificacion es el proceso en el cual los lipidos son convertidos en biodiesel, durante la reaccionlos
triglicéridos (compuestos lipidicos) se hacen reaccionar con un alcohol (metanol, etanol, isopropanol ybutanol)
obteniéndose secuencialmente como producto diglicéridos, monoglicéridos y finalmente glicerol (subproducto),
el éster de alquilo (biodiesel) que se produce durante cada secuencia (Velasquez-Orta, etal., 2012). El proceso
de transesterificacion es afectado por diversos factores como son: la relacion molar glicéridos y alcohol, la
temperatura de reaccion tiempo, catalizadores, el contenido de &cidos grasos libresy el contenido de agua en
la biomasa (Yaakob, etal., 2014).
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para lograr satisfacerlos objetivos planteados en este trabajo de investigacion, se establecio una metodologia
experimental divididaentres fases experimentales, como se puede observar enla Figura 9. De manerageneral,
la primerafase tuvo como objetivo evaluar el efecto tensoactivo de las proteinasliberadas durante el proceso
de ozono flotacion y su identificacion. Para lograrlo se utilizd un consorcio microalgas proveniente del lago
Nabor Carrillo, ubicado en la zona Federal del ex lago de Texcoco, México. Las cuales fueron cosechadas por
ozono flotacidn, las pruebas se realizaron en una columna de flotacion, en la cual el ozono fue inyecto a través
de un difusor de vidrio poroso, obteniendo asi un proceso de flotacion dispersa. Durante esta fase experimental
solo se llevaron a cabo pruebas de cosechado de microalgas por ozono flotacion, las cuales permitieron
observar el abatimiento de la tension superficial de las muestras por efecto del tensoactivo liberado (proteina),
de igual forma se logrd la identificacion de los tensoactivos proteinicos liberados por el 0zono. Asimismo, se
llevd a cabo la evaluacion del rendimiento de biomasa y lipidos recuperados durante el cosechado.

La segunda fase se planted sobre la base experimental ylos resultados obtenidos en la FASE 1. A partir de
esta fase se decidio utilizar un consorcio microalgal conteniendo Scenedesmus obliquus como especie
dominante, previamente adaptaday cultivada en agua residual de |a planta de tratamiento Cerro del Agua, de
Ciudad Universitaria. Lo anterior con la finalidad de tener un mayor control en los ensayos de ozoflotacion y
experimentar con cultivos de mayores concentraciones de microalgas. En esta fase experimental se realizaron
pruebas preliminares para el cosechado de la biomasa por flotacién ozono-aire, las cuales tuvieron como
objetivo evaluar el efecto del 0zono como un pretratamiento para la desestabilizacion de lamuestra a través de
la medicion del potencial zeta y la liberacion de tensoactivo proteinico. Para ello se inyecto primero el 0zono
gas al reactor de flotacion seguido de aire. De igual forma se llevd a cabo la evaluacion del rendimiento de
biomasa cosechada utilizando solo 0zonoy la combinacion de ozono-aire.

Finalmente, la tercera fase de experimentacion tuvo como objetivo llevar a cabo la evaluacion del proceso de
cosechado por flotacion ozono-aire a través de la evaluacion del rendimiento de la biomasa recuperada yel
contenido de lipidos, carbohidratos, proteinas y el perfil de FAME. De igual forma, dentro de esta fase de
experimentacion se evalud el método de cosecha con el uso de otra microalga, en este caso se utiliz
Desmodesmus sp. Es preciso mencionar que la realizacion del balance de energia se llevo a cabo con los
resultados obtenidos durante esta fase.

A continuacion, se describen cada una de las fases de experimentacion.

INSTITUTO
43 DE INGENIERIA

UNAM




Figura 9 Experimentacion realizada durante este trabajo de investigacion.

P~ INSTITUTO
44 DE INGENIERIA




5.1 Fase 1 de experimentacion
5.1.1 Muestra de microalgas

Un consorcio nativo de microalgas del Lago Nabor Carrillo (Texcoco, México) se utilizo en esta fase
experimental. El muestreo se realizd durante el mes de abril de 2014, y las muestras fueron obtenidas cada
semana, las cuales se almacenaron inmediatamente a 4 °C y fueron procesadas al dia siguiente. La
concentracion de microalgas como sélidos suspendidos totales (SST), fue determinada gravimétricamente
(APHA-AWWA-WPCF, 1992), observando una concentracion mediade SST de 400+20 mg/L. Los génerosde
microalgas presentes en lamuestra fueronidentificados a través de observaciones al microscopio (Leitzlaborux
S, Alemania). Se encontr6 que las cianobacterias (Arthrospira sp., Spirulina sp., Oscillatoria sp.) y las algas
verdes (Desmodesmus sp., Scenedesmus sp.) fueron los géneros mas abundantes.

5.1.2 Cosechado por ozono flotacién

Los experimentos se realizaron utilizando muestras de 950 ml de una suspension homogeneizadas de
microalgas. Las pruebas se llevaron a cabo por lotes en un reactor tubular, conformado por una columna de
vidrio de 1.3 L de volumen (altura: 66 cm; diametro interior: 4,9 cm). Para llevar a cabo los experimentos se
utilizé un generador de ozono Labo 76 (Emery Trailigaz, EE.UU.) con una capacidad de produccion de 19 g
Ogs/h. El 0zono gas fue inyectado con un flujo de 0.2 L/min utilizando un difusor de vidrio (tamafio de poro de
10-15 um) ubicado en el fondo de la columna, Figura 10. La concentracion de ozono en fase gas se determind
mediante el método yodométrico (Birdsall, etal., 1952). En el proceso de ozono flotacién se tomaron dos tipos
de muestras: 1) "proteina concentrada”, la cual conteniala biomasa celulary proteinas disueltas en el liquido
recuperado en el colector del reactor; 2) "proteina en el reactor”, la cual contenia las proteinas que
permanecieron en el liquido del reactor de ozono flotacion. Al final de cada experimento, la concentracion total
de proteinas y la tension superficial se midieron en ambas muestras. Se calcul el porcentaje de biomasa de
microalgas cosechada restando el contenido de SST que permanecieron en reactor a los SST iniciales de la
muestra.
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Figura 10 Diagrama experimental para las pruebas de ozono flotacidn.

5.1.3 Disefio de experimentos

La valoracion de la proteina liberada (mg/L), la recuperacion de biomasa (%) y el rendimiento de lipidos (mg
lipidos/mg Biomasa) se evaluaron utilizando un disefio de experimentos de superficie de respuesta (disefio
rotacional centralcompuesto de segundo orden). El disefioimplicé la realizacion de 13 experimentos, cadauno
contres repeticiones. Estos incluyeron cinco puntos centralesy un punto axial, conun a de 1.68. Los factores
variables fueron: concentracion de ozono en la fase gaseosa (3-7 mg Oa/L) y el tiempo de oxidacion (15-35
min).

5.1.4 Pruebasde tension superficial

Latensidon superficial se midié en muestras obtenidas durante el cosechadode la biomasa, a partir de muestras
de microalgas en agua residual y en muestras donde se utilizd biomasa pre-lavada para eliminar posibles
interferencias de los componentes presentes en las aguas residuales (Por ejemplo, detergentes). El lavado de
labiomasa consistié en eliminar aguaresidual por centrifugacion, posteriormente el pellet formado se suspendio
enaguadestilada; el procedimiento se repitio tres veces. Finalmente, se obtuvieron 40 L de una suspension de
microalgas con una concentracion de 400 mg SST/L para las pruebas.
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Las muestras de proteina en el reactory la proteina concentrada fueron filtradas utilizando una membrana
Millipore de 0.22 mm (GVWP02500). La proteina se cuantific6 utilizando el método Biuret (Merck 1103070500)
de acuerdo alas especificaciones del fabricante.

La experimentacion para la evaluacion de la tension superficial se determind segln Pardo-Cervantes (2011).
Las pruebas de tension superficial se realizaron al equilibrio, para ello las muestras se dejaron reposar al menos
2 h a temperaturaambiente (20 £ 2°C) en una caja Petri. El método anillo fue elegido para evaluar la superficie
tension. El equipo fue ensamblado utilizando una balanza digital (Aventurero, Ohaus. Pine Brook, NJ) con un
gancho debajo para colgar el anillo de DuNouy de platino (CSC Scientific Co. Inc., USA), el cual tiene una
circunferencia de 5,992 cm y un R/r=53.6. Las muestras se colocaron sobre un ascensor de velocidad
controlada (Orbisphere Labs., Neuchatel/Ginebra, Suiza), el cual coloco lasmuestras a una distanciaentre la
superficie de la muestray el anillo. El ascensor descendié y el peso maximo tirado por el anillo fue registrado.
La tension superficial se determind usando la ecuacion (2). Las mediciones se realizaron por triplicado.

Mg
4ATR

o= x F Ec.(2)

Donde M es el peso maximo soportado por el anillo, g es lagravedad local (977.94 cm/s2, CU-UNAM), R es el
radio del anillo yF es un factor de correccion por ajuste del tamarfio del anillo (R3/V, V es el volumen méaximo
soportado por el anillo), obtenido de las tablas (Harkins & Jordan, 1930).

Con elfin de determinarla concentracion de proteina necesaria para reducir la tension superficial, asicomo la
dosis de ozono necesaria para el cosechado de las microalgas, se determind la CMC, la cual, es la
concentracion minima que desencadena la formacion de micelas (Mulligan, 2005) y se calcul6 utilizando la
ecuacion desarrollada por Viades-Trejo y Gracia-Fadrique (2008).

5.1.5 lIdentificacion de las proteinas liberadas durante el proceso de ozono flotacidn

La proteina total liberada al medio acuoso fue identificada después del proceso de ozono flotacién, usando tres
dosis diferentes de ozono (27.8 mg OslL, 43.3 mg Os/L y 54.4 mg O4/L). Para validar que las proteinas
identificadas fueron liberadas de las células debido al efecto del ozono, se compararon con proteinas de
microalgas extraidas por el método alcalino (Safi, etal., 2014). Para este Ultimo caso, se afiadieron 50 ml de
una solucion de NaOH a pH 12 a 1 g de biomasa de microalgas seca y la muestra se calentd a 40°C con
agitacion durante una hora. Las proteinas extraidas se recuperaron de la fase acuosa mediante centrifugacion
a 5,000 g durante 10 min.

Las proteinas se aislaron usando latécnica de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico
(SDS-PAGE) al 12%. Se inyectaron 25 pL de proteinas totales obtenidas de las muestras a un gel de
electroforesis, junto con un marcador de peso molecular que oscilaba entre 15y 250 KDa (Dual-color, BioRad).
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Laelectroforesis se realizd a 45V durante 24 h a temperatura ambiente en un tampon de corriente SDS-PAGE,
en unaUnidad Vertical 600 SE (GE-Healthcare). EI SDS-PAGE se tifid con azul de Coomassie.

A continuacion, las bandas de SDS-PAGE de interés se escindieron con un bisturi estéril y se trataron con
digestion de tripsina en gel. La digestion en gel se realizd con tripsina porcina modificada 30 L en una solucion
que contenia 20 ng/ul. Las muestras fueron encubadasa 37 °C durante 18 h.

La identificacion de las proteinas se realizd mediante espectrometria de masas entandem (LC/MS/MS);enun
sistema integrado nano-LC-ESI-MS/MS (Espectrometro de masas/tiempo de welo, SYNAPT G2 HD, Waters
Corporation) equipado con una fuente de iones NanoLockSpray, y un nanoACQUITY-UPLC (Waters
Corporation).

Los resultados fueron procesados a través de ProteinLynx Global Software (PLGS) (Waters Corporation) y
comparados conlabase de datos UNIPROT. Se considerd que los péptidos correspondian a las puntuaciones
de PLGSa un nivel de confianza del 96% o superior.

5.1.6 Extraccionde lipidos de la biomasa microalgal

Las microalgas separadas por ozono flotacion fueron centrifugadas a 15,000 g a 20 °C durante 10 min utilizando
una centrifuga Beckman Coulter (AVANTI-J26S XPI). La hiomasa se sec6 en horno a 40°C, durante 8 h. La
extraccion de lipidos se realizo utilizando cloroformo:metanol de 2:1 (viv) (Komolafe, et al., 2014). A1 g de
biomasa de microalgas se afiadieron 30 mL de cloroformoy 15 mL de metanol. La soluciénse dejo durante una
noche a una temperatura de 4 °C. Posteriormente, las muestras fueron filtradas a vacio usando un papel de
filtro de microfibra de vidrio Whatman (GF/A). El filtrado se coloc6 en embudos de separacion, a continuacion,
se afiadi6 una solucion salina de cloruro de potasio (KCI, 0.88% en volumen) al 25% del volumen de partida.
Lamezcla se homogenizo yse esper6 hasta que se formaran dos fases. La fase organica se colocé en mataces
conicos previamente pesadosy se dejaron secaren campana de extraccion hasta obtener peso constante. La
masa de lipidos de microalgas se obtuvo finalmente restando el pesoinicialdel matrazal peso final del matrza-
lipidos.

5.2 Fase 2 de experimentacion

5.2.1 Muestra de microalgas

Durante esta fase experimental se trabajé con un cultivo de microalgas, en el cual predominaba la especie
Scenedesmusobliquus. Esta fue cultivada en aguaresidual de la planta de tratamiento “Cerrodel Agua” ubicada
en Ciudad Universitaria, UNAM. Dicha agua residual fue previamente caracterizada obteniendo los siguientes
parametros de calidad: pH de 8.3+0.5, ortofosfatos de 27.98+1.8 mg/L, nitrdgeno amoniacal 102.06+3.2 mglL
y nitrégeno total 112.51+2.4 mg/L (Hernandez Garcia, 2017). El cultivo de microalgas se llevd a cabo en
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biorreactores de tereftalato de polietileno (PET), con capacidad de 10L. El cultivo se realizé por lotes, con un
fotoperiodo de luzoscuridad de 12:12, mediante laimplementacion de lamparas de LED . El periodo de cultivo
fue de 10-15dias, tiempo en el que se alcanzo la concentracion de biomasa deseada.

5.2.2 Cosechado por flotacion ozono-aire

Las pruebas de cosechado por flotacion 0zono-aire se realizaron en un reactor tipo espumador previamente
disefiado en el grupo de investigacion (Rodriguez Mufiiz, 2015). El cual esta constituido por una columna de
vidrio, un colector de espumacen la parte superior, un difusor de vidrio de plato poroso (10-15um) y un punto
de muestreo a mitad de la columna. Se utilizaron 0zono y aire como gases acarreadores, los cuales fueron
inyectados por la parte inferior de la columna a un flujo constante de 0.5 L/min. Los gases se inyectaron de
manera alterna, es decir, primero 0zono y posteriormente el aire. Para llevar a cabo los experimentos fue
necesario adaptar una linea de aire a la unidad de oxidacion (descrito en la seccién5.1.2), Figura 11. El flujo
de aire se determind através de un rotametro, conectado alalineade aire. Por otra parte, se utilizé unlitro de
cultivo de microalga parallevar a cabo cada uno de los experimentos.
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Figura 11 Diagrama experimental para las pruebas de flotacion de ozono-aire.
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5.2.3 Disefio de experimentos, Fase 2 de experimentacion

Laestimacion de la desestabilizacion de las particulas, la liberacion de tensoactivo, la recuperacion de biomasa
por efecto de la flotacion con o0zono y la recuperacion de la biomasa por la flotacion ozono-aire se evalud a
través de undisefio de experimentos factorial 2x2x4, los factores y niveles evaluados fueron: concentracion de
biomasa (300y 500 mg SST/L), concentracion de ozono en fase gas (5y 10 mg/L) y tiempo de aplicaciénde
ozono (1, 2, 3y 6 min). El disefio arroja un total de 16 experimentos, cada uno con tres repeticiones. Las
influencias de estos factores de operacion se determinaron para los factores de respuesta: 1) desestabilizacion
de particulas (¢, mV), 2) liberacion de proteinatotal (mg PT/L)y 3) biomasa recuperada (%).

5.2.4 Estabilidad de las particulas en la muestra

Laevaluacion del potencial zeta se realizd en muestras que fueron sometidas al efecto del 0zono, debido a que
se deseaba observar el efecto del ozono como desestabilizante de las microalgas. Dichas muestras fueron
obtenidas al cumplirse eltiempo de 0zono flotacidn, es decir, al concluir el periodode pretratamiento con 0zono
como gas disperso, las muestras fueron tomadas del punto de muestreo de la columna. Muestras de cultio
que no estuvieron en contacto con ozono fuerontomadas como valorinicial.

Los anélisis se llevaron a cabo en el laboratorio de Superficies de la Facultad de Quimica de la UNAM. La
medicion se llevd a cabo mediante un Particle Sizing Systems, NICOMP (modelo NICOMP 380 ZLS).

5.2.5 Determinacion de la proteinaliberaday el rendimiento de recuperacion de la
biomasa

La estimacion de la proteina liberada se determind de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion5.14.
Por su parte el rendimiento de labiomasa se llevd a cabo através de la estimacion de los s6lidos suspendidos
totales (SST),los cuales se determinaron de acuerdo al métodoestandar, utilizando papelfiltro GF/A(Whatman)
(APHA-AWWA-WPCF, 1992).

5.2.6 Balance de masa para el proceso de cosechado

Para evaluar la recuperacion de la biomasa en funcion al método de cosechado se planteé un balance de masa,
paraello se evalud el contenido de biomasa al inicio del proceso (cultivo), durante el cosechado (en el reactor,
posterior al uso de Os) y al final del cosechado (colector del concentradoy en la columna posterior al uso del
0zono-aire).
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5.3 Fase 3 de experimentacion

5.3.1 Muestrade microalgas

Durante esta fase experimental se trabaj6 con dos cultivos independientes de microalgas. El primero fue un
cultivo con predominancia de Scenedesmus obliquus y el segundo fue un cultivo mixto de Desmodesmus sp.
El cultvo mixto de Desmodesmus sp estaba conformado por las siguientes especies: Desmodesmus
intermedius, Desmodesmus opoliensis, Desmodesmus magnus y Desmodesmus communis (Hernandez
Garcia, 2017). Las microalgas fueron cultivadas en agua residual proveniente de la planta de tratamiento “Cemo
del Agua”, CU. El cultivo de microalgas se llevd a cabo en biorreactores de tereftalato de polietileno (PET), con
capacidad de 10 L. El cultivo se realizé por lotes, con un fotoperiodo de luzoscuridad de 12:12, mediante la
implementacion de lAmparas de LED. El periodo de cultivo fue de 10-15 dias, tiempo en el que se alcanz la
concentracion de biomasa deseada.

5.3.2 Cosechado por flotacion ozono-aire

Las pruebas de cosechado por flotacion ozono-aire se realizaron de acuerdo a lo descrito en las secciones
512y522.

5.3.2 Disefio de experimentos Fase 3

La optimizacion del proceso se realizo en tres etapas, con las cuales se busc6 obtener el mayor rendimiento
de biomasa cosechada.

5.3.2.1 Evaluacion del efecto de la dosis de ozono y el flujo de aire

En funcién a los resultados obtenidos previamente, se plante6 un disefio de experimentos en el cual se
observard el efecto de la dosis de 0zono (mg Os/mgBiomasa)y el flujo de aire (L/min).Para ello se monté un
disefio de experimentos factorial 23, con dos factores en tres niveles: dosis de 0zono (0.04,0.05, 0.06 mg Osing
Biomasa) y el flujo de aire (0.5, 1.0, 1.5 L/min). Dando un total de 8 corridas, las cuales se realizaron por
triplicado. Durante este experimento se trabajo con el cultivo de Scenedesmus sp., una concentracion de
biomasa 750 + 45 mg/L, la concentracion de ozono en fase gas de 15 mg/L, volumen de la muestrade 1 L y
flujo de ozono de 0.5 L/min. Como variables de respuesta se evaluaron: porcentaje de recuperacion de biomasa.
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5.3.2.2 Evaluacion del efecto del flujo y tiempo de aireacion

De acuerdo a los resultados estadisticos, se obtuvo la mejor condicién de dosis de 0zono para posteriormente
probar una condicion de flujo de aire (L/min): 0.5, 1.0 y 1.5; y iempo de aireacion (min): 2,4 y 6. Con un disefio
de experimentos factorial 23. Conservando las variables fijas. De igual forma se obtuvieron como variables de
respuesta la recuperacion de labiomasa.

5.3.2.3 Evaluacion de la dosis de ozono, concentracidon de ozono y flujo de aire.

La evaluacion del método de cosecha se realizd para un cultivo de microalgas con predominancia de
Scendesmus obliquus a través de la determinacion del porcentaje de biomasa recuperada, el rendimiento
lipidico (mg lipidos/mg biomasa), rendimiento de carbohidratos (mg CHO s/img biomasa) y rendimiento de
proteinas (mg proteinas/mg biomasa). Para lograr el objetivo se establecid un disefio factorial 33, tomandocomo
factores:laconcentraciénde ozono (contres niveles: 13,18 y 25 mg Os/L), la dosis de 0zono aplicada (contres
niveles: 0.04,0.09y 0.16 mg Os/mg Biomasa) yel flujo de aire (con tres niveles: 0.5, 1.0 y 1.5 L/min). Cada una
de los experimentos se realizo por triplicado, dando un total de 81 pruebas realizadas. Posteriormente, la mejor
condicion obtenida para el proceso de cosechado se probd con el cultivo mixto de Desmodesmus sp.

La dosis de ozono (mg Os/mg Biomasa) es la cantidad de ozono que fue aplicado durante el proceso de
cosechado por unidad de biomasa, esta definida como la relacion entre la concentracion de ozono de gas de
entrada (mg Os/L) y la concentracion de la biomasa microalgal al inicio del experimento (mg Biomasall). La
dosis de 0zono que se utilizo durante este trabajo de investigacion surge a partir de la dosis de 0zono aplicada
(DOA), Ec. 2.

_ Cozgntrada* Qoz*T

DOA
Vu

Ec.2

Dondé Cosenrada €S laconcentracion de ozono a la entrada, Qos es el flujo de gas de entrada, T es el tiempoy
Vi es el volumen de la muestra. Dentro de la ecuacion 2, destacael factor T,ya que este pardmetro define el
tiempo durante el cual se debe aplicar el pretratamiento con ozono dentro del proceso de flotacién ozono-aire,
Ec.3.

=— Ec.3
Coz* Qo3

De igual forma, se evalud la eficiencia de transferencia del 0zono para el proceso de flotacion ozono-aire para
el recuperado de labiomasa, Ec. 4. Dondé Cossaica €S la concentracion de ozono a la salida.
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ET = (C03 Entrada — CO3 Salida) %100 Ec. 4

C03 Entrada

5.3.4 Determinacion del contenido de lipidos en la biomasa microalgal, por el método de la
sulfo-fosfo-vainillina

La técnica se fundamenta en la reaccion de los lipidos insaturados con &cido sulfurico para formar iones
carbonio. Por otra parte, la vainillina reacciona con el acido fosforico produciendo éster de fosfato aromatico.
Posteriormente al estar en contacto el ion carbonio reacciona con el grupo carbonilo de la fosfo vainillina, la
reacciénda como resultadoun color rosado, el cual es medido a una longitud de onda de 530 nm. Sin embargo,
los &cidos grasos saturados, triglicéridos y glicerol no reaccionan para formarion carbonio. No obstante, lo
anterior puede ser corregido dentro del métodode cuantificacion a través de la seleccion de un aceite adecuado
parallevar a cabolacurva de calibracion, la cual debe tenerun contenido de acidos grasos similaralo que se
desea analizar. En este caso se utilizd aceite de canola para la curva de calibracion (Byreddy, et al., 2016;
Mishra, etal., 2014;Knight, etal., 1972).

La técnica se lleva acabo colocando una cantidad de biomasa conocida en un tubo de ensayo a la cual se
agregan 2mL de &cido sulfarico (H.SO.) concentrado. El tubo se somete a bafio de agua hirviendo (100 °C),
durante 15 min. Posteriormente se pasa a un bafio de hielo por 5 min. A continuacion, se adicionan’5 mL del
reactivo de fosfo vainillina. La muestra se incuba por 15 min a 37 °C a una agitacién de 200 rpm. El color se
dejaestabilizar por un periodo de una hora.

Un litro de reactivo de fosfo vainillina se prepara a partir de 1.2 g de vainillina, al cual se le adicionan 10 mL de
etanoly 90 mL de agua Milli-Q. Lo anterior se afora a 1 L con &cido fosférico.

5.3.5 Determinacion del contenido de carbohidratos (CHOs) en la biomasa microalgal, por el
método de fenol-sulfarico

La técnica detecta carbohidratos incluyendo mono, di, oligo y polisacaridos. La adiccion de H.SO. produce la
ruptura de estos transformandolos amonosacaridos. En el caso de presentarse una pentosa son deshidratadas
a furfurales y para las hexosas son llevadas a hidroximetil furfural. Estos compuestos reaccionan con el fenol
para produciruna coloracion dorada (Duboais, etal., 1956).

La técnica se llevaa cabo utilizando una solucion de fenol al 5% (m/m) en agua destilada y H.SO4 concentrado
(98%). El procedimiento es el siguiente: se coloco 1 mL de muestra con concentracion conocida, a la cual se
agrego 1 mL de fenol al 5% y 5 mL de H2SO4 (98%). La mezcla se homogenizay se deja reposar durante 10
min. Posteriormente se coloca en un bafo de agua a temperatura ambiente durante 15 min. Finalmente, se
midié la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 490 nm. La curva de calibracion se construyd
conglucosa.
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5.3.6 Determinacion del contenido de proteinas en la biomasa microalgal, por el método
alcalino

En el método alcalino, consistio en la extraccion de las proteinas presentes en la biomasa microalgal; se conto
conmuestras de biomasade microalgas seca de 500 mg a la cual se afiadieron 25 ml de una solucién de NaOH
a pH 12. La muestra se calentd a 40°C con agitacion constante durante una hora. Las proteinas extraidas se
recuperaron de la fase acuosa mediante centrifugacion a 5,000 g durante 10 min. Finalmente, la concentracion
de laproteina se determind mediante el método de Biuret(seccién5.1.4).

5.3.7 Determinacion del perfil lipidico de las microalgas

Los lipidos presentes en las microalgas fueron extraidos a través de solventes organicos, cloroformo: metanal,
através del procedimiento descrito enlaseccion5.1.6.

Posteriormente, se realizé la transesterificacion de los lipidos extraidos para la obtencién de los FAME. La
reaccion se llevd a cabo a partir de las muestras de lipidos extraidos a las cuales se agregaron 10 mL de
metanol, la reaccion fue catalizada con H.SO4 a una concentracion de 0.04 N. La reaccion se realizd a una
temperatura de 60 °C, en agitacion constante mediante un agitador orbital. Consecutivamente, el metanol se
evaporo a presion reducida mediante una campa de extracion hasta obtener un volumenfinal de 2 mL, el cual
se centrifugd durante 30 min a 5,000 rpm, eliminandoasi impurezas. Las muestras se conservaron a4°C, para
su posterior andlisis cualitativo mediante cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-
EM).

Para la identificacion de los FAME se utilizé un cromatografo de gases Agilent Technologies 6809, acopladoa
un espectrofotdmetro de masas Agilent T echnologies 5973. La deteccion de los FAME se hizo a través de una
columnade separacion DB-5msde silice fundido con unalongitud de 30 m, un didmetro interno de 0.25 mmy
un espesor de peliculade 0.25 um. El gas acarreador para el andlisis fue helio con 99.9995% de pureza.

Condiciones de operacion del CG-EM: latemperatura del inyector fue de 250 °C, con una inyeccion tipo Split;
el espectrofotémetro de masas se programd a una temperatura de 280 °C. El programa de temperatura del
horno fue el siguiente: temperaturainicial 85 °C (5 min) conunarampade 7 °C/min, hasta llegara 265 °C (10
min). Para la identificacion de los FAME el espectrofotdmetro opero en modo SCAN a 50-550m/z.

Los datos obtenidos se registraron ypresentaron como un cromatograma a través de un software espe cializado
(Hewlett Packard Chemstation version B.02.05). De igual forma el software cuenta conprograma de integracion,
deteccion de picos, correccion de lineas base y calculosfinales de abundancia (rea bajo la curva).

Con la finalidad de corroborar las condiciones de operaciony los resultados obtenidos, los FAME fueron
identificados comparando el tiempo de retencidn con un estandar conocido de FAME Mix C8-C24 (Sigma
Aldrich,18918-1AMP,USA).
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5.4 Balance de energia

Cabe resaltar que la metodologia empleada para llevar a cabo el balance energético para la produccion de
biodiesel a partir de microalgas se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Nava (2015), sin embargo,
fue necesariorealizar adaptaciones alatécnica para satisfacer el objetivo de este trabajo de investigacion.

De manera general lametodologia empleada se describe a continuacion en los siguientes pasos (Nava, 2015):

1. Establecerel objetivo del estudio

2. Establecer los limites de proceso de produccion de biodiesel a partir de microalgas (definicion de las
etapasde proceso)

3. Definir las variables de proceso, como es la definicion del volumen de produccion, base de célculoy
suposiciones

4. Inventario de las energias especificas de cada etapa de proceso

5. Contabilizarlas magnitudes energéticas obtenidas para el tren de produccion de los biocombustibles

6. Cuantificar el aporte de los productos finales, obteniendo la energia aprovechable de los
biocombustibles

7. Finalmente se obtuvo larelacion entre la energia disponible de los productos con respecto a la energia
consumida para su produccion (NER)

5.4.1 Definicion del sistema de estudio.

El objetivo de este balance energético es evaluar la utilizacion del proceso de flotacién 0zono-aire como método
de cosecha de microalgas dentro de tren de produccion de biodiesel. Como tren de tratamiento se tomo en
cuenta las siguientes etapas: 1) cultivo de microalgas, 2) cosechado, 3) secado de la biomasa, 4)
acondicionamiento de labiomasa, 5) extraccion ytransesterificacion y5) purificacionde biodiesel. Cabe resaltar
que se utilizara la centrifugacion como método de cosecha de referencia.

Para establecer los limites del sistema se recomienda crear escenarios hipotéticos que permitan obtener
resultados los mas cercanos a la realidad. El proceso de produccion que se propone en este trabajo de
investigacion es el presentado enla Figura 12.
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Figura 12 Procesosy energias consideradas dentro del ejercicio de balance energético para la
produccion de biodiesel apartir de microalgas.

De igual forma se puede apreciar dentro de laFigura 12 el consumo energético asociado a cada etapa del tren
de produccion de biocombustibles.

Para llevar a cabo el balance energético se tomd en cuenta:

v Unaproduccion de 1000Ton de Biodiesel al afio

v Productividad de biomasa para las tres microalgas de 500mg/L que es la concentracién aproximada
que se halogrado a nivel laboratorio (cosechado quincenal)

v Productividad de microalgas en estanques abiertos para México de 26 g/m2d (Nava, 2014)

v' Se utiliz6 como contenido energético del biodiesel de 37.8 MJ/Kg y para la hiomasa residual de 20
MJ/Kg

5.4.2 Cultivo de microalgas

Para llevar a cabo la estimacion de la biomasa requerida para la produccion de 1000 Ton de Biodiesel, para
ellose debe tomar en cuentala eficiencia de lareaccion de transesterificacion (Ec. 5) y el contenido de lipidos
de lasmicroalgas (Ec. 6).
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Tonl Produccion de Biodiesel [@]
Aceite || = ——— —anol e (s5)
afo Eficiencia de reaccién [%]
Tonl Produccion de Aceite [%]
Bi [ ]= Ec.(6
10masa seca |04 Contenido lipidico [%] ¢.(6)

Se obtuvo el area de cultivo (estanque abierto) para la produccion de biomasa para cada de una de las
microalgas, se utilizo la productividad de microalgas en México calculada por Nava (2014) de 26 g/mad (Ec. 7).

. Ton

. Ha Biomasa seca [%]
Area de cultivo [T] =

afio

Ec.(7)
Productividad biomasa México [%]

El consumo energético asociado al cultivo de microalgas, se calculé en funcion al mezclado necesario para los
estanques (Ec. 8) y delbombeo paramover el cultivo a la etapa posterior (Ec. 9) (Nava 2014).

kWh w
Mezclado I:le = 0.1— = 0.00876A Ec.(8)
afno m

Donde:
A Area de cultivo delas microalgas

0.00876: Factor de conversion

T i 1 Ly
kWh 23.6£]3' ( = rr;;goa gas) * (% recuperacién)
Bombeo [ ] = m * Ec.(9)
fi C kg <1Ton) 36(M]) '
Final | ;3| * \T000Kg ©\kWh

Por lo tanto, el consumo total de energia para dicha etapa (Cultivo) es la suma de todas las energias
involucradas, Ec (10).
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_ kWh kWh kWh
Cultivo [f] = Mezclado [f] + Bombeo I:Til Ec.(10)
afo afo afo
5.4.3 Cosechado

Estudios previos para la etapa de cosechado de microalgas mediante ozono flotacion establecieron las
condiciones Optimas para la separacion, estableciendo una dosis de 0zono aplicada de 54.5mg/L, tiempo de
retencién de 35miny una eficiencia de recuperacion del 98%. Para lo cual se requiere un gasto energético de
15 W por 0.9L de cultivo de microalgas. Nava (2015) estableci6 laEc. (11) que relaciona la energia consumida
durante el proceso.

kWh] P xt %1000

Ton
i pomasaseea [©) .1
A v*60*cﬁnal*1ooo*< 10masa seea |- ho ¢.(11)

Flotacion con ozono [
ano

Donde:

t: Tiempo de ozono flotacién o pretratamiento, min

P: Potenciaque consume el proceso para recuperar las algas, watts
v. Volumen tratado de microalgas, L

Crina: Concentracion de microalgas recuperadas, Kg/m3

5.4.4 Extracciony Transesterificacion de Lipidos

Para obtener el consumo energético asociado al proceso de extracciony transesterificacion presentas las
ecuaciones. El valor total de energia requerido esla sumade las energiasinvolucradas, Ec (10, 11).

., kWh kWh . . Ton Lipido
Extracc1on[T] = 30 |——| * Aceite requerido I:fjl Ec.(10)
ano Tongpido
. [kWh
Transesterificacion I:T
afio
kWh Tongjo g
=30 [ ] * Biodiesel requerido [M] Ec.(11)
Tongjogiesel ano
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6 RESULTADOS

6.1 Efecto del ozono en la liberacion de tensoactivo y en la desestabilizacion de la microalgas
durante el proceso de cosechado.

6.1.1 Efecto de la ozono flotacion enla liberacion de tensoactivos naturales.

Durante el proceso de cosechado por flotacion con 0zono para las microalgas, se observo la formacion de una
espumaintensala cual se asociaconla liberacion de proteinas, Figura 13; esto fue confirmado através de la
cuantificacion del contenido total de proteinas en el medio acuoso. En este trabajo, el efecto del 0zono en la
liberacion de proteinas totales y en la tension superficial fue medido en muestras de microalgas cosechadas
por flotacién con ozono; para lo cual se utilizaron microalgas en su entorno natural (aguas residuales tratadas)
y microalgas previamente lavadas. Dicho procedimiento se realizd para eliminar posibles interferencias
causadas por los constituyentes presentes en el agua residual, por ejemplo, detergentes.

En la figura 14, se puede observar la liberacion de “proteina en el reactor” durante el proceso de flotacién con
ozono paralas muestras de microalgas lavadas y no lavadas, se observé un mayor contenido de proteina inicial
en las muestras que no fueron lavadas (320 mg/L), en comparacion con las muestras lavadas (120 mg/L); lo
cual se asocia al contenido de proteinas presentes en el agua residual. Por otra parte, se informé previamente
que la formacion de espuma durante el proceso contribuyo a la separacion y concentracion de microalgas
(Cheng, et al., 2011; Cheng, et al., 2010).
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Figura 13 A) Espuma formada durante el proceso de cosechado de microalgas por ozono
flotacidn, B) Gradiente de biomasa en la espumadurante el proceso de cosechado.
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Figura 14 Efecto de la flotacidn de ozono en la liberacién de proteina total a partir de microalgas
lavadas y no lavadas.

En este estudio, se observd que el porcentaje de biomasa recuperada y la concentracion de "proteina
concentrada’ aumenta en forma proporcional de acuerdo con la dosis de ozono, en ambas muestras de
microalgas (Figura 15). Obteniéndose unarelacion directa entre la “proteina concentrada” y la recuperacion de
la biomasa. Durante las pruebas realizadas con biomasa lavada se obtuvo una concentracion de “proteina
concentrada’de 1.1 g/L (Figura, 15 A), mientras que la “proteina en el reactor fue de 174 mg/L. De igual forma,
durante este experimento se obtuvo una recuperacion de aproximadamente el 50% de la biomasa presente.

Por su parte, en el cosechado se obtuvo una concentracion maxima de 2.5 g/L de "proteina concentrada” a
partir de las microalgas no lavadas al final del proceso de cosechado (Figura, 15 B) y una concentracion maxima
de 351 mg/L de “proteina en el reactor”, lo cual representa la séptima parte de la “proteina concentrada’.
Ademasde obtener alrededor del 70% de biomasa cosechada.
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Figura 15 Relacion entre la recuperacion de la biomasa y la proteina total cosechada durante la
flotacidn con ozono. A) Microalgas lavadas, B) Microalgas no lavadas.

6.1.2 Efecto surfactante de las proteinas de microalgas durante la ozono flotacion.

Las proteinas son moléculas anfifilicas que reducen latension superficial ypromueven laformaciénde espuma
(Mulligan, 2005), através del cual se lleva a cabo la separacion de microalgas del medio acuoso. En la Figura
16, se puede observar la disminucion de la tension superficial por efecto de las proteinas presentes en las
muestras, la cual se ve favorecida por el aumento de la dosis de ozono. De igual forma, una mayor dosis de
ozono produce una mayor concentracion de proteina (Figura 15 B). El efecto en la tension superficial para
ambas muestras de microalgas (lavadas y no lavadas) presentaron un comportamiento similar; lo cual se
corroboro a travez de un andlisis de varianza, el analisis indicé que no existe diferencia significativa entre las
variaciones en latension superficial (p-value=4.13). Esto significa que los cambios en la tension superficial son
principalmente atribuibles a las proteinas liberadas durante el proceso de flotaciénconozono yno a los diversos
productos quimicos presentes en el aguaresidual.
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Figura 16 Abatimiento de la tensidn superficial en funcidn de la proteina total liberada durante
el proceso de flotacion con ozono.

Por otro lado, la Figura 17 muestra el efecto de la concentracion de proteina en la reduccion de la tension
superficial, las muestras tenian una tension superficial inicial de 65.71 mN/m y 72 mN/m, para las microalgas
lavadas y no lavadas respectivamente. La tension superficial disminuyo hasta valores de 42.73 mN/m para las
microalgas no lavadas y50.04 mN/m en las muestras lavadas. Foegeding etal. (2006) informd que las proteinas
en solucion reducen la tension superficial del agua destilada aproximadamente 45 mN/m. Por su parte,
Chronakis et al. (2000) mostro una disminucion en la tension superficial a 37.5 mN/m, utilizando proteinas
provenientes de microalgas obtenidas por extraccion alcalina.

De igual forma, se calculd la concentracion micelar critica (CMC), los resultados indican que una CMC de 550
+ 17 mg/L de proteinas de microalgas son requeridas para reducir la tension superficial del agua destiladaa 42
mN/m, la cual se consigue con una dosis de 0zono de 0.025 mg Os/mg Biomasa. Dosis mayores de 0zono
produjeron una mayor concentracion de tensoactivos, sin embargo, este no produjo efecto significativo en la
tension superficial. Por el contrario, se ha reportado que un aumento en la concentracion de proteinas
tensoactivas generan espumas mas estables y densas (Zayas, 1996). De igual forma se obsenvd, que se
requiere un mayor tiempo del proceso de flotacion con ozono para completar el cosechado de la biomasa.
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Figura 17 Abatimiento de la tension superficial en funcién de la dosis de ozono durante el
proceso de flotacion con ozono.

6.1.3 Identificacion de las proteinas de microalgas liberadas durante el proceso de flotacion
conozono

Los resultados de la identificacion de proteinas liberadas durante el proceso de flotacion con ozono, mediante
un gel de electroforesis (SDS-PAGE) se muestran enla Figura 18. Se puede apreciar dos bandas de proteinas
conpesosmolecularesde 10y 15 kDa, respectivamente en las muestras de microalgas tratatadas por método
alcalino (A). Por el contrario, en las muestras sometidas al proceso de ozoflotacion, se observaron maltiples
bandas de proteinas, dependiendo de la dosis de ozono utilizada. Cuando se utilizaron dosis baja de 0zono
(Figura 18 B), un nimero importante de proteinas, con peso molecular entre 10y 100 kDa, fueron identificadas;
siete proteinas son las mas relevantes. Cabe destacar el efecto del proceso de flotacion con ozono en las
proteinas liberadas, se observa que a través de laintensificacion de una banda alrededor de los 20-37 kDa; la
acumulacién en la banda se vio favorecida por el aumento de la dosis de ozono (Figura 18 B, C, D). Esto es
atribuible a un mayor dafio celularenla microalga, o cual permite una mayor liberacion de proteinas. Por otra
parte, las bandas de aproximadamente 75 kDa observadas a dosis de 0.0695 mg Os/mg Biomasa,
desaparecieron con dosis mayores de ozono (0.136 mg Os/mg Biomasa). El probable que esto se atribuya a la
posible oxidacion de las proteinas.
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Figura 18 Gel de SDS-PAGE para muestras de proteinas de microalgas: MW) Marcador de peso
molecular (Bio-Rad), Dual Color (kDa); A) Método alcalino, B) 0.0695 mg O;/mg Biomasa, C)
0.1082 mg O;/mg Biomasa y D) 0.136 mg O;/mg Biomasa.

Através de laidentificacion por espectrometria de masas tandem (LC/MS/MS), se logrd identificar en el extracto
alcalino (A) la proteina RuBisCo (Ribulosa-1, 5 bisfosfato carboxilasaloxigenasa, 56 kDa). Esta proteina esta
contenidaen los carboxisomas de las cianobacterias del género Cyanothece sp (Moroney& Somanchi, 1999).
Otras proteinas similares a RuBisCo fueron identificadas en el extracto alcalino, tal como la cadena beta
aloficocianina (17 kDa)y la cadenaalfa C-ficocianina (17.3 kDa), de la cianobacteria Arthrospira platensis.

P~ INSTITUTO _
66 DE INGENIERIA

UNAM




Por otra parte, la banda proteinica obtenida después del proceso de flotacién con ozono (Figura 18 B, C, y D)
que presentaba mayor intensidad fue identificada como la cadena beta C-ficocianina con un peso molecular de
18 kDa, es unabiliproteina (pigmento) que normalmente se encuentran en la pared celular de las cianobacterias
(Chaiklahan, etal., 2011). Estos resultados sugieren que el 0zono actuo sobre la pared celular, gue contiene la
cadena beta C-ficocianina. De ello se desprende que, el proceso de flotacion con ozono favorece la liberacion
de proteinas tensoactivas, situados en la pared celular de microalgas.

6.1.4 Recuperacion de lipidos y biomasa por flotacion con ozono

De igual forma, durante esta primera fase de experimentacionse evalué la eficiencia del proceso de cosechado
enlarecuperacion de biomasa ylipidos. Los resultados obtenidos fueron comparados con laliteraturaexistente,
por ejemplo, estudios previos realizados por Velasquez-Orta et al. (2014) encontraron que una maxima
recuperacion de biomasa (79%) y lipidos (12%) cuando se utilizd una dosis de 0.23 mg Os/mg Biomasa.
Ademas, estos estudiosrevelaron que una dosis mayor a 0.24 mg Os/mg Biomasa disminuyo la recuperacion
de los lipidos.

En este trabajo, se estudio la flotacion con ozono usando dosis de ozono bajas (0,023-0,123 mg Osimg
Biomasa) y usando la concentracion micelar critica (CMC) de la proteina surfactante como punto de partida. La
Tabla 6, muestrael efecto de las variables analizadas (concentracion de ozonoy el tiempo de 0zonizacion) en
la recuperacion de labiomasa (TSS%) y lipidos (%).

Tabla 6 Importanciaexperimental de las variables probadas en el proceso de flotacién con ozono, Nivel
designificanciafue de 95%.

Recuperacion de biomasa, SST (%) | Recuperacion de lipidos (%)
F-ratio P-value F-ratio P-value
A Concentracion de 0zono 79.91 0.0000 041 0.5432
B: Tiempo de flotacion con 0zono 52.09 0.0002 64.88 0.0001
AA 1.16 0.3176 16.50 0.0048
AB 11.40 0.0118 531 0.0547
BB 0.04 0.8411 16.36 0.0049

A partir del andlisis estadistico realizado a los datos obtenidos, se encontrd que el porcentaje de recuperacion
dela biomasa (SST) se ve afectado por tres efectos importantes, en el siguiente orden: concentraciénde 0zono
(A), conun p-value de 0.000; tiempo de flotacion con ozono (B), con un p-value de 0.002; y finalmente, la
interaccionAB, conun p-value de 0.01. Del mismo modo, se encontrd que el tiempo de flotacién con ozono (B)
tiene un efecto significativo enla recuperacion de lipidos (valor de p <0.05). De acuerdo con los diagramas de
Pareto (resultados no mostrados), la variable B afectada negativamente la recuperacion de loslipidos.
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Losresultados obtenidos se presentan enla Figura 19, a través del modelo de superficie de respuesta obtenido,
se encontré que la maxima recuperacion de biomasa del 75%, se logra con una concentracion de ozono de
7.53 mg O4/L y un tiempo de flotacion con ozono de 37.6 min, equivalente a una dosis de 0.142 mg Osimg
Biomasa. Por su parte, la recuperacion de lipidos mas alto del 16%, se consigui6 con una dosis baja de 0zono
0.047 mg Os/mg Biomasa, comparado a cuando se utiliza centrifugacion como método de cosecha (8% de
lipidos). Los resultados de la recoleccion de la biomasay la recuperacion de los lipidos fueron similares a los
reportados por Velasquez-Orta et al. (2014), pero usando de 1.6 a 4.9 veces menos la dosis de o0zono. En
estudios anteriores, Cunhaetal. (2011) observd que dosis alta de 0zono producen la oxidacion de lipidos, por
esta razon, dosis bajas de 0zono se eligieron para permitirlalisis de lamembrana microalgal para la liberacion
de proteinas de tensoactivas (recuperacion de la biomasa) yla recuperacion de lipidos evitando la oxidacion
de lipidos.
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Figura 19 Superficie de respuestapara la recuperacion de biomasa (A) y lipidos (B) en funcién de
la concentracion de ozono (2-8 mg/L) y el tiempo de flotacion con ozono (10-40 min).

Por otra parte, la Figura 20 muestra que una mayor recuperacion de la biomasade microalgas (Figura20 A) no
tiene como resultado un aumento en la recuperacion de lipidos (Figura 20 B). De hecho, la recuperacion de
lipidos disminuyd con una dosis creciente de 0zono (=0.058 mg Os/mg Biomasa). El mismocomportamiento se
informé por Velasquez-Orta et al. (2014), pero con dosis de 0zono mas altas (20.25 mg Os/mg Biomasa). La
Figura 20 C por su parte, muestra que la biomasa cosechada tenia un contenido de lipidos mas bajo cuando
se recuperan a dosismas altas de 0zono. La reduccion de lipidos se puede atribuir a una posible peroxidacion
lipidica. Se ha informado que el principal objetivo para la peroxidacion de lipidos se produce en &cidos grasos
insaturados. La peroxidacion de lipidos se observo previamente contiempos de exposicion al 0zono prolongado
(20-30 min) (Cunha, etal., 2011; Vaultier & Jolivet, 2015).
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Teniendo en cuenta la eficiencia del proceso (Fiaura 20 D). los meiores resultados para la recuneracion de
biomasa v linidos se obtuvieron con dosis baias de 0zono (0.028 ma O3/ma Biomasa). Estos resultados fueron
consistentes con |os reportados en la literatura para la recuperacion biomasa microalaal (Chena. etal., 2011;
Chena.etal.,2010;Betzer, etal., 1980). Sinembarao, larelaciénentre la biomasa cosechada vla recuperacion
de linidos por la flotacién con 0zono es aun incipiente. Estos resultados indican gue incluso a baias dosis de
ozono la recuperacion de linidos se ve afectada (Figura20 C). Parece que la alta exposicién al 0zono, va sea
por el uso de altas dosis. altas concentraciones de 0zono en fase aas o or el tiemoo de oxidacion prolongado,
afectanegativamente ala cantidad de lipidos extraidos de la biomasa de microalgas cosechado.

Figura 20 Efecto de la dosis de ozono en: A) Biomasa recuperada, B) Lipidos recuperados, C)
Recuperacion de lipidos por biomasa, D) Eficienciade recuperacion.
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6.2 Cosecha de microalgas cultivadas en agua residual mediante la flotacion con ozono como
pretratamiento, seguido de la flotacion con aire.

6.2.1 Efecto del pretratamiento con ozono en el potencial zeta y en la produccién de
tensoactivos a partir de las microalgas.

Durante esta fase de experimentacion se prob6 la flotacion con 0zono como un pretratamiento para el proceso
de cosechado de biomasa, seguido de la flotacion con aire. Es importante mencionar que durante esta
experimentacion se probo el efecto de la concentracion de labiomasa (mg SSTIL),la concentracion de 0zono
(mglL)y eltiempo de pretratamiento (min), en las variables de respuesta del potencial zeta de la muestra (mV),
la produccion de tensoactivo (mg PT/L) y el porcentaje de biomasa recuperada (%). Cabe resaltar que las
condiciones de operacion del proceso de flotacion con ozono fueron modificadas en funcion de los resultados
obtenidos previamente.

En la literatura, se ha reportado que un impedimento para el cosechado de la biomasa microalgal es su carga
superficial, la cual, se reporta a través de la medicion del potencial zeta. Este valor es propio de cadauna de
las especies de microalgas, la edad ylas condiciones de cultivo (Gerardo, etal., 2015). Durante este trabajo,
se obsernvd que el cultivo mixto compuesto principalmente por Scenedesmus obliquus en aguaresidual presentd
un valor promedio de potencial zeta de -25.5mV. Dicho valor se vio afectado por el pretratamiento con ozono,
como se muestra en la Figura 21. Se observo, que durante el proceso de pretratamiento el potencial zeta
aumento a bajas dosis de 0zono aplicadas; sin embargo estos valores variaron en funcion de la concentracion
de la biomasy de ozono. El mayor aumento del potencial zeta (-11.2 mV) se logré con una dosis aplicada de
0.017 mg Os/mg Biomasa, una concentracion de ozono de 10 mg/L y 300 mg SSTI/L, Figura 21 A De igual
forma se observo, que para una concentracion mayor de biomasa (600 mg SST/L) la desestabilizacion de la
particula se llevé a cabo alos 2 primeros minutos (0.009 mg Os/mg Biomasa) del proceso de pretratamiento
conozono (Figura21D).

Por otra parte, se observd unadisminucion del potencial zeta a partir de una dosis de 0zono de 0.023 mg Osimg
Biomasa (3 min de flotacion con 0zono); dicho efecto ya fue reportado por Cheng, etal. (2011, 2010), dichos
autores reportaron una disminucion en el potencial zeta de Chlorellavulgarisde -6 a -11 mV con unadosis de
ozono de 0.005 mg Os/mg Biomasa, mientras que para Scenedesmus obliquus reportaron una disminucién de
-7 a-15mVconunadosis de ozono de 0.2 mg Os/mg Biomasa. Sin embargo, Nguyen, et al. (2013) reporto un
aumento en el potencial zeta de Chlorellasp. de -18.1 a -14.6 mV cuando se utilizaron5 min de ozono a una
concentracion de 34 mg/L como pretratamiento.
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Figura 21 Efecto de la flotacion con ozono en el potenciazeta, condiciones de proceso: A) 300
mg Biomasa/L y 5 mg O;/L; B) 300 mg Biomasa/L y 10 mg O/L; C) 600 mg Biomasa/L y 5 mg O;/L
y D) 600 mg Biomasa/L y 10 mg O O,/L.

Porotra parte, se evaluo la liberacion deltensoactivo proteinico durante el proceso de pretratamiento con 0zono,
la concentracion inicial de la proteina en el medio acuoso vario en funcion de la concentracion de la biomasa
deseada para este experimento. El cultivo que presentaba una concentracion microalgal de 300 mg SSTL,
tenia una concentracion de proteina total promedio de 450 mg PT/L, mientras que el cultivo de 600 mg SSTL
presentaba una concentracion promedio de 350 mg PT/L, Figura 22. Cada una de las condiciones probadas
durante la experimentacion provoco un incremento en la concentracion de la proteina total por efecto de la
utilizacién del ozono como pretratamiento. Sin embargo, cuando se prob6 una concentracion biomasa de 300
mg SST/Ly una concentracion de ozono de 10 mg/L, la concentracion de la proteina total en el reactor se
incrementd durante el primer minuto de flotacion con ozono hasta493.5mg PT/L. Por su parte, las pruebas de
cosechado con unaconcentracion de biomasa microalgal de 600 mg SST/L, produjo un méximo de 388.6 mg
PT/L hasta los 3 min de proceso de flotacién con ozono.
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Posteriores dosis de 0zono no produjeron una mayor concentracion de proteina total remanente en la columna,
lo cual se atribuyt a que las proteinas liberadas fueron cosechadas junto con la biomasa microalgal, ya que el
cosechado de biomasa presentaba una concentracion de proteina total de 1.93-2.91 g/L.

Como se menciond previamente una concentracion micelar critica (CMC) de 550 mg/L de proteina liberada de
microalgas, produjo el abatimiento de tension superficial hasta 42.73 mN/m, favoreciendo asi la recuperacion
de la biomasa microalgal. De igual forma se observo previamente que concentraciones inferiores a la CMC
producian cambios en latension superficial.

Figura 22 Efecto de la flotacién con ozono enla liberacion de tensoactivo proteinico, condiciones
de proceso: A) 300 mg Biomasa/L y 5 mg O;/L; B) 300 mg Biomasa/L y 10 mg O;/L; C) 600 mg
Biomasa/L y 5 mg O;/L y D) 600 mg Biomasa/L y 10 mg O/L.

P~ INSTITUTO _
72 DE INGENIERIA

UNAM




6.2.2 Propuesta de mecanismo de reaccion del proceso de pretratamiento del ozono con la
biomasa.

En funcién alos resultados obtenidos de potencial zeta y proteina total liberada, se pudo establecer las posibles
reacciones que se involucran durante el proceso de pretratamiento con 0zono y la biomasa microalgal. ES
importante mencionar que los cultivos de microalgas presentaronunpHde 9.2 £ 0.5.

Durante el proceso de pretratamiento con 0zono, se produce un primer contacto del 0zono con todo aquello
que rodea la microalga, se observd que los cultivos de microalgas utilizados presentaban la formacion de
floculos microalgas-materia organica (Figura 23). La desestabilizacion inicial de las microalgas se produce
durante el proceso de pretratamiento conozono, lo cual incremento el potencial zeta del sistema (-25a-10 mV).
Esto debidoa la reaccion entre los radicales hidroxilo (OH+) formados porlas condiciones de pH del medio de
reaccion ylos compuestos organicos que recubren la microalga, teniendo como productos de reaccion la
desorcion del recubrimiento organico, compuestos de menor peso molecular, y la reduccion de la barrera
electrostatica de la particula (Jekel, 1994), de igual forma, se ha reportado que la desorcionde materiaorganica
sobre las particulas favorece el incremento de la carga superficial en particulas (Liang, etal., 2014), Figura 24,
reaccionl.

Figura 23 Floculos microalgas-materia organica presentes en el cultivo de microalgas.
Observados con un objetivo de 40x.

Posteriormente, el grupo hidroxilo estaria en contacto con los grupos funcionales presentes en la superficie de
lamicroalga en este caso con: carboxilatos (-COO7) y aminas primarias (-NHz) (Ozkan & Berberoglu, 2013). Sin
embargo, se ha reportado que moléculas con alto grado de grupos carboxylatos presentaron poca reactividad
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en presencia de oxidacion con ozono a pH 9 (These & Reemtsma, 2005), sin embargo, largos periodos de
oxidacion tendria como resultado la mineralizacion del grupo (Debono, et al., 2013). Por su parte, la oxidacion
del grupo amina con el radical hidroxilo, tiene como producto principal la formacion del cation radical amino
NH*. Dichareaccion se favorece a un pH 9y en la presencia de un grupo amino desprotonado. Sin embargo,
el radical es rapidamente fragmentado, manteniéndose el grupo amina (von Gunten, 2003; Bonifacic, etal.,
1998). Por lo que se podriaasumir que, en los tiempos aplicados de 0zono como pretratamiento, el 0zono no
reaccionod conlos grupos superficiales de la microalga, Figura 24, reaccion 2.

Finalmente, el oxidante (OH¢) estaria en contacto con la pared celular de la microalga. Cardefia et al. (2017)
obsenvo la lisis producida en la microalga por efecto de los radicales hidroxilo. Plummer et al. (2002) reporté
que la lisisde la microalga se producia a partirde una concentracién de ozono de 8mg/L. De igual forma, otros
autores reportan el dafio causado en la pared de la microalgaatravés de la liberacion de materia intracelular
0 como un método de pretratamiento para la extraccion de lipidos (Velasquez-Orta, et al., 2014), Figura 24,
reaccion 3. El dafio producido por el oxidante produjo la liberacion de proteina total presente en la microalga
(493.50mglL), se ha reportado que la materia organica proveniente de la microalga, produce elincremento de
la carga negativa de la superficie celular (Henderson, et al., 2010). Por lo que a dosis superiores de 0.02 mg
0a/mg Biomasa, se presenta una disminucion del potencial zeta (-10 a -26 mV). Se puede apreciar que el
incremento en la concentracion de la proteina total en el reactor se produce hasta que se alcanza el menor
valor de potencial zeta (Figura 25).

Figura 24 Propuesta de mecanismo de reaccion para el pretratamiento de Scenedesmus
obliquus con ozono a un pH de 9.2+0.5
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6.2.3 Efecto del pre-tratamiento en la cosecha de biomasa microalgal

A continuacion, se presentan el efecto del pretratamiento en el porcentaje de recuperacion de la biomasa
microalgal por flotacion ozono-aire, comparados con la flotacion con ozono convencional.

En la Figura 25, se puede observar el efecto de la dosis de ozono, el potencial zeta y la generacion de
tensoactivo en la recuperacion de la biomasa. Para todas las condiciones de operacion probadas se puede
observar que larecuperacion de labiomasa alcanza su mayor punto, hasta que se presenta la desestabilizacion
de la microalga (incremento del ¢). De igual forma, se puede observar que la recuperacion de la biomasa se
mantiene constante a partir de la desestabilizacion de las microalgas, lo cual puede ser atribuido ala presencia
de tensoactivo proteinico.

La desestabilizacion de las microalgas y la liberacion de tensoactivo se produjo a dosis inferiores de 0.02 mg
0s/mg Biomasa, lo cual esta atribuido a untiempo méximo de pretratamiento de 2 min. Durante la evoluciondel
proceso de cosechado, se puede observar que la proteina en el medio acuoso alcanza su punto maximoy
posteriormente decrece, lo cual puede ser atribuible al cosechado de la proteina. El consechado presentaba
unaconcentracion de proteinatotal de 2-3 g/L.

Previamente, se menciond laimportancia de la generacion de tensoactivo para llevar a cabo la disminucion de
latension superficial del sistema favoreciendola formacion de la espuma durante el proceso de cosechado, sin
embargo, se puede observar a partir de la Figura 25, que es necesario llevar a cabo la desestabilizacionde las
microalgas para empezar con el cosechado de labiomasa.
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Figura 25 Porcentaje de recuperacion de la biomasa microalgal en funcion de la estabilidad de la
microalgay la liberacidn de tensoactivo proteinico.

Como se menciond los experimentos de cosechado fueron realizados utilizando ozono y aire como gas de
dispersion. Para ello, se evalud la implementacion de estos gases en la recuperacion de la biomasa. Cuando
se utilizo solo aire como gas de dispersion en el proceso de flotacion no se obtuvo cosechado de la biomasa
microalgal, lo cual es consistente con lo reportado con Cheng, et al., (2011, 2010). Cuando se implementd
0zono como pretratamiento seguido de laflotacion con aire se obtuvieron resultados favorables de cosechado.
EnlaFigura 26 se puede observar el porcentaje de biomasa cosechada por cada unode los gases de dispersion
utilizados, de igual forma, se puede apreciarlas pérdidas que se producen durante el cosechado por flotacion
ozono-aire; las cuales se atribuyen a la liberacion de materia intracelular o a la oxidacion de la biomasa. Las
muestras que presentaban unamenor concentracion (300 mg/L) de microalgas obtuvieron una mayor pérdida
de biomasa, Figura26 Ay B.
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Por otra parte, se observd que durante la flotacion ozono-aire, conforme aumenta la dosis de 0zono una mayor
cantidad de biomasa es recuperada por este gas. Una dosis de ozono de 0.0078-0.0234 mg Os/mg Biomasa,
seguida de la flotacion con aire se recupera del 49-60% de la biomasa inicial. Sin embargo, cuando solo se
utilizé ozono como gas acarreador (0.0468 mg Os/mg Biomasa) se obtuvo una recuperacion del 59%. En funcion
de estos resultados y a través de ANOVA se concluyd que no existia diferencia significativa entre la
recuperacion de la biomasa microalgal cosechada por flotacion con ozono y la flotacién ozono-aire (p-
value=2.2). Por o tanto, la utilizacion de la flotacion con aire contribuye a la disminucién el ozono utilizado hasta
en un50%, Figura26D.

Figura 26 Biomasa cosechada durante el proceso de flotacion con ozono aire. A) Biomasa:
300mg/L y C Os gnrada: 5mMg/L; B) Biomasa: 300mg/L y CO; enraga: 10mg/L; C) Biomasa: 500mg/L y
COs; entrada: SME/L y D) Biomasa: 500mg/L y C Osenerada: 10mg/L.
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Para observar que factores influyeron en la recuperacion de la biomasa durante esta fase experimental se
realizé un analisis de varianza multifactorial (Tabla 7), se tom6 un nivel de significancia del 95%. Se obtuvo que
la concentracion de la microalgasinicial y la concentracion de ozono no producen cambios significativos en el
proceso de cosechado. Sin embargo, el factor de tiempo de pre-tratamiento con 0zono presenta una diferencia
significativa en la recuperacion de la biomasa (P-value 0.0421). Ademas, la grafica de Pareto presentd que el
tiempo de flotacion influye de manera positiva (grafica no presentada). La Figura 27, presenta una grafica de
caja donde se puede apreciar que solo el tiempo de un minuto de pretratamiento con ozono es
significativamente diferente a los restantes probados. Por lo tanto, se puede decir que se necesita un tiempo
minimo de dos minutos de pretratamiento para llevar a cabo la recuperacion de la biomasa, a partir de dicho
tiempo no se produce un cambio significativo en la recuperacion de la biomasamicroalgal, bajo las condiciones
probadas.

Tabla7 Importancia experimental de las variables probadas en el proceso de flotacion ozono-aire, para
larecuperacionde biomasa. Nivelde significancia fue de 95%.

Factores F-Ratio P-value
Concentracion de biomasa (mg/L) 1.15 0.3087
Concentracion de ozono (mg/L) 0.32 0.5856
Tiempo flotacion con 0zono (min) 3.97 0.0421

Figura 27 Grafica de cajas para la recuperacidon de la biomasa en funcién del tiempo de pre-
tratamiento.
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Porotra parte,la Tabla 8, muestrala comparacion entre los resultados obtenidos durante esta fase experimental
y los reportados en la literatura. Cabe destacar que hasta la fecha no se han reportados trabajos donde se
utilice laflotacion con 0zono-aire parala recuperacion de la biomasa microalgal. Se puede observar que trabajos
reportados en laliteratura (Velasquez-Orta, etal.,2014; Cheng, etal.,2011), tienen porcentajes de recuperacion
de biomasa superiores al 80%. Sin embargo, las dosis de ozono utilizadas por estos autores son superiores
hasta 20 veces a las utilizadas en este trabajo de investigacion.

Tabla8 Comparacion de los resultados obtenidos con laliteratura publicada.

Este trabajo de
investigacion

Este trabajo de
investigacion

Velasquez-Orta (2014)

Cheng (2011)

[Biomasa]= 300 mg/L
[O3]= 5 mg/L

DOA= 5.4 mg/L

Tiempo oxidacién= 2 min
Tiempo aireacion= 4 min

[Biomasa]= 600 mg/L
[O3]= 10 mg/L

DOA= 9.4 mg/L

Tiempo oxidacién= 3 min
Tiempo aireacion= 4 min

[Biomasa]= 400 mg/L
[O3]= 45 mg/L

DOA= 94.7 mg/L

Tiempo oxidacién= 5 min
Tiempo aireacion= 0 min

[Biomasa]= 1,610 mg/L
[03]= 63, 98, 135 mg/L
DOA= 837.2 mg/L
Tiempo oxidacién= 4 min
Tiempo aireacion= 0 min

Recuperacién (%)=56.9
Concentrado de la
biomasa= 17.2 veces
Volumen del concentrado=
10mL

0.027
mgOs/mgBiomasa

Recuperacion (%)=67.5
Concentrado de la
biomasa= 12.4 veces
Volumen del concentrado=
30mL

0.0234 mgOs/mgBiomasa

Recuperacion (%)=80
Concentrado de la
biomasa= 48
Volumen del
concentrado= 20mL

0.23 mgOs/mgBiomasa

Recuperacion (%)=95
Concentrado de la
biomasa= ---

Volumen del concentrado=

0.52 mgOs/mgBiomasa
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6.3 Optimizacién de las condiciones de operacion del sistema de cosechado microalgal
mediante flotacion por ozono-aire.

6.3.1 Efecto de la dosis de ozono y el flujo de aire en el proceso de cosechado.

Con base en los resultados obtenidos, se obtuvo que para una concentracion de microalgas de 600 mgL la
desestabilizacion delcultivo por efecto del pretratamiento conozono ocurre a partir del tercer minuto. Asimismo,
se obtuvo que un pretratamiento de 2-6 min de ozono (flotacion con 0zono) no producia cambios significativos
en larecuperacion de labiomasa cuando se utilizaba una concentracion de ozono de 10 mg/L. De igual forma,
es importante mencionar que la dosis de 0zono (mg Os/mg Biomasa) se establecié como un factor a variar,
debido a que anteriormente se observd que la concentracion de inicial de microalgas en el cultivo no presenta
diferencia significativa en la recuperacion de la biomasa. Cabe destacar que, fijando este factor, la
concentracion de microalgas y la concentracion de ozono, se obtiene un valor definido del tiempo de pre-
tratamiento.

Durante esta fase de experimentacion, se evalud el proceso de cosechado en funcion de las variables
experimentales de dosis de ozono (mg Os/mg Biomasa) y flujo de aire (L/min). Y se tuvo como factor de
respuesta el rendimiento de recuperacion de biomasa (%) y el contenido de lipidos (mg Lipidos/mg Biomasa).

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para el rendimiento de biomasa cosechaday la biomasa
remanente enlacolumna, esta tltima esla biomasa que no ha sido cosechada durante el proceso de flotacion
ozono-aire. Como se puede observar en la Figura 28, la dosis de ozono de 0.04 mg Os/mg Biomasa, solo
produjo la recuperacion en promedio del 15% de la biomasa presente en el reactor; mientras que una dosis
superior, es decir, dosis 0.06 mg Os/mg Biomasa obtuvo unarecuperacion del 46%.

Cabe recordar que estos experimentos se realizaron bajo condiciones establecidas de concentracion de
microalgas (750 mg/L) y concentraciones de 0zono gas (15 mg/L), por lo que el factor tiempo de flotacion con
0zono incrementa para dosis de 0zono superiores. Como se menciond en lafase anterior de experimentacion,
el incremento en el tiempo de flotacion con ozono favorece larecuperacion de labiomasa.

Por otra parte, se puede observar que el flujo de aire beneficia la recuperacion de la biomasa, ya que con un
flujode 1.5 L/min se tiene unarecuperacion del 47%, en comparacion con unflujo de 0.5 L/min, donde solo se
recupero el 35%, lo anterior cuando se utilizd una dosis de ozono de 0.06 mg Os/mg Biomasa. Dicho efecto ya
fue reportado anteriormente por Phoochinda, et al. (2003), quienes encontraron que el incremento en la tasa
de aireacion favorece larecuperacion de lamicroalga Scenedesmus quadricauda cuando se utiliza la flotacion
con aire combinada con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB).
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Figura 28 Efecto de la dosis de ozono y el flujo de aire en la recuperacion de la biomasa.

Por otra parte, se evalu¢ el efecto de los factores de cosechado antes mencionados en funcién del contenido
lipidico final de la biomasa cosechada, cuyo contenido inicial antes de la cosecha era de 0.096 mg Lipidosimg
Biomasa. La Figura 29, muestra el contenido lipidico en labiomasa cosechadayen la biomasa remanente. Se
puede observar que la dosis de 0zono favorece la cantidad de lipidos en la biomasa, cuando se aplica 0.06 mg
0s/mg Biomasa se recupera en promedio 0.2 mg Lipidos/mg Biomasa (20% m/m). De igual forma, se observa
que un mayor flujo de aire incrementa el rendimiento final de lipidos.
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Figura 29 Efecto de la dosis de ozono y el flujo de aire en el rendimiento de lipidos presentes en
las microalgas (mg Lipido/mg Biomasa).

Se realizo el andlisis estadistico de los resultados obtenidos, la Tabla 9 presenta el grado de significancia de
los factores probados para el rendimiento de biomasay lipidos recuperados. Se tomo un nivel de significancia
del 95%. Se encontrd que el porcentaje de recuperacion de la biomasa (SST) se ve afectado por tres efectos
importantes, en el siguiente orden: dosis de ozono (A), flujo de aire (B), y la interaccion respectiva (AA). De
igual forma, se obtuvo de la grafica de Pareto (resultado no presentado) que estos tres factores conimportancia
experimental favorecen la recuperacion de la biomasa.

Del mismo modo, se encontrd que la dosis de 0zono (A) y las interacciones AAy AB tiene un efecto significativo
en la recuperacion de lipidos (valor de p <0.05). De acuerdo con los diagramas de Pareto (resultados no
mostrados), la interaccién AB y la dosis de ozono favorece el contenido final de los lipidos en la biomasa, al
contrario, lainteraccion AA decrece larecuperacion de lipidos.
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Tabla 9 Importancia experimental de los factores probados: Dosis de ozono y flujo de aire parael
proceso de flotacion ozono-aire, parala recuperacion de biomasa y mg Lipidos/mg Biomasa. Nivel de
significanciafue de 95%.

Biomasa (%) mg Lipidos/mg Biomasa
Factores F-Ratio P-Value F-Ratio P-Value
A: Dosisde o0zono 311,55 0.0000 16.00 0.0008
B: Flujode aire 89.90 0.0000 1.84 0.1912
AA 15.12 0.0010 23.06 0.0001
AB 2.67 0.4364 32.46 0.0000
BB 0.63 0.8981 0.28 0.6013

Para observar el comportamiento de los factores evaluados, se obtuvo una gréfica de superficie de repuesia en
la cual se puede observar, el efecto del incremento de la dosis de 0zono en la recuperacion de loslipidos. De
igual forma, se observa el efecto de lainteraccion AB para la recuperacionde lipidos, esto a través de la relacion
directa entre el incremento de la dosis de ozono y el flujo de aire en el contenido lipidico final de la biomasa
microalgal. De acuerdo a la grafica de superficie de respuesta, Figura 30, se obtuvo una condicion optima de
estos factores de proceso para la recuperacion de lipidos, las cuales son: dosis de 0zono de 0.06 mg Osfmg
Biomasay unflujo de aire de 1.5 L/min. Mediante estas condiciones se predijo un contenido final de lipidos de
0.23 mg Lipidos/img Biomasa. Lo cual representaria 2.3 vecesmas que el inicial.
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Figura 30 Grafica de superficie de respuesta para el rendimiento de lipidos (mg Lipidos/mg

Biomasa) durante el cosechado por flotaciéon ozono-aire
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6.3.2 Efecto del flujo y tiempo de aplicacion de aire en el proceso de cosechado

Durante esta fase de experimentacion, se deseaba incrementar los resultados anteriormente obtenidos de
rendimiento de biomasa. Parallevar a cabo la experimentacion se tomo en cuenta la mejor condicion de dosis
de 0zono obtenida previamente de 0.06 mg Os/mg Biomasay se vario el flujo y iempo de flotacion con aire.

Los resultados obtenidos se presentan a continuacion, la Figura 31, muestra la recuperacion de labiomasa en
funcion de los factores probados. La recuperacion de la biomasa se vio beneficiada por el incremento del flujo
deairey por el menortiempo de flotacion conaire (2 min). Sinembargo, durante la experimentacion se obsend
que el incremento del flujo de aire producia un incremento en el volumen final del recupe radoy porlo tanto una
disminucion enlaconcentracion final de la biomasa disponible al final del proceso de cosechado. Esto debido
a que el incremento en el flujo del aire reduj6 el drenado del agua presente en la espuma formada.

Con la modificacion de los factores probados se obtuvo una méaxima recuperacion de biomasa del 60%. Esta
recuperacion fue superior a la obtenida en la fase anterior de experimentacion. Sin embargo, cuando se
evaluaron estos factores en funcion del contenido lipidico, se observd que un mayor tiempo de flotacion con
aire (4 min) favorecio la recuperacion de lipidos (0.24 mg Lipidos/mg Biomasa), Figura 32. La menor
recuperacion (0.08 mg Lipidos/mg Biomasa) se presentd con un tiempo de flotacién de 2 min.

80.0

H05 81 ®15

Tiempo de flotacion con aire (min)

Figura 31 Efecto del flujoy tiempo de la flotacion con aire en la recuperaciéon de Biomasa.
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Figura 32 Efecto del flujoy tiempo de aire en el rendimiento de lipidos presentes en las
microalgas (mg Lipido/mg Biomasa).

De igual forma se realizé un analisis estadistico para obtener las principales importancias experimentales, se
establecio un nivel de significancia del 95%, Tabla 10. Se encontr6 que el porcentaje de recuperacion de la
biomasa (SST) se ve afectado por tres efectos importantes, en el siguiente orden: flujo de aire (A), con un p-
value de 0.0000, tiempo de aire (B), con un p-value de 0.0000; y finalmente, lainteraccion BB, conun p-value
de 0.0143. Por otra parte, de acuerdo a la grafica de Pareto (resultado no presentado) se obtuvo que flujo de
aire y la interaccion BB favorecen larecuperacion de labiomasa, caso contrario el incremento en el tiempo de
aire afecta larecuperacion de la biomasa.

Del mismo modo, se encontré que el tiempo de aire (B) y la interaccion BB tiene un efecto significativo en la
recuperacion de lipidos (valor de p <0.05). De acuerdo con el diagrama de Pareto (resultados no mostrados),
se obtuvo que el tiempo de aire favorece la recuperacion de lipidos. Igualmente, se obtuvo la grafica de
superficie parala recuperacion de lipidos al final del proceso, Figura 33. A partir de la superficie de respuesta
se observa claramente que el tiempo alrededor de 4 min favorece el contenido final de lipidos.
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Tabla 10 Importanciaexperimental de los factores probados: Flujo y tiempo de aire parael proceso de
flotacionozono-aire, paralarecuperacion de biomasay mg Lipidos/mg Biomasa. Nivel de significancia
fue de 95%.

Biomasa (%) mg Lipidos/mg Biomasa
Factores F-Ratio P-Value F-Ratio P-Value
A Flujode aire 98.69 0.0000 3.35 0.0827
B: Tiempo de aire 32.32 0.0000 51.09 0.0000
AA 0.01 0.9129 1.98 0.1755
AB 3.95 0.0614 0.01 0.9073
BB 7.27 0.0143 176.53 0.0000

De acuerdo a los resultados estadisticos obtenidos se obtuvo que las condiciones 6ptimas para aumentar el
rendimiento de la biomasa cosechada, son: un flujo de aire de 1.5 L/min y un tiempo de aire de 2 min. Y para
la recuperacion de lipidos, son: flujo de 1.5 L/miny un tiempo de aireacion de 4.3 min. Se tomd la decision de
favorecerlarecuperacion de lipidos, porlo que para experimentos posteriores se utilizara untiempode aireacion
constante de 4 min, ya que este trabajo de investigacion esta enfocado en larecuperacion de la biomasa, pero
conlacondicion de tenerunalto contenido de lipidos para la potencial produccion de biodiesel.
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Figura 33 Grafica de superficie de respuesta para la recuperacién de Lipidos en funcién del
tiempoy flujo de la flotacion con aire.
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6.3.2 Efecto de la dosis de ozono, concentracion de ozono y flujo de aire en el proceso de
cosechado

Con base a los resultados obtenidos previamente, se obtuvo el cosechado del 50-60% de la biomasa inicial.
Sinembargo, dentro de esta investigacion se deseaba mejorar aun mas el rendimiento de biomasarecuperada,
es por ello que se modificaron las variables de operacién tomado en cuenta dosis de 0zono superiores a las
probadas, debido que el uso del 0zono como pretrtamiento fuera una limitante en el proceso de cosechado por
flotacién ozono-aire. Para ello fue necesario modificar la concentracion de 0zono en el gas de entrada, debido
a que, al utilizar mayores dosis de 0zono y concentracionesaltas de ozono en el gas de entrada, los tiempos
de pretratamiento con ozono se ven disminuidos (Ec. 2y 3). De igual forma, se decidid evaluar el flujo de aire,
debido a que previamente se observo su efecto en el rendimiento de larecuperacion de lipidos, y durante esta
fase de experimentacion ademas de evaluar lipidos se evaluaran otras macromoléculas de interés
(carbohidratos (CHO s) yproteinas, seccion 6.4), porlo que se creyo podria ser un factorimportante a evaluar.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 34, donde se puede apreciar que elincremento en la dosis
de ozono, favorecio el cosechado de la biomasa. Se obtuvieron maximos rendimientos de recuperacion de
biomasa del 100%. Lo cual se atribuye al incremento del periodo de pretratamiento con 0zono y sus efectosen
la generacion de tensoactivo proteinico, ya que durante esta experimentacion el iempo de flujo de aire se
mantuvo fijo a 4 minde operacion. Sin embargo, lacombinacion de los factores dosis de 0zono y flujo de aire
produjeron altos rendimientos de recuperacion. Para todas las condiciones probadas de experimentacion la
concentracion de ozono gas de 18 mg Os/L arrojé lamayor cantidad de biomasa cosechada.
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Lo anteriormente descrito, se apoyd en el analisis estadistico de los resultados obtenidos, Tabla 11. Se
encontraron cuatro factores experimentales con importancia estadistica en un nivel de significancia de 95%. El
cosechado de la biomasa se ve afectado por las interacciones BB (p-value, 0.0000) y AC (p-value, 0.0002), y
los factores principales: flujo de aire (p-value, 0.0011) y la dosis de ozono (p-value, 0.0352). De acuerdo a la
gréfica de Pareto (no mostrada), el cosechado de la biomasa solo se ve afectada por la interaccion BB; y los

factores principales favorecen larecuperacion de la biomasa.

88

INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM




Tabla 11 Importanciaexperimental de los factores probados: Dosis de 0zono, concentracion de 0zono
y flujo de aire para el proceso de flotacion ozono-aire, para la recuperacion de biomasa. Nivel de
significanciafue de 95%.

Factor F-Ratio P-Value
A: Dosisde 0zono 4.73 0.0352
B: Concentracionde 0zono 0.05 0.8184
C: Flujode aire 12.15 0.0011
AA 1.50 0.2269
AB 1.75 0.1926
AC 16.94 0.0002
BB 64.04 0.0000
BC 3.46 0.0698
CC 2.59 0.1151

De igual forma se obtuvo un modelo de superficie de respuesta, Figura 35, en el cual se observa el efectode
ladosisylaconcentracion de ozono. El flujo se ha mantenido constante a 1.5 L/min, debidoa que esla condicion
de experimentacion que produce mayor recuperacion de biomasa. A partir del modelo de superficie de
respuesta, se obtuvo que una recuperacion de biomasa del 100%, se obtendria a una dosis de ozono de 0.16
mg Oz/mg Biomasa, concentracion de ozono 19.1 mg/L y un flujo de aire de 1.5 L/min. La biomasa de
Scenedesmus sp. utilizada para llevar acabo las pruebas de cosechado por flotacion ozono-aire tenia un
rendimiento inicial de lipidos del 0.1079 + 0.0345 mg Lipidos/mg Biomasa. Sin embargo, la condicién optma
produjo un rendimiento lipidico de 0.0782 + 0.00782 mg Lipidos/mg Biomasa. Lo cual estaria indicando la
oxidacion de los lipidos presentes en la biomasa.

Por otra parte, la condicion de optima de cosechado, obtuvo una concentracién promedio de biomasa
cosechadade 21 g/L £5.0 (2.1% sélidos en el recuperado), lo que representa una concentracionde la biomasa
de 28 veces conrespectoa la concentracion inicial. Es importante mencionar que el recuperado final tenia un
volumen de 15 mL. Cabe resaltar que se hicieron pruebas de sedimentacion para la biomasa cosechada por
flotacién ozono-aire, obteniendose como resultado que el lodo formado presentaba una concentracion final 48
g/L de biomasa, lo que representaba la concentracion de la biomasa inicial en 64 veces. El proceso
sedimentacion posterior a la flotacion ozono-aire se ve favorecida debido a que la biomasa se encuenta
desestabilizaday a las biomoléculas liberadas al medio acuoso podria estar actuando como coagulante.
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Figura 35 Modelo de superficie de respuesta obtenido para el cosechado de biomasa en funcién
a ladosisde ozonoy la concentracion de ozono, el modelo presentado mantiene el flujo de aire
constante a 1.5 L/min.

Los mejores resultados de cosechado de biomasa por flotacion ozono-aire fueron comparados con 0zono
flotacion convencional, paraambos procesos de flotacion se obtuvieron rendimiento de cosehado superiores al
95% de la biomasa presente, sinembargo, la 0zono flotacion requierio una dosis de ozono de 0.22 + 0.04 mg
Os/mg Biomasa, comparado con ladosis de 0.16 mg Oa/mg Biomasa utilizada durante el proceso de flotacion
ozono-aire. Lo cual representa que el uso de la flotacion con 0zono-aire reduce enun 35%la dosis de ozono
paraalcanzar el mismo rendimiento de biomasa cosechada.

Cabe mencionar que durante el proceso de flotacion con ozonoy flotacién ozono-aire se obtuvo una eficiencia
de transferencia del ozono del 75-80 %.
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6.4 Efecto de la flotacion ozono-aire en el rendimiento de lipidos, carbohidratos, proteinas y
perfil lipidico de las microalgas.

6.4.1 Efecto del proceso de flotacion ozono-aire en el rendimiento de lipidos, carbohidratosy
proteinas

El proceso de flotacion ozono-aire ademas de ser evaluado en funcién al rendimiento de biomasa cosechada,
fue evaluado en funcién del rendimiento final de las macromoléculas presentes en las microalgas, se evaluaron
lipidos (mg Lipidos/mg Biomasa), carbohidratos (mg CHO s/mg Biomasa) yproteinas totales (mg Proteinas/mg
Biomasa) presentes en la biomasa final cosechada.

Lastres macromoléculas antes mencionadas fueron evaluadas de acuerdo a los factores de operacionde dosis
de ozono, concentracion de ozono y flujo de aire. La Figura 36, muestra los resultados obtenidos para el
contenido final de lipidos, carbohidratos y proteinas en la biomasa cosechada. Es importante mencionar, que
Scenedesmus sp. cultivada en agua residual, presentaba una composicion bioquimica inicial de 0.1079 +
0.0345 mg Lipidos/mg Biomasa, 0.1889 + 0.0359 mg CHO s/mg Biomasay 0.3797 + 0.0848 mg PT/ing
Biomasa.

Durante el proceso de cosechado la composicion bioquimica de lamicroalga se vio modificada. El rendimiento
de lipidos solo se mejord cuando se utilizaron concentraciones de 0zono altas (18 y 25 mg/L), se alcanzd un
maximo rendimiento de 0.2 mg Lipidos/mg Biomasa, bajo las siguientes condiciones: 0.16 mg O s/mg Biomasa,
25mg O4/Ly 1.5 L aire/min. La evaluacion de los lipidos en el medio acuoso del recuperado presentaba una
concentracion de 28 +3.76 mg/L. Cuando se utilizd una concentracion de ozono de 13mg Os/L, el rendimiento
de lipidos obtenido fue inferior al contenido inicial. Lo cual puede estar atribuido a que existe una oxidacion por
efecto del 0zono conlos &cidos grasos poliinsaturados presentes en las microalgas (10-70%del total de acidos
grasos) (Kumari, et al., 2013). La oxidacion con ozono de los acidos grasos presentes en las microalgas, esta
asociado a la reaccion conlas estructuras insaturadas, ya que estas incrementan en funcion al contenido de
doblesenlaces dentro de la cadena de carbono.

Por su parte, durante el proceso de cosechado el rendimiento de carbohidratos en la biomasa cosechada ha
sido el més afectado. Ya que, solo una condicion de las probadas logré recuperar la cantidad inicial de
carbohidratos (0.09 mg Os/mg Biomasa,25mg Os/L y 0.5 L aire/min), lasrestantes condiciones probadas solo
recuperaron aproximadamente del 50% de los carbohidratos iniciales. Dicho efecto puede estar atribuido a la
ubicacion de los carbohidratos en las célula de la microalga; los carbohidratos son componente principal de la
pared celularde lamicroalga (Chen, etal., 2013). Una vez eliminado el recubrimiento de la microalga, el 0zono
entra en contacto con la pared celular, por lo que se podria presentar una reaccion entre el ozono y los
carbohidratos, disminuyendo asi el rendimiento de recuperacion. Sin embargo, se ha reportado que, debidoa
la estructura quimica de los carbohidratos, estos tiende a ser poco reacctivos con el ozono (Langlais, et al.,
1991), por lo que no se podria estar llevando a cabo la oxidacion de estos, sino su liberacion al medio acuoso.
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Debidoa lo anterior, se evaluo la concentracion de carbohidratos en el medio acuosos del recuperado. Donde
se observo que el recuperado presentaba altas concentraciones de carbohidratos, por lo que se pudo concluir
que durante del cosechado de microalgas por flotacion con 0zono-aire, los carbohidratos se liberar al medio
acuoso y ademas son cosechados en el concentrado final de biomasa. El cosechado presentaba una
concentracion final de carbohidratos de 224.55 + 11.69 mg/L, comparado con la concentracion inicial de
carbohidratos en el cultivo inicial de 76 + 9 mg/L. Es preciso mencionar, que de igual forma se evalud la
concentracion de los carbohidratos en el remanente en la columna, obteniéndose una concentracion de 13.02
+1.63mgiL.

Al igual que los lipidos, las altas concentraciones de 0zono (25 mg Os/L) favorecieron el rendimiento final de
proteinas en la biomasa cosechada, en referencia a la inicial. En la biomasa cosechada se alcanzo un
rendimiento maximo de 0.43 mg PT/mgBiomasa. El cosechado final de biomasa presentaba una concentracion
final de proteinas de 1.7 + 0.56 g/L.
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Figura 36 Rendimiento de mg X/mg Biomasa (X: lipidos, CHO’sy Proteinas) en la biomasa
cosechada por efecto los factores evaluados, FA: Flujo de aire (L/min), CO; gnrada: CONcentracion
de ozono (mg O5/L) y DO: Dosis de ozono (mg O;/mg Biomasa).
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Como se menciond, loslipidosy las proteinas se vieron favorecidos por altas concentraciones de 0zono y una
dosis de ozono de 0.16 mg Oa/mg biomasa, lo cual estan directamente ligadas atiempo, ya que se requiere un
menortiempo de oxidacion con una concentracion alta de 0zono paraalcanzar la dosis deseada.

De acuerdo al analisis estadistico se encontr6 que el rendimiento de lipidos se ve afectado por los factores
principales: concentracion de ozono (p-value, 0.0008) y flujo de aire (p-value, 0.0444)y la interaccion AB. Estos
tres factores afectan de manera positiva la recuperacionde dichamacromolécula. Por su parte, la recuperacion
de CHO's se ve afectada por las interacciones AAy BC. Finalmente, la recuperacion de las proteinas se ve
afectada porla concentracion de ozono (p-value, 0.0000)y las interacciones AC y BB.

La Tabla 12, presenta las condiciones dptimas para el proceso de cosechado por flotacién ozono-aire, para
obtener el mayor de las tres macromoléculas evaluadas. Se puede observar que las condiciones de
optimizacion varian de acuerdo al parametro que se desea optimizar.

Tabla 12 Importanciaexperimental de los factores probados: Dosis de 0zono, concentracion de 0zono
y flujo de aire parael proceso de flotacion ozono-aire, paralarecuperacionde mg lipidos/mg Biomasa,
mg CHO s/mg Biomasa, mg PT/mg Biomasa. Nivel de significancia fue de 95%.

Factor mg Lipidos/mg Biomasa mg CHO’s/mg Biomasa mg Proteinas/mg Biomasa
F-Ratio P-Value F-Ratio P-Value F-Ratio P-Value

A: Dosisde 1.99 0.1659 0.25 0.6188 0.33 0.5675
0Z0Nno
B: 13.00 0.0008 091 0.3460 43.94 0.0000
Concentracion
de o0zono
C:Flujode 4.29 0.0444 0.85 0.3615 0.05 0.8282
aire
AA 133 0.2557 4,90 0.0323 0.20 0.6537
AB 11.01 0.0018 1.84 0.1816 0.90 0.3479
AC 1.29 0.2627 0.10 0.7578 5.20 0.0276
BB 1.04 0.3131 2.32 0.1348 43.64 0.0000
BC 0.70 0.4060 459 0.0379 3.42 0.0712
CC 0.07 0.7979 1.27 0.2651 3.15 0.0829

A partir de los resultados experimentales obtenidos y el modelo superficie realizado para cada de uno de los
factores de respuesta planteados, se encontro las condiciones 6ptimas para obtener el mayor rendimiento de
la biomasay de lasmacromoléculas, Tabla 13. Es importante mencionar, que dichos modelos se utilizan para
predecirlos resultados que arrojarian otras condiciones de operacion que no fueron trabajadas, sin embargo,
las condiciones obtenidas en éste trabajo de investigacion se limitan al rango de las condiciones de operacion
estudiadas.
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Tabla 13 Condiciones ¢ptimas del proceso de flotacién ozono-aire obtenidas a partir del anélisis
estadistico, parael rendimiento de biomasa, lipidos, carbohidratos y proteinas

Factores Biomasa Lipidos Carbohidratos Proteinas
Dosisde 0zono 0.16 0.16 0.085 0.16
Concentracion de 19.1 25 13 25
0Z0Nno
Flujodeaire 15 15 15 05
Rendimiento 0.18 mg 0.14 mg 0.5mg
estimado 98 % Lipidos/mg CHO’s/mg Proteinas/mg

Biomasa Biomasa Biomasa

Por otra parte, la Tabla 14 presentan las condiciones de operaciony los resultados obtenidos para el proceso
de cosechado por flotacion con ozonoyy flotacidn ozono-aire para el cosechado de microalgas. Cabe recordar
que las pruebasde flotacién con ozono se realizaron con un consorcio mixto de microalgas. Por su parte, los
resultados presentados en la Tabla 14 para la flotacion ozono-aire se realizaron con Scenedesmus obliquus.
Como se puede observar a lo largo de este proyecto se busc6 incrementar el porcentaje de recuperacion de
biomasa microalgal, se alcanzo la recuperacion del 100% de la biomasa inicial, sin embargo, la biomasa
obtenida presentaba un bajo contenido de macromoléculas. Esto atribuido al tiempo de oxidacion aplicado,
debidoa las condiciones de operacion probadas.

A lo largo de la experimentacion, durante la evaluacion de diferentes condiciones de operacion se alcanzo un
alto rendimiento de lipidos presentes en la biomasa, sin embargo, la combinacion de una alta recuperacion de
biomasa y de lipidos se alcanzd a altas concentraciones de ozono, la cual promueve la produccion de
tensoactivosy la desestabilizacion de la microalgas, sin comprometer el tiempo de oxidacion, ya que se probd
en este trabajo de investigacion que el tiempo de exposicion al ozono afecta la recup eracion de lipidos.
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Tabla14 Concentrado de resultados obtenidos para el proceso de flotacion con ozono y flotacion ozono-aire durante el trabajo de investigacion.

Concentracion . .| Tiempode | Flujode Biomasa Lipidos Carbohidratos | Proteinas
"y ; Dosisde ozono | Concentracion | * ="M R _
Condicion | de Biomasa : aireacion | aireacion | recuperada | (mgLipidos/mg | (mg CHO'simg | (mg PT/mg
(mglL) (mg 03mg Biomase) | de Ozono mg') | o (Umin) %) Biomasa) Biomasa) Biomasa)
Flotacion
CON 0Z0N0 400 0.1361 67 0.05
300 0.027 4 1 57
600 0.0234 4 1 68
0.04 4 15 27 0.15
Flotacit 0.05 4 15 32 0.22
otacion
0720N0-aife 2 15 60 0.08
750 0.6 4 15 46 0.24
6 15 53 0.13
0.16 18 4 15 100 0.08 0.02 0.02
0.16 25 4 15 85 0.2 0.08 041
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6.4.2 Efecto de la flotacién ozono-aire en el perfil lipidico final de las microalgas

De igual forma se evalud el efecto del proceso de cosechado en el perfil lipidico final en las microalgas
cosechadas, ya que este trabajo de investigacion plantea lautilizacion de la biomasa microalgal para produccion
de biodiesel. Dicho efecto se evalud en condiciones de operacion especificas, la primera de ellas nos permitra
recuperarlamayor cantidad de lipidos (25 mg Os/L, 0.16 mg Os/mg Biomasa, 1.5 L/min)y la segunda un alto
rendimiento de recuperacion de biomasa (18 mg OslL, 0.16 mg Os/mg Biomasa, 1.5 L/min). El efecto de la
flotacién ozono-aire en el perfil lipidico, se compard con el perfil lipidico de biomasa microalgal cosechada por
centrifugacion.

En la Tabla 14,se presenta el perfil lipidico obtenido para Scenedesmus obliquus cosechada porlos métodos
probados. De forma general, el &cido palmitico (C16:0) y el linolénico (C18:3), fueron los &cidos extraidos de
las microalgas, que presentan mayor abundancia relativa en las muestras obtenidas para los diferentes
cosechados, de igual forma se lograron identificar en menor proporcién acido palmitoleico (C16:1), acido
linoleico (C18:2)y acido estearico (C18:0).

Tambien se calculd el porcentaje de &cidos grasos saturados, mono insaturado y poliinsaturados obtenidos,
Tabla14.Se obtuvo que el cosechado por flotacién 0zono-aire produjo un mayor porcentaje de &cidos grasos
saturados, asimismo produjo un decremento en la cantidad acidos grasos poliinsaturados, esto en comparacion
al cosechado por centrifugacion. Para poder explicar el efecto del 0zono en la composicion del perfil lipidico,
cabe recordar que dentro de la composicion de lipidos en las microalgas existen lipidos neutros o no polaresy
lipidos polares. Los lipidos neutros (principalmente triglicéridos) son considerados para el almacenamiento de
energiaen las microalgasy se encuentran ubicados como cuerpos lipidicos en el citoplasma. Por su parte, los
lipidos polares (principalmente acidos grasos poliinsaturados), son utilizados en la estructura membranal de la
microalga (Prabandono & Amin, 2015; Hu, et al., 2008).

De acuerdo alaubicacionde los lipidos en las microalgas, el 0zono reacciond primerocon los lipidos presentes
en la membranade la microalga, incrementando el grado de saturacion de los lipidos polares. Lo anterior se
corroboraria con elincremento de los acidos grasos saturados al final del proceso de flotacion por ozono-aire.

A partir de los resultados de flotacion por 0zono-aire para el perfil lipidico de las microalgas, se puede predecir
la obtencion de biodiesel con una alta estabilidad oxidativa, es decir, menos propenso a oxidarse durante su
almacenamiento. Porejemplo, el biodiesel obtenido a partir de la condicion de flotacion ozono-aire que pemite
la mayor recuperacion de lipidos, presentaria una alta estabilidad oxidativa (60% de acidos saturados y
monoinsaturados), en comparacion con el obtenido por centrifugacion (60% acidos grasos poliinsaturados).

La aceptabilidad del biodiesel de microalgas depende de la calidad de dicho combustible, la cual esté ligada a
lacomposicion de los &cidos grasos presentes. La evaluacion de la calidad se logra a través de la determinacion
de sus propiedades fisicas y quimicas. Las propiedades mas relevantes del biodiesel son: el perfil de &cidos
grasos, la densidad, la viscosidad, indice de cetano, indice de yodo, estabilidad oxidativa, poder calorifico y
contenido de monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos (Arias-Pefiaranda, etal., 2013).
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Dichas propiedades se ven afectadas por el grado de insaturacion de la cadenade los ésteres alquilicosy de
la longitud de ésta. En general los acidos grasos saturados producen biodiesel con alta estabilidad oxidativa y
alto numero de cetano, sin embargo, sus propiedades a bajas temperaturas son insuficientes. La longitud del
éster alquilicoinfluye en el aumento en el indice de cetano, el poder calorifico y la viscosidad, asi mismo estas
propiedades disminuyen con el grado de insaturacion. Porlo tanto, es preferible un biodiesel con compuestos
de cadena larga (C16-C18) yde bajo grado de insaturacion (monoinsaturados) (Refaat, 2009; Knothe, 2009;
Lapuerta, et al., 2010).

La presencia de acidos grasos saturados ofrece mayor estabilidad y los acidos grasos monoinsaturados
mejoran las propiedades del biodiesel a bajas temperaturas, por lo que seria factible en cuestion de calidad
obtener un combustible con alto contenido de acidos saturados y monoinsaturados. Por ejemplo, un alto
contenido de acido oleico (C18:1) ofrece un equilibrio entre la estabilidad de oxidaciony el punto de
taponamiento de filtro en frio del biocombustible; dicho &cido graso se encuentra en alto contenido en la
composicion de las microalgas (Singh, etal., 2014). En funcién a lo antes descrito, el método de cosecha de
flotacion ozono-aire (17.48 % acidos monoinsaturados) para la recuperacion de Scenedesmus obliquus,
favoreceria la calidad final del biodiesel en comparacion con la centrifugacion (1240 % &cidos
monoinsaturados).
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Tabla 15 FAME's de Scenedesmus obliquus cosechada por centrifugacion y flotacion ozono-aire. Las
condiciones de flotacién ozono-aire se realizaron a0.16 mg Os/mg Biomas

Método de cosecha
FAME . ., Flotacién Ozono-aire
Centrifugacion
25 mg 04/l 18 mgO4lL,
€140 ND 0.76 0.46
Miristico
€150 _ ND ND 0.48
Pentadecanoico
€160 2233 35.89 37.66
Palmitico
Clé:ln9c 5.85 9.17 8.00
Palmitoleico
C16:2
7,10 acido 0.62 2.74 ND
hexadecadienoico
C16:3
7,10, 13 4cido 1.23 2.20 1.34
hexadecatrienoico
170 ND 1.22 ND
Margarico
180 0.88 291 159
Estearico
€18:1n9 655 179 9.19
Oleico
C18:2n6c 4.10 1325 10.44
Linoleico
C18:3n3c 58.43 28.01 2779
Linolénico
€220 ND 2,05 1.40
Behénico
Saturados 23.21 42.83 42.29
Mono insaturados 12.40 10.96 17.48
Poliinsaturados 64.39 46.20 40.23
C16-C18 2321 38.80 3991
ND: No detectado.
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6.4.3 Evaluacion de las condiciones de operacion de la flotacion ozono -aire para el
cosechado de Desmodesmus sp.

Se ha reportado que el método de cosecha se ve afectado porla cepade microalga, esporello que se evaluo
el proceso desarrollado en funcion a otro genero microalgal, en este caso Desmodesmus sp. A partir de las
pruebas realizadas para Scenedesmus obliquus, se obtuvieron condiciones de operacion para el cosechado
por flotacidn ozono-aire, que permitieron el mayor rendimiento de hiomasa y lipidos recuperados, estas
condiciones se probaron para la microalga Desmodesmus sp., la cual fue cultivada en agua residual. Se
evaluaron dos condiciones de operacidn: 1°) Mayor rendimiento de recuperacion de biomasa (0.16 mg Osing
Biomasa, 18 mg O4/L y 1.5 L aire/min)y 2°) Mayor rendimiento de recuperacion de lipidos. (0.16 mg Osing
Biomasa, 25 mg Os/Ly 0.5 L aire/min). Los resultados obtenidos experimentalmente se muestran en la T abla
15, donde se aprecia el rendimiento de biomasa, lipidos, carbohidratos y proteinas cosechadas.

Tabla 16 Comparacion entre los resultados experimentales para el cosechado de Scenedesmus
obliquusy Desmodesmus sp.

Scenedesmus obliquus Desmodesmus sp
Respuesta Centrifugacion Szono-alrezo Centrifugacion 1(0320no-a|re2°
% Biomasa 100 100 84 100 9 52
mg Lipidos/mg Biomasa 0.108 0.782 0.230 0.200 0.177 0.256
mg CHO’s/mg Biomasa 0.189 0.302 0.800 0.270 0.258 0.357
mg PT/mgBiomasa 0.38 0.288 0420 0.362 0.301 0.390

Como se puede observar en la tabla anterior, las condiciones de proceso obtenidas para Scenedesmus obliquus
no produjeron el mismo rendimiento de biomasa cuando se utilizo a Desmodesmus sp. Esto puede estar
atribuido a que Desmodesmus sp. y Scenedesmus obliquus presentan una diferencia enla composicion de su
pared celular, ya que, Desmodesmus sp. tiene una capa mas de esporopolenina que Scenedesmus obliguus
(An, et al., 1999). El ozono reaccionacon la pared celular de la microalga que esta compuesta por
esporopolening; se ha reportado que la esporopolenina es un biopolimero con alta estabilidad fisica, quimicay
bioldgica, lo que representaria un mayor consumo de ozono para lograr la lisis de la microalga,y como
consecuente laliberacion del tensoactivo proteinico parallevar a cabo el cosechado de la biomasa.

Por otra parte, se observd que Desmodesmus sp. presentd en general un mayor contenido de lipidos,
carbohidratos y proteinas en comparacion a Scenedesmus sp. El efecto del método de cosecha, cuando se
utilizé la condicién para obtener una mayor recuperacion de biomasa(1°), no se produjo un cambiosignificaivo
en la composicion de la biomasa final. La implementacién de la segunda condicién de flotacion produjo un
mayor rendimiento de las macromoléculas evaluadas, por lo que se puede considerar que la flotacion ozono-
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aire actllacomo un pre-tratamiento no solo para el cosechado de la biomasa, sino tambien para la recuperacion
de los metabolitos de interés.

De igual forma, se evalud el perfil lipidico final de Desmosdemus sp. obtenido por flotacion ozono-aire y
comparadocon lacentrifugacion, T abla 16. Es preciso mencionar que el perfil lipidico solo se evalué a partirde
la segunda condicién de flotacion probada. El cosechado por centrifugacion presentd principalmente acido
palmitico (C16:0,30.16%)y &cido oleico (C18:1,21.39%). Por su parte, la flotacion con 0zono-aire, modifico el
contenido del acido oleico, aumentando hasta un 35.84%, de igual forma se incrementd en contenidodel acido
palmitoleico (C16:1,20.12%).

A diferencia de Scenedesmus obliquus, el contenido final de FAME mono insaturados en Desmodesmus sp.
alcanzo un 55.98% del total de lipidos presentes en la microalga. Lo cual representaria una mejor calidad del
biocombustible a producir, Biodiesel.
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Tabla 17 FAME's obtenidos a partir de Desmodesmus sp. cosechada por centrifugacién y flotacion

ozono-aire.
Método de cosecha
FAME . ., Flotacién Ozono-aire
Centrifugacion .
18 mg O3/L, 0.16 mg Os/mg Biomasa

€120 0.22 ND
Laurico
C130 08 ND
Tridecilico
€150 , 0.75 0.71
Pentadecanoico
C160 30.16 18.46
Palmitico
€16:1n9¢ 9.04 20.12
Palmitoleico
C16:2

3.76 416
7,10 4cido hexadecadienoico
€163 — ND 161
7,10, 13 4cido hexadecatrienoico
€180 10.688 5.85
Estearico
C18:In9c 21.39 35.84
Oleico
C18:2nbc 1245 11.35
Linoleico
C18:3n3 9.24 ND
Linolénico
€220 1.69 1.87
Behénico
Saturados 44.22 26.90
Monoinsaturados 30.37 55.98
Poliinsaturados 25.40 17.13
C16-C18 40.77 2432

ND: No detectado
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6.5 Balance energético parala produccion de biodiesel incluyendo la flotacién ozono-aire como
método de cosecha de microalgas.

En este trabajo de investigacion se realizd un ejercicio de balance energético, el cual permite comparar las
microalgas Scenedesmus obliquus yDesmodesmus sp. yel método de cosechado empleado para la produccion
de biodiesel. Para ello se establecié una meta de produccion de 1,000 Ton de biodiesel anuales, el tren de
proceso establecido es el siguiente: cultivo (estanque abierto tipo Raceway, mezclado y bombeo), cosecha
(centrifugacion y flotacion ozono-aire), extraccion-transesterificacion (obtencion de  biodiesel),
acondicionamiento de biomasa (secado a vapor y trituracion solo para el cosechado por centrifugacion) y la
energia producida por el biodiesel y los subproductos (glicerinay biomasa residual).

Se estimd la cantidad de biomasarequerida para obtener una tonelada anual de biodiesel, para cada genero
de microalga. Lo anterior en funcién a los resultados experimentales obtenidos de contenido lipidico y de
rendimiento de recuperacion de biomasa por cada método de cosecha comparado y para las dos condiciones
de flotacion ozono-aire probadas (1° mayor rendimiento de biomasay 2° mayor rendimiento de lipidos), T abla
17.

Tabla 18 Biomasanecesaria parallevar acabo la produccién de unatonelada de biodiesel anual.

Flotacion ozono-aire Flotacion ozono-aire
(1°) (2°)
Lipidos Biomasa Lipidos Biomasa Lipidos Biomasa
(%) (Ton/afo) (%) (Ton/afo) (%) (Ton/afo)
Scenedesmusobliquus 10.79 9,361.46 7.82 12,916.89 22.95 5,239.65
Desmodesmus sp 20 5,050.51 17.74 43,794.36 25.62 7,581.97

Centrifugacion

La Tabla 18 presentan las energias asociadas yel NER obtenido al proceso de produccion de biodiesel a partir
de las microalgas, Scenedesmus obliquus y Desmodesmus sp, respectivamente. De acuerdo ala tabla 18, se
puede observar que la implementacion de la flotacion ozono-aire para la produccion de biodiesel, tiene como
proceso de mayor consumo energético el cultivo de las microalgas, del 54-58% de la energia total consumida.
Lo cual se asocia alosrendimientos alcanzados en la concentracion de labiomasaproducidayal contenido de
lipidos presentes en las microalgas. Por otra parte, la flotacion con ozono-aire representa del 5-10% de la
energia consumida parala produccion de biodiesel, esto en funcion del contenido de lipidosy la concentracion
inicial de labiomasa microalgal. Se observd que unavariable muyimportante para el balance de energiaes el
contenido lipidico final en las microalgas, es por ello que los escenarios para la flotacion ozono-aire de
Scenedesmus sp y Desmodesmus sp varian en funcion de la condicion de operacion, ya que de esta depende
el contenido de lipidos.
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Tabla 19 Ejercicio energeticoparalaproduccionde biodiesel a partir de Scenedesmus obliquus y
Desmodesmus sp.

Scenedesmusobliquus Desmodesmus sp
Flotacion ozono-aire , ., | Flotacionozono-aire , 9
Centrifugacion Centrifugacion
1° 2° 1° 2°
Energiaconsumida por cada etapa
Cultivo 1.35E+07 | 4.99E+06 4.38E+05 5.93E+06 | 4.56E+06 2.36E+05
Cosecha 3.92E+05 | 1.59E+05 1.50E+07 | 1.33E+06 | 2.29E+05 1.01E+07
E-T 6.84E+05 | 6.84E+05 6.84E+05 | 3.19E+05 | 3.19E+05 3.19E+05
Acondicionamiento 1.73E+06 | 5.90E+05 1.40E+06 7.63E+05 | 5.28E+05 7.58E+05
Energia T otal Consumida | 1.63E+07 | 6.42E+06 1.75E+07 | 8.34E+06 | 5.64E+06 1.14E+07
Energiaproducida por el biocombustible y los subproductos
Biodiesel 1.07E+07 | 1.07E+07 1.07E+07 | 1.07E+07 | 1.07E+07 1.07E+07
Glicerina 1.56E+06 | 1.56E+06 1.56E+06 | 1.56E+06 | 1.56E+06 1.56E+06
Biomasaresidual 7.23E+04 | 2.93E+04 5.24E+04 | 3.19E+04 | 4.25E+04 2.83E+04
Energia producida 1.23E+07 | 1.23E+07 1.23E+07 | 1.23E+07 | 1.23E+07 1.23E+07
NER 0.76 191 0.70 147 2.18 1.08

Deigualforma,la Tablal19 presentalos NER obtenidos para cada uno de los procesos evaluados; cabe resalar
que el proceso de produccion de biodiesel que utiliza flotacion con ozono-aire como método de cosecha,
alcanzo NER’s superiores compara a cuando se produce el biodiesel a partir de microalgas coschadas por
centrifugacion. Dentro de la flotacion con ozono-aire, la segunda condicion alcanza NER s superiores a uno, lo
que implicaque se prouce mayor energiaa la consumida durante el proceso. Estos resultados se atribuyen al
alto contenido lipidico alcanzado para esta condicion de operacion. EI mayor NER obtenido fue para
Desmodesmus sp, bajo la segunda condicion de flotacion ozono-aire, el cual se incrementaria si se mejoraran
las condiciones de operacion para el cosechado, ya que solo se alcanzo a recuperar alrededor del 50% de la
biomasa presente en el cultivo.

El valor de NER (0.76-2.18) obtenido durante este trabajo, es comparable con lo reportado cuando se utiliz
sojacomo materiaprima (NER de 0.61a2.41) o cuando se utiliza aceite de palma (NER de 1.64 a4.7) (Zhang,
etal., 2013).

Por otra parte, en el estudio realizado por Nava (2014) de balance energético parala produccion de biodiesel a
partir de microalgasy utilizando la 0zono flotacién como método de cosecha, el autor report6 que la etapa de
mayor consumo energético fue el cosechado (mediante ozono flotacion) con un requerimiento del 77% del
consumo total de la energia, dicho trabajo presenta limites ybiocombustibles a producir diferentes. Adiferencia
de loencontrado por Nava (2014), en esta investigacion el proceso que mayor gasto energéticopresenté fue la
etapade cultivo.
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De igual forma, Nava (2017) reportd mediante un anélisis de sensibilidad realizado para el proceso de flotacion
con ozono que un valor de NER de 1.18 era alcanzable, bajo las siguientes condiciones de: Scenedesmus
obliquus conun contenido lipidico del 25 % en la microalgay una dosis de 0zono de 0.05 mgOs/mg Biomasa.
Del mismo modo, el autor reporté que el proceso de flotacion con ozono para la cosecha de microalgas
presentaba un consumo enrgético de 16.6 MJ/Kg Biodiesel y del 35.5 MJ/Kg Biodiesel para el proceso total de
produccion de biodiesel.

Comparando los resultados obtenidos por el autor con los alcanzados durante este trabajo de investigacion, se
encontrd que el proceso de flotacion con ozono-aire presentaba un consumo energético del 11.10 MJ/Kg
Biodiesel y el proceso total de produccion de biodiesel es de 30.51 MJ/Kg Biodiesel. Dicha disminucion se
atribuye al uso de la etapa de flotacién con aire, una disminucion del 30%.
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7 CONCLUSIONES.

Se desarrollé y estableci6 condiciones de operacion para un sistema de cosechado de microalgas através de
la combinacidn del uso del ozono como pretratamiento y la flotacion con aire (flotacion ozono-aire) para la
produccion potencial de biodiesel y de otros productos de alto valor agregado como son: proteinas, lipidos y
carbohidratos.

- Se concluye que el ozono tiene como principal funcionla desestabilizacion de las microalgasy la
iberaracion de tensoactivo proteinico durante el proceso de ozonoflotacién. EI ozono modifica el
potencial “Z’ favoreciendo la interaccion entre células de microalgas yla proteina liberada reduce la
tension superficial permitindoasila separacion de la biomasamicroalgal por el fenémeno de flotacion.

- Se concluye que es posible cosechar microalgas cultivadas en agua residual aplicando 0zono como
pretratamiento, bajo condiciones controladas de dosis y tiempo, lo que permite inducir la separacion
de lasmicroalgas mediante flotacion con aire disperso.

- A partir de la optimacion del proceso de cosechado se encontré que las principales variables que
afectan el proceso de flotacion ozono-aire son:la dosis de 0zono, la concentracion de ozonoy elflujo
de aire.

- Con respecto a las condiciones dptimas de operacion del sistema de cosechado, se concluye que no
fue posible establecer una condicion Unica que permitiera obtener los mayores rendimientos de
biomasayrecuperacionde productos valorizables (lipidos, proteinas ycarbohidratos) respecivamente;
para cada caso se determind una condicion favorable.

- El cosechado con ozono-aire, favorece la extracciony modifica el perfil de lipidos de las microalgas
cosechadas; se encontré que hay unincremento de los acidos grasos saturados, lo que representaria
unamayor estabilidad oxidativa del biodisel producido.

- Anpartir de laevaluacion energética, donde se considerdla produccion de biodiesel utilizando diversos
escenariosen funcion al método de cosecha, se obtuvo que el cosechado de labiomasa presentaba
un5-10% del consumototal de energia, mientras que el cultivo de la biomasa es la etapa que consume
mayor gasto energético dentro del proceso de produccion de biodiesel a partir de microalgas.
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In this paper, a mixed microalgal consortium (including cyanobacteria) was separated from treated
wastewater by ozoflotation to evaluate the method's effect on protein excretion, lipids extraction, and
cell recovery. Microalgae suspensions obtained from an artificial lake, Lake Nabor Carrillo, were subjected
to different ozoflotation conditions (0.028—0.136 mg Os/mg biomass). During ozoflotation, proteins
released exhibited surfactant activity in the water disrupting the surface tension of water to values of
42.73 mN/m. A critical micelle concentration (CMC) of at least 550 + 17 mg protein/L was needed to
produce foaming and biomass separation of the aqueous medium. The C-Phycocyanin beta chain was
identified as one of the main proteins released during the ozoflotation process. Biomass recovery was
found to be directly proportional to the ozone dose; best results (75% as TSS) were obtained at the
highest dose used (0.14 mg Os/mg biomass). In contrast, the best lipid recovery (16% mg lipid/mg
biomass) was achieved when using low ozone doses (0.047 mg O3/mg biomass).

Surface tension

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Microalgae biomass harvesting is a critical step in the produc-
tion of third-generation biofuels. For example, it has been reported
that harvesting contributes between 20 and 30% of the total cost of
biodiesel production [1]. Conventional harvesting techniques
include centrifugation, coagulation-flocculation, filtration, sedi-
mentation and dissolved air flotation. However, these methods
have several disadvantages such as the addition of chemicals to
biomass harvested, low efficiency, high water content, high reten-
tion time, high energy consumption and scaling problems [2,3].

Ozoflotation is an alternative method of harvesting microalgae,
which was first reported in 1980s [4]. Since then, there has been
increased interest in using ozone to harvest microalgal biomass
[5—8]. Ozone doses tested in studies range between 0.005 and
0.5 mg O3/mg biomass depending on the bulk liquid and micro-
algae source, type, and concentration. Betzer et al. [4] showed that
ozoflotation could achieve 98% removal of microalgae, as well as

* Corresponding author.
E-mail address: sharon.velasquez-orta@ncl.ac.uk (S.B. Veldsquez-Orta).
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solids and total coliforms, from oxidation pond effluents. Cheng
et al. [7,8], reported that the harvesting of Chlorella vulgaris and
Scenedesmus obliquus using dispersed flotation was not successful
when using air alone and required the use of ozone doses. Addi-
tionally, the authors reported the effect of ozone on changing the
zeta potential through the release of proteins and polysaccharides
from microalgae. Velasquez-Orta et al. [5] found that ozone con-
centration and ozonation time were the main variables affecting
microalgae yield when harvesting native mixed microalgae from
wastewater.

Ozoflotation is a physicochemical process that combines the
physics of flotation with the chemical oxidative properties of ozone.
The oxidative cell damage triggered by ozone is responsible for
algal cell lysis and the release of biopolymers like proteins, lipids,
carbohydrates, and DNA [9]. Another phenomenon that occurs
during microalgae ozoflotation is foaming, which promotes re-
covery of the biomass from the culture broth. Cheng et al. [7,8],
suggested that the proteins released by cell lysis act as surfactants.
These proteins cause the surface of the bubble to become increas-
ingly hydrophilic, which makes bubble-cell collisions more effec-
tive, thus forming a layer of foam on the surface where microalgae
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cells concentrate. Surfactant proteins can decrease the surface
tension and contribute to the stability of emulsions or the presence
of foam by increasing their viscosity and strength. In fact, protein
foamability has been correlated to a decrease in surface tension
[10]. However, to date, the surfactant capacity of proteins has not
been quantified nor characterized in microalgae recovery by
ozoflotation.

Both, Cheng et al. [7] and Veldsquez-Orta et al. [5] found that
ozoflotation improved lipids recovery after extraction and modified
the fatty acid methyl ester (FAME) profile. Cheng et al. [8] found
that, the fraction of fatty acid C16:0 in Chlorella vulgaris cells
increased to more than 55% of total lipids. Velasquez-Orta et al. [5]
observed that the amount of extracted lipids increased to 50% (with
respect to centrifugation) when microalgae was harvested by
ozoflotation; however, an excess of ozone (>0.24 mg O3/mg dried
biomass) had the opposite effect. Komolafe et al. [6] reported that
the use of ozoflotation as a method of harvesting microalgae in-
creases the degree of saturation in the FAME extracted. Sadowska
etal. [11] also reported that exposure of vegetable oils to ozone had
decreased the degree of unsaturation of the oils. This indicates that
determining the ideal ozone condition should not only consider an
increase in the quantity of lipids extracted, but also the release of
proteins; all while assuring the quality of the harvested biomass
(e.g. lipid FAME profile). It is noteworthy that ozoflotation as har-
vesting method has some drawbacks such as high-energy con-
sumption; Nava et al. [12] reported that ozoflotation has an energy
cost of 9.1 kWh/m?>. The aim of this work is to identify, for the first
time, proteins released during ozoflotation and evaluate their sur-
factant capacity as well as to establish a relationship between
surfactant protein released, biomass, and lipids recovery.

2. Methodology
2.1. Microalgae samples

A native consortium of microalgae from the “Lago Nabor Car-
rillo” (an artificial lake fed with treated wastewater located in
Texcoco, Mexico) was used in this study. During April 2014, samples
of the native consortium were taken from the lake each week,
immediately stored at 4 °C and processed the following day. The
concentration of biomass as total suspended solids (TSS), was
determined gravimetrically using standard methods [13]. Results
showed an average TSS concentration of 400 + 20 mg/L. Microor-
ganisms were identified and counted using a microscope (Leitzla-
borlux S, Germany). It was found that cyanobacteria (i.e.,
Arthrospira sp. Spirulina sp. Oscillatoria sp.) and green algae (i.e.,
Desmodesmus sp. Scenedesmus sp.) were the most abundant phyla.

2.2. Harvesting by ozoflotation

Ozoflotation experiments were conducted using 950 ml of fresh
homogenized suspensions of mixed microalgae. Batch flotation
tests used a specially designed 1.3 L glass column reactor (height:
66 cm; inner diameter: 4.9 cm). For ozoflotation, lab-scale experi-
ments used a Labo 76 ozone generator (Emery Trailigaz, USA) with
a production capacity of 19 g Os/h. Ozone injected at a flow rate of
0.2 L/min using a glass diffuser (10—15 pm pore-sizes) located at the
bottom of the column, Fig. 1. The ozone concentration in the gas
phase was determined using the lodometric Method [14].

In the harvesting process, two types of samples were taken: the
first sample, “concentrated protein”, contained the cell biomass and
proteins dissolved in the bulk liquid recovered from the top of the
reactor; the second sample, “reactor protein”, contained the pro-
teins that remained in the column bulk liquid. At the end of each
experiment, total protein concentration and surface tension were

measured in both samples.

The percentage of microalgal biomass harvested was calculated
by subtracting the TSS content in the initial sample from the TSS
remaining in the ozoflotation reactor.

2.3. Experimental design

Biomass and lipid recovery were evaluated using the response
surface method with a two factorial central composite rotational
design (CCRD). The design involved carrying out 13 experiments,
each with three replicates. These included five central points and
an axial point, with a selected o of 1.68. It resulted in a total of nine
tests, involving ozone concentrations in the gas phase and ozona-
tion times between 3 and 7 mgOs/L and 15—35 min, respectively.
The influence of these two operating variables were determined for
the following responses: 1) amount of proteins released, 2) cell
biomass recovery, and 3) amount of lipids extracted. Minitab 17
statistical software was used to perform an analysis of variance.

2.4. Surface tension of proteins

Surface tension was measured in samples of proteins obtained
by separating the microalgae from its natural environment (treated
wastewater) and using the pre-washed biomass to eliminate
possible interference of the constituents present in treated waste-
water (eg. detergents). The washing consisted of removing water by
centrifugation and re-suspending the pellet in distilled water; the
procedure was repeated three times. Finally, 40 L of microalgae
suspension were prepared at a concentration of 400 mg TSS/L in
distilled water for ozoflotation tests. Surface tension tests were
conducted for all protein samples obtained.

Samples from the reactor and concentrated protein were filtered
using a 0.22 pum Millipore membrane (GVWP02500) and total
protein was quantified using the Biuret method (Merck
1103070500), according to the manufacturer's specifications.

The surface tension was determined according to Pardo-
Cervantes et al. [15]. Samples were allowed to rest at least 2 h at
room temperature (20 + 2 °C) in a Petri dish to allow proper
equilibrium. The Ring method was chosen to evaluate surface
tension. Equipment was assembled using a balance (Adventurer,
Ohaus. Pine Brook, NJ) with a hook underneath to hang the DuNouy
platinum ring (CSC Scientific Co. Inc., USA) having a 5.992 cm mean
circumference and an R/r = 53.6. Samples were placed on a plat-
form with a speed-controlled elevator (Orbisphere Labs., Neu-
chatel/Geneva, Switzerland) which pushed samples until a distance
between the sample's surface and the ring was reached. The plat-
form descended and the maximum weight pulled by the ring was
registered. Surface tension was determined using equation (1).

_ Mg
“4nR”

Where M is the maximum weight supported by the ring, g is the
local gravity (977.94 cm/s?, UNAM), R is the radius of the ring and F
is a correction factor that adjusts the size of the ring (R3/V, where V
is the maximum volume supported by the ring), obtained from
tables [16].

In order to determine the concentration of protein necessary to
lower surface tension as well as the ozone dose needed for
microalgae separation, the critical micelle concentration (CMC) was
determined. CMC is the minimum concentration that triggers
micelle formation [17] and was calculated using equation devel-
oped by Viades-Trejo and Gracia-Fadrique [18].

o

F (1)
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Fig. 1. Experimental setup for testing the ozoflotation with microalgae.

2.5. Identification of protein released by ozoflotation

Total protein released into aqueous medium was identified after
ozoflotation using three different doses of ozone (27.8 mgOs/L, 43.3
mgO0s3/L and 54.4 mgOs3/L). To validate that proteins identified were
released by the breakage of cells due to ozone, the values were
compared with microalgae proteins extracted by a conventional
alkaline method [19]. In the alkaline method, a solution of 50 mL of
NaOH/water at pH 12 was added to 1 g of dry microalgal biomass.
The sample was heated at 40 °C with stirring for one hour.
Extracted proteins were recovered from the aqueous phase by
centrifugation at 5000g for 10 min.

Proteins were isolated using the technique of polyacrylamide gel
electrophoresis with sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) at 12%.
Twenty-five microliters of total proteins obtained from the
concentrated samples were injected to an electrophoresis gel, along
with a marker of molecular weight ranging from 15 to 250 KDa
(Dual-color, BioRad). Electrophoresis was performed at 45 V for
24 h at room temperature in a running buffer SDS-PAGE, on a 600
SE Vertical Unit (GE-Healthcare). The SDS-PAGE was stained with
Coomassie blue.

Next, the SDS-PAGE bands of interest were excised with a sterile
scalpel and were treated with gel trypsin digestion. Gel digestion
was performed with modified porcine trypsin 30 pL in a solution
containing 20 ng/uL. Samples were incubated at 37 °C for 18 h.

The identification of proteins was performed using tandem
mass spectrometry (LC/MS/MS); a nano-LC-ESI-MS/MS integrated
system (Mass Spectrometer/flight time, SYNAPT G2 HD, Waters
Corporation) equipped with a NanoLockSpray ion source; and a
nanoACQUITY-UPLC (Waters Corporation).

Results were processed through ProteinLynx Global software
(PLGS) (Waters Corporation) and compared with the database
UNIPROT. Peptides were considered a match to the PLGS scores at a
96% confidence level or higher.

2.6. Lipid extraction of microalgae biomass

Microalgae separated by ozoflotation were centrifuged at
15,000g at 20 °C for 10 min using a Beckman Coulter centrifuge
(AVANTI-J26S XPI). Biomass was oven dried at 50 °C. Lipid extrac-
tion was performed using a homogeneous solution of chloroform-
methanol ratio of 2:1 (v/v) [6]. The volume of the chloroform and

methanol solution was 45 times the mass of the solution. Therefore,
for 1 g of algae biomass, the volumes of chloroform and methanol
were 30 mL and 15 ml, respectively. The solution was left overnight
in the fridge at a temperature of 4 °C. After overnight extraction,
samples were vacuum filtered using a Whatman glass microfiber
filter paper. The filtrates were poured into separating funnels and a
weak salt solution of potassium chloride (KCI, 0.88 vol%) was added
at 25% of the starting weight. The solutions were well mixed and
allowed to separate into two layers. Lipid layers were carefully
removed into pre-weighed conical flasks and left to dry in a fume
cabinet until constant weight. The mass of lipids in microalgae
species was finally obtained by deducting the vessel weight from
the final constant weight.

3. Results and discussion
3.1. Protein release during ozoflotation

During microalgae ozoflotation, an intense foaming due to the
release of proteins was observed; this was confirmed by quanti-
fying the total protein content. As was previously reported, this
foaming contributed to the separation and concentration of
microalgae [7,8]. In this study, the percentage of recovered biomass
and protein concentration in the “concentrate protein” was
observed to increase proportionally according to the ozone dose
(Fig. 2). A direct relationship was obtained between the protein
concentration and the recovery of biomass. A maximum concen-
tration of 2.5 g/L of “concentrated protein” was obtained from the
microalgal biomass at the end of the ozoflotation (Fig. 2). There
were also 351 mg/L of “reactor protein” after the ozoflotation pro-
cess, a value 7 times lower than the maximum “concentrated
protein” yield.

3.2. Surfactant effect of proteins in the ozoflotation

Proteins are amphiphilic molecules that reduce surface tension
and promote foaming [17], allowing microalgae separation from
the aqueous medium. In this paper, the surface tension was
measured in samples of proteins obtained by ozoflotation of
microalgae from its natural environment (treated wastewater) and
from pre-washed microalgae, to eliminate possible interference of
the constituents present like detergents. As can be seen in Fig. 3, the
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Fig. 2. Relationship between the recovery of biomass and protein concentration during
ozoflotation of the “concentrated protein”. Standard deviations are indicated by error
bars.

surface tension in all protein samples decreased with an increasing
ozone dose, which could be associated to the higher protein con-
tent in the samples (see Fig. 2). For both samples (washed and
unwashed microalgae), a similar behavior is observed; the analysis
of variance indicated no significant difference between them (p-
value = 4.13). This means that changes in the surface tension during
ozoflotation were primarily attributable to the proteins released by
ozone, and not to the chemicals present in wastewater.

On the other hand, Fig. 4 shows the effect of protein concen-
tration on the reduction of surface tension, from 65.71 mN/m
(initial value) to values of 42.73 mN/m and 50.04 mN/m, in samples
of proteins, obtained from ozoflotation of unwashed and washed
microalgae, respectively. Foegeding et al. [20] reported that pro-
teins in solution reduce the surface tension of distilled water from
72 mN/m to approximately 45 mN/m. Chronakis et al. [21] also
showed a decrease of surface tension to 37.5 mN/m, using micro-
algae proteins obtained by alkaline extraction.

Results indicate that a CMC of 550 + 17 mg/L of microalgae
protein is required to reduce the surface tension of water to 42 mN/
m, which is achieved with an ozone dose of 0.025 mg Os3/mg

75$

70 +

O Protein from washed biomass

M Protein from unwashed biomass

65 B
60
55

50

Surface tension (mN/M)

45

40 f f f
0 0.04 0.08 0.12

Ozone dose (mg Oz/mg biomass)

Fig. 3. Effect of the ozone dose in the reduction of surface tension by the effect of the
protein released from microalgae. Standard deviations are indicated by error bars.
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biomass. Higher ozone doses produced a higher concentration of
surfactant with no significant effect in surface tension; however, an
increased ozoflotation time was necessary to complete biomass
harvesting. It is reported that increased protein concentrations
generate more stable and dense foam [10].

3.3. Identification of proteins released by ozoflotation

Results of SDS-PAGE gel of the different protein samples are
shown in Fig. 5. In the alkaline extract (A), two bands between

Fig. 5. SDS-PAGE gel of samples of microalgae protein: Dual Color, Bio-Rad molecular
weight marker, kDa (MWM); alkaline extract, without ozone (A); Ozoflotation:
0.0695 mg O3/mg biomass (B), 0.1082 mg O3/mg biomass (C), and 0.136 mg Os/mg
biomass (D).
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Table 1

Experimental significance of tested variables in ozoflotation. Variables tested were
ozone concentration and ozonation time; responses were biomass and lipid re-
coveries. The confidence level used was 95%.

Biomass recovery
(TSS %)

Lipid recovery (%)

F-ratio p-value F-ratio P-value
A: Ozone concentration 79.91 0.0000 0.41 0.5432
B: Ozonation time 52.09 0.0002 64.88 0.0001
AA 1.16 0.3176 16.50 0.0048
AB 11.40 0.0118 531 0.0547
BB 0.04 0.8411 16.36 0.0049

molecular weights of 15 and 10 kDa, were detected. Conversely,
multiples bands of proteins, depending on the ozone dose used on
microalgae ozoflotation were observed. When we use low ozone
dose (B), an important number of proteins, with molecular weight
between 10 and 100 kDa, were identified; seven proteins are the
more relevant. The effect of ozoflotation is observed as an inten-
sifying band in the three samples around the 20 and 37 kDa which
shows higher accumulation with an increasing ozone dose (Fig. 5B,
C, and D). This was possibly due to higher cell damage and protein
concentration release. On the other hand, the bands around 75 kDa
disappear with excess ozone dose. We suggest this effect is a result
of possible per-oxidation of the proteins.

The protein identified when using alkaline extraction (A) was
RuBisCo (ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase-oxygenase (MW:
56 kDa). This protein is contained in the carboxysomes of the
cyanobacterias of genus Cyanothece sp. [22]. Other proteins like
RuBisCo were identified in the alkaline extract such as Allophyco-
cyanin beta chain (MW: 17 kDa) and the C-phycocyanin alpha chain
(MW: 17.3 kDa), from Arthrospira platensis cyanobacteria.

The main protein obtained after ozoflotation (B, C, and D) was
identified as the C- Phycocyanin beta chain with a molecular weight
of 18 kDa, a biliprotein (pigment) normally found in the cell wall of
cyanobacteria [23]. These results suggest that ozone acts on the cell
wall, which contains the C-phycocyanin beta chain. It follows that,
the ozoflotation process specifically promotes the release of sur-
factant proteins located in the cell wall of microalgae.

3.4. Biomass and lipid recovery by ozoflotation

Previous studies by Veldsquez-Orta et al. [5] found a maximum

recovery of biomass (79%) and lipids (12%) when using doses of
0.23 mg O3/mg biomass. In addition, these studies revealed that a
dose of >0.24 mg O3/mg biomass decreased lipid recovery.

In this paper, ozoflotation was studied using low ozone doses
(0.023—0.123 mg Os/mg of dried biomass) using the critical
micellar concentration (CMC) of the surfactant protein as a starting
point. Table 1 shows the effect of tested variables (ozone concen-
tration and ozonation time) in the recovery of biomass (TSS%) and
lipids (%).

With regards to the recovery of biomass, three effects were
found to be significant in the following order: ozone concentration
(A), with a p-value of 0.000; ozonation time (B), with a p-value of
0.002; and finally AB interaction, with a p-value of 0.01. Similarly,
ozonation time (B) was found to have a significant effect on the
recovery of lipids (p-value <0.05). According to Pareto charts (re-
sults not shown), the variable B negatively affected lipid recovery.

Fig. 6 shows the model response surface, indicating that the
maximum recovery of biomass (75%) was obtained with an ozone
concentration of 7.53 mgOs/L and ozonation time of 37.6 min,
equivalent to a dose of 0.142 mg03/mg biomass. On the other hand,
the highest lipid recovery (16%) was achieved with a low dose of
ozone (0.047 mgOs3/mg biomass). The results of biomass harvesting
and recovery of lipids were similar to those reported by Velasquez-
Orta et al. [5], but using 1.6 to 4.9 times less ozone doses. In pre-
vious studies, Cunha et al. [24] observed that high ozone doses
produce lipid oxidation, for this reason, low doses of ozone were
chosen to permit membrane lysis for surfactant protein release
(biomass recovery) and lipid recovery while avoiding lipid
oxidation.

As seen in Fig. 7, a higher recovery of microalgal biomass
(Fig. 7A) did not result to an increase in lipid recovery (Fig. 7B). In
fact, lipid recovery decreased with an increasing dose of ozone
(>0.058 mg O3/mg biomass). The same behavior was reported in
Velasquez-Orta et al. [5], but with higher ozone doses (>0.25 mg
0O3/mg biomass). Fig. 7C shows that, in this case, the harvested
biomass had lower lipid content when recovered at higher doses of
ozone. Lipid reduction can be attributed to a possible lipid perox-
idation. It has been reported that the major target for lipid perox-
idation occurs in unsaturated fatty acids. Lipid peroxidation was
previously observed with prolonged ozone exposure times
(20—30 min) [24,25].

Taking into account the efficiency of the process (Fig. 7D), in
both cases the best results were obtained with low doses of ozone

Fig. 6. Recovery of biomass (A) and lipid (B) versus time and ozone concentration of ozoflotation respectively. Contours show estimates of response surface for the recovery of

biomass and lipid.
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Fig. 7. Effect of the ozone dose to microalgae: A. Recovery of biomass, B. Recovery of lipids, C. Recovery of lipid per biomass, and D. Recovery efficiency.

(0.028 mg Os/mg biomass). These results were consistent with
those reported in the literature for microalgae biomass recovery
[4,7,8]. However, the link between harvested biomass and lipid
recovery by ozoflotation is still incipient and must be further
studied. These results indicate that even at low ozone dose lipid
recovery is affected (Fig. 7C). It seems that high exposure to ozone,
either by the use of high concentrations in the gas phase or by
prolonged ozonation time, negatively affects the quantity of lipids
extracted from the microalgal biomass harvested. Therefore,
further research is needed to achieve a good biomass recovery with
high lipid content.

4. Conclusions

The surfactant effect of protein released during the ozo-
flotation of microalgae was found to decrease the surface tension
of the system (42 mN/m) thereby promoting foaming and
biomass recovery. Beta C-Phycocyanin was the main protein
identified to be released during the ozoflotation process. The
critical micelle concentration (CMC) of 550 + 17 mg/L was ach-
ieved using ozone dose of 0.025 mg O3/mg biomass. The highest
percentages of biomass recovery were achieved at ozone doses of
0.142 mg O3/mg biomass. However, a high exposure of biomass
to the oxidizing effect of ozone was found to impact lipid
recovery. The best recovery efficiencies of microalgal biomass and
lipids were respectively: 8 mg biomass/mg O3 and 1.25 mg lipids/
mg O3.
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