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Resumen

Microalgas como fuente de biomasa para la produccion de biogas

La biomasa microalgal es un sustrato idoneo para la produccién de biocombustibles carbono neutrales, que
representan una alternativa al uso de combustibles fésiles, entre ellos se encuentra el biogas. El biogas es una
mezcla de 55-75% (CH.) y 45-25% (CO.) y se obtiene por medio de un proceso denominado digestion
anaerobia. En el caso de la biomasa microalgal, es necesaria la aplicacion de un pretratamiento a dicha
biomasa para liberar los compuestos organicos susceptibles de convertirse en biocombustible, y asi favorecer
el proceso de digestion anaerobia. Cuando la digestion anaerobia se realiza en condiciones alcalinas el
porcentaje de CH4 en el biogas serd mayor que el obtenido a pH neutro, debido al equilibrio de fases a pH
alcalino entre el CO, producido por la DA y su disolucion como bicarbonato en el liquido. Por tanto,
resultaria conveniente aplicar un pretratamiento alcalino a la biomasa microalgal y posteriormente realizar la
produccion de metano en condiciones alcalinas, y evitar el uso de reactivos para neutralizar el pH de la
biomasa pretratada. Ademas el acoplamiento de la digestion anaerobia con el cultivo de biomasa microalgal
presenta la capacidad de secuestrar CO, ya sea atmosférico, del propio biogas o del generado durante su
combustion, asi como de reciclar nutrientes (N y P). El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la
factibilidad de utilizar biomasa microalgal pretratada en condiciones alcalinas como sustrato para la
produccion de biogads. Se evaluaron diferentes pretratamientos termoalcalinos con distintos alcalis y
condiciones de temperatura (NaOH y CaO); ademas se usd perdxido de hidrégeno alcalino (PHA). Los
pretratamientos se realizaron sobre 2 lotes diferentes de biomasa microalgal de Scenedesmus obtusiusculus.
Después de aplicar los diferentes pretratamientos termoalcalinos, se observé un aumento en la solubilizacion
de materia organica de 10.8 a 19.5% con los diferentes pretratamientos. La digestion anaerobia en
condiciones alcalinas requirio la aclimatacién gradual de un lodo a pH 9, la cual se llevé a cabo en un reactor
UASB de 1.25 L con un TRH 27.2 h. Las pruebas de potencial de metano se realizaron con un pH inicial de 9
en donde el rendimiento de produccién mas alto se obtuvo con PHA 1.5% a 50°C por 1.5 h parael Lote 1 y
con NaOH 4 M a 120°C por 20 min tanto para el Lote 2 de biomasa microalgal (320.6 mL CH4/g SV y 227.1
mL CH./g SV respectivamente). En cuanto a la velocidad de produccion de metano no se encontraron
diferencias significativas (p>0.5) entre la biomasa pretratada y sin pretratar en el Lote 1, para el Lote 2 la
velocidad de produccion mas alta se obtuvo con NaOH 4M (28.8 mL/g SV-d). El porcentaje de metano
presente en los ensayos de potencial de metano estuvo entre 78 a 100% a pH 9 y no fue necesaria la

neutralizacion del hidrolizado ya que se contaba con lodo aclimatado a condiciones alcalinas.

Palabras clave: digestion anaerobia alcalina, Scenedesmus obtusiusculus, pretratamiento alcalino, peréxido de

hidrdgeno alcalino, biomasa microalgal, metano
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Abstract
Microalgae as a source of biomass for the production of biogas

Microalgal biomass is an ideal substrate for the production of neutral carbon biofuels, such as biogas, which
represents an alternative to the use of fossil fuels. Biogas is a mixture of 55-75% (CHg) and 45-25% (CO,)
and is obtained by anaerobic digestion. In order to digest the microalgal biomass it is necessary to apply a pre-
treatment to release the organic compounds susceptible to be transformed into biofuel, and thus favor the
anaerobic digestion process. If the anaerobic digestion is carried out under alkaline conditions, the CH.
content in the biogas will be higher than that obtained at neutral pH, due to the phase equilibrium reached
between the CO2 produce by the anaerobic digestion and its dissolution as bicarbonate in the liquid phase.
Therefore, it would be convenient to apply an alkaline pretreatment to the microalgal biomass and
subsequently to produce methane under alkaline conditions, and avoid the use of reagents to neutralize the pH
of the pre-treated biomass. Besides the coupling of anaerobic digestion with microalgal biomass culture has
the ability to sequester atmospheric COz and CO; from the combustion process, as well as recycling nutrients
(N and P). The aim of this work was to determine the feasibility of using pre-treated microalgal biomass as a
substrate for the production of biogas under alkaline conditions. Therefore, different thermoalkaline
pretreatments were evaluated with different conditions of temperature and alkalis NaOH and CaO; alkaline
hydrogen peroxide (PHA) was also used for alkaline pretreatment. After applying the different thermoalkaline
pretreatments to two lots of the microalgae Scenedesmus obtusiusculus (1 and 2), an increase in the
solubilization of organic matter was observed from 10.8 to 19.5% with the different pretreatments. Anaerobic
digestion under alkaline conditions required the gradual acclimatization of the anaerobic sludge at pH 9,
which was carried out in a UASB reactor of 1.25 L with a HRT of 27.2 h. The methane potential tests were
performed with an initial pH of 9 where the highest production yield was obtained with PHA 1.5% at 50 °C
for 1.5 h for Lot 1 and with the pretreatment 4 M NaOH at 120 ° C for 20 min for Lot 2 (320.6 mL CH4 / g
SV and 227.1 mL CH4 / g SV respectively). Regarding the rate of methane production, no significant
differences were found (p> 0.5) between pretreated and untreated biomass in Lot 1, for Lot 2 the highest
production rate was obtained with 4M NaOH (28.8 mL/g SV-d). The percentage of methane present in the
methane potential tests varied from 78 to 100% at pH 9 and the neutralization of the hydrolysate was not

necessary because an acclimated inoculum to alkaline pH was used.

Keywords: alkaline anaerobic digestion, Scenedesmus obtusiusculus, alkaline pretreatment, alkaline hydrogen

peroxide, microalgal biomass, methane.
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1. INTRODUCCION
Los combustibles fosiles son la principal fuente de energia en el mundo, el aumento en la

demanda de energia debido al incremento de la poblacion mundial ha acelerado la
disminucion de las reservas de energia no renovable; ademas su combustion libera grandes
cantidades de dioxido de carbono (COy) a la atmosfera, un gas de efecto invernadero que
contribuye al calentamiento global. Bajo esta Optica, el uso continuo de combustibles
fosiles se considera como no sostenible. Algunos acuerdos internacionales como el
protocolo de Kioto de 1997, que finalizara en el 2020 y el Acuerdo de Paris que entrara en
vigor en ese mismo afio, han establecido reducir las emisiones de CO., por lo que se

requiere la busqueda de fuentes sostenibles de energia.

Los biocombustibles (renovables) como el biogéds pueden ser una alternativa para
ayudar a suplir la demanda energética, asi como para disminuir las emisiones de CO>, ya
que tienen un gran potencial para proveer de rutas carbono-neutrales durante su produccién
(Dorado, 2017; Bahadar & Bilal Khan, 2013; Razzak et al., 2013). El biogas es una mezcla
de 55-75% CHa y 45-25% CO> con trazas de otros gases como sulfuro de hidrégeno y se
obtiene de un proceso biologico llamado digestion anaerobia que transforma la materia
organica en ausencia de oxigeno. Cuando se digieren sustratos solidos de este proceso
también se obtiene un subproducto llamado digestato, que es el sustrato descompuesto
resultado de la produccion de biogas (Williams et al., 2017). La digestion anaerobia ocurre
en cuatro etapas secuenciales: hidroélisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis.
Durante la hidrolisis las macromoléculas (carbohidratos, proteinas, lipidos) son degradadas
en compuestos de menor peso molecular (azlcares, aminoacidos, acidos grasos de cadena
larga), estos productos son fermentados durante la acidogénesis para formar acidos grasos
volatiles (acetato, propionato, butirato), en la acetogénesis las bacterias consumen estos
productos de fermentacién y generan acetato, didxido de carbono e hidrdgeno,
posteriormente los microorganismos metanogenicos consumen el acetato, hidrogeno y parte
del dioxido de carbono para producir metano (Brennan & Owende, 2010; Abbasi et al.,
2012)

La eficiencia del proceso de digestion anaerobia esta influenciada por distintos
parametros, tales como la exclusién de oxigeno, temperatura, pH, suministro de nutrientes,

asi como presencia y cantidad de inhibidores. La formacion de metano toma lugar dentro

1



de un intervalo de pH estrecho entre 5.5- 8.5, con un intervalo 6ptimo entre 7.0-8.0 para la
mayoria de los metandgenos (Seadi et al., 2008). EI pH ha sido reportado como uno de los
factores mas importantes que impactan en el contenido de CHs en el biogés, ya que controla
el sistema de especiacion del sistema carbonato y la liberacion de CO; a la fase gaseosa. A
un pH alto el contenido de metano en el biogds es mayor que a pH neutro, debido al
equilibrio de fases entre el CO2 producto de la digestion anaerobia que reacciona con los
OH- presentes en el medio para formar bicarbonato, quedando disuelto en el liquido (Singh
& Dhar, 2011).

Dentro de los sustratos empleados para la produccion de biogéas, se encuentran los
gue son extraidos de cultivos alimentarios y oleaginosos (cafia de azlcar, remolacha
azucarera, maiz, aceites vegetales y grasas animales), los cuales se denominan de primera
generacion y su principal limitacion es la competencia con la agricultura por tierra
cultivable para la produccion de alimentos debido al aumento en las capacidades de
produccién. Ademas pueden causar problemas ambientales significativos, debido al uso
intensivo de la tierra y la necesidad de una extensa aplicacion de fertilizantes y pesticidas.
La segunda generacion de biocombustibles pretende producirlos a partir de biomasa
lignocelul6sica proveniente de desechos agricolas o residuos de cosecha forestales. Sin
embargo la tecnologia para su conversion no ha alcanzado las escalas para la explotacién

comercial (Brennan & Owende, 2010; Dragone et al., 2010).

Las caracteristicas que debe tener un biocombustible para que sea técnica y
econdémicamente viable son: ser competitivo, requerir poco o ningun uso adicional de la
tierra, permitir la mejora de la calidad del aire (secuestro de CO2) y requerir un uso minimo
de agua (Brennan & Owende, 2010). La explotacion de las microalgas podria cumplir con
estas caracteristicas y contribuir significativamente a satisfacer la demanda de energia y a
su vez proporcionar beneficios ambientales (Brennan & Owende, 2010). Un punto a favor
es que las microalgas tienen el potencial de proporcionar alimentos y combustible a niveles
de productividad por unidad de area que igualan o superan a los de los cultivos terrestres;
su rapido crecimiento, altos rendimientos de biomasa, diversidad de productos y faeH
pueden cosecharse en estanques o sistemas cerrados (fotobiorreactores) les otorgan un
excelente potencial como fuente de combustible renovable (Bahadar & Bilal Khan, 2013).



En particular, la biomasa microalgal consiste en una mezcla de materia orgénica e
inorganica. La materia orgéanica estd compuesta de macromoléculas, como proteinas,
polisacaridos, lipidos, y acidos nucleicos; todos éstos se encuentran en forma particulada o
coloidal. Mientras la inorganica la componen el fosfato inorganico presente en las células
microalgales como polifosfatos, ademés de S, K, Na, Fe, Mg, Ca y elementos traza como
B, Cu, Mn, Zn, Mo, Co, V y Se, los elementos traza son importantes en reacciones
enzimaticas y el biosintesis de varios compuestos (Richmond, 2004). Un factor importante
en la degradacion anaerobia de la microalga es la presencia de una pared celular
recalcitrante, en el caso de Scenedesmus sp. se ha reportado que la pared se encuentra
formada por celulosa y hemicelulosa, ademas de la presencia de un compuesto llamado
esporopolenina. Con el objetivo de disminuir la fraccién recalcitrante organica y aumentar
la digestibilidad de la biomasa es necesario aplicar un pretratamiento para incrementar el
rendimiento y la tasa de produccion de metano. En orden de evaluar la biodegradabilidad
del sustrato y su potencial de producir CHa via digestion anaerobia se realiza la prueba de
potencial de metano (BMP), el cual es definido como el maximo volumen de metano
producido por gramo de soélidos volatiles (SV) del sustrato. Tales pruebas han sido
ampliamente utilizados para determinar el rendimiento de CH4 de los sustratos organicos en

la digestion anaerobia (Jingura & Kamusoko, 2017)

Bajo esta dptica, el acoplamiento del cultivo de microalgas con la digestion
anaerobia permitiria satisfacer las altas demandas de CO: y nutrientes del cultivo de
microalgas, ya que el CO2 removido del biogés puede ser utilizado como fuente de carbono
y el digestato producto del proceso de fermentacion puede proveer la fuente de nutrientes
(N, P). ElI CO2 puede ser transformado en biomasa microalgal y dicha biomasa puede
entonces utilizarse como sustrato para la produccion de biogas adicional (Persson, et al.,
2007; Meier et al., 2015; Murphy et al., 2015; Ward et al., 2014). El metano producido a
través de la digestion anaerobia puede ser utilizado de cuatro formas basicas: combustible
para vehiculos, produccién de reactivos quimicos, produccion de calor y vapor y
produccion/cogeneracion de electricidad. La aplicacion mas comun para el biogés es para el
calentamiento y la generacion de energia. Puede usarse directamente en el sitio donde es
generado o distribuido, o ser alimentado a la red de distribucion de gas natural después de

ser purificado; el uso especifico del biogas lo determinara el grado de purificacion. El



biogas empleado para combustible de vehiculos o para ser inyectado a la red de gas natural
en paises como Suiza y Alemania debe contener un porcentaje de CO2 menor a 6%,
mientras que en Francia este debe ser menor a 2%. EI CO, debe ser eliminado para
aumentar el poder calorifico del gas. (Dorado, 2017; Persson, et al., 2007). Sin embargo el
acoplamiento del cultivo de microalgas con la digestion anaerobia implicaria la inversion
en infraestructura para almacenamiento de biogas asi como del efluente de tal forma que
estas dos corrientes pudieran ser usadas para el cultivo de microalgas. Asi como los
procesos e infraestructura necesarios para la cosecha y pretratamiento de la microalga; se
ha sefialado que estos dos procesos representan un reto para el escalamiento dada su alta
demanda de energia (Wang et al., 2013).

El presente trabajo tuvo como proposito determinar la factibilidad de utilizar biomasa
microalgal pretratada como sustrato para la produccion de biogés en condiciones alcalinas y
se encuentra dentro del marco de la Accion Estratégica numero 9: “Acondicionamiento de
corrientes gaseosas”, que forma parte del macroproyecto Claster Biocombustibles
Gaseosos, como parte de la iniciativa de la Secretaria de Energia (SENER) y el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) para la conformacion de Centros
Mexicanos de Innovacién en Bioenergia (CEMIE-Bio), que tienen como finalidad

desarrollar proyectos que generen valor agregado para la industria bioenergética mexicana.



2. ANTECEDENTES
2.1. Biogas como energia renovable

El biogas se genera cuando la materia organica se descompone en ausencia de oxigeno, y
consiste entre 40-75% de metano Yy el resto es mayormente CO> con trazas de otros gases.
Tiene un valor calorifico alrededor de 5000 kcal/m® (Abbasi et al., 2012) y es

permanentemente renovable a partir de residuos (Seadi et al., 2008).

La utilizaciéon de combustibles fosiles transforma el carbono almacenado durante millones
de afios en la corteza terrestre y lo libera a la atmosfera como CO». El aumento de la
concentracion actual de CO:z en la atmosfera provoca el calentamiento global ya que el CO»
es un gas de efecto invernadero (GEI). Los combustibles renovables son llamados carbono
neutrales, esto significa que su combustion representa un aumento de cero a la cantidad de
carbono en la atmosfera. La biomasa contribuye a tener procesos carbono neutrales porque
la cantidad de CO- generado en la combustion se utiliza para el crecimiento de nueva
biomasa, lo que produce una emision neta cero. El carbono inorganico en forma de CO:
sirve como fuente de carbono para que la biomasa realice la fotosintesis y sintetice biomasa
(Agarwal et al, 2017).

La produccion de biogas ofrece un soporte versatil de energia renovable, ya que el metano

puede utilizarse para reemplazar a los combustibles fésiles (Dorado et al., 2017).

2.2. Digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso bioquimico durante el cual la materia organica
compleja se descompone en ausencia de oxigeno, por varios tipos de microorganismos
anaerobios. Es un proceso de etapas enlazadas, en el cual el material inicial es
continuamente degradado en unidades mas pequefias. Este proceso es comudn en ambientes
naturales como sedimentos marinos, el estbmago de rumiantes o en turberas. En cada etapa
estdn involucrados grupos especificos de microorganismos. Estos microorganismos

descomponen sucesivamente los productos de las etapas anteriores (Seadi et al., 2008).

2.3. Etapas de la digestién anaerobia
La digestion anaerobia es un tipo de fermentacion que conduce al rompimiento de
compuestos organicos biodegradables complejos en un proceso de 4 etapas y en el que se

encuentran involucrados 4 grupos fisioldgicos de bacterias:



1.- Hidrdlisis. Macromoléculas como proteinas, grasas y polimeros de carbohidratos (como
celulosa y almiddn) son degradados a traves de la hidrdlisis a aminodcidos, &cidos grasos
de cadena larga y azucares (Abbasi et al., 2012). Esta etapa se lleva a cabo por el primer
grupo de bacterias las hidroliticas, que producen exoenzimas y éstas descomponen el

material particulado no disuelto (Seadi et al., 2008).

2.- Acidogenesis. Azlcares simples, aminoacidos y acidos grasos son degradados en
acetato, CO> e hidrdgeno (70%) asi como en otros acidos grasos volatiles de cadena corta
(30%) principalmente &acido lactico, propidnico, butirico y valérico. Aqui participan
bacterias fermentadoras. (Abbasi et al., 2012; Seadi et al., 2008).

3.- Acetogénesis. En esta etapa las bacterias consumen estos productos de fermentacion y
generan principalmente acido acético, CO> e hidrégeno y la realizan un grupo de bacterias
acetogénicas productoras de hidrogeno (Abbasi et al., 2012; Seadi et al., 2008).

4.- Metanogénesis. Finalmente, los organismos metanogénicos consumen el acetato,
hidrégeno y una parte del CO> para producir metano. Tres rutas bioquimicas son usadas por
los metandgenos para lograr esto: a) ruta acetotréfica b) ruta hidrogenotréfica y c) ruta
metilotrofica. De acuerdo con las reacciones presentadas en la Tabla 2.1. En esta etapa se
encuentran involucrados 2 grupos fisiolégicamente diferentes de microorganismos
metanogénicos una convierte el hidrogeno y CO2 en metano y el otro grupo forma metano
de la descarboxilacion de acetato, en la Tabla 2.2 se sefiala el género de los
microorganismos que participan en cada etapa.(Abbasi et al., 2012; Seadi et al., 2008,
Thauer et al. 1977).

La velocidad a la que ocurre el proceso es determinada por la reaccion mas lenta del
proceso de digestion anaerobia. En el caso de producir biogas a partir de sustratos
complejos, como aquellos que contienen celulosa, hemicelulosa, por ejemplo en el caso de
las microalgas, la hidrolisis es la etapa que determina la velocidad de reaccion del proceso.
(Seadi et al., 2008).



Tabla 2.1 Rutas y reacciones para la generacion de metano y su energia libre de Gibbs.

(Abassi et al., 2012).

Ruta Reaccion AG (kJ/mol)
Acetotrofica CH3COOH—>CH4 +H20 -31
Hidrogenotréfica CO2 + 4H,—> CH4 +2H20 -130.7
Metilotréfica CH30H+H>—>CH4 +H,0 -112.5

Tabla 2.2. Microorganismos involucrados en la digestion anaerobia. Tomado de Abbasi et

al., (2012)

Etapa Principales microorganismos
involucrados

Hidrolisis Varios géneros de

(CsH1005)n+nH20 — n(CsH120¢)

microorganismos
fermentativos

Acidogénesis

CsH1206 +2H,0— 2CH3COOH +4H>+CO>
CsH1206 +2H2; — 2CH3CH2COOH +2H,0
CsH1206 — CH3CH2CH2COOH+2C0O2+2H>
CeH1206 — 2CH3CHOHCOOH

CsH1206 — 2CH3CH,0H +2CO>

Bacteriodes, Clostridium
Butyrivibrie, Eubacterium

Acetogénesis

CH3CHOHCOOH+ H,0 —CH3COOH +CO2+ 2H>
CH3CH30H +H>0 —CH3COOH+2H:>
CH3CH2CH>COOH +2H>0 — CH3COOH +CO2+3H>

Desulfovibrio,
Syntrophobacter,
Syntrophomonas

Metanogénesis

4H; +CO2 —CH4 +2H20

2CH3CH>0H+CO2— 2CH3COOH + CH4
2CH3(CH2)2COOH +2H,0 +C0O,—4CH3COOH+CH34

CH3COOH-CH4+CO;

Methanobacterium
Methanobacterium
Methanobrevibacter,
Methanobrevibacter
Metanospirilum
Methanosarcina

2.4. Sustratos para la digestion anaerobia

Biomasa es el termino general usado para describir toda la materia bioldgica y por tanto

incluye todos los tipos de materiales y sustancias derivadas de organismos Vvivos

(Biosantech et al., 2013). Las fuentes de biomasa adecuadas como sustratos para la

digestion anaerobia, tienen un alto contenido de azucar, almiddn, proteinas o grasas y una

caracteristica comun es su capacidad de ser facilmente degradados. Las fuentes de biomasa

sujetas a produccion de biogas pueden agruparse en 4 categorias segun el sector que las
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genera: agricolas (estiércol, desechos y subproductos de los cultivos, cultivos energéticos),
industriales (subproductos y desechos de industrias de alimentos y bebidas, farmacéutica,
papelera, bioquimica y cosmética), municipales (fraccién organica de residuos solidos
urbanos, lodos residuales, desechos sdlidos municipales) y biomasa acuatica que incluye
macro y micro-algas. Las macroalgas, conocidas como algas marinas, son ricas en azlcares
y otros carbohidratos y presentan un alto rendimiento de biomasa. El segundo grupo son las
microalgas, un grupo heterogéneo de organismos microscopicos fotosintéticos,

mayormente unicelulares, procedentes de aguas marinas o dulces (Biosantech et al., 2013).

2.5. Metanogénesis en condiciones alcalinas

La mayoria de los procesos para generar biogas se llevan a cabo bajo condiciones
neutrofilas; tipicamente en estas condiciones la proporcion de metano en el biogas se
encuentra entre 40-75%. Se ha observado que el factor que mas impacta en el contenido
de metano en el biogés es el pH, el cual controla la especiacion del sistema de carbonato y
el equilibrio de fases del CO: entre la fase liquida y el gas. Si el pH es basico, entonces el
contenido de CO; en la fase liquida aumentara por lo que el porcentaje de CHa4 en el gas
sera un poco mayor que a pH neutro. Esto debido al hecho de que la solubilidad del CO-
esta determinada principalmente por el pH de la solucién que impacta la capacidad buffer
del sistema de carbonatos. En condiciones alcalinas, el intervalo de pH de 6.3 a 10 favorece
la disolucion de CO2 en el liquido y por efecto de la especiacion la concentracion de
bicarbonato (HCOs") en el medio aumentara, lo que a su vez promueve la disolucion de
diéxido de carbono. Dado que todo el CO; disuelto reacciona inmediatamente con OH-
para formar bicarbonato, la cinética de absorcion de CO2 es mas répida a pH alcalino que a
pH neutro y por lo tanto el CO2 permanece en solucién como carbonatos (alcalinidad)

resultando en un bajo porcentaje de COz en el biogas (Nolla-Ardevol et al., 2015).

2.6. Microalgas

Las microalgas son talofitas (plantas sin raiz, hojas y tallo) que tienen clorofila “a” como su
pigmento fotosintético primario, éstas se encuentran principalmente en agua ya sea agua
dulce o salobre (Lee, 2008). Son sintetizadores primarios de materia organica en habitats

acuaticos y tienen un rango de tamafio de 2 a 20 um. La mayoria de las microalgas son



ricas fuentes de acidos grasos esenciales, pigmentos, aminoécidos y vitaminas (Perumal et

al., 2015).

2.7. Clasificacion

Dependiendo del nivel de organizacion celular y la abundancia de pigmentos protectores,

las microalgas pueden dividirse en varios grupos tal como se presenta en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3 Principales grupos de microalgas y sus productos de almacenamiento. Tomado
de Murphy et al. (2015):

Tipo de Grupo

célula
Procariota

Eucariota

2.8. Cultivo

Cianobacteria

Glaucofita

Cloraracniofi
tas
Euglenoides

Criptomonas
Haptofitas

Dinoflagelad
0S
Estramenofil
0S
fotosintéticos
Algas rojas

Algas verdes

Pigmentos  fotosintéticos vy
protectores

Clorofila a, ficobilinas, J-
caroteno, xantofilas

Clorofila a, ficobilinas, f-
caroteno, xantofilas
Clorofila a y b, pB-caroteno, otros
carotenos xantofilas
Clorofila a y b, B-caroteno, otros
carotenos xantofilas

Clorofila a y ¢, a y B-caroteno,
xantofilas
Clorofila a y ¢, p-caroteno,
xantofilas
Clorofila a y ¢, [-caroteno,
xantofilas
Clorofila a y ¢ (clorofilas a solo
en algunas, -caroteno, xantofilas)

Clorofila a, ficoilinas a y pB-
caroteno, xantofilas

Clorofila a y b, [-caroteno,
luteinas, otros carotenos,
xantofilas

Productos de
almacenamiento
Granulos de cianoficina,
almidon de cianofitano
(glicano)

Almidén

Carbohidratos

Paramilon

Almidén

Crisolaminarina

Almidon

Crisolaminarina, lipidos

Almidén florideo.

Almidon vegetal

La biomasa de microalgas se puede cosechar de cuerpos de agua naturales asi como de

cultivos en estanques artificiales o fotobiorreactores (FBR) (Murphy et al., 2015). El

cultivo puede definirse como un medio ambiente artificial en el que crecen las microalgas y



se logra bajo condiciones controladas en el laboratorio o bajo condiciones de campo/al aire
libre (Perumal et al., 2015). Los sistemas de cultivo se pueden clasificar como sistemas de

cultivo abiertos y cerrados. (Murphy et al., 2015).

Los sistemas de cultivo abierto son los sistemas mas comunmente utilizados para la
produccion de microalgas a gran escala. El sistema artificial mas utilizado es el raceway,
que consiste en un estanque de forma ovalada que se asemeja a un circuito de carreras,
como el de un hipédromo, por ejemplo. Estos sistemas no compiten con los cultivos
agricolas por la tierra, ya que pueden establecerse en areas de produccion de cultivos
minima, sin embargo se encuentran limitados por factores de crecimiento abi6ticos como la
temperatura, el pH, la intensidad de la luz, la concentracion de oxigeno disuelto, ademas
son facilmente sometidos a contaminacién, puesto que no estan cubiertos. Dado que la
contaminacion es un serio factor limitante para el cultivo de algas en sistemas de estanques
abiertos, las especies cultivadas se cultivan bajo ambientes muy selectivos como alta

alcalinidad y alta salinidad (Medipally et al., 2015).

Los sistemas cerrados estan generalmente disponibles en forma de tubos, bolsas o placas,
que estan hechas de vidrio, plastico u otros materiales transparentes. Las algas se cultivan
en estos sistemas con un suministro adecuado de luz, nutrientes y diéxido de carbono.
Algunos disefios incluyen reactores anulares, tubulares y de panel plano, con grandes
superficies (Medipally et al., 2015). El sistema de cultivo cerrado es de tipo méas regulado y
exitoso en el mantenimiento del monocultivo de microalgas (Mallick et al., 2016)

2.9. Acoplamiento del cultivo de microalgas con la digestion anaerobia

Las ventajas que presenta la digestion anaerobia de la biomasa microalgal son: alta
productividad, ya que las microalgas tienen una eficiencia de conversién de luz a biomasa
mas grande que la de las plantas, de 5 -10% vs 0.5-3%, se pueden usar aguas residuales o
agua salada para su cultivo, no compiten con la produccion de alimentos, el secuestro de
carbono, ya que las microalgas convierten CO> en biomasa y la digestion anaerobia puede
convertir todas las fracciones de material organica, incluyendo lipidos, proteinas,

carbohidratos a biocombustibles (Lee, 2013).
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2.10. Especies de microalgas que se han usado para produccion de biogas

Entre los géneros y especies empleados como sustrato en la digestion anaerobia se
encuentran Chlorella sp., Scenedesmus sp., Nannochloropsis, Tetraselmis, Dunaliella,
Spirulina, Arthrospira, Chlamydomonas, Euglena, Acutudesmus obliquus, Oocystus sp,
Microspora, Thalassiosira, Pavlova sp, entre otras. También se han estudiado mezclas de
microalgas provenientes del tratamiento de aguas residuales, entre las mas empleadas para
la produccién de biogéas estan Chlorella sp. y Scenedesmus sp., las cuales pertenecen al

grupo de algas verdes (clorofitas).

Ya que el proceso de digestion anaerobia permite la utilizacion de todas las biomoléculas
(carbohidratos, proteinas y lipidos) para la produccion de energia (Gonzalez-Fernandez et
al,, 2012a), se debe tomar en cuenta la composicion bioquimica de la microalga, la cual
puede variar ampliamente, ya que las proporciones de diferentes constituyentes estan
influenciadas por diferentes factores como la temperatura, iluminacion, pH, nutrientes
minerales y suministro de CO. (Murphy et al., 2015). Aunque la composicion es especifica
para cada especie, la biomasa microalgal estd compuesta principalmente por proteinas y
carbohidratos. Las proteinas y los carbohidratos tienen un rendimiento de metano de 0.851
y 0.415 L CHa4/g SV, respectivamente. Mientras que los lipidos tienen el contenido
energetico més grande 1.014 L CH4/g SV aunque en algunos casos pueden representar una
pequefia fraccion de la biomasa microalgal (Mendez et al., 2013); la cantidad de proteinas,
carbohidratos y lipidos se encuentran entre 6-71, 4-64 y 1.9-40%, respectivamente del
contenido de sdlidos totales (ST) de la microalga (Murphy et al., 2015).

No sélo la composicion quimica de la microalga influye en el proceso de digestion
anaerobia, la pared celular ha sido sefialada como uno de los mayores obstaculos para un
proceso eficiente. La pared celular es una estructura semirrigida que protege a la microalga
e impide la hidrélisis de la materia organica. Para poder liberar los compuestos organicos
intracelulares e incrementar la eficiencia del proceso de digestion, se debera romper la

pared celular antes de proceder con la digestion anaerobia (Mendez et al., 2013).
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2.11. Rendimiento tedrico de metano a partir de microalgas
Al conocer la composicion de C, H, O, y N del sustrato se puede usar la relacion
estequiométrica reportada por Buswell & Boruff, 1932 para estimar la composicion tedrica

de biogas sobre base molar (Reaccion 2.1)

Ca Hb Oc Nd + (4a-b-2c+3d/4) H20 - (4a+b-2c-3d/8) CH4 + (4a-b+2c+3d/8) CO2 + dNH3
(Reaccion 2.1)

Donde a,b,c y d equivalen al contenido de carbono, hidrdgeno, oxigeno, y nitrégeno
respectivamente. Esta ecuacién es una aproximacion teorica que permite la estimacion del

potencial maximo de rendimiento de metano.

Para calcular el volumen de gas metano dependiendo de la cantidad de SV disponibles en el

sustrato, se utiliza la siguiente Ecuacion:

Rendimiento de metano (L/g SV) = (4a +b -2c¢ -3d/ 12a +b+16c +14 d) *Vm
(Ecuacion 2.1)

Donde Vm es el volumen molar de metano ¢ 22.14 L a 0°C y 1 atm (condiciones estandar
de presion y temperatura). Sin embargo esta ecuacién sobreestima la produccion de gas ya
que asume 100% de conversion de SV a biogads y no considera las necesidades de los

microorganismos para mantenimiento celular y anabolismo (Ward et al., 2014).

En la Tabla 2.4 se presenta el potencial de metano teérico para el género de microalgas

Scenedesmus, que es el género de microalga que se usaré en este estudio.

Tabla 2.4. Formula quimica para la biomasa microalgal y Scenedesmus sp

Formula quimica/ Potencial de metano

Especie Composicién quimica tedrico (mL/g SV) Referencia
Biomasa microalgal COo.48 H1.83 No.11 Poor 645* (Chisti, 2007)
C534+06
Scenedesmus dimorphus E ;g i 8i 260 g\(’)vla;)d et al,
O 31
Scenedesmus sp. Ci92 Haag Os2 Nog P17 S 640 (Lee, 2013).

*Calculado con la ecuacién 2.1
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2.12. Pared celular de las microalgas

En general, las paredes celulares de las algas estan conformadas por 2 componentes: 1) el
componente fibrilar, el cual forma el esqueleto de la pared y 2) los componentes amorfos,
los cuales forman una matriz dentro de la cual el componente fibrilar esta embebido (Lee,
2008).

El mayor componente fibrilar es la celulosa, un polimero de f-1,4-glucosa que se
encuentra en forma de hilos cristalinos no ramificados e insolubles llamados microfibrillas
que son productos de enlaces de hidrogeno inter e intrapolimeros de grupos hidroxilo entre
las cadenas B-1,4-glucano adyacentes (Lee, 2008). Los polimeros que forman la matriz de
la pared celular en plantas y muchas algas verdes son las hemicelulosas (por ejemplo,
xilanos, xiloglucanos, mananos) y las pectinas. Las hemicelulosas representan un grupo
quimicamente diverso de polisacaridos que se asocian con microfibrillas de celulosa
creando una red cohesiva en el marco estructural de la pared celular. Las hemicelulosas de
plantas incluyen xiloglucanos, xilanos, mananos y glucanos de enlace mixto (MLG; 31-3,1-
4 glucanos). Las pectinas constituyen una clase de acido galacturénico (GalA) que contiene
polisacaridos que forman un dominio mayor de la matriz de la pared celular de las plantas y
las algas. El tipo m&s comin de pectina es homogalacturonano (HGA) el cual estd hecho
de a-1,4,- &cido galacturonico (GalA) (Borowitzka et al., 2016).

La pared celular de algas verdes como Chlorella, Monoraphidium, Ankistrodesmus y
Scenedesmus contiene 24-74% de azUcares, 1- 24% é&cido Uronico, 2-16% proteinas y O-
15% glucosamina. Los principales azlcares son ramnosa y galactosa 6 manosa y glucosa
(Abo-Shady et al., 1993). Algunas microalgas (e.g., familias Chlorellaceae,
Scenedesmaceae, Hydrodictyaceae) tienen una estructura trilaminar resistente que contiene
un biopolimero no hidrolizable, llamado algaenan, la cual presenta estructuras alifatica
entrelazadas por medio de enlaces éter y éster (Fig 2.1) (Al Sandouk-Lincke et al., 2014;
Lee, 2013).

La pared celular de Scenedesmus (Fig. 2.1) ha sido descrita como una pared rigida
constituida por glucosa, manosa y galactosa. Sin embargo estos azlcares se encuentran
unidos formando celulosa y hemicelulosa, junto con la presencia de algunos otros

componentes celulares como por ejemplo el biopolimero tipo esporopolenina, esto le
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confiere a la pared celular una alta resistencia al ataque bacteriano haciendo dificil la
degradacion anaerobia. La estructura de la esporopolenina esta caracterizada por bloques
de compuestos aromaticos oxigenados (ej. acido p-cumarico y acido feralico) o por
materiales alifaticos de estructura desconocida, por lo que se ha sugerido que la
esporopolenina tiene como estructura principal largas cadenas alifaticas que estan
entrelazadas con mondmeros de acido cindmico por medio de enlaces éster o éter (Fig 2.1)
(Al Sandouk-Lincke et al., 2014). Asi, a pesar de la alta biodegradabilidad anaerobia de los
azUcares, su disponibilidad para la hidrolisis y posterior digestion anaerobia esta limitada

por la estructura de la pared celular (Gonzélez-Fernandez, et al., 2012b).

0,
9 0
. . /\/\A/\>\N\/7/\/»°Y\/\/\/\/\JLO/3
Capa trilaminar 3 0 .
esporopolenina/ algaenan 8 L\/\/\/\/\>\/\/\/\/\/\/\/\JL $
\o o/
_ /R O/R /R
Capa fibrilar C) @ 9 "
(celulosa’hemicelulosa) /@vavw
A B
Membrana celular 42%%%00 %9 ) " "
ol fok %%%o% Z Z

R= or or monomer
OCH,

OH OH

Figura 2.1 A) Representacion esquematica de la pared celular de Scenedesmus sp.
Modificado de (Gonzalez-Fernandez & Mufioz, 2017); B) Estructura quimica de algaenan y
C) Estructura quimica de la esporopolenina Tomado de (Al Sandouk-Lincke et al., 2014)

Cabe mencionar que las microalgas verdes producen exopolisacaridos (EPS) sobre la
superficie externa de la célula para adheririse a un sustrato y asi incrementar su resistencia
contra la erosién en su habitat natural. La composicion de los EPS incluye proteinas,
glicoproteinas o lipidos en adicion a los carbohidratos. En especies de algas verdes, los
componentes monosacaridos de los EPS son hexosa, pentosa, acido urdnico, metil pentosa,
metil hexosa y/p sulfato. Los mondémeros mas comunes son glucosa, galactosa, arabinosa,
fucosa, xilosa, manosa, acido glucuronico y 4acido galacturénico, siendo manosa el

monosacarido mas importante encontrado en los EPS de la clase Chlorophyceae incluyendo
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Scenedesmus acuminatus, Ankistrodesmus densus y Kirchneriella aperta (Angelaalincy et
al., 2017; Xiao & Zheng, 2016)

2.13. Pretratamientos

Como se ha visto, la biomasa microalgal resulta no facilmente degradable por lo que es
necesario pretratar la biomasa. El pretratamiento se aplica con los objetivos de disminuir la
fraccion recalcitrante organica, aumentar la digestibilidad de la biomasa, ayudar en el
reciclaje de los nutrientes durante la digestion anaerobia y a su vez incrementar los
rendimientos de metano (Paul et al., 2016; Sialve et al., 2011). La eficacia de los métodos
de pretratamiento en la produccion de biogas depende de la estructura de la pared celular y
la composicion macromolecular de las microalgas (Passos et al., 2014). Segun Passos et
al., 2014 los métodos de pretratamiento se pueden dividir en cuatro categorias: mecanicos,

quimicos, térmicos y biologicos (Figura 2.1).

Pretratamientos

[ Térmicos | | Mecanicos | | Bioldgicos | |Quir:|:|icosl

Térmico Ultrasonido Enzimdticos
|| Hidrotérmico .

Térmico con
] explosion de
vapor

Figura 2.2. Clasificacion de los pretratamientos para mejorar la produccion de biogas a
partir de microalgas. Tomado de Passos et al. (2014)

2.13.1 Pretratamientos térmicos
El principio de estos pretratamientos tiene su fundamento en que la aplicacion de calor a la

biomasa microalgal puede aumentar la solubilizacion de las fracciones organicas
particuladas e hidroliza parcialmente moléculas poliméricas organicas. A una temperatura
de 150 °C se lleva a cabo la solubilizacion de la celulosa y hemicelulosa, asi como de los
carbohidratos que forman parte de la pared celular de las microalgas, a temperaturas
menores se rompen los enlaces de hidrégeno que unen a la celulosa y hemicelulosa
(Gonzalez-Fernandez et al.,, 2012). Estos pretratamientos pueden subdividirse en 3
categorias: térmico, hidrotérmico y térmico con explosion de vapor (Passos et al. 2014). El

pretratamiento térmico consiste en calentar la biomasa a temperaturas debajo de 100 °C a
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presion atmosférica, el hidrotérmico consiste en aplicar calor a temperaturas superiores a
100 ° C, con el consiguiente aumento de la presion. La combinacion de calor, presion y
descompresion rapida, llamada explosion de vapor destruye las paredes celulares y libera el
contenido celular intracelular haciéndolo accesible para la degradacion bioldgica
(Rodriguez et al., 2015).
2.13.2 Pretratamientos mecanicos

La destruccion de la pared celular por el método mecanico se logra por medio de fuerzas
mecénicas tales como fuerzas de cizallamiento sélido (por ejemplo, molino de bolas,
homogenizaciéon a alta velocidad), fuerzas de cizallamiento de liquido (por ejemplo,
homogenizacién a alta presion), transferencia de energia a través de ondas (por ejemplo,
ultrasonicacion, microondas) o corrientes (por ejemplo, campo eléctrico pulsado)
(Glnerken et al., 2015). La principal desventaja de estos pretratamientos es el alto consumo

de energia (Passos et al., 2014).

2.13.3 Pretratamientos quimicos
Los reactivos acidos y alcalinos se usan comuUnmente para solubilizar polimeros,

favoreciendo la disponibilidad de los compuestos organicos para ataques enzimaticos
(Passos et al., 2014). La adicion de alcalis tiene los siguientes efectos sobre la biomasa: i)
amplia la superficie de la celulosa mediante el hinchamiento de la biomasa; ii) reduce la
cristalinidad de la celulosa por la escision del enlace glucosidico de los carbohidratos vy iii)
saponificacion de los lipidos de la membrana. Tales efectos favorecen el ataque bacteriano
y por lo tanto se mejora la produccién de metano. Usualmente el pretratamiento quimico se
combina con altas temperaturas, sin embargo, este tipo de pretratamiento puede implicar
pérdida de materia organica debido a reacciones degradativas, como la reaccién de
Maillard, la cual ocurre entre azlcares reductores, aminoacidos libres y proteinas cuando
son calentados, no es una sola reaccion sino un complejo de reacciones que llevan a la
formacion de polimeros nitrogenados y copolimeros conocidos como melanoidinas.
(Martins et al., 2001; Mahdy et al., 2014; Gunerken et al., 2015).

La cantidad de alcali residual que permanece en la biomasa pretratada puede ser Gtil para
prevenir la reduccion del pH durante la etapa de acidogénesis posterior. Sin embargo, cabe
mencionar que algunos de los compuestos solubilizados pueden inducir la formacién de

subproductos potencialmente toxicos para los metandgenos (Passos et al., 2014), ademas
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del inconveniente de la corrosion de materiales al emplear compuestos quimicos

concentrados (Mendez et al., 2013).

Dentro de los reactivos reportados para el pretratamiento quimico alcalino se encuentran
NaOH (Cho et al., 2013; Bohutskyi et al., 2014; Mahdy et al., 2014; Mendez et al., 2013),
KOH (Passos et al, 2016b), y CaO (Solé-Bundo et al., 2017), y en algunos casos se
combinan con calor. De manera general se puede decir que los pretratamientos
termoquimicos aumentan en mayor grado la solubilizacion de carbohidratos y proteinas que
los pretratamientos quimicos, en donde a las temperaturas méas altas y mayores
concentraciones que se han aplicado (120 °C, 72 °C, NaOH 5% w/w, 10% CaO, 2% KOH)
se observa el mayor efecto y en donde el tiempo de incubacién poco influye en el grado de
solubilizacion. Ademas, en condiciones acidas prevalece la liberacion de carbohidratos en
el medio mientras que en condiciones alcalinas, las proteinas, glicoproteinas y la pectina
son solubilizadas en mayor medida. Cabe mencionar que la efectividad del pretratamiento
depende en gran medida de la especie de microalga, debido a la estructura especifica de la
pared celular. Sin embargo, la demanda quimica de oxigeno (DQO) soluble liberada no
necesariamente se correlaciona de manera positiva con la produccion de metano. El
pretratamiento térmico-alcalino conduce a niveles de solubilizacion y rendimientos de
metano mas grandes comparados con el pretratamiento térmico-acido. Sin embargo, el
amonio, compuestos quimicos téxicos, y /o éacidos grasos formados durante el

pretratamiento pueden ser causa de una fuerte inhibicion de los metandgenos (Lee, 2013)

Otro pretratamiento quimico utilizado en la biomasa microalgal sobre el cual hay pocos
estudios, aunque existe una amplia revision de este sobre biomasa lignocelulésica, es el uso

de peroxido de hidrégeno alcalino (PHA).

El H2O2 es un &cido debil que se ioniza segun la Reaccion 2.2. En medio alcalino, el
perdxido de hidrégeno sigue la Reaccion 2.3 hasta la formacién del ién perhidroxilo, OOH,
especie activa. Pero en condiciones de elevada alcalinidad, el H,O> puede descomponerse
segun la Reaccion 2.4.

H.O, «H" + OOH" (Reaccion 2.2)
H20, + OH <> H.0 + OOH" (Reaccion 2.3)
H.0; - H.0+% 02 (Reaccion 2.4)
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Las ventajas que presenta con respecto a otros pretratamientos quimicos, es que el
pretratamiento con perdxido de hidrdgeno alcalino se lleva a cabo a temperatura media (50
°C) y conduce a una menor cantidad de formacion de inhibidores comparado con otros
pretratamientos, por ejemplo el pretratamiento acido lleva a la formacién de furfurales. En
un estudio reciente se sugiere que este pretratamiento es adecuado para la biomasa
microalgal, ya que ésta es rica en hemicelulosa, se podrian aprovechar las condiciones
moderadas de temperatura a las que se aplica el pretratmiento (50 °C) y su alta eficiencia en

la liberacidn de xilosa (Martin et al., 2016).

2.13.4 Pretratamientos biologicos
Los pretratamientos bioldgicos consisten en la hidrolisis enzimatica de las paredes celulares

de las microalgas y otros biopolimeros para lograr que sean sustratos mas disponibles para
los microorganismos anaerobios. Las ventajas de este método implican una menor demanda
de energia comparada con los métodos fisicos, no implica la formacién de compuestos
inhibidores y ademas el costo econdmico puede ser mejorado al reemplazar enzimas
comerciales por bacterias y hongos celuliticos (Passos et al., 2016a). Dentro de los
parametros que influyen en los resultados del pretratamiento se encuentran la dosis de

enzima, la temperaturay el tiempo de exposicion (Passos et al., 2016a; Passos et al., 2014)

2.13.5 Inhibidores
Un efecto no deseado después de aplicar un pretratamiento alcalino a la biomasa microalgal

es la formacion de inhibidores como pueden ser los productos de la reaccion de Maillard,
donde azlcares, aminoacidos y proteinas reaccionan para formar una amplia variedad de
productos desde gases hasta melanoidinas insolubles en agua. Las reacciones de Maillard
estan sujetas a variables como pH, temperatura, presion, tiempo, actividad de agua y
presencia de iones metélicos. En general estas reacciones son mas rapidas a altas
temperaturas y alto pH (Labuza et al., 1998). Por otro lado, durante la degradacion
anaerobia de biomasa microalgal se debe considerar que los altos niveles de nitrégeno y
proteina encontrados en las microalgas pueden conducir a una liberacién significativa de
nitrégeno amoniacal durante la digestion. El nitrdgeno amoniacal se produce a partir de la
descomposicion bioldgica de la materia nitrogenada, principalmente en forma de proteinas
y urea. El equilibrio establecido entre el amoniaco no ionizado (NHs) y el nitrogeno

amoniacal (NH4") se puede afectar por un cambio en el pH o la temperatura dentro del
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digestor anaerobio. Un aumento de la temperatura o del pH puede ser muy perjudicial para
la comunidad bacteriana cuando el equilibrio cambia a la forma méas toxica el amoniaco no
ionizado NHs. El gas amoniaco (NHz) dentro del digestor resulta ser un inhibidor a una
concentracion mucho menor (250-2600 mg/L) que la forma ionizada acuosa de nitrogeno
amoniacal. Se ha demostrado que la toxicidad del amoniaco afecta a los microorganismos
metanogénicos en dos formas: (1) el ion amonio puede inhibir directamente la enzima de
sintesis de metano (Metil-Coenzima M reductasa), y (2) la molécula hidrofébica de
amoniaco (NHs) puede difundirse pasivamente en la célula, causando desequilibrio de
protones y/o deficiencia de potasio. Por otro lado, el nitrégeno amoniacal es toxico a altas
concentraciones y tiene un efecto moderadamente inhibidor entre 1500 y 3000 mg NHs—
N/L, especialmente a valores altos de pH. Por encima de 3000 mg NHs—N/L puede existir
un fuerte efecto inhibidor a cualquier pH, que puede conducir a una caida en la produccion
de gas ( Rajagopal et al., 2013;Ward et al., 2014).

2.14. Produccion de biogas con microalgas

Dentro de los estudios en donde se usan microalgas como fuente de biomasa para la
produccion de biogas y a las cuales se les ha efectuado un pretratamiento quimico destaca
el trabajo realizado por Cho et al. (2013) en el cual utilizaron una mezcla Chlorella sp
(70% peso seco del total del peso de la biomasa w/w) y Scenedesmus sp (30% peso seco del
total del peso de la biomasa w/w) sometida a pH 9 ajustado con NaOH 5N donde se
obtuvieron rendimientos de metano de 0.363 L CH4/g SV, siendo este rendimiento uno de
los més altos reportados para pretratamientos quimicos alcalinos. En el mismo estudio
también aplicaron pretratamientos térmico (120 °C, en autoclave) y ultrasénico (130 W por
180 s) en el cuél obtuvieron rendimientos de metano de 0.405 y 0.385 L CHa4/g SV,
respectivamente. Por otra parte se han reportado rendimientos de metano de 0.398 L CHa/g
SV al aplicar hidrolisis térmica a 9 bar a 170 °C a una mezcla de 40% Chlamydomonas,
20% Scenedesmus y 40% microalga desconocida tentativamente caracterizada como
Nannocloropsis y de 0.382 L CHa4/g SV al hidrolizar térmicamente la misma mezcla de
microalgas a 9 bar a 140 °C (Alzate et al., 2012). Ademas Cortés-Carmona et al., (2018)
indica que después de pretratar biomasa microalgal de Scenedesmus obtusiusculus a 98°C

por 6 h obtuvo un rendimiento de metano de 192.7 mL/g VS, equivalente a un aumento de
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75% del rendimiento de metano obtenido con la biomasa microalgal sin pretratar con una

relacion Sustrato/In6culo = 1.

Por otro lado los pretratamientos termoquimicos en este trabajo se eligieron porgue con
ellos se obtuvieron los mejores rendimientos de metano en estudios anteriores, al ser
aplicados a Scenedesmus sp. 0 en su defecto se aplicaron a una especie perteneciente a las
algas verdes (Tabla 2.5). Las temperaturas y tiempos de exposicion para cada alcali estuvo
basada en varios reportes previos. En el trabajo de Solé-Bundé et al. (2017) se reporta que
después de evaluar diferentes concentraciones de alcali, temperaturas y tiempos de
exposicion, el mayor valor de DQO soluble se observd con el pretratamiento con 10% de
Ca0 a 55y 72 °C. En el estudio de (Mahdy et al., 2014) se encontré que la mayor
solubilizacion de materia organica se observo a la concentracion mas alta utilizada de
NaOH (5% p/p) a una temperatura de 50 °C por 24 h. En cuanto al uso de NaOH se reportd
que al combinar NaOH con calor (120 °C, 20 min) la solubilizacion de carbohidratos
aumento 5 veces. (Mendez et al., 2013). En cuanto al tratamiento con PHA, las condiciones
fueron tomadas de Martin et al. (2016) donde primeramente emplearon concentraciones de
H20. de 1 a 7.5%, sin embargo algunos de sus ensayos con altas concentraciones de H>O»
involucraron reacciones severas, por lo que recomendaron usar concentraciones de H>O>
entre 1y 2.5%.

Tabla 2.5. Grado de solubilizacion y produccion de metano obtenidos con distintos
pretratamientos.

Especie Grado Produccion de Metano
P Pretratamiento solubilizacion metano Referencia
microalga (%)
(% DQO) (L CH4/ gVSs)
Chlorellasp.y  Termoquimico . .
Scenedesmussp 72 °C + 10% CaO, 25% 0.325 779  (Solé-Bundg
et al.,2017)
24 h
Chlore_lla ;I'ermoqw_mlco. 120 Aumento 5 veces 0.237L (Mendez et
vulgaris C, 20 min + NaOH . 68.8
M, pH 10 (azlcares) CH4/gDQO al., 2013)
C. vulgarisy Termoquimico.
Scenedesmus sp.  Scenedesmus 16.80% 0.162 L ) (Mahdy et
50 °C, 24 h, 5% ' CH./gDQO al., 2014)
NaOH (w/w)
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3. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Los biocombustibles de tercera generacion, categoria a la cual pertenecen aquellos que

provienen de biomasa microalgal, son sustratos idéneos para la produccion de
biocombustibles carbono neutrales ya que secuestran el CO2 atmosférico o proveniente de
la combustion. La integracion del cultivo de microalgas y el proceso de digestion anaerobia
brinda la oportunidad de obtener y purificar biogas mediante el uso de cultivos de
microalgas que fijardn el CO2 contenido en el biogés. De esta forma se logra aumentar el
contenido de metano y eliminar otras impurezas como el sulfuro de hidrégeno para que el
biogas sea apto para su uso en motores y celdas de combustion para la generacion de
electricidad. Ademas también se puede aprovechar el digestato, el subproducto formado
durante la digestion anaerobia, que podria ayudar a cubrir los requerimientos nutricionales
en el cultivo de microalgas, dado que contiene nitrégeno y fosforo. Aunque la digestion
anaerdbica es un proceso bioldgico bien establecido, algunos sustratos organicos pueden
presentar cuellos de botella. De las etapas involucradas en la digestion anaerdbica, la
hidrélisis es la velocidad limitante en el caso de material organico particulado complejo. En
el caso de las microalgas la pared celular es el obstaculo para su hidrolisis, de ahi la
necesidad de aplicar un pretratamiento para liberar los compuestos organicos intracelulares

susceptibles de ser convertidos en biocombustible.

HIPOTESIS

Si se aplica un pretratamiento quimico y térmico a la biomasa microalgal, se podra
aumentar la disponibilidad de petimeres- sustratos organicos susceptibles utilizarse durante

la digestion anaerobia.

Dado que la biodegradabilidad después de un pretratamiento quimico y térmico aumenta, se
espera que el rendimiento de metano sea mayor a partir de biomasa microalgal pretratada

comparado con aquella sin pretratamiento.

Si se lleva a cabo la digestion anaerobia de la biomasa microalgal pretratada, bajo
condiciones alcalinas, se espera generar biogas con un mayor contenido de metano ya que

la solubilidad del CO, aumenta en dichas condiciones.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la factibilidad de utilizar biomasa microalgal pretratada como sustrato para la

produccion de biogés en condiciones alcalinas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Desarrollar un pretratamiento alcalino para biomasa microalgal que permita el acceso y la

solubilizacion de los polimeros organicos presentes en las microalgas.

Determinar el potencial de produccion de metano de los cultivos de Scenedesmus
obtusiusculus con y sin pretratamiento, para conocer si el pretratamiento resulta adecuado

para la produccién de biogas.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Microalga Scenedesmus obtusiusculus

La microalga que se utilizé es Scenedesmus obtusiusculus AT- UAM que fue aislada,
identificada y caracterizada por el grupo de investigacion de la Universidad Autonoma
Metropolitana-Cuajimalpa. La biomasa fue cosechada por floculaciéon con quitosano (50
mg/L) y secada a 60°C. En este estudio se usaron dos lotes distintos de biomasa microalgal,
identificados como Lote 1 y Lote 2. El Lote 1 se cultivo en fotobiorreactor de columna de
burbujeo a temperatura ambiente (10-32 °C) y a un pH de 8.5, bajo régimen de luz solar, en
suficiencia de nutrientes y con un flujo de alimentacion de aire de 3 L/min, posteriormente
la biomasa producida en las columnas de burbujeo fue utilizada para inocular estanques
tipo raceway, donde Unicamente se burbujed aire pero no se determind el flujo. El Lote 2 se
cultivé bajo condiciones de crecimiento en medio completo en un fotobiorreactor de

columna de burbujeo.

4.2. Lodo granular anaerobio

Se utiliz6 lodo granular anaerobio de un reactor UASB a nivel industrial que trata vinazas
tequileras (Casa Herradura, Jalisco, México), con las siguientes caracteristicas: 15.06% ST,
13.59% SV, asi como una actividad metanogénica acetoclastica de 0.379 g DQO-CHo./g
SSV-d.

4.3. Medio de cultivo para las pruebas de biodegradabilidad anaerobia y para la
determinacion de la actividad metanogénica

El medio mineral con el que se llevaron a cabo las pruebas de potencial de produccion de
metano y la determinacion de la actividad metanogénica del indculo estaba compuesto por
(g/L): K2HPOs4, 0.250; NH4Cl, 0.280; MgCl»-6H-0, 0.83; CaCl,-2H,0, 0.010; extracto de
levadura, 0.1, y solucidn de elementos traza, 1 mL. La solucion de elementos traza contenia
(in g/L): EDTA, 1.0; FeCl»-4H.0, 2.0; MnCl2-4H20, 0.5; H3BOs, 0.05; ZnClz, 0.05;
NaMoOs-2H0, 0.036; AlICIz-6H20, 0.09; NiClz-6H-0, 0.93; CoCl,-6H.0, 2; CuCl,-2H-0,
0.09; NaSeOs-10H.0, 0.227; HCI, 1 mL. Para ajustar el pH a las condiciones alcalinas (pH

= 9) se adiciond bicarbonato de sodio (Montiel Corona & Razo-Flores, 2018).
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4.4. Caracterizacion de la biomasa microalgal
La caracterizacién de la biomasa microalgal se llevé a cabo utilizando muestras de biomasa

seca, los andlisis se describen en las siguientes secciones.

4.4.1 Cuantificacion de carbohidratos totales
La determinacion requirio de 10 a 20 mg de biomasa seca que después fue sometida a una

hidrolisis acida en 5 mL de H.SO4 1 M a 100 °C, en bafio seco, en tubo Hach por 20 min,
posteriormente la muestra se centrifugdé a 4000 rpm por 10 min. A partir del sobrenadante
se realizo la determinacion de carbohidratos totales por el método fenol-sulfirico (DuBois
et al., 1956).

4.4.2 Cuantificacion de proteinas
La determinacion requirio de 10 a 20 mg de biomasa seca que después fue sometida a una
hidrélisis alcalina en 2 mL de NaOH 0.2 N a 100 °C por 20 min, en bafio seco y en tubo
Hach posteriormente la muestra se centrifugd a 13000 rpm por 5 min. A partir del
sobrenadante se realizo la cuantificacion de proteinas utilizando el método de Lowry et al.,
(1956).

4.4.3 Cuantificacion de lipidos neutros
La determinacion requirio de 10 a 20 mg de biomasa seca que después fue sometida a una
hidrolisis &cida en 2 mL de H.SO4 concentrado (98%) a 100 °C por 15 min, en bafio seco y
en tubo Hach. Posteriormente se realizd la cuantificacion de lipidos neutros utilizando el
método de sulfo-fosfovainillina (Mishra et al., 2014).

4.4.4 Cuantificacién de DQO de la biomasa seca
La determinacion requirié de 1 mg de biomasa seca, la cual se deposito en un tubo Hach, se
agregaron 2 mL de agua destilada y posteriormente se continu6 con el procedimiento para
determinar la DQO.

4.5. Estrategia Experimental
El arreglo general del disefio experimental se muestra en la Tabla 4.1. En total se evaluo el
efecto de dos distintos alcalis, NaOH y CaO, y el perdxido de hidrogeno alcalino (pH 11).

Las variables de respuesta fueron la eficiencia de solubilizacién de DQO, azucares totales y

proteinas y el rendimiento de produccion de metano de la biomasa microalgal en
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condiciones en lote. Se realizaron 3 réplicas por cada pretratamiento. También se considero
un control de biomasa microalgal sin pretratamiento. Los pretratamientos se describen en
los apartados 4.6, 4.7 y 4.8

Tabla 4.1. Disefio experimental propuesto para determinar las mejores condiciones con las
que se logra solubilizar materia organica de Scenedesmus obtusiusculus

Alcali y Temperatura Tiempo
concentracion (°C)
PHA 1.5% (p/v) 50 1.5h
PHA 2.0% (p/v) 50 15h
PHA 2.5% (p/v) 50 1.5h
NaOH 2% (p/p) 50 24 h
NaOH 5% (p/p) 50 24 h
CaO 10% (p/p) 72 24 h
Ca0 15% (p/p) 72 24 h
NaOH 4 M, pH 10 120 20 min

Al terminar los tiempos de exposicion de las muestras, se llevo a cabo la caracterizacion de
la biomasa pretratada, la cual, fue neutralizada y centrifugada a 4000 rpm por 10 min,
posteriormente se tomo una muestra del sobrenadante. Al sobrenadante se le determiné el
contenido de DQO, carbohidratos totales, proteinas y pH. Se procedi6 de la misma manera
para todos los pretratamientos. La eficiencia de solubilizacion fue determinada por la

Ecuacion 4.1:

% Solubilizacion = (DQOs- DQOso)/ DQOt  (Ecuacion 4.1)
Donde

DQOs: DQO soluble después del pretratamiento.

DQOso: DQO soluble antes del pretratamiento

DQOt: DQO total (1 g/L).

4.6. Pretratamiento alcalino con NaOH

Se realizaron dos pretratamientos con NaOH, ver Tabla 4.1

El pretratamiento suave con NaOH se llevé a cabo en botellas serolégicas de 60 mL donde
se depositd biomasa microalgal seca en una concentracion de 4 g ST/L en 50 mL de agua
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destilada, y se afiadieron 0.5 y 1.3 mL de NaOH 0.2 N a la solucién de biomasa microalgal
para obtener 0.02 y 0.05 g NaOH/g microalga, equivalente a 2% y 5% (p/p),
respectivamente. Posteriormente las botellas fueron cerradas con tapones de caucho y
selladas con anillos de alumnio, después fueron sometidas a 50°C por 24 h en una estufa
(Mahdy et al., 2014).

El otro pretratamiento con NaOH se llevo a cabo en botellas seroldgicas de 60 mL donde se
depositdé biomasa microalgal seca en una concentracion de 4 g ST/L en 50 mL de agua
destilada, después se ajustd el pH de la solucién de biomasa microalgal con el volumen
necesario de NaOH 4 M hasta alcanzar pH 10. Posteriormente las botellas fueron cerradas
con tapones de caucho y sellados con anillos de alumnio, para después ser sometidas a
120°C (autoclave) por 20 min (Mendez et al., 2013).

Al concluir el pretratamiento las muestras, éstas se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
Se midid el pH y a continuacidn, las soluciones cuidadosamente mezcladas se centrifugaron
a 5200 rpm durante 5 min. Finalmente, la fase liquida se neutraliz6 y se separ6 de la parte
solida, los analisis de DQO, carbohidratos totales y proteinas se realizaron Unicamente para
la fraccion soluble (Bohutskyi et al., 2014; Cho et al., 2013; Passos et al., 2016b).

4.7. Pretratamiento alcalino con CaO

La biomasa microalgal seca se deposito en botellas serolégicas de 60 mL para tener una
concentracion de 4 g ST/L en 50 mL de agua destilada, y se afiadié 0.1 y 0.15 g CaO/g
microalga, para tener porcentajes de 10% y 15% (p/p). Posteriormente las botellas fueron
cerradas con tapones de caucho y sellados con anillos de alumnio, después fueron
sometidas a 72°C a presion atmosférica por 24 h min en una estufa. Las muestras se
mezclaron cuidadosamente y se midi6 el pH en la solucion. A continuacion, las
disoluciones cuidadosamente mezcladas se transfirieron a tubos de centrifuga. Todas las
muestras se centrifugaron a 5200 rpm por 5 min, y a continuacién se neutralizaron (pH =
7.0) y se separo la fase liquida para el analisis de la DQO, carbohidratos totales y proteinas
(Bohutskyi et al., 2014; Cho et al., 2013; Solé-Bundo, Carrére, Garfi, & Ferrer, 2017).

4.8. Pretratamiento alcalino con Peroxido de Hidrégeno Alcalino
Las diferentes soluciones de perdxido de hidrégeno de 1.5, 2, y 2.5% se prepararon en

agua desionizada a partir de una solucién comercial de peroxido de hidrogeno 30%.
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Tomando en cuenta que se necesitan 82.5 mL de perdxido de hidrégeno 30% para preparar
1 L de peroxido de hidrogeno 2.5%. Posteriormente el pH se ajusté a 11.5 con NaOH 5 M
para cada solucion. Para realizar el pretratmiento con PHA en vasos de precipitados de 50
mL se depositaron 0.2 g biomasa microalgal seca y se adicionaron 10 mL de perdxido de
hidrdgeno alcalino a la concentracion deseada (1.5, 2.0 6 2.5%) y obtener un porcentaje de

2% (peso biomasa seca/volumen PHA). Los vasos permanecieron abiertos.

Las muestras se mezclaron cuidadosamente y se incubaron a 50°C a 120 rpm por 1.5 h. A
continuacidn, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se transfirieron a tubos de
centrifuga. Todas las muestras se centrifugaron a 5200 rpm por 5 min, y a continuacion se
separ¢ la fase liquida para el analisis de DQO, carbohidratos totales y proteinas (Martin et
al., 2016).

4.9. Aclimatacion de lodo granular a pH alcalino

La aclimatacion del lodo granular a condiciones alcalinas se realizo utilizando un reactor
UASB de 1.25 L, inoculado con 20 g SV/L de lodo anaerobio (seccion 4.2) a temperatura
ambiente, con un TRH de 27 h, en medio mineral (seccién 4.3) y como sustrato acetato
(90%) y glucosa (10%) en aumentos graduales de concentracion de 1 hasta 4 g DQO/L. Se
aplicaron aumentos de pH graduales, iniciando con pH 7 hasta llegar a pH 9, como se
muestra en la Tabla 4.2. Una vez aclimatado a las condiciones alcalinas, este lodo se usé

como indculo para las pruebas de potencial de metano.

Tabla 4.2.Aclimatacion de lodo granular anaerobio

H H H H H
P 154 P 15 P 154 " 15d P
70 L, 75 —>»80 — »85 — 090

4.10. Cuantificacion de la actividad metanogénica acetoclastica del lodo a pH
alcalino

El ensayo se llevd a cabo en botellas seroldgicas de 60 mL, en un volumen de trabajo de 30

mL y un espacio de cabeza de 30 mL. La relacion de sustrato a indculo (S/1) fue de 1 g

DQO de acetato/2 g SV de inoculo. EI medio mineral que fue utilizado se describid

anteriormente (seccién 4.3). Se realizo un intercambio de atmosfera mediante el burbujeo

de N2 en las botellas durante 45 segundos. La temperatura se mantuvo a 37 °C y el pH
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inicial fue de 9. Se us6 un control endégeno para cuantificar la cantidad de metano que
produce el in6culo. La produccion neta de biogés fue calculada al restar el resultado del

blanco a cada ensayo.

4.11. Potencial bioquimico de metano

Los potenciales de metano de la biomasa microalgal sin y con pretratamiento fueron
evaluados a través de ensayos en lote en botellas seroldgicas de 60 mL, con un volumen de
trabajo de 30 mL y un espacio de cabeza de 30 mL. Cada botella contenia una
concentracion de 2 g SV/L de lodo granular (previamente aclimatado a la condicién
alcalina, pH 9), 30 mL de medio de cultivo anaerobio y 2 g SV/L de biomasa microalgal
pretratada o sin pretratar. La relacion de sustrato a in6culo (S/1) es de 1 g SV de sustrato/g
SV de in6culo. Se realizé un intercambio de atmdsfera mediante el burbujeo con N2 durante
45 segundos. La temperatura se mantuvo a 37 °C y el pH inicial fue de 9, las botellas
permanecieron en agitacion a 120 rpm. Se us6 un control enddgeno para cuantificar la
cantidad de metano que produjo el indculo. La produccion neta de biogas fue calculada al

restar el resultado del blanco a cada ensayo.

Se evaluo el potencial de metano de los siguientes pretatamientos: NaOH 2%, PHA 1.5 %
y CaO 10% y NaOH 4M. Los ensayos se efectuaron por triplicado para cada uno de los
pretratamientos. Cada dia se llevd a cabo la cuantificacion del porcentaje de metano en el
biogas por cromatografia de gases, asi como el volumen total de biogés producido. A partir
de estos datos se dio seguimiento a la produccién acumulativa de metano con respecto al
tiempo, el ensayo se detuvo una vez que la produccion acumulativa de metano fue

constante.

Los perfiles de produccion de metano se ajustaron al modelo modificado de Gompertz

presentado en la siguiente ecuacion 4.2:

H (t)=Hmax*exp {-exp [R/Hmax(A-t)+1]} (Ecuacion 4.2)

donde:

H (t): Produccion acumulada de CH4 en el tiempo t (mL/g SV microalga alimentada).

Hmax: Produccion méxima acumulada de CH4 (mL/g SV microalga alimentada).
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R: Velocidad de produccion de CH4 0 biomasa (mL/g SV microalga alimentada *d).
A: Tiempo de retardo (d).

El rendimiento teé6rico de produccion de metano de la biomasa microalgal fue calculado a

partir del contenido de DQO y de SV por gramo de microalga con la Ecuacion 4.3.

mL CH4/g SV= (g DQO/g microalga)/(g SV/ g microalga)* 350 mL CHs/g DQO
(Ecuacion 4.3)

Donde el valor de 350 es el volumen tedrico de metano en mililitros que se obtienen por 1 g
DQO.

4.12. Andlisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre las eficiencias de solubilizacion después de cada
pretratamiento, asi como las diferencias entre los parametros de Gompertz obtenidos para
cada pretratamiento se determinaron mediante la prueba de ANOVA y Tukey. Las
diferencias se consideraron significativas a valores de p menores a 0.05. También se
efectuaron regresiones lineales para encontrar la correlacion entre la solubilizacion de
polimeros organicos y el rendimiento de metano. Todos los anlisis estadisticos se

realizaron usando el software R versién 3.3.2.

4.13. Métodos analiticos

La produccion de biogés se determiné mediante un dispositivo de registro de gas por
desplazamiento de liquido, que consiste en un tubo en forma de U, calibrado a 5 mL con
un detector de liquido que permite el conteo del gas producido (SEV, México). La
concentracion de metano se cuantifico utilizando un cromatografo de gases equipado con
un detector de conductividad térmica (GC, 6890N Network GC System, Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) usando nitrégeno como gas acarreador, con una
temperatura del puerto de inyeccion, horno y detector de 250 °C, 60 °C y 250 °C,
respectivamente. Todos las mediciones de gas fueron normalizadas a condiciones estandar
(273.15 Ky 1 atm). Se determinaron también las concentraciones de DQO soluble (DQOs),
DQO total (DQOLt), solidos totales (ST), sélidos volatiles (SV) por métodos estandar
(A.P.H.A, 2005). Las concentraciones de acidos grasos volatiles (AGV) se determinaron
mediante un equipo de electroforesis capilar (Agilent 1600A, Waldbronn, Germany) con
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un bufer béasico de aniones (Agilent, pH 12.1) y una columna capilar de silica (Agilent, id =
50 mm, L = 80.5 cm, longitud efectiva = 72 cm). La temperatura y el voltaje fueron 20-C
and —30 kV, respectivamente. Las muestras fueron inyectadas a una presion de 300 mbar
por 6 s. La concentracion de azUcares totales se cuantificd por el método fenol-sulfdrico
(DuBois), los lipidos por el método de la vainillina (Mishra et al., 2014) y el pH se midié
con potenciometro. El andlisis elemental de C y N se llevd a cabo por combustion seca y
cromatografia de gases en un analizador CHNS (ECS 4010 CHNSO ANALYZER COSTECH).
Los dos reactores estan empacados segun las especificaciones del equipo para la
determinacion de C y N. Primer rector: 0xido de cromo y ¢xido cobaltoso/ico plata.
Segundo reactor: Cobre reducido. Columna cromatogréfica: Columna empacada para No,
CO2, H20O. Se utilizo He como gas acarreador. Temperatura reactor 1. 1100°C.

Temperatura reactor 2: 600°C. Temperatura columna: 60°C.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Caracterizacion de la biomasa microalgal

La composicion de la biomasa microalgal Scenedesmus obtusiusculus se muestra en la
Tabla 5.1

Tabla 5.1.Composicion bioquimica de la biomasa microalgal Scenedesmus obtusiusculus

Pardmetro Lote 1 Lote 2
Carbono (%) 30.41 46.13
Nitrogeno (%) 3.50 6.19
Solidos Totales (%) 93.48 94.29
Sélidos volatiles (%) 57.63 90.88
Cenizas (%) 38.25 3.42
DQO (g/g microalga) 0.74 1.17
Carbohidratos (%) 19.87 27.64
Proteinas (%) 21.65 42.65
Lipidos (%) 12.61 20.27
C/N 8.6 7.4

El andlisis de la composicion bioquimica de la biomasa microalgal de dos lotes diferentes
de la especie Scenedesmus obtusiusculus muestra que existen discrepancias en la misma
especie cuando estas crecen en condiciones ambientales distintas. Ademas se observé que
el contenido de proteina de S. obtusiusculus fue menor a lo que se ha reportado (Dragone et
al.,, 2010) para Scenedesmus obliquus (50-56%), sin embargo se encuentra entre lo
reportado para Scenedesmus quadricauda (47%) y Scenedesmus dimorphus (8-18%). En
cuanto a carbohidratos los valores obtenidos se encuentran dentro de los intervalos
encontrados para Scenedesmus obliquus y Scenedesmus dimorphus (10-17% y 21-52%
respectivamente). Para lipidos los valores obtenidos son similares a los reportados pues
varian de 12% a 14% para Scenedesmus obliquus y menores para lo reportado para
Scenedesmus dimorphus (16 a 40%) (Dragone et al., 2010). Las diferencias podrian deberse
a qué se trata de otras especies y también a los factores ambientales de crecimiento,
especialmente luz, temperatura, nutrientes y salinidad, que afectan la fotosintesis y la
productividad, ya que tienen la capacidad de influenciar las rutas del metabolismo celular y
por lo tanto la composicion bioquimica (Richmond, 2004). En cuanto al contenido de

nitrégeno, lo obtenido para el Lote 1 y Lote 2 de biomasa microalgal (3.5 y 6.19%) no se
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encuentra dentro los valores reportados, ya que generalmente el contenido de nitrdgeno en
la biomasa microalgal es de 7-10% ya que es un constituyente celular esencial de todas las
estructuras y funciones de las proteinas en células microalgales (Richmond, 2004).
Respecto a la relacion C/N esta varia entre 4.16 a 7.82, en especies de microalgas
estudiadas para digestion anaerobia, lo cual concuerda con las relaciones obtenidas en
estudio para Scenedesmus obtusiusculus (8.6 y 7.4). La relacién éptima C/N para el
proceso de digestion es entre 20:1 y 25:1, ya que una relacion C/N debajo de 20 implica un
desequilibrio entre los requerimientos de carbono y nitrégeno para la comunidad anaerobia,
que conduce a la liberacion de nitrégeno en forma de amonio durante la digestion, el cual

puede inhibir a los microorganismos metanogénicos (Ward et al., 2014).

5.2. Aclimatacién de lodo granular a pH alcalino

Ya que los pretratamientos que se realizaron a la biomasa microalgal fueron en condiciones
alcalinas, se decidio realizar los ensayos de potencial de produccion de metano también a
tales condiciones (pH 9). De esta forma se evito el uso excesivo de &cido para neutralizar la
biomasa microalgal pretratada hasta un pH de 7.0. Con el propoésito de tener un inéculo de
lodo granular aclimatado a condiciones alcalinas se oper6 un reactor UASB bajo las
siguientes condiciones: TRH de 27.2 h, con un flujo 46.2 mL/h, y pH de 9. El aumento de
pH se realiz6 de manera gradual cada 15 dias comenzando con un pH de 7, siguiendo con
pH 7.5y 8. Cuando el pH de alimentacion del reactor se ajusté a 8 se alcanz6 un pH en el
efluente de 9, esto debido a la solubilizacion del CO2 proveniente del proceso de digestion
anaerobia. Por lo que ya no se increment6 més el pH de alimentacion del reactor. Durante
el desempefio del reactor las velocidades de produccidén volumétrica de metano que se
obtuvieron fueron de 218.9, 410.8, 539.6 y 464.1 mL CH./L-d, cuando fue alimentado con
1, 2, 3y 4 g DQOIL, respectivamente. El sustrato con el que se alimento el reactor estaba
compuesto por una mezcla de 90% acetato y 10% glucosa. Antes de alcanzar el pH objetivo
de 9, el reactor se oper6 por un periodo de 60 dias en el que el pH de alimentacién se fue
incrementando gradualmente. Una vez que se alcanzo el pH de 9, el reactor se operd por
300 dias; en el dia 150 se retiré una porcion de lodo para llevar a cabo los ensayos de
potencial de metano. Durante la operacion del reactor la remocion de DQO fue de 88 a 91%
(Fig 5.1). La disminucion de la eficiencia en el desempefio del reactor es comparable con lo
gue observaron Sandberg & Ahring (1992), al aclimatar un lodo granular anaerobio a
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condiciones alcalinas en un reactor UASB, alimentado con una mezcla de &cidos grasos
volétiles (acetato, propionato, isobutirato, butirato, isovalerato valerato, isohexanato), y
trimetilaminas (trimetilamina, dimetilamina y monometilamina), a una carga organica de 16
g DQO/L*d. Los autores reportaron eficiencias de remocion de sustrato entre 92-97% a un
pH de 7.3-7.9; sin embargo la eficiencia disminuyd hasta 79% al aumentar el pH arriba de
7.9. Entre pH 7.7 y 7. 9 el consumo de acetato disminuy6 gradualmente conforme el pH
aumentaba y a pH de 8.3 el consumo de acetato era de aproximadamente 93%. En este
trabajo, se observd que a un pH de 9 y al aumentar la carga volumétrica de 2.8 a 3.5 g
DQO/L*d el porcentaje de remocion de DQO disminuy6 de 99 a 92%. Sandberg & Ahring
(1992) observaron que el acetato era el Unico compuesto que se acumulaba al aumentar el
pH, lo que podria indicar que las bacterias fermentativas y, especialmente, las bacterias
acetogénicas obligadas productoras de hidrégeno en los granulos tienen un pH 6ptimo mas
alto o una mejor capacidad para la adaptacion del pH que las metanogénicas acetoclasticas.
En cuanto al porcentaje de metano este varié de 67 — 92%, dado que en el sistema el buffer
que se encuentra presente es el del bicarbonato, y sabiendo que existe un aumento en el
CO: debido a la produccion de biogas, se debe considerar que una vez disuelto el COg, este
puede existir en 3 formas de equilibrio: CO2 acuoso/acido carbénico (H2COs), bicarbonato
(HCO3) o carbonato (CO32) dependiendo del pH. A pH entre 6 y 10 la forma predominante
es el bicarbonato, presentando un maximo a pH 8.3, es decir al pH de operacion 9, el CO2
proveniente de la digestion anaerobia muy probablemente se encontraba disuelto y
permanecio en el liquido como bicarbonato, lo que ayudé a alcanzar el pH de 9. De esta
forma fue posible obtener biogas con un contenido de CH4 de hasta 92%, mayor a lo
reportado en condiciones neutrofilicas (40-75%) (Abbasi et al., 2012).

Antes de ser sometido al proceso de aclimatacion a pH alcalino, el lodo granular presentd
las siguientes caracteristicas: 15.06% ST, 13.59% SV, asi como una actividad
metanogeénica acetoclastica de 0.379 g DQO-CHa/g SSV-d, después de la aclimatacion sus
caracteristicas fueron las siguientes: 12.44% ST, 11.07% SV, asi como una actividad
metanogénica acetoclastica de 0.1 g DQO-CHa4/g SSV-d. En este caso no se efectuaron
mediciones de la densidad del lodo, sin embargo fue evidente que ésta disminuyo puesto
gue una parte del lodo granular flotaba en el reactor. Estas observaciones son consistentes

con reportes previos en donde también se observaron cambios en las caracteristicas del lodo
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granular cuando estos se aclimataban a condiciones alcalinas (Sandberg & Ahring 1992).
En dicho reporte, el contenido de ST y SV disminuy6 50%, los autores también reportaron
una disminucién del diametro y densidad de los granulos, debida a la desintegracion de los
granulos al aumentar el pH. Los autores recomiendan realizar el aumento de pH de forma
gradual para lograr la aclimatacién de los grénulos. En nuestro caso no se observé la
desintegracion de los granulos ya que la aclimatacion al pH alcalino se llevé a cabo

gradualmente.
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Figura 5.1 Desempefio del reactor UASB. A) Velocidad volumétrica de produccion de
metano. B) Carga organica volumétrica

En cuanto a la actividad metanogénica acetoclastica del lodo granular esta disminuy6 de
0.379 a 0.1 g DQO-CH4/ g SV *d, lo cual respresenta una disminucién de 70%.
Probablemente, la disminucion se podria explicar porque las bacterias sintroficas
oxidadoras de acetato son mas tolerantes a altos niveles de pH que las metanogenicas
acetoclaticas. A altos niveles de pH ambientales las células necesitan mantener un pH
intracelular adecuado a través de la regulacion activo al coste de energia, por tanto la
energia de mantenimiento aumenta con el grado de desviacion del pH ambiental del 6ptimo

bioquimico (Hao et al., 2013). Un efecto secundario es que un alto pH conduce a la
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desprotonacion del &cido acético y el &cido carbonico, y las formas idnicas del sustrato no
pueden difundir a través de la membrana, por lo que requiere mayor energia para
compensar. La dificultad del consumo de sustrato también limita la metanogénesis en
ambientes alcalinos (Hao et al., 2013), es importante mencionar que este efecto podria
afectar de manera negativa, ya que el acido acético es el intermediario clave en el flujo de
carbono anaerobio, ya que liga diferentes etapas y es considerado como el principal
precursor para la produccion de metano durante la digestion anaerobia de desechos
organicos (Hao et al., 2013). En el caso de la digestidén anaerobia de biomasa microalgal no
fue posible alcanzar el nivel tedrico de produccion de metano como se menciona en el
apartado 5.4 y sabiendo que la pared celular es el principal obstaculo para su hidrolisis, se
debe considerar que al realizar la digestion anaerobia en condiciones alcalinas existe una
disminucion en el consumo de sustratos facilmente degradables, como la glucosa. En este
trabajo se determind también el potencial de produccion de metano con glucosa a pH 9 en
donde se obtuvo un 33.3% menos del volumen tedérico esperado de metano, y un porcentaje
de metano de 99%, es decir, aunque existe una disminucién en la actividad metanogénica
del lodo en condiciones alcalinas, esta podria ser compensada por el porcentaje de metano

presente en el biogas.

5.3.1 Solubilizacion de materia organica
Los pretratamientos termoquimicos evaluados fueron PHA 1.5, 2 'y 2.5% (p/v), incubados a

50 °C durante 1.5 h; NaOH 2 y 5% (p/p) a 50 °C durante 24 h, CaO 10y 15% (p/p) a 72 °C
durante 24 h y NaOH 4 M, 120 °C por 20 min. Para determinar la efectividad de los
pretratamientos se analizd la DQO soluble a la biomasa microalgal después del
pretratamiento. La comparacién entre la DQO soluble y la DQO soluble antes del
pretratamiento y después del pretratamiento permite estimar cual fue el efecto del
pretratamiento sobre la desintegracion o solubilizacion de la materia organica de la

biomasa.

Como se observa en la Fig. 5.2 con ambos lotes de biomasa se logré el aumento en la
solubilizacion de materia organica (DQO soluble) bajo todas las condiciones de los
pretratamientos evaluados, con porcentajes de solubilizacion entre 3.05 y 26.44%. Los
porcentajes de solubilizacién de DQO mas altos fueron observados con el pretratamiento
termoquimico con CaO 15% a 72 °C por 24 h, donde se obtuvieron porcentajes de
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solubilizacion de 19.54 + 25 y 26.44 + 3.28%, para el Lote 1 y para el Lote 2
respectivamente. Mientras Solé-Bundd et al. (2017) al utilizar CaO 10% a 55 y 72°C
reporta eficiencias de solubilizacion de DQO de 20 y 25%, respectivamente. EI menor
porcentaje para el Lote 1 se obtuvo con el pretratamiento de NaOH 4 M (pH 10) a 120 °C
por 20 min (7.8%) y para el Lote 2 fue con el pretratamiento de PHA 1.5% a 50°C por 1.5 h
(7.8 y 3.05%, respectivamente), comparable al 5.4 y 5% obtenido por Cho et al. (2013) al
pretratar una mezcla de 70% de Chlorella sp y 30% de Scenedesmus sp. con NaOH 5 N a

pH de 9 y 11 sin aplicar calor. En el presente trabajo de tesis se obtuvo un aumento del 10.5
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Figura 5.2 Eficiencia de solubilizacion de DQO de cada uno de los lotes de biomasa
microalgal y con cada uno de los pretratamientos aplicados

a 19% de DQO soluble después de aplicar el pretratamiento con NaOH 2 y 5% a 50 °C
por 24 horas en comparacion con la DQO soluble de la microalga sin pretratar (Fig. 5.2),
similares a los obtenidos por Mahdy et al. (2014) que reportan porcentajes de solubilizacion
de DQO de 5.1 y 16.8% después de aplicar un pretratamiento de biomasa microalgal
Scenedesmus sp. con dosis de NaOH 2 y 5% (p/p) a una temperatura de 50°C por 24 horas.
En otros estudios con microalgas verdes Bohutskyi et al. (2014) lograron una solubilizacion
de DQO de 81% al pretratar Chlorella sp. con NaOH 50%, aplicando calor (120°, 30 min).
Por su parte Passos et al. (2016b) evaluaron la solubilizacion de la materia organica en
términos de carbono organico total (COT), y reportan que la solubilizacion de COT mas
alta lograda fue al usar KOH 0.5, 1.25 y 2%, 80°C, 2h (aumentos de 19.4-21.8 veces) en
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microalgas presentes en una laguna de estabilizacion en una planta de tratamiento de agua
(Chlorella sp. y Monoraphidium sp).

Al comparar estadisticamente los pretratamientos (Figura 5.3) aplicados al Lote 1, se
encontrd que existen diferencias significativas entre la DQO soluble después de aplicar los
pretratamientos y la DQO soluble de la microalga sin pretratar. En el caso del Lote 2 se
encontraron diferencias significativas entre la DQO soluble de la microalga sin pretratar y
después de aplicar los pretratamientos de NaOH 2% a 50°C por 24 h y CaO 15%, a 72°C
por 24 h.
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Figura 5.3 Diferencias significativas entre cantidad de DQO soluble obtenida después de
los diferentes pretratamientos por gramo de peso seco de microalga alimentada para Lote 1
A) y Lote 2 B). Prueba de Tukey. Realizado con R 3.3.2. Las letras iguales indican que no

existe diferencia significativa (p<0.05)
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El hecho de que los porcentajes de solubilizacion de materia organica sean bajos se
relaciona con la alta resistencia a la degradacion que presenta la pared celular de
Scenedesmus obtusiusculus, como ya se ha reportado anteriormente (Gonzélez-Fernandez
et al.,, 2012b). Ademas la aplicacion de un pretratamiento termoalcalino puede tener los
siguientes efectos en la pared celular de la microalga: induce al hinchamiento de la
celulosa, aumento del area superficial interna y reduccion del grado de cristalinidad y
polimerizacion. La hidrolisis puede ocurrir a través de una variedad de reacciones
incluyendo ruptura de los enlaces H y saponificacion de enlaces esteres intermoleculares en
la celulosa y hemicelulosa y entrecruzamiento de la hemicelulosa con otros componentes

poliméricos (Bohutskyi et al., 2014).

5.3.2 Solubilizacién de carbohidratos y proteinas
Otro parametro que se usé para evaluar la eficiencia del pretratamiento fue la solubilizacién

de carbohidratos y proteinas, por ser parte de las principales moléculas que conforman las
celulas microalgales (Fig. 5.4)

Con respecto a la solubilizacion de carbohidratos en el Lote 1, se favorecié en mayor
medida al aplicar el pretratamiento con CaO 10 y 15%, con porcentajes de solubilizacion de
60.61 y 58.69%, respectivamente. Mientras que para el Lote 2 los porcentajes de
solubilizacion de carbohidratos mas altos, alrededor de 22%, se obtuvieron al aplicar los
pretratamiento de CaO 15% y el de PHA 2.5%. Lo anterior se encuentra en linea con el
estudio de Solé-Bundo et al. (2017), donde obtuvieron porcentajes de solubilizacion de
31% con CaO al 10% a 72°C después de pretratar una mezcla de microalgas (Chlorella sp.
and Scenedesmus sp.). En ambos lotes la menor eficiencia de solubilizacién de
carbohidratos se obtuvo al aplicar los pretratamientos de NaOH 2 y 5%, a 50°C por 24 h,
con valores de 3.6 a 7.8% (Fig. 5.4). Mientras Mahdy et al. (2014) obtuvieron un aumento
en la solubilizacion de carbohidratos de 26.4 y 40.4% al pretratar biomasa microalgal
Scenedesmus sp. en las mismas condiciones de incubacién y concentracion de NaOH. Asi
mismo Mendez et al. (2013) reportan el aumento en carbohidratos solubles (5 veces)
después de aplicar un pretratamiento de NaOH 4M, 120°C por 20 min a biomasa
microalgal de Chlorella vulgaris, valor mayor al obtenido en este trabajo donde el aumento
de carbohidratos solubles después de aplicar el mismo pretratamiento fue de 2 veces para
ambos lotes de biomasa microalgal Fig. 5.7.
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Al comparar los carbohidratos solubles de la biomasa microalgal del Lote 1 sin pretratar se
observan diferencias significativas (p<0.05) con respecto a todos los pretratamientos
excepto cuando se us6 NaOH 2 y 5%. Para el mismo lote no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) entre los pretratamientos con CaO 10 y 15%, asi como entre PHA 2
y 2.5% y entre PHA 1.5% y NaOH 4 M (Tabla 5.2). Los carbohidratos solubles de la
biomasa microalgal del Lote 2 presentan diferencias significativas (p<0.05) después de

aplicar todos los pretratamientos, excepto con NaOH 2%.
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Figura 5.4 Eficiencias de solubilizacion después de aplicar diferentes pretratamientos
termoalcalinos a dos distintos lotes de biomasa microalgal. A) Solubilizacién de
carbohidratos; B) Solubilizacion de proteinas.

Entre pretratamientos para el Lote 2 no existieron diferencias significativas entre el

pretratamiento con PHA 2.5% y CaO 15%, sucediendo lo mismo entre los pretratamientos
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NaOH 4M y PHA 1.5 5, asi como entre CaO 10%, PHA 2%, NaOH 2 y 5%, tal como se
muestra en la Tabla 5.2 Algunos otros autores han reportado que los principales
carbohidratos solubilizados después de pretratar microalgas presentes en una laguna de
estabilizacion en una planta de tratamiento de agua (Chlorella sp. y Monoraphidium sp.)
fueron glucosa y acido galacturdénico después de aplicar un pretratamiento termoalcalino
KOH 0.5, 1.25 y 2% a 80°C por 2 h (Passos et al., 2016b), indicando que el pretratamiento
es mas efectivo solubilizando pectinas, mientras que un pretratamiento acido HCL 0.5,
1.25y 2% a 80°C, 2 h solubiliza glucosa, arabinosa y xilosa, por lo que el tratamiento &cido
fue més efectivo solubilizando hemicelulosa. La comparacion que estos autores realizaron
entre los pretratamientos acidos y alcalinos muestran que la hidrdlisis alcalina escindié los
enlaces intermoleculares entre polisacaridos complejos y fibras y otros compuestos
poliméricos, pero solo la hidrolisis acida pudo descomponer carbohidratos complejos en
azUcares simples (Solé-Bundd et al., 2017).

Tabla 5.2. Diferencias significativas entre cantidad de carbohidratos solubles obtenidos
después de los diferentes pretratamientos por gramo de peso seco de microalga para Lote 1
y Lote 2. Prueba de Tukey realizada con R3.3.2. Las letras iguales indican aquellos

pretratamientos entre los que no existen diferencias significativas, mientras que letras
diferentes indica que existen diferencias significativas.

g Carbohidratos/g microalga (peso seco)

Pretratamiento Lote 1 Lote 2

Sin pretratamiento 0.01+£001 d 0.02 £ 0.00 d
PHA 1.5% 0.02+0.00 c 0.05+ 0.00 b
PHA 2% 0.04+£0.00 b 0.05+ 0.01 bc
PHA 2.5% 0.06+0.00 b 0.08+ 0.00 a
NaOH 2% 0.01+£0.00 d 0.04+ 0.00 cd
NaOH 5 % 0.01+£0.00 d 0.04+ 0.01 bc
CaO 10% 0.01£0.00 a 0.05+ 0.01 bc
CaO 15% 0.02+0.00 a 0.08+ 001 a
NaOH 4M 0.02+0.00 c 0.06+ 0.01 b

Como se muestra en la Fig 5.4 los mayores cambios en la solubilizacion de proteinas
después de pretratar la biomasa microalgal del Lote 1 correspondieron a los pretratamientos
con PHA 2y 2.5% con eficiencias de solubilizacion de 58 y 79% respectivamente, mientras

que para la biomasa del Lote 2 fue con PHA 2.5% y CaO 15% con porcentajes de
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solubilizacion de 15.2 y 18.33%, respectivamente, valor que se encuentra por debajo de lo
reportado por Solé-Bundo et al. (2017) donde evaluaron la solubilizacion de proteinas en
términos de nitrogeno total Kjeldahl (TKN) y reportan un porcentaje de solubilizacion de
TKN de 32% en las mismas condiciones de temperatura y concentracion de CaO. De igual
manera Passos et al. (2016b) después de aplicar un pretratamiento termoalcalino KOH 0.5,
1.25 y 2% a 80°C por 2 h a una mezcla microalgal (Chlorella sp. Monoraphidium sp.)

observaron un aumento de 10 a 12 veces de nitrogeno total soluble.

Después de pretratar Scenedesmus obtusiusculus con NaOH 4M, 120°C por 20 min en este
trabajo se obtuvo un aumento de 1.2 y 1.4 en proteina soluble para el Lote 1 y el Lote 2,
respectivamente, menor a lo reportado por Mendez et al. (2013), es decir, un aumento de

proteinas soluble de 1.9 veces después del mismo pretratamiento con Chlorella vulgaris.

Respecto a la cantidad de proteina soluble por gramo de biomasa microalgal sin pretratar
del Lote 1 ésta mostrd diferencias significativas (p<0.05) solo después de aplicar los
pretratamientos de PHA 2 y 2.5%, NaOH 5%. Para el mismo Lote y entre pretratamientos
las diferencias significativas (p<0.05) se observaron entre PHA 2 y 2.5% con el resto de los
pretratamientos (Tabla 5.3). Por otro lado la cantidad de proteinas soluble por gramo de
biomasa microalgal sin pretratar del Lote 2 mostré diferencias significativas (p<0.05)
después de aplicar los pretratamientos CaO 15%, PHA 2 y 2.5%. Para el mismo Lote y
entre pretratamientos las diferencias significativas (p<0.05) se observaron entre CaO 15%
con el resto de los pretratamientos, excepto con PHA 2.5% (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Diferencias significativas entre cantidad de proteinas solubles obtenidos después
de los diferentes pretratamientos por gramo de peso seco de microalga para Lote 1y Lote 2.
Prueba de Tukey realizada con R 3.3.2. Las letras iguales indican aquellos pretratamientos
entre los que no existen diferencias significativas, mientras que letras diferentes indica que
existen diferencias significativas.

g Proteinas/g microalga (peso seco)

Pretratamiento Lote 1 Lote 2

Sin pretratamiento 0.02 £0.00 cde 0.03+0.00 d
PHA 1.5% 0.03£0.00 cd 0.05+ 001 «cd
PHA 2% 0.05 £ 0.00 b 0.06 £ 0.01 bc
PHA 2.5% 0.05+0.00 a 0.07+£ 0.01 ab
NaOH 2% 0.01£0.00 def 0.04+ 000 d
NaOH 5% 0.01£0.00 f 0.02+ 0.02 «cd
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g Proteinas/g microalga (peso seco)

Pretratamiento Lote 1 Lote 2

Ca0 10% 0.11+£0.01 ef 0.04+£ 001 d
Ca0 15% 0.11£0.00 cde 0.08+ 001 A
NaOH 4M 0.01£0.00 c 0.04+£ 001 D

Aunque se ha indicado que los pretratamientos termoalcalinos favorecen en mayor medida
la liberacion de proteinas que la de carbohidratos (Mendez et al., 2013; Solé-Bund¢ et al.,
2017; Passos et al., 2016b), en este trabajo se observo dicho comportamiento solo para el
Lote 1 de biomasa microalgal al aplicar todos los pretratamientos excepto en CaO 10 y
15% a 72 °C, 24 h. Mientras que en el caso del Lote 2 de biomasa microalgal se favorecio,
en mayor medida, la solubilizacién de carbohidratos que la de proteinas en todos los

pretratamientos termoalcalinos.

Finalmente se debe considerar el efecto de los alcalis sobre las moléculas constituyentes de
las células microlgales, como la desnaturalizacion de las proteinas (Gunerken et al., 2015),
asi como la polimerizacion de las macromoléculas solubilizadas (carbohidratos y proteinas)
debido a la reaccién de Maillard. En este contexto, los azucares reductores disponibles y los
amino&cidos reaccionan y conducen a la formacién de moléculas complejas. El curso de la
reaccion de Maillard esté fuertemente afectado por factores tales como temperatura, tiempo
de calentamiento, contenido de agua y pH. Ademas de la presencia de la pared celular, la
baja solubilizacion de proteinas puede atribuirse a esta reaccion que toma lugar cuando las

proteinas y los carbohidratos son solubles a altas temperaturas. (Mendez et al., 2013).

5.3. Potencial Bioguimico de Metano

Con el fin de identificar la contribucion de la materia organica particulada a la produccion
de metano se realizd una comparacion entre el contenido de DQO soluble y el de DQO
particulada en los pretratamientos antes de comenzar las pruebas de produccion de metano.
Donde se advierte que 98% de la biomasa microalgal del Lote 1 corresponde a biomasa
microalgal particulada (Figura 5.5 A) y en el Lote 2 la DQO particulada fue de 91% cuando
no se efectué un pretratamiento. Es importante recordar que los compuestos que son
facilmente biodegradables son compuestos organicos simples, incluyendo azlcares y

proteinas, componentes de las células microalgales. Sin embargo, dichos compuestos
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orgénicos se organizan en polimeros y se encuentran en partes estructuralmente complejas
de las células, como la pared celular, haciendo significativamente menos biodegradable la
biomasa microalgal, ya que el acceso de las enzimas a los sustratos es limitado (Bohutskyi
et al., 2014). Como resultado, la primera etapa (hidrolisis) es la que limita la velocidad de
reaccion en la digestion anaerobia, en el caso de material organico particulado complejo.
Por lo que la hidrdlisis de la materia particulada, como las microalgas, puede hacer que la
digestion anaerobia sea un proceso largo y lento, disminuyendo la eficiencia en términos de

produccion de biocombustibles (Gonzélez-Fernandez et al., 2012).
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Figura 5.5. Concentracion de DQO (mg/L) al inicio de la prueba de potencial de metano
para dos lotes de biomasa microalgal. A) Lote 1; B) Lote 2.

En la Figura 5.5A, también se observa que en el caso del Lote 1 de microalga después de
aplicar cualquiera de los pretratamientos termoalcalinos la proporcion de DQO particulada
disminuyo ligeramente de 98% a 91% para los pretratamientos con NaOH 2% a 50°C, 25 h
y PHA 1.5% a 50°C por 1.5 h. Mientras que en el caso de los pretratamientos con CaO 10%
a 72°C por 24 h y NaOH 4M a 120° por 20 min, la disminucion fue de 85%. Para el Lote 2
de microalga la proporcion de DQO particulada se redujo 10% con los pretratamientos de
PHA 1.5% a 50°C por 1.5 h y NaOH 2% a 50°C; mientras que para los pretratamientos
con CaO 10% a 72°C por 24 h 'y NaOH 4M a 120° por 20 min la disminucion fue de 20%
aproximadamente (Fig. 5.6 B). De igual manera se cuantificd, la concentracion de
carbohidratos y proteinas solubles antes de comenzar la prueba de potencial de metano, sin
embargo no se encontrd ningun tipo de correlacion (R2<0.9) entre lo carbohidratos y/o

proteinas solubles y los rendimientos de produccion de metano (Fig. 5.6).
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Figura 5.6 Concentracion de carbohidratos y proteinas solubles al inicio de la prueba de
potencial de metano. A) Lotel; B) Lote 2

Para evaluar el efecto de los pretratamientos sobre la produccion de metano, se evaluaron
tanto el rendimiento como la tasa de produccién de metano, mediante pruebas de potencial
de produccion de metano o pruebas de biodegradabilidad anaerobia.

Las pruebas de biodegradabilidad anaerobia se realizaron para los pretratamientos PHA
1.5%, NaOH 2%, CaO 10% y NaOH 4 M, dado que entre pretratamientos donde se utilizé
el mismo reactivo no se observaron diferencias significativas (p>0.05) en la eficiencia de
solubilizacion de DQO, por lo que se opt6 por utilizar aquellos que requirieran una menor
cantidad de reactivo. La produccién de metano acumulada por un periodo de 20 dias para
el Lote 1 y Lote 2 de biomasa microalgal pretratada se muestra en la Figura 5.7. Cabe

mencionar que el rendimiento de metano esta referido a la cantidad inicial de SV de
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biomasa microalgal. Los resultados mostraron que la produccién de metano aumento
linealmente durante las primeras 216 horas (9 dias) con ambos Lotes. Posteriormente, la
produccién de metano alcanzo6 un nivel estacionario alrededor de las 240 horas; después de
380 horas (16 dias) la produccién de metano casi habia cesado, y no se observo que esta
terminara por completo, lo cual se puede explicar por la presencia de material particulado
(microalga) que se va disolviendo de manera gradual por accion de enzimas secretadas por

microorganismos hidroliticos (Rittmann & McCarty, 2012).
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Figura 5.7 Produccién acumulada de metano para dos lotes de biomasa microalgal. A)
Lote 1 y B) Lote 2, Muestras por triplicado.

Los datos obtenidos de las pruebas de biodegradabilidad anaerobia, fueron ajustados al
modelo de Gompertz modificado, los datos se muestran en la Tabla 5.4 para el Lote 1 y en
la Tabla 5.5 para el Lote 2. Se observa que el rendimiento de produccion de metano
obtenido al usar biomasa microalgal sin pretratar a un pH inicial de 9, para el Lote 1y Lote
2, fue de 226.7 y 155 mL CHa4/g SV, respectivamente y es similar a los ya reportados a pH
neutro por Cortés-Carmona (2016) quien al usar Scennedesmus obtusiusculus sin
pretratamietno obutvo 113.7 mL CHa4/g DQOt consumida, mientras Keymer et al., (2013)
obtuvo 150 mL CHa/ g SV al usar cultivo enriquecido con Scenedesmus sp. y (Solé-Bundo

et al., 2017) para una mezcla de Chlorella sp. y Scenedesmus sp. obtuvo 260 mL CHa/g SV,
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solo se encuentra por debajo de lo obtenido por Cho et al.,(2013) al utilizar una mezcla de
Chlorella sp (70% peso seco) y Scenedesmus sp (30% peso seco total) sedimentada y
centrifugada (336 mL CH./g SV).

El rendimiento més alto de produccion de metano con la biomasa microalgal del Lote 1 se
obtuvo con el pretratamiento con PHA 1.5% a 50°C por 1.5 h (320.6 mL CH4/g SV
microalga alimentada) y la velocidad més alta de produccion de metano se obtuvo con
NaOH 4M a 120 °C por 20 min (1.4 mL CHa/g SV-h). El segundo mejor rendimiento fue
obtenido con NaOH 4M a 120 °C por 20 min con 307.1 mL CH4/g SV microalga
alimentada. Al comparar los rendimientos y las tasas de produccion de metano de la
biomasa microalgal sin pretratar con la biomasa microalgal pretratada no se encontraron
diferencias significativas (p<0.05). En cuanto a la fase de retardo o lag (1) se aprecia que
existié una disminucion de esta fase para todos los pretratamientos y en mayor medida
cuando se utilizaron los pretratamiento con PHA 1.5% a 50°C por 1.5 h y NaOH 4M a
120°C por 20 min. El porcentaje de metano en el biogas producido estuvo entre 84 y
99.6%. Cabe mencionar que con ningun pretratamiento se logré el rendimiento teérico de
metano de 454.39 mL CHa/g SV.

Los resultados con el Lote 2 (Tabla 5.5), mostraron que el rendimiento y la velocidad mas
alta de produccion de metano se obtuvieron con NaOH 4M 10% (227.1 mL CHa/g SV).
Comparado con la biomasa microalgal sin pretratar, el rendimiento de metano no mostré
diferencias significativas (155 mL CH4/g SV; p < 0.05) con respecto al rendimiento de
metano después de aplicar cualquiera de los pretratamientos, igualmente se encontraron
diferencias significativas en el rendimiento de metano entre los pretratamientos NaOH 4M
y NaOH 2%. Mientras para la velocidad de produccion de metano no se encontraron
diferencias significativas (p>0.05) entre la biomasa microalgal sin pretratar y la biomasa
microalgal pretratada con cualquiera de los alcalis. Por otro lado la aplicacién de los
pretratamientos con NaOH 2%, PHA 1.5% y NaOH 4M retardaron el comienzo de la
produccion de metano, como lo indica el aumento de la fase lag, el mayor retardo se
observo con el pretratamiento con NaOH 4M. El porcentaje de metano en el biogas vario de
78 a 92%. De igual manera que para el Lote 1, con ninguno de los pretratamientos se
alcanzo el rendimiento tedrico de metano de 435.64 mL CHa/g SV.
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Tabla 5.4. Parametros de Gompertz modificado para la produccion de metano para el Lote
1 de biomasa microalgal.

Pretratamiento

Parametro Sin NaOH 2% CaO10% PHA15%  NaOH 4M
pretratamlento

Hmax (mL CH./g SV) 228.1+9.40 253.8+14.71 258.1+1.95 320.6 +45.60 307.1+54.42

g\”/"fa‘)(mL CH./g 13+016  13+013 09+010 104017  14+017
Lambda (h) 257 £343 189+1026 1574374 004000  00+215
CHa (%) 914225  90+241 904921  100£000  84+13.22

Tabla 5.5. Parametros de Gompertz modificado para la produccién de metano para el Lote
2 de biomasa microalgal.

Pretratamiento

Parametro Sin . NaOH 2% CaO 10% PHA 1.5% NaOH 4M
pretratamiento

Hmax (mL CH4/g SV)  155.0+7.01 179.2+12.74 194.7+10.86 208.4+14.98 227.1+7.63

S\’}‘fﬁ)(m" CHd/g 09+023  08+027 1.0+0.40 11+015 1.2+0.06
Lambda (h) 00+157 52+1465 00+000  3.0+635 10.0+2.24
CHa (%) 92+1429  91+863 89+1024  86+628  78+758

En cuanto al rendimiento en la produccion de metano después de aplicar CaO 10% a 72°C
por 24 h, se obtuvo un rendimiento 243.5y 194.7 mL CH4/g SV para el Lote 1y Lote 2, el
cuél es menor al obtenido por Solé-Bund6 et al. (2017) de 325 mL CHa4/g SV con CaO
10%, sin embargo es comparable con el obtenido de 255 mL CHa/g SV al aplicar CaO 4%
55 °C, 24 h auna mezclade Chlorella sp.y Scenedesmus sp.

Para estar en posibilidad de comparar los rendimientos obtenidos con los pretratamentos
con NaOH, se procedié a convertir las unidades de mL CHa/g SV a mL CHa4/g DQO, al
multiplicar por el factor de conversion de 0.77 g SV/g DQO para ambos lotes. Por tanto
para el rendimiento de metano con el pretratamiento con NaOH 4M, 120 °C, 20 min es 236
y 175 mL CHa/g DQO para el Lote 1 y Lote 2 respectivamente, lo cual es comparable con
lo reportado por Mendez et al. (2013) 237 mL CHs/g DQO al aplicar el mismo
pretratamiento en Chlorella vulgaris. De igual manera para el pretratamiento con NaOH
2%, 50°C, 24 h el rendimiento de metano es de 195 y 138 mL CH./g DQO parael Lote 1 y
Lote 2, respectivamente, mientras que Mahdy et al. (2014), obtuvo 162 mL CH./g DQO,

al aplicar NaOH 5% (p/p) a 50°C a biomasa microalgal de Scenedesmus sp..
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El pretratamiento con PHA 1.5% 50°C, 1.5 h, con el que se obtuvieron rendimientos de 320
y 208 mL CH4/g SV para Lote 1 y Lote 2 respectivamente, es comparable con otros
pretratamientos alcalinos en los que se utiliza NaOH, KOH, CaO con y sin aplicacion de
calor con valores de 80 a 363 mL (Solé-Bundo et al., 2017; Cho et al., 2013; Passos et al.,
2016b). Entre los reportes de rendimientos de metano obtenidos a traves de BMP el
reportado por Cho et al. (2013) es el mayor con un valor de 363 mL CHa/g SV después de

aplicar un pretratamiento alcalino con NaOH 5 N a pH 9.

La Fig. 5.8 muestra la contribucion de la DQO soluble a la produccion de metano, en donde
se observa que la fraccion soluble de la DQO contribuyd entre 14 y 30% en la produccion
de metano para el Lote 1, mientras que en el Lote 2 la fraccion soluble de la DQO
contribuyé entre 40 y 64% a la produccion de metano. Lo anterior indica que la fraccion
particulada de DQO fue el sustrato mayoritario a partir del cual se produjo el metano en el
Lote 1, comparado con el Lote 2. Una posible explicacién es que la pared celular de la
biomasa microalgal del Lote 1 si fue dafiada por los pretratamientos alcalinos liberando o
dejando expuesto en mayor medida los componentes internos para la accion de las enzimas
excretadas por los microorganismos, mientras que en el Lote 2 la solubilizacion de materia
orgénica pudiera deberse en mayor medida a la solubilizacion de EPS mas que la

solubilizacion de los componentes internos de la microalga (ver seccién 2.12).
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Figura 5.8 Volumen de metano obtenido en cada pretratamiento y la contribucion de DQO
particulada y soluble. A) Lote 1. B) Lote 2
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La variacion en los rendimientos de metano se puede deber al contenido de proteinas,
carbohidratos, lipidos, asi como a la estructura de la pared celular de la microalga y la
composicion bioguimica a su vez se encuentra afectada por condiciones de crecimiento
(Lakaniemi et al., 2013). Cabe mencionar que todos los estudios mencionados
anteriormente realizaron las pruebas de potencial de metano a pH neutro, a pesar de que la
biomasa microalgal fue pretratada a pH alcalino. Dado que los valores de rendimiento de
metano obtenidos en este trabajo se encuentran dentro de los rangos reportados en
experimentos anteriores y a pesar de la disminucion de la actividad metanogénica
acetoclastica debida al efecto de las condiciones alcalinas, destaca la ventaja de obtener un
biogas con porcentajes de metano entre 72 a 100%, en lugar de entre 50-70%. Este alto
contenido de metano hace al biogas adecuado para ser utilizado como biometano para
vehiculos y puede ser inyectado a la red de gas con una minima purificacion, por ejemplo
en paises como Alemania el contenido minimo de metano requerido es de 96%, en Noruega
de 95% y en Holanda de 88% (Nolla-Ardevol et al., 2015).
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
Este trabajo evaluo el efecto de diferentes pretratamientos termoalcalinos sobre dos lotes de

biomasa microalgal Scenedemus obtusiusculus. Los pretratamientos aumentaron la
solubilizacion de materia organica, asi como de carbohidratos (3-60%) y proteinas (2-79%).
Aunque existe un aumento de la materia organica soluble después de aplicar cualquiera de
los pretratamientos, no existe una correlacion directamente proporcional entre la eficiencia
de solubilizacion y el rendimiento de metano. En cuanto a las pruebas de potencial de
metano, el mayor rendimiento de metano se obtuvo con el pretratamiento con PHA 1.5% a
50 °C por 1.5 h par el Lote 1 (320.6 mL CH4/g SV), y con NaOH 4M, 120°C por 20 min
par el Lote 2 (227 mL CHa4/g SV), en donde el porcentaje de metano fue de 100 y 78%.
Cabe destacar el desempefio del pretratamiento con PHA 1.5% a 50 °C por 1.5 h, ya que el
rendimiento de metano obtenido para el Lote 1 con este pretratamiento corresponde a un
70.5% del rendimiento tedrico de metano, mientras que con el pretratamiento con NaOH
4M, 120°C por 20 min se logra obtener un 67.5% del rendimiento tedrico de metano. En el
caso del el lote 2 el rendimiento de metano obtenido con NaOH 4M, 120°C por 20 min
corresponde a un 52.13% del rendimiento tedrico de metano y con el pretratamiento con
PHA 1.5% a 50 °C por 1.5 h se obtiene un 47.83% del rendimiento tedrico de metano.
Ademas de considerar que el pretratamiento con PHA se conduce a temperatura media y el
tiempo de exposicién es mucho menor que el tiempo de exposicion en los pretratamientos
con NaOH 2% a 50°C por 24 h y CaO 10% 72°C por 24 h. Se debe considerar que las
pruebas de metano se realizaron en un pH 9 y que podrian tener la ventaja de disminuir el
uso de reactivos para la neutralizacion de la biomasa microalgal pretratada, también se
presenta el inconveniente de la disminucion en la actividad metanogénica acetoclastica del
lodo granular en un pH alcalino, lo que resulta desfavorable en este proceso. Dado que se
encontraron resultados favorables con el uso de PHA, seria recomendable probar una
concentracion mayor en el pretratamiento y observar los efectos sobre el rendimiento en la
produccion de metano. De igual manera resultaria adecuado la aclimatacion del lodo
anaerobio al sustrato, ademas de explorar otras especies de microalgas que presenten una
pared celular menos recalcitrante. Es importante mencionar que ya que las condiciones de
cultivo de la microalga impactan en la composicién bioquimica de la microalga, asi como
en su morfologia celular, resultaria adecuado establecer aquellas condiciones en las que se

pueda favorecer la digestibilidad de la biomasa microalgal. Cabe mencionar que estas
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pruebas se realizaron en lote, por lo que resultaria conveniente evaluar el proceso en un
sistema en continuo y en diferentes configuraciones de reactor y estar en orden de comparar
cual es mas conveniente para el proceso. Finalmente evaluar las entradas y salidas de
energia en la integracion del cultivo de microalgas con el pretratamiento y la digestion
anaerobia, y conocer la conveniencia del proceso, asi como la posibilidad de extraer
productos de valor agregado como lo son algunos metabolitos o pigmentos de las

microalgas.
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