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Resumen

Estrategias para optimizar la produccién de hidrégeno y metano a partir de

biomasa microalgal

Palabras clave: Fermentacion oscura, biogas, microalga, pretratamiento
Actualmente, los biocombustibles derivados de microalgas son tecnologias en desarrollo y su
comercializacion aun no ha sido establecida. Por otro lado, la produccion de biogas mediante la
digestion anaerobia es una tecnologia bien establecida y disponible comercialmente, la cual podria
coadyuvar la produccion de biohidrogeno y biogas, a partir de microalgas. El objetivo de esta tesis
fue encontrar estrategias para el mejoramiento de la produccién de H2 y CH4 a partir de biomasa
microalgal. La primera estrategia fue incrementar la liberacién de carbohidratos y otras formas de
materia organica contenidas en la biomasa microalgal. Un disefio de experimentos factorial permitid
encontrar las condiciones 6ptimas para la solubilizacion de carbohidratos y DQO a través de un
pretratamiento termoquimico. Este hidrolizado presenté un potencial bioquimico de H2 y CH4 de 48
NmL/g SV y 296 NmL/g SV, respectivamente; siendo 1.7 y 1.3 veces mayores que el rendimiento de
H2 y CH4 obtenido con biomasa microalgal sin pretratar. Posteriormente, se evalué la produccion
continua de Hz a partir de biomasa microalgal pretratada térmicamente. Un reactor de tanque agitado
continuo se alimenté inicialmente con suero de leche para activar el indculo y prepararlo para
degradar un sustrato mas complejo: hidrolizado de microalga. Sin embargo, la produccion de Hz no
se detecté en las etapas que se alimenté el hidrolizado de microalga, probablemente debido al
cambio drastico de la alta carga de suero de leche (84.4 g DQOT/L-d) a una baja carga de hidrolizado
de microalga (0.54 g DQOT/L-d). Por lo tanto, la producciéon de H2 no fue soportada debido a las
bajas cargas de hidrolizado de microalga evaluadas. Posteriormente, se estudié la produccién
continua de CH4 en un reactor discontinuo secuencial alimentado con biomasa microalgal pretratada
termoquimicamente en codigestién con suero de leche. Ademas, se investigd el incremento gradual
de la carga organica volumétrica (COV) en la produccion de biogas. El reactor se operé a pH alcalino
como estrategia para enriquecer el contenido de CH4 en el biogas. La codigestion de hidrolizado de
microalga y suero de leche produjo cerca de 230 NmL CH4/g DQOT, siendo 1.8 veces mayor que la
monodigestion de hidrolizado de microalga. El contenido de CHa en el biogas fue alrededor de 90%
a pH alcalino, mientras que a pH neutro estuvo alrededor de 50%. El rendimiento de CH4 no mejord
con el incremento gradual de la COV. Sin embargo, la velocidad de produccion de CH4 en estas
etapas fue aproximadamente el doble que las etapas que no tuvieron un incremento en la COV.
Ademas, se demostro que la digestidn anaerobia de biomasa microalgal se puede lograr con tiempos
de residencia hidraulica menores a 15 dias, siempre y cuando sea codigerida con un sustrato rico
en carbohidratos. En general, los biocombustibles derivados de microalgas son una gran promesa,
pero estas tecnologias necesitan mas esfuerzos en investigacion y desarrollo para lograr su

comercializacion.
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Abstract

Strategies to optimize hydrogen and methane production from microalgal

biomass

Keywords: Dark fermentation, biogas, microalgae, pretreatment
Nowadays, microalgae-derived biofuels are technologies in development and their commercialization
has not yet been established. Nevertheless, biogas production from anaerobic digestion is an
established technology and commercially available that could boost biohydrogen and biogas
production from microalgal biomass. The aim of this thesis was to develop strategies for the
improvement of Hz2 and CHa4 production from microalgal biomass. The first strategy was to increase
the release of carbohydrates and other organic forms contained in the microalgal biomass. A factorial
design of experiments allowed found the optimum conditions for solubilization of carbohydrates and
chemical oxygen demand (COD) through a thermochemical pretreatment. The biochemical H2 and
CHa potentials from hydrolysate were 48 NmL/g VS and 296 NmL/g VS, respectively, being 1.7- and
1.3-fold higher than Hz and CHg yields obtained from untreated microalgal biomass. Then, continuous
dark fermentative H2 production from microalgal biomass thermally pretreated was evaluated. A
continuous stirred-tank reactor was initially fed with cheese whey as a strategy to activate the
inoculum and preparing it to degrade a complex substrate: microalgal hydrolysate. However, H:
production was not detected on stages fed with microalgal hydrolysate, probably due to the drastic
change of a high cheese whey load (84.4 g TCOD/L-d) to a low microalgal hydrolysate load (0.54 g
TCOD/L-d). Therefore, the low microalgal hydrolysate organic loads applied did not suppor the
production of Hz. Thereafter, the continuous biogas production was studied on an anaerobic
sequencing batch reactor fed with thermochemically pretreated microalgal biomass co-digested with
cheese whey. Besides, the stepwise increase of OLR was investigated in the biogas production.
Furthermore, the reactor was operated at alkaline pH as a strategy to enrich the CH4 content on
biogas. The co-digestion of microalgal hydrolysate and cheese whey produced ca. 230 NmL CHa/g
TCOD, being 1.8-fold higher than mono-digestion of microalgal hydrolysate. Regarding CH4 content
on biogas, this was around 90% at alkaline pH, while it was around 50% at neutral pH. The CHa yield
did not improve with the OLR stepwise increase. Nevertheless, the CH4 production rate on these
stages was about twice than the stages that did not have an OLR increased. Furthermore, it was
demonstrated that anaerobic digestion of microalgae can be achieved with hydraulic retention time
below 15 days when it is co-digested with a carbohydrate-rich substrate. Overall, the microalgal-
derived biofuels are a great promise, but these technologies need more efforts on research and

development to achieve their commercialization.
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Capitulo 1. Biomasa microalgal como materia prima para la

produccién de biocombustibles gaseosos

1.1. Introduccién

Actualmente, la mayor parte de la energia que se consume a nivel mundial proviene
de los combustibles fésiles y su uso ha incrementado la cantidad de gases de efecto
invernadero en la atmodsfera, conduciendo a cambios climaticos, calentamiento
global, entre otros problemas (Garcia y Masera, 2017). En consecuencia, varios
paises firmaron el acuerdo de Paris, donde se comprometen a realizar acciones
para mitigar el cambio climatico. Para cumplir con los objetivos de este acuerdo, se
proponen diferentes estrategias, por ejemplo, disminuir el uso de combustibles
fésiles e impulsar el uso de energias con una huella de carbono cero (Pires, 2017).
México se comprometié con esta causa, creando leyes, como la Ley General de
Cambio Climatico y la Ley de Transicion Energética, las cuales establecen que para
el afio 2024 al menos 35% de la generacidén de energia eléctrica en México debe
provenir de energias limpias (SENER, 2016). Asi mismo, el Gobierno de México ha
fomentado el desarrollo de biocombustibles que no ponen en riesgo la seguridad
alimentaria (i.e. 22, 32 y 42 generacién) mediante la Ley de Promocién y Desarrollo
de los Bioenergéticos (SENER, 2008). Debido a esto y a diversas ventajas como el
secuestro de dioxido de carbono, el nulo requerimiento de tierras destinadas a uso
agricola, es que la biomasa microalgal ha ganado atencion en la investigacion y
desarrollo de biocombustibles. Por un lado, la biomasa microalgal puede usarse
para producir una variedad de biocombustibles con huella de carbono cero, ya sea
en forma liquida (p.ej. biodiesel y bioetanol), gaseosa (p.ej. biohidrégeno vy
biometano) o sdlida (p.ej. biochar) (Adeniyi et al., 2018). Por otro lado, también se
pueden extraer productos de alto valor agregado (p.ej. pigmentos). Por lo tanto, esta
biomasa podria ser integrada en un esquema de biorrefineria y contribuiria con la

disminucién de los costos de produccion de los biocombustibles.



1.2. Digestion anaerobia

La digestién anaerobia es un proceso biologico, en el que bacterias y arqueas
degradan la materia organica en condiciones anaerobias. Este proceso esta
conformado por las etapas de hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis vy
metanogénesis (Figura 1.1.). Las bacterias se encargan de hidrolizar la materia
organica compleja, para luego fermentarla y producir hidrogeno y otros productos
(p-ej. acidos grasos volatiles y dioxido de carbono). Las arqueas pueden consumir
el acido acético o el hidrogeno y diéxido de carbono producido en las etapas
anteriores para producir metano mediante la metanogénesis acetoclastica e

hidrogenotrofica, respectivamente.
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Figura 1.1. Representacion esquematica de las vias de produccion de Hx y CH4
mediante la fermentacion oscura y digestion anaerobia, respectivamente. AGVs:
Acidos grasos volatiles. El eje de tiempo representa el tiempo de conversion de la
materia organica en cada etapa. Modificado de (Ahring et al., 2003).




La digestion anaerobia es una tecnologia madura y comercial, la cual ha sido
empleada para tratar diferentes aguas residuales (p.ej. municipales e industriales)
y residuos organicos, a la vez que se puede obtener energia renovable (Nguyen et
al.,, 2015). La energia obtenida a partir del biogas generado en la digestion
anaerobia ha ganado relevancia a nivel mundial en las ultimas décadas, tal como lo
indica el incremento del numero de plantas de biogas a nivel mundial. Por ejemplo,
desde el afio 2009 hasta el ano 2017 la Union Europea incrementé sus plantas de
biogas de 6,227 a 17,432. En el afio 2017, Alemania fue el pais lider con cerca de
11,000 plantas de biogas en operacién (EBA, 2018). La produccién de biogas en la
Union Europea es relevante, ya que la bioenergia representa alrededor de 60% de
la energia proveniente de las energias renovables; ademas, se espera que esta
tendencia se mantenga hasta el ano 2020 (Scarlat et al., 2018). En el caso de
México, el biogas es la quinta fuente potencial de bioenergia y representa un papel
importante en las politicas de transicion energética. Ademas, se espera que
incremente su participacién en la matriz energética nacional, debido al interés que
ha surgido por el aprovechamiento y valorizacién de residuos organicos (Garcia y
Masera, 2017).

1.3. Produccién biolégica de hidrégeno

Actualmente las expectativas del biohidrogeno son altas, se espera que en un futuro
juegue un papel clave en la economia energética por lo que se considera la energia
del futuro (Sharma y Ghoshal, 2015). El hidrégeno tiene un rendimiento energético
de 120-140 MJ/Kg, lo cual le confiere una densidad energética superior a cualquier
combustible proveniente de los hidrocarburos; ademas, su combustidn solo produce
vapor de agua (Oey et al., 2016). Debido a esto, el hidrogeno como fuente de
energia renovable y sustentable ha ganado la atencién de la comunidad cientifica

en las ultimas décadas.

El hidrogeno se puede producir a través de diferentes procesos, como térmicos,

termoquimicos, electroquimicos y bioldgicos, entre otros. La produccion biologica



destaca por ser posiblemente el proceso con mejores perspectivas en cuanto a
costo efectividad (Antal et al., 2012).

La produccién bioldgica de hidrogeno se puede lograr a partir de diferentes vias
tales como la biofotdlisis (directa e indirecta), fotofermentacién y fermentacion
oscura. Cada una de ellas tiene sus ventajas y desventajas pero existe un consenso
general en que los procesos que requieren energia luminica tienen un balance
energético desfavorable (Antal et al., 2012). Ademas, los procesos de biofotdlisis y
fotofermentacién tienen bajas eficiencias de aprovechamiento de la luz, bajos
rendimientos de hidrégeno y los disefios de sus reactores son mas complejos que
los usados en fermentacion oscura (Tapia-Venegas et al., 2015). En cambio, la
produccion de hidrégeno mediante fermentacidén oscura tiene la ventaja de que no
requiere ni de oxigeno ni de luz, ya que forma parte del proceso de digestion
anaerobia (Figura 1.1.), con el cual se degradan residuos organicos (Khanna y Das,
2013). Cabe resaltar que la produccion biolégica de hidrogeno puede ser
maximizada mediante la integracion de un sistema multietapa de biorreactores
(Show et al., 2011), mediante este enfoque se pueden obtener otros beneficios,
como la remocién de contaminantes, obtencion de productos de alto valor o la
produccion de metano. La Figura 1.2. ejemplifica un sistema multietapa en el cual
las microalgas se cultivan en un fotobiorreactor y luego son usadas como sustrato
en un reactor de tanque agitado, donde se lleva a cabo la fermentacion oscura (en
ambos procesos se obtiene hidrogeno). Posteriormente, el efluente de la
fermentacion oscura puede ser usado en procesos de electrélisis microbiana y
fotofermentacién para la produccién de hidrégeno o en el proceso de la digestion
anaerobia para producir metano. Por consiguiente, es necesario seguir
desarrollando investigacién que conlleve hacia procesos tecnoldgicos relacionados
al biohidrogeno para lograr una produccion costo-efectiva y comercialmente viable

en un futuro cercano.
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Figura 1.2. Esquema de un sistema multietapa de biorreactores. Adaptado de Tapia
Venegas et al. (2015) y Wang et al. (2011).

1.4. Biocombustibles a partir de biomasa microalgal

De forma general, las microalgas estan compuestas principalmente por
carbohidratos, proteinas, y lipidos (Tabla 1.1.); ademas, contienen pigmentos y
minerales (Tibbetts et al., 2015). Diversos productos y beneficios pueden obtenerse
directamente de la biomasa microalgal o de posteriores procesos de transformacion.
Temas como el concepto de biorrefineria y biocombustibles derivados de microalgas
han sido intensivamente estudiados a nivel mundial, siendo tendencia en temas de
investigacion (Figura 1.3.). De acuerdo a la base de datos del IS Web of Knowledge,
entre los anos 2011 al 2019, México ha generado 84 articulos cientificos

relacionando microalgas, biorrefinerias y/o biocombustibles (Fig. 1.3.),



representando el 15% del total de las publicaciones realizadas sobre
biocombustibles en México. Esta tendencia se debe a que a partir de la biomasa
microalgal se pueden generar productos de alto valor (p.ej. vitaminas y
antioxidantes) y puede integrarse facilmente en un esquema de biorrefineria.
Ademas, diferentes biocombustibles pueden generarse ya sea durante su cultivo
(i.e. biofotolisis), o mediante diferentes procesos biolégicos (p.ej. digestidon

anaerobia) o termoquimicos (p.ej. pirolisis).

Tabla 1.1. Composicién bioquimica de algunas microalgas expresada en una base
de peso seco. Compilado de Cabello et al. (2015); Han et al. (2015); Toledo-
Cervantes et al. (2018, 2013); Zabed et al. (2020).

Microalga Proteina (%)  Carbohidratos (%)  Lipidos (%)
Scenedesmus

7-52.4 18.3-63.4 15-55.7
obtusiusculus
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Scenedesmus quadricauda 31.1-47 12 1.9-31.3
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40
Chlamydomonas

48 17 21

rheinhardtii
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
Dunaliella salina 57 32 6
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7

Diferentes microalgas eucariotas han sido usadas como sustrato para la produccién
de hidrogeno por fermentacion oscura y metano por digestion anaerobia.
Particularmente, la biomasa microalgal perteneciente a la division Chlorophyta (p.ej.
Scenedesmus, Chlorella) ha sido sujeto de estudio para la produccion de hidrogeno
(Nagarajan et al., 2017; Wang vy Yin, 2018) y metano (Ward et al., 2014; Xia et al.,
2015a; Zabed et al., 2020). Dentro de la division Chlorophyta se encuentra el género

Scenedesmus, el cual ha sido reportado como un género de microalga que acumula
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gran cantidad de carbohidratos y puede cultivarse en medios no tan costosos y en
aguas residuales (Ho et al., 2013), resultando en beneficios ambientales y
econdmicos que contribuyen a una bioeconomia circular (Ansari et al., 2019;
Ferreira et al., 2019).

Nimero de publicaciones entre los afios 2000 y 2019
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Figura 1.3. Numero de articulos publicados mundialmente (arriba) y en México
(abajo) relacionando microalgas con biorrefineria y biocombustibles. Fuente: ISI
Web of Knowledge.

En las Tablas 1.2. y 1.3. se compilan investigaciones en las cuales se uso biomasa

microalgal del género Scenedesmus para la produccién de hidrégeno por
fermentacién oscura y metano por digestion anaerobia, respectivamente. Las tablas
muestran que hasta el momento no hay estudios sobre la produccién continua de
hidrégeno a partir de Scenedesmus, mientras que si se han publicado algunos

estudios sobre la produccion continua o semicontinua de metano.
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Tabla 1.2. Produccidn de hidrogeno en lote mediante fermentacion oscura de biomasa microalgal del género Scenedesmus.

. Condiciones del o . Ha .
Microalga . Condiciones de la fermentacion oscura Referencia
pretratamiento (mL/g ST)
. Autoclave, 121 °C, 1.4 2Vr 129 mL, Agit: 220 rpm, Temp: 30 °C, Ino: (Batista et al.,
S. obliquus . 40.9
bar, 15 miny 2.5g TS/L E. aerogenes (0.1 g/L), Sus: 2.5 g ST/L 2018)
S. obliquus _ _ a Temp: 37 °C, Agit: 150 rpm, Ino: Lodo Py C. (Ortigueira et
Sin pretratamiento . 48.9°¢
butyricum; Sus: 50 g ST/L al., 2015)
S. obliquus Autoclave, 121 °C, 2 2@ Vr 120 mL, Agit: 150 rpm, Temp: 37 °C, Ino: 451 (Batista et al.,
atm, 15 min E. aerogenes (0.1 g/L), Sus: 2.5 g ST/L ' 2014b)
S. obliquus Autoclave, 121 °C, 2 VR 120 mL, Agit: 150 rpm, Temp: 37 °C, Ino: 90.3 (Batista et al.,
atm, 15 min C. butyricum (0.1 g/L), Sus: 50 g ST/L ' 2014b)
S. obliquus 2 VR 159 mL, Agit: 220 rpm, Temp: 30 °C, Ino: (Batista et al.,
Sin pretratamiento 56.8
E. aerogenes, Sus: 2.5 g ST/L 2014a)
S. obliquus 100 °C, NaOH 8 g/L, 2.5 2VRr 300 mL, Agit: 180 rpm, Temp: 37 °C, pH 40.5 ¢ (Yang et al.,
(RDEL) hy6.7% (p/p) ST 6.5, Ino: Lodo ® 2.4 g SVIL, Sus: 18 g ST/L ' 2011)




Tabla 1.2. Continuacion

] Condiciones del o . H2 .
Microalga . Condiciones de la fermentacion oscura Referencia
pretratamiento (mL/g ST)
S. obliquus 100 °C, NaOH 8 g/L, 8 h  2Vgr 300 mL, Agit: 180 rpm, Temp: 37 °C, pH 4554 ¢ (Yang et al.,
(RDEL) y 4% (p/p) ST 6.3, Ino: lodo ® 1.2 g SVI/L, Sus: 18 g ST/L ' 2010)
1.9 mol/mol
S. obliquus L _ 2 Vr 120 mL, Agit: 120 rpm, Temp: 35 °C, pH (Choi et al.,
Sonicacién 15 min eq. glucosa
YSW15 5.5, Ino: lodo ? 50% (v/v), Sus: 50% (v/V) . 2011)
consumida

aExperimentos en lote; °Lodo anaerobio pretratado térmicamente; °mL/g SV; Agit: Agitacion; Ino: Inéculo; RDEL: Residuos después de

extraccion de lipidos; ST: Sdlidos totales; SV: Sélidos volatiles; Sus: Sustrato; Temp: Temperatura; Vr: Volumen del reactor.



Tabla 1.3. Produccion de metano mediante digestion anaerobia de biomasa microalgal del género Scenedesmus.

ici CH
Microalga Cond|C|on§s del Condiciones de la digestion anaerobia ) Referencia
pretratamiento (mL/g SV)
Experimentos en lote
S. 98 °C por 6 h 2 Vg 120 mL, Agit: 180 rpm, Temp: 37 °C, pH 307 Ce(a?rﬁgre;:-et
obtusiusculus P 7,1no: 4 g SVIL, Sus: 2 g DQO/L
al., 2018)
Scenedesmus . . a \/g 150 mL, Agit: 300 rpm, Temp: 35 °C, pH (Fermoso et
sp. Sin pretratamiento ~7.5, Ino: 10 g SVIL, Sus: 5 g SVIL 356 al., 2016)
S. obliquus Sin pretratamiento a \/gr 8 mL, Temp: 38 °C, S/I: 1:120 (p/v) 213-401 (I;Iaszs(;a1n5()at
Scenedesmus 140 (Ramos-
Sp- Suarez et al.,
Scenedesmus Secado por 2014b;
h °Ve 1L, Temp: 37 °C, S/I: 0.5 g SV/g SV 212.3 Ramos-
sp. (RDEL) congelamiento SuA
uarezy
Carreras
Scenedesmus ’
sp. (RDEA) 272.8 2014)
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Tabla 1.3. Continuacion.

. . CH
Microalga Condlcwn.es del Condiciones de la digestion anaerobia ) Referencia
pretratamiento (mL/g SV)
Scenedesmus 058
sp.
. . a \/g 0.5 L, Agit: 150 rpm, Temp: 35 °C, pH 7, (Frigon et al.,
Scenedesmus  Sin pretratamiento Ino: 20 g SVIL, Sus: 10 g SVIL 306-410 2013)
sp. AMDD
S. dimorphus 397
. . . a \/e 1 L, Temp: 33 °C, Ino: 6 g SVI/L, Sus: 2 (Zamalloa et
S. obliquus Sin pretratamiento g SVIL 210 al., 2012)
S. obliquus ° Sin pretratamiento ab \/g 250 mL, Temp: 38 °C, Sus: 2 g ST/L 178 (M;ssgg;;g)et
Experimentos en continuo o semicontinuo
o aRTAC,VrR1L,TRH0.5d,COV10g 178: (Cortés-
gbtusiusculus 98 ngrg/[]’ 109 DQO/L-d, Agit: 180 rpm, Temp: 35 °C, pH 7.5; § ’ Carmona et
Ino: 10 g SV/L 12LL-d g1, 2018)
Scenedesmus Sin orefratamiento ab RAFA, VR 3.5 L, TRH 4.1 d, COV 3.2 g/L-d, 180; (Tartakovsky
sp. AMDD P Temp: 35 °C, Ino: 40 g SV/L, VFA: 2 m/h d06L/L-d etal, 2015)
291 .5 (RamOS-
Scenedesmus Secado por aRTAC, VR 3L, TRH 20d, COV 3.9 g SV/L-d, -9; .
! Y ) o Suarez et al.,
sp. (RDEA) congelamiento Agit: 35 rpm, Temp: 37 °C d1 L/L-d 2014a)
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Tabla 1.3. Continuacion.

. . CH
Microalga Condlcwn.es del Condiciones de la digestion anaerobia ) Referencia
pretratamiento (mL/g SV)
Scenedesmus . , aVr1.5L,TRH12.4d, COV: 2-3.5 g SV/L-d, (Tran et al.,
sp. Sin pretratamiento Agit: 40 rpm, Temp: 35 °C 130-140 2014)
o aRTAC,VrR1L, TRH15d,COV25¢g (Gonzélez-
Ssce”edesmus 90°C 8‘301 /C’ 149 DQO/L-d. Temp: 35 °C, pH 7-8, S/I: 0.5 g 1114  Fernandez et
P DQO/g SV al., 2013)
a RTAC, VrR 15 L, TRH: 58 d, COV: 0.2 g/Ld
Scenedesmus . . . A  r o ’ ; ’ (Tartakovsky
sp. AMDD Sin pretratamiento Agit: 60 rpm, Temp: g?//LC pH 7-7.4, Ino: 40 g 370 et al., 2013)
130-170;
S obliauus Sin pretratamiento a RFH, VR 2.3 L, TRH:2.2d, COV: 2.7 g d (Zamalloa et
- 00llg P SV/L-d Temp:33-54 °C, pH 7-7.5, VFA: 1 m/h ¢ 0.3-0.5 al., 2012)

L/L-d

3Lodo anaerobio granular; "Biomasa humeda; °Lodo anaerobio aclimatado; “Velocidad volumétrica de produccion de metano; COV:

Carga organica volumétrica; Ino: Inéculo; RAFA: Reactor anaerobio de flujo ascendente; RDEA: Residuos después de extraccion de
aminoacidos; RDEL: Residuos después de extraccion de lipidos; RFH: Reactor de flujo hibrido; RTAC: Reactor de tanque agitado

continuo; ST: Sélidos totales; SV: Sélidos volatiles; Sus: Sustrato; S/I: Relacion sustrato/inéculo; Temp: Temperatura; TRH: Tiempo de

residencia hidraulico; Ve: Volumen efectivo; Vr: Volumen del reactor; VFA: Velocidad de flujo ascendente
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Por otro lado, en las Tablas 1.2. y 1.3. se pueden observar variaciones en los
rendimientos de hidrégeno y metano. Cabe resaltar, que estas variaciones pueden
deberse a diferentes factores:

e Factores intrinsecos de la biomasa microalgal (p.ej. composicion de la
biomasa, tipo de biomasa i.e. pretratada, no pretratada, residuos después de
extraccion de lipidos 0 aminoacidos).

e Indculo (p.gj. tipo de indculo, concentracion).

e Condiciones del ensayo (p.ej. duracion, temperatura, etc.).

Actualmente, no existe un protocolo unico o estandar de como realizar un ensayo
de potencial bioquimico de produccion de hidrégeno o metano (Carrillo-Reyes et al.,
2019; Holliger et al., 2016). Generalmente, se suele seguir ya sea el protocolo
descrito por Angelidaki et al. (2009) o el de la Sociedad Alemana de Ingenieros (VDI
4630, 2016). Como se menciond anteriormente, dependiendo de las condiciones
del ensayo y su duracion, pueden existir apreciables variaciones en los rendimientos
de hidrégeno y metano; mas aun cuando algunas microalgas (p.ej. Chlorella,
Scenedesmus) contienen materiales recalcitrantes, los cuales solo se pueden
degradar en largos periodos de tiempo (Roberts et al., 2016). Las microalgas que
poseen una pared celular recalcitrante dificultan la extraccion de biocompuestos

(lipidos, proteinas, carbohidratos y pigmentos) y la produccién de biocombustibles.

En general, la pared celular de las microalgas es compleja y varia de especie a
especie (Fig. 1.4.) (Baudelet et al., 2017). Las microalgas pertenecientes a la
divisién Chlorophyta se caracterizan por poseer una pared celular compuesta por
dos capas: una capa interior compuesta principalmente por una matriz de
polisacaridos (celulosa, hemicelulosa) y glicoproteinas (Baudelet et al., 2017; Voigt
et al.,, 2014) y una capa exterior con estructura trilaminar compuesta por
biopolimeros como algaenan, los cuales le confieren una resistencia adicional a la
pared celular (Burczyk y Dworzanski, 1988; Versteegh y Blokker, 2004). Por otra

parte, la concentracion de estos compuestos y la morfologia de la pared celular

13



también puede variar dentro de una misma especie, dependiendo de las

condiciones de crecimiento (p.ej. limitacion de nutrientes) (Gerken et al., 2013).

Spirulina Scenedesmus Haematococcus Nannochloropsis ~ Chlorella

aplanéspora

V, vaina CA, capa de CEF, capa externa CT, capa EX, extensiones CA, capa de
algaenan fibrilar trilaminar algaenan
ME, r:ftzr:;ana 9 ) r ctalin P ) CA, capa de g
CP, capa de , capa cristalina , pare algaenan -
CF, capa fibrilar peptina tripartita secundaria CF, capa fibrilar
CP, capa de MC, membrana CC, capa de El, espacio CC’CC:E]EI'Og: MC, membrana
peptidoglicano celular celulosa intermedio celular
MC, membrana MC, membrana MC, membrana ST, "struts”
celular celular celular

MC, membrana
celular

Fig. 1.4. Esquema de la pared celular de algunas microalgas de importancia
biotecnoldgica. Modificado de D’Hondt et al. (2017).

En el caso especifico de Scenedesmus, éste género tiene una pared celular con un
alto contenido de glucosa, galactosa y manosa (Takeda, 1996). Se ha demostrado
también que Scenedesmus es una de las microalgas que puede llegar a tener una
pared celular con mayor recalcitrancia (Gonzalez-Fernandez et al., 2012a;
Hernandez et al., 2015). Mussgnug et al. (2010) monitorearon durante seis meses
la digestion anaerobia de Scenedesmus, terminado el experimento encontraron
algunas células sin ningun dafo. La recalcitrancia de Scenedesmus se debe a la
composicion y estructura de su pared celular, la cual contiene algaenan (Fig. 1.5.);
aunado a esto, los compuestos pécticos de la pared celular forman una red
hexagonal de material denso en electrones sobre |la capa superficial y se irradian en
un sistema de tubulos desde la capa media para soportar la red, confiriéndole una

mayor rigidez (Bisalputra y Weiser, 1963).
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b Pared celular de c %]
Scenedesmus TR

Fig. 1.5. Imagenes de microscopia electronica de trasmision de Scenedesmus AT-
UAM. a) Componentes: C: Cloroplasto, P: Pirenoide, S: Almidén, CW: Pared celular;
b) Esquema de la estructura de la pared celular de Scenedesmus, PL: Capa de
pectina, AL: Capa de algaenan, FL: Capa fibrilar, CM: Membrana celular; c)
Arquitectura y composicién de la pared celular. Modificado de Sanchez-Garcia et al.
(2020).

Por otro lado, la produccién de biocombustibles mediante los procesos de
fermentacién oscura y digestion anaerobia pueden afectarse por el alto contenido
de proteinas en las microalgas (~20-60%). Esto es debido a que las proteinas son
transformadas a NH4" y NH3, causando inhibicion o toxicidad a los microorganismos
involucrados en la digestion anaerobia, por lo que se puede producir una
acumulacién de acidos grasos volatiles, los cuales también son toxicos para los
microorganismos hidrogenogénicos y metanogénicos (Montingelli et al., 2015). Sin
embargo, se han reportado algunas posibles soluciones a estos inconvenientes. Por
un lado, la recalcitrancia de la pared celular puede ser resuelta mediante la
aplicacion de uno o mas pretratamientos (Tablas 1.2. y 1.3.). Existen reportes sobre
diferentes tipos de pretratamientos (p.ej. quimicos, térmicos, etc.), los cuales han
sido usados tanto para biomasa algal (i.e. microalgas y macroalgas) como para
residuos lignoceluldsicos (Sankaran et al., 2020). Por otro lado, la inhibiciéon por
nitrégeno amoniacal puede evitarse mediante la codigestion con sustratos ricos en
carbono (Solé-Bundo et al., 2019).

1.5. Justificacion

El concepto de biorrefineria para la obtencidon y transformacion de la biomasa
microalgal es de gran relevancia tanto a nivel académico como industrial, debido a

la amplia gama de enfoques que se pueden trabajar. Algunos de los posibles
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enfoques en un esquema de biorrefineria, serian la combinacion de procesos como
la eliminacién de compuestos contaminantes en aguas residuales que pueden
eliminarse a partir del cultivo de microalgas, enriquecimiento del metano en el
biogas mediante la remocion fotosintética de CO2, extraccion de productos de alto
valor y la produccion de biocombustibles. Sin embargo, tanto para la extracciéon de
productos de alto valor como para la produccidon de biocombustibles es necesario
romper la célula. Por lo tanto, es fundamental establecer las condiciones 6ptimas
de hidrdlisis, para lograr una eficiente liberacion y solubilizacién del material
intracelular y estructural de la biomasa microalgal. De esta forma, la materia
organica soluble puede usarse en diferentes procesos, o que dara como resultado
la obtencion de multiples productos. Actualmente, no existen tecnologias
comerciales para la produccion de hidrégeno por fermentacién oscura y de metano
por digestién anaerobia a partir de biomasa microalgal. Esto debido principalmente
a los bajos rendimientos de produccidn, bajas velocidades de produccion, balances
energéticos negativos y los costos no son competitivos con respecto a los
combustibles fésiles. Sin embargo, se espera que en un futuro cercano mediante
estas tecnologias se puedan producir combustibles que satisfagan algunas de las
necesidades energéticas (p.ej. transporte). Es por ello que la investigacién y
desarrollo de estas alternativas energéticas renovables esta creciendo, y se espera
que en un futuro sea una de las alternativas que permitan poco a poco reemplazar
el uso de biocombustibles de primera generacion, terminando con el debate de
biocombustibles versus seguridad alimentaria. La biomasa microalgal es clasificada
como materia prima para la generacion de biocombustibles de 32 generacion, se
espera que junto con biocombustibles de 22 generacion compitan econémicamente
con los combustibles fosiles. Por lo tanto, las emisiones de gases de efecto
invernadero disminuirian, asi como también el calentamiento global. De acuerdo
con esto, es importante encontrar estrategias que ayuden a mejorar la produccion
de biocombustibles. Entre las estrategias para superar los cuellos de botella del uso
de biomasa microalgal, para producir hidrogeno por fermentacién oscura y metano

por digestion anaerobia, estan los pretratamientos y codigestién con sustratos ricos
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en carbono. La combinacién de estas estrategias, entre otras, permitiria establecer

procesos mas robustos y eficientes.

1.6. Alcance y estructura de la tesis

Como se menciond anteriormente, la produccién de biocombustibles gaseosos
(hidrégeno y metano) mediante la fermentacion oscura o la digestion anaerobia de
biomasa microalgal es un tema muy atractivo actualmente. La mayoria de los
estudios de biocombustibles gaseosos derivados de biomasa microalgal tienen
diferentes enfoques, como produccion de hidrégeno (Yun et al., 2012) o metano
(Ras et al., 2011) a partir de biomasa cruda (no pretratada), integracion de la
produccion de hidrégeno y metano en un sistema de dos etapas (Wieczorek et al.,
2014), comparacién de pretratamientos (Passos et al.,, 2015), entre otros. En
nuestro grupo de trabajo se han realizado investigaciones sobre la produccién de
biohidrogeno y biogas a partir de biomasa microalgal (Candia-Lomeli, 2018; Cortés-
Carmona, 2016). A partir de estos trabajos se demostr6 que era necesario solubilizar
un mayor porcentaje de carbohidratos y demanda quimica de oxigeno (DQO);
ademas, como recomendacion esos trabajos sugieren aclimatar el inéculo a la
biomasa microalgal con el fin de aumentar los rendimientos y velocidades de
produccion de biohidrogeno y biogas. Por lo tanto, el objetivo de esta tesis fue
optimizar la solubilizacion de materia organica de Scenedesmus obtusiusculus
mediante diferentes pretratamientos. Asi como usar estrategias de aclimatacion del
indculo y codigestion con un cosustrato rico en carbono para mejorar la produccion

de hidroégeno y metano en régimen en lote y semicontinuo.

En el Capitulo 2 la investigacion fue dirigida a optimizar la solubilizacion de la
materia organica de biomasa microalgal a través de un pretratamiento térmico con
acido diluido. Por lo que se planted un disefio de experimentos, disefio factorial 24,
para evaluar la relevancia de los factores involucrados (i.e. temperatura,
concentracion de acido, tiempo, y concentracion de microalgas) en la solubilizacion

de la DQO vy carbohidratos. Posteriormente, el hidrolizado obtenido bajo las
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condiciones optimas predichas por el modelo estadistico se usé para evaluar su

potencial bioquimico de produccion de hidrégeno y metano.

Subsecuentemente, en el Capitulo 3 se presenta lo relacionado con la produccion
de hidrogeno en régimen continuo, mediante el proceso de fermentacion oscura,
usando como sustrato biomasa microalgal pretratada térmicamente. Para lograr lo
anterior, el reactor fue alimentado inicialmente con un sustrato de facil degradacion
(suero de leche) como estrategia para obtener un indculo activo. Luego, el reactor
se alimentd con hidrolizado de microalgas para evaluar su desempefio en la

produccién de hidrogeno.

En el Capitulo 4 se investigé la produccion de metano mediante la digestidon
anaerobia de biomasa microalgal pretratada termoquimicamente. Por una parte, se
usaron como estrategias la aclimatacion del in6culo y la codigestion con suero de
leche para mejorar la produccién de metano. Por otra parte, con el fin de enriquecer
el contenido de metano en el biogas, se usé como estrategia la digestion anaerobia

en condiciones alcalinas.
Por ultimo, en el Capitulo 5 se presenta una discusion profunda de los resultados

obtenidos en esta tesis, asi como las conclusiones y perspectivas que deja esta

investigacion.
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Capitulo 2. Mejorando la biodegradabilidad de Scenedesmus

obtusiusculus mediante pretratamiento

termoquimico para producir hidrégeno y metano

Resumen

La hidrdlisis puede ser considerada el cuello de botella en la produccién de
biocombustibles a partir de microalgas debido a la recalcitrancia de la pared celular
de algunas microalgas (p.ej. Scenedesmus). El pretratamiento termoquimico es un
proceso efectivo y ampliamente usado para solubilizar materia organica de
diferentes tipos de biomasa. Sin embargo, la variabilidad de la pared celular entre
diferentes especies de microalgas dificulta el desarrollo de un pretratamiento
estandar. En este trabajo se analizaron e identificaron los factores mas relevantes
de la solubilizacion de materia organica de biomasa microalgal de Scenedesmus
obtusiusculus mediante pretratamientos termoquimicos. El objetivo fue obtener
hidrolizados ricos en materia organica soluble que permitieran alcanzar altos
rendimientos de hidrégeno y metano en comparacion con biomasa microalgal cruda.
Se utilizo un disefio factorial 24 para identificar los factores significativos en el
pretratamiento termoquimico. Los resultados mostraron que la temperatura (100 °C)
y la concentraciéon de HCI (3 %) fueron los factores mas significativos para lograr
una solubilizacién de carbohidratos cercana al 100%. Ademas, el tiempo de
reaccion (1.7 h) y la concentracién de biomasa (30 g de sdlidos totales/L) también
fueron importantes para lograr hasta 60% de solubilizacion de demanda quimica de
oxigeno (DQO). En general, los hidrolizados de microalga produjeron 48 NmL H2/g
solido volatil (SV) y 296 NmL CHa4/g SV, los cuales son 1.7 y 1.3 veces mas altos
que el rendimiento de hidrégeno y metano, respectivamente, en comparacion con
la biomasa cruda. Estos resultados son relevantes debido a que altas
concentraciones de carbohidratos y DQO solubles permitiran la aplicacion de altas
velocidades de cargas organicas en reactores en continuo, para la produccion de
biocombustibles usando biomasa renovable como lo son las microalgas.

Una version modificada de este capitulo ha sido publicada como:

Rincén-Pérez, J.A., Razo-Flores, E., Morales, M., Alatriste-Mondragon, F., Celis, L.B.
(2020). Improving the biodegradability of Scenedesmus obtusiusculus by thermochemical
pretreatment to produce hydrogen and methane. BioEnergy Research. 13. 477-486.
https://doi.org/10.1007/s12155-019-10067-w
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2.1. Introduccion

La pared celular de algunas especies de microalgas puede llegar a ser muy
resistente, lo cual representa un cuello de botella en la produccion de
biocombustibles; aunque las bacterias hidroliticas pueden degradar la pared celular
mediante enzimas extracelulares, este proceso es demasiado lento, limitando la
biodegradabilidad de las microalgas para lograr un proceso eficiente de produccion
de hidrégeno y metano. Una forma de superar este inconveniente es mediante el
pretratamiento de la biomasa. Sin embargo, es importante considerar que la
composicién de la pared celular de la microalga es afectada por las condiciones de
crecimiento (p.ej. limitacion de nutrientes, fotoperiodo, etc.), asi como la etapa de
crecimiento en la cual fue cosechada (Yap et al., 2016). Eventualmente habra una
gran variacion en la biodegradabilidad de diferentes lotes de microalgas, incluso
cuando éstas sean de la misma cepa (Martin Juarez et al., 2018). La biomasa

microalgal ha sido pretratada mediante diferentes métodos, por ejemplo:

= Fisicos (p.ej. molienda, ultrasonido, microondas, térmico, etc.)
= Quimicos (p.ej. alcalinos o acidos)
= Bioldgicos (p.ej. enzimaticos)

= Combinados (p.ej. termoquimicos, quimicos y enzimaticos, etc.)

En particular, los hidrolizados de microalgas obtenidos mediante pretratamientos
térmicos con acido diluido alcanzan a solubilizar entre 68.7 y 100% de los
carbohidratos (Carrillo-Reyes y Buitron 2016; Park et al., 2016), lo cual es superior
a lo obtenido con pretratamientos hidrotérmicos (~ 12%) (Passos et al., 2015),
microondas (~ 12%) (Passos et al., 2015), sonicacion (~ 9%) (Passos et al., 2015),
enzimaticos + autoclave (~ 55%) (Hernandez et al., 2015) y alcalino térmicos (31%)
(Solé-Bundé et al., 2017). A pesar de que el pretratamiento térmico con acido diluido
es un método efectivo y ampliamente usado, es necesario identificar cuales son los

factores que tienen un impacto significativo sobre el rompimiento de las células.
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La razén fundamental de este trabajo es ampliar el conocimiento de la regién
experimental (condiciones experimentales) del pretratamiento térmico con acido
diluido para alcanzar altos porcentajes de solubilizacion de materia organica, como
carbohidratos y DQO, dentro de un marco de disefio de experimentos. Esto es
relevante dado que la optimizacién de un pretratamiento general no es factible,
debido a las variaciones en la composicidon de la pared celular de cada especie de
microalga (Dong et al., 2016). La solubilizacion de biomasa es primordial debido a
que la materia organica disponible en forma soluble es indispensable para producir
biocombustibles a través de procesos de fermentacion o transesterificacion (Kumar
et al., 2016). Aunque varios pretratamientos térmicos con acido diluido han sido
aplicados a biomasa microalgal (Carrillo-Reyes y Buitron 2016; Hernandez et al.,
2015; Park et al., 2016), hasta donde llega nuestro conocimiento, la mayoria de
estos trabajos no evaluaron el efecto de todos los factores involucrados en la
solubilizacion de materia organica (temperatura, tiempo, concentracién de acido y
biomasa). En tal sentido, el principal objetivo de esta investigacién fue analizar el
efecto de los factores involucrados en el pretratamiento térmico con acido diluido
(temperatura, tiempo de reaccién, concentracion de HCI y microalga) sobre la
solubilizacion de carbohidratos y DQO, mediante un disefio de experimentos
usando la microalga Scenedesmus obtusiusculus. Posteriormente, los hidrolizados
fueron usados para evaluar su potencial bioquimico de produccion de hidrégeno y

metano.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Biomasa microalgal e indculo anaerobio
La microalga usada en este trabajo fue Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, la
cual fue previamente aislada de la laguna Churince de la cuenca de Cuatro
Ciénegas, localizada en el desierto Chihuahuense (Coahuila, México). Las muestras
tomadas fueron usadas para cultivar la microalga en medio mineral BG-11 (Toledo-
Cervantes et al., 2013). Esta cepa es capaz de crecer en amplios intervalos de
temperatura y radiacion solar, lo que la hace apropiada para su cultivo a la

intemperie. La microalga aislada fue cultivada en un fotobiorreactor de columna de
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burbujeo de 24 L construido en acrilico. La velocidad de flujo del gas fue de 3 L/min,
el cual contenia 2% de CO2 y fue alimentado sélo durante las horas de luz del dia.
Los experimentos fueron realizados a la intemperie en la Universidad Autonoma
Metropolitana - Cuajimalpa en la Ciudad de México (latitud 19° 21°41” Ny longitud
99° 04’ 22” W), expuestos a ciclos circadianos de radiacion solar (0—1200 pmol/m.-
s), y de temperatura (10-30 °C), con un promedio de tiempo de luz diurna de 10 h.
El sistema fue operado en lote por 3 semanas, la biomasa fue cosechada usando
quitosano como floculante tal como fue descrito por Cortés-Carmona et al. (2018).
Posteriormente la biomasa fue centrifugada (4000 rpm, 10 min), secada (60 °C),
molida en un mortero y tamizada en una malla de 500 um. La biomasa microalgal
fue caracterizada en términos de solidos totales (ST), solidos volatiles (SV), DQO
(total y soluble), carbohidratos (totales y solubles) y contenido de proteina tal como
es descrito en la seccidon de métodos analiticos. El inéculo usado en los ensayos de
produccion de hidrégeno y metano fue lodo anaerobio granular obtenido de un
reactor anaerobio de flujo ascendente alimentado con vinazas de tequila, donado
por la destileria Casa Herradura (Jalisco, México). El lodo granular tenia las
siguientes caracteristicas: 15.36 + 0.07% ST, 13.84 + 0.06% SV y una actividad
metanogénica acetoclastica de 0.38 g DQO-CH4/g SV-d.

2.2.2. Disefo de experimentos para los pretratamientos

El pretratamiento térmico con acido clorhidrico (HCI) diluido fue elegido como el
método de hidrdlisis para solubilizar la materia organica de S. obtusiusculus. Un
disefio de experimentos factorial 24 con puntos centrales fue usado para determinar
los factores mas significativos. Cuatro parametros operacionales fueron

seleccionados como factores y cada uno tuvo tres niveles:

l. Temperatura (A) 100, 130 y 160 °C

II.  Tiempo de reaccién (B) 1.5, 2.75y 4 h

lll.  Concentracion de acido 0, 1.5y 3 % (p/p)

IV. Concentracién de microalga 10, 20y 30 g ST/L
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El numero total de ensayos fue 19 y las variables de respuesta fueron las eficiencias
de solubilizacion de carbohidratos y DQO. El disefio de experimentos fue analizado

con variables codificadas (Ecuacion 2.1.), las cuales permiten observar la

importancia relativa de cada factor.

X=[X = (Xa+X8) 2]/ [(Xa-X8)!2] 2.1)

Dénde X y X' denotan las variables codificadas y reales, respectivamente. Los
subindices Ay B se refieren a nivel alto y bajo, respectivamente. Mas detalles de la
interpretacion estadistica pueden ser encontrados en Montgomery (2012). Un
analisis de varianza (ANOVA) multifactorial con un nivel de significancia de 5% fue
usado para determinar los factores y las interacciones estadisticamente
significativas. Las variables de respuesta (eficiencias de solubilizacién de
carbohidratos y DQO) fueron verificadas experimentalmente bajo las condiciones

predichas por el modelo.

2.2.3. Ensayo de potencial bioquimico de hidrogeno en lote

Los experimentos de potencial bioquimico de hidrégeno (PBH) fueron realizados en
el equipo AMPTS Il (por sus siglas en inglés Automatic Methane Potential test
system, Bioprocess Control, Lund, Suecia), siguiendo el protocolo interlaboratorio
establecido por Carrillo-Reyes et al. (2019). La solucion buffer usada fue MES (acido
2-N-Morfolino etano sulfénico), mientras que el sustrato usado fue el hidrolizado de
microalga obtenido bajo las condiciones predichas por el modelo resultante del
disefio de experimentos. Antes de usar el hidrolizado fue neutralizado a pH 7-7.5
con NaOH 10 My diluido hasta obtener una concentracion final de 5 g carbohidratos
solubles/L. Adicionalmente, la biomasa cruda fue usada como control, a la misma
concentracion de SV que en el experimento con hidrolizado (14.9 g SV/L). Asu vez,
un control positivo fue realizado usando glucosa como sustrato (5 g carbohidratos
solubles/L). Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. La relacién
sustrato/inéculo de los experimentos con hidrolizado de microalga fue 2.7 g

carbohidratos solubles/g SV de acuerdo con Carrillo-Reyes et al. (2019), mientras
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que en el experimento con biomasa cruda la relacion fue 8.1 g carbohidratos
solubles/g SV. Los datos experimentales fueron ajustados al modelo modificado de
Gompertz, dado que es un modelo ampliamente aceptado para describir tanto las

cinéticas de produccion de hidrégeno como las de metano (Zahan et al., 2018).

2.2.4. Ensayo de potencial bioquimico de metano en lote

El potencial bioquimico de metano (PBM) del hidrolizado de microalga y de la
biomasa cruda (control) fueron determinados en el AMPTS II. El medio mineral
usado en la produccién en lote de metano fue el propuesto por Angelidaki et al.
(2009). El in6culo usado fue lodo anaerobio granular y la relacion indculo/sustrato
fue 1.3-2 g SV/g SV. El sustrato usado fue hidrolizado de microalga obtenido bajo
las mismas condiciones de pretratamiento que en el ensayo de PBH. Este
hidrolizado fue diluido hasta obtener 5 g DQO soluble/L (equivalente a 7.85 g SVI/L),
mientras que el experimento con biomasa cruda 7.85 g SV/L (misma concentracién
de SV que habia en el experimento con hidrolizado). Un experimento con glucosa
(5 g DQO soluble/L) como sustrato fue usado como control positivo. En todos los
experimentos la alcalinidad fue ajustada con NaHCO3 para obtener un equivalente
de 3 g CaCOg3/Ly el pH inicial fue de 8.5 + 0.26. El espacio de cabeza de las botellas
fue purgado con N2 por 3 min para asegurar un ambiente anaerobio. El AMPTS Il
fue configurado para que el contenido de las botellas fuera continuamente agitado

a 120 rpm y la temperatura estuviera a 37 °C.

El volumen de metano fue registrado en linea a partir de la liberacion continua del
biogas producido después de pasar a través de una unidad de absorcion de CO2
(NaOH 3 N). Los datos experimentales fueron ajustados al modelo modificado de
Gompertz (Carrillo-Reyes y Buitron 2016). La Fig. 2.1. muestra un diagrama del

enfoque experimental utilizado.
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Fig. 2.1. Diagrama de la produccién en lote de hidrégeno y metano a partir de
biomasa microalgal.

2.2.5. Métodos analiticos

El contenido de carbohidratos y proteinas de la biomasa microalgal fue determinado
de acuerdo a lo descrito por Toledo-Cervantes et al. (2018). Los ST y SV, asi como
la DQO total y soluble fueron determinados de acuerdo a los métodos estandar
(APHA, 1999). Los carbohidratos solubles fueron determinados de acuerdo al
método espectrofotométrico reportado por DuBois et al. (1956). Los volumenes de
hidrégeno y metano son reportados a condiciones estandar de temperatura y
presion (0 °C y 1 atm). Las concentraciones de acidos grasos volatiles (AGV) fueron
cuantificadas por electroforesis capilar (Cortés-Carmona et al.,, 2018), para

determinar la concentracion de intermediarios residuales.
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2.2.6. Analisis estadistico

El software R versiéon 3.5.1 fue usado para crear y analizar el disefio de
experimentos, asi como también para los analisis estadisticos ANOVA y Tukey. Los
resultados de los PBH y PBM fueron comparados a través de ANOVA y la prueba
de comparacion multiple de Tukey con un nivel de significancia p < 0.05. Después
del ANOVA, la prueba de Tukey fue usada para determinar las diferencias minimas

entre los promedios de los factores y asi encontrar los factores significativos.

2.2.7. Calculos
Las eficiencias de solubilizacion de carbohidratos y DQO fueron calculadas de

acuerdo a la Ecuacion 2.2:

Yes = (Yo~ Ys) | (Yr-Ys) *100 (2.2.)

Doénde Yes denota la eficiencia de solubilizacién de carbohidratos o DQO; Y es la
concentracion de carbohidratos o DQO; los subindices denotan: P, concentraciéon
soluble después de pretratar; T, concentracion total (soluble y fraccidn particulada);

0, concentracion soluble de la biomasa microalgal sin pretratar.

2.3. Resultados y discusién

2.3.1. Pretratamientos, interaccion de los factores y solubilizacién de materia
organica
La biomasa cruda de Scenedesmus obtusiusculus tenia las siguientes
caracteristicas: 92.4 £ 0.6% ST, 88.4 + 0.6% SV, 0.3 £ 0.0 g carbohidratos totales/g
ST, 0.1 £ 0.0 g carbohidratos solubles/g ST, 1.4 £ 0.2 g DQO total/g STy 0.1 £ 0.1
g DQO soluble/g ST. A partir de la biomasa microalgal cruda (no pretratada) se
obtuvo un porcentaje de carbohidratos solubles de 24%, el cual fue superior al

porcentaje de DQO soluble (ca. 10%).

El nivel de los factores usados en éste trabajo se eligié con base a la literatura

revisada de pretratamientos termoquimicos. Estas condiciones pueden ser muy
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variables, por ejemplo, los tiempos de reaccion usados en biomasa algal estan entre
0.5 a 5 h (Sivagurunathan et al., 2017; Solé-Bundo et al., 2017) o incluso de 0.5 a

25 min (Deng et al., 2019) para biomasa lignocelulésica.

A partir de los 19 pretratamientos evaluados (Tabla 2.1.), se alcanzaron eficiencias
de solubilizacion de carbohidratos de 100% (Fig. 2.2.), mientras que las eficiencias
de solubilizacién de DQO estuvieron cerca del 60% (Fig. 2.3.). El modelo predijo las
siguientes condiciones: 30 g ST/L, 105 °C, 1.7 h'y 3% (p/p) HCI; con las cuales se
obtuvo el hidrolizado para los experimentos de PBH y PBM. El hidrolizado tuvo las
siguientes caracteristicas: 21.2 + 2.2 g DQO soluble/L y 9.7 £ 0.6 g carbohidratos
solubles/L, estas concentraciones equivalen a 41 £ 6.0% y 98 + 7.3% de eficiencia
de solubilizacion de DQO vy carbohidratos, respectivamente. Los factores
temperatura y concentracion de acido, asi como su interaccion, fueron
estadisticamente significativos y tuvieron una mayor influencia en la eficiencia de
solubilizacion de carbohidratos (Tabla 2.2.). En el caso de la eficiencia de
solubilizacion de DQO, el efecto individual de todos los factores evaluados asi como
las interacciones entre ellos (temperatura:HCI, temperatura:biomasa, tiempo:HCI,
temperatura:tiempo:HCIl y temperatura:HCl:biomasa) fueron estadisticamente
significativos (Tabla 2.3.).

ES-CHO (%)

100

HCI (% p/p)

100 110 120 130 140 150 160

a Temperatura(°C)

Fig. 2.2. Grafica de contorno (a) y superficie de respuesta (b) de la eficiencia de
solubilizacion de carbohidratos (ES-CHO) a partr de la interaccion

temperatura:concentracion de HCI.
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Tabla 2.1. Diseno factorial completo con puntos centrales para los pretratamientos y los resultados de las concentraciones
de carbohidratos solubles (CHOs) y DQO soluble (DQOs).

A: Temperatura B: Tiempo C: HCI D: Biomasa Variable de respuesta
20rden est. (%) (g ST/L)

Original Codigo Original Codigo Original Codigo Original Coédigo CHOs (g/L)  DQOs (g/L)
1 100 -1 1.5 -1 0 -1 10 -1 0.94+0.16 2.89+0.10
2 160 1 1.5 -1 0 -1 10 -1 1.54+0.12 4.37+0.43
3 100 -1 4 1 0 -1 10 -1 1.08+0.13 297+0.10
4 160 1 4 1 0 -1 10 -1 1.36 £ 0.11 6.38 £ 0.81
5 100 -1 1.5 -1 3 1 10 -1 233+0.17 597+0.52
6 160 1 1.5 -1 3 1 10 -1 0.48+0.10 8.48+042
7 100 -1 4 1 3 1 10 -1 235+0.12 7.05+0.63
8 160 1 4 1 3 1 10 -1 0.30+0.05 7.97+0.53
9 100 -1 1.5 -1 0 -1 30 1 298+0.27 7.02+0.74
10 160 1 1.5 -1 0 -1 30 1 3.84+0.77 10.48 £ 0.61
11 100 -1 4 1 0 -1 30 1 3.38+0.33 7.41+0.56
12 160 1 4 1 0 -1 30 1 450+045 1495+1.15
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Tabla 2.1. Continuacion.

A: Temperatura B: Tiempo C: HCI D: Biomasa .
Variable de respuesta
(°C) (h) (%) (g STIL)
Orden est.
Original Codigo Original Coddigo Original Cdédigo Original Codigo CHOs (g/L) DQOs (g/L)
13 100 -1 1.5 -1 3 1 30 1 745+0.06 17.10+0.41
14 160 1 1.5 -1 3 1 30 1 1.04+£048 19.79+2.34
15 100 -1 4 1 3 1 30 1 742+0.16 21.96 +1.80
16 160 1 4 1 3 1 30 1 0.95+0.17 18.68+0.36
17 130 0 2.75 0 1.5 0 20 0 420+048 14.35+10.54
18 130 0 2.75 0 1.5 0 20 0 420+0.61 14.75+0.27
19 130 0 2.75 0 1.5 0 20 0 416047 1495+10.20

20rden estandar
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Los resultados indican que la eficiencia de solubilizacion de carbohidratos fue
favorecida por el efecto de la temperatura, mientras que el tiempo de reaccién,
concentracion de acido y biomasa tuvieron un impacto negativo (Fig. 2.4.a). En
contraste la solubilizacion de DQO fue promovida principalmente por la
concentracion de HCI (Fig. 2.4.b). La adicion de acido diluido result en eficiencias
de solubilizacion de DQO cercanas al 55%. Interesantemente, la concentracion de
microalga tuvo un efecto negativo y, cuando ésta pasé de 10 a 30 g STIL, la
eficiencia de solubilizacion de DQO disminuyé (Fig. 2.4.). Un analisis detallado
muestra que la solubilizacién de carbohidratos es mejorada a bajos niveles de
temperatura (valores cercanos a 100 °C) y altos niveles de HCI (valores cercanos a
3% p/p). Cuando el acido no fue adicionado la eficiencia de solubilizacion de
carbohidratos estuvo alrededor del 50%, mientras que cuando si se adiciono estuvo

cerca del 100% (Fig. 2.2.).

Los modelos de las eficiencias de solubilizacién de carbohidratos y DQO son
descritos en las Ecuaciones 2.3. y 2.4., respectivamente. Estas ecuaciones fueron
usadas para generar sus respectivas graficas de superficie de respuesta y de

contorno (Figs. 2.2.y 2.3.).

Eficiencia de
solubilizacion =  40.67 - 20.654 + 4.03C - 30.20A4C (2.3))

de carbohidratos

Eficiencia de
38.64 +7.834+ 3.675+16.89C-14.61D-3.54AC-

3.22AD-1.25BC-4.57TABC- 1.60ACD (24)

solubilizacion =

de DQO

Donde A, B, C y D se refieren a las variables codificadas: temperatura, tiempo de
reaccion, concentraciones de acido y biomasa, respectivamente. Los modelos de
las eficiencias de solubilizacion (carbohidratos y DQO) tuvieron una R? de 0.95,

indicando un buen ajuste entre los valores predichos y los experimentales.
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A partir de los resultados del disefio de experimentos se encontrd que la temperatura
y la concentracién de acido clorhidrico fueron los factores que mas influenciaron la
solubilizacion de carbohidratos, lo cual confirmd observaciones previas. En el
presente trabajo, la solubilizacién de carbohidratos estuvo cerca del 100%, siendo
superior al 85% que reportdé Martin Juarez et al. (2018), a partir de un cultivo mixto
de microalgas dominado por Scenedesmus. En el presente estudio, es muy
probable que la combinacion de temperatura (100 °C) y acido diluido (3% p/p) haya
permitido la disrupcion de la pared celular, liberando polisacaridos intracelulares y
estructurales. S. obtusiusculus pertenece a la division Chlorophyta, la cual se
caracteriza por tener una pared celular compuesta principalmente por hemicelulosa
y celulosa, con alrededor de 70% de glucosa y 30% de galactosa y manosa;
adicionalmente, esta especie de microalga contiene almidon intracelular (Chen et
al., 2013). Posteriormente, los polisacaridos liberados podrian ser convertidos en
oligosacaridos o monosacaridos. Estos hallazgos estan alineados con los
resultados reportados a partir de biomasa microalgal pretratada termoquicamente
(Carrillo-Reyes y Buitron, 2016; Dong et al., 2016; Martin Juarez et al., 2018).
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Fig. 2.3. Grafica de contornos y sus respectivas superficies de respuesta de
eficiencia de solubilizacion de DQO (ES-DQO), a partir de las interacciones
temperatura:concentracion de HCI (ay b), temperatura:biomasa (c y d) y tiempo de
reaccion:concentracion de HCI (e y f).
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Tabla 2.2. Anadlisis de varianza de los resultados obtenidos a partir del modelo
reducido de la eficiencia de solubilizaciéon de carbohidratos.

Grados de Suma de Cuadrado

libertad cuadrados medio Valor F Pr>F)
Modelo 3 21681.16 21681.16 369.99 < 0.0001 ***
A 1 204745 20474.89 349.40 < 0.0001 ***
C 1 781 781.01 13.33 0.0006 ***
A:.C 1 43788 43787.58 747.23 < 0.0001 ***
Residuales 52 3047 58.60
Falta de ajuste 12 755 62.88 1.10 0.3887
Error puro 40 2293 57.31

Cadigos significativos: 0 “** 0.001 ***0.01 ** 0.05 " 0.1 "1

Tabla 2.3. Andlisis de varianza de los resultados obtenidos a partir del modelo
reducido de la eficiencia de solubilizacion de DQO.

Grados de Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio Valor ¥ PriF)
Model 9 20596.07 2288.45 126.91 < 0.0001 ***
A 1 2945.33 2945.33 163.34 < 0.0001 ***
B 1 645.63 645.63 35.8 < 0.0001 ***
Cc 1 13686.31 13686.31 759.01 < 0.0001 ***
D 1 1021.76 1021.76 56.66 < 0.0001 ***
A:C 1 600.24 600.24 33.29 < 0.0001 ***
A:D 1 498.71 498.71 27.66 < 0.0001 ***
B:C 1 74.75 74.75 415 0.0475 *
A:B:C 1 1000.65 1000.65 55.49 < 0.0001 ***
A:C:D 1 122.69 122.69 6.8 0.0122 **
Residuales 46 829.46 18.03
Falta de ajuste 6 53.18 8.86 0.46 0.8359
Error puro 40 776.28 19.41

Cadigos significativos: 0 “*** 0.001 *** 0.01 ** 0.05 ‘" 0.1 " 1
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Fig. 2.4. Gréficas de efectos principales de los diferentes factores usados en el
disefio de experimentos del pretratamiento termoquimico sobre la eficiencia de
solubilizacion de a) carbohidratos y b) DQO. Los numeros -1 y 1 en los ejes X
denotan los niveles alto y bajo del disefio de experimentos, respectivamente.

En contraste, la baja eficiencia de solubilizacion de carbohidratos obtenida a alta
temperatura (160 °C) y tiempos de reaccién entre 1.5—4 h, en la presencia de HCI
(3% p/p), sugiriendo que tales condiciones podrian transformar los carbohidratos en
otros compuestos. El incremento excesivo en alguno de los otros factores del
pretratamiento conduce a la degradacion de los carbohidratos. Este problema fue
observado con biomasa microalgal y lignoceluldsica. Deng et al. (2019), encontro
una disminucion en el rendimiento de carbohidratos cuando incrementé el tiempo
de reaccion de 15 a 20 min o cuando incrementé la concentracion de acido de 2 a

4%. Bajo estas condiciones los carbohidratos son transformados a compuestos
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furanicos o acidos organicos (Chen et al., 2013; Deng et al., 2019; Hernandez et al.,
2015). Dichos compuestos contribuyen en la concentracion de DQO soluble, pero,
debido a la severidad del pretratamiento se disminuye la concentracion de
carbohidratos solubles, pero no la de DQO. Otros estudios han demostrado que
altas temperaturas en combinacién con acido diluido por cortos tiempos de reaccién
(menos de 1 h) favorece la solubilizacion de carbohidratos de la biomasa microalgal.
Un ejemplo de esto es lo reportado por Dong et al. (2016) y Carrillo-Reyes y Buitron
(2016), los cuales obtuvieron eficiencias de solubilizacion similares, ~ 80 y 100%
respectivamente; estos resultados son congruentes con las eficiencias de

solubilizacion de carbohidratos obtenidas en el presente trabajo.

Un sustrato con una alta concentracion de carbohidratos solubles es muy relevante
en el proceso de la fermentacion oscura, debido a que el hidrégeno es producido
principalmente a partir de carbohidratos, esto se ha demostrado con diversos
sustratos tales como suero de leche 20 g/L (Palomo-Briones et al., 2017) y glucosa
10/g/L (Barcenas-Ruiz et al., 2016). En el presente trabajo, la mas alta
concentracion de carbohidratos solubles fue 2.35, 4.2 y 7.45 g carbohidratos
solubles/L a partir una concentracion inicial de biomasa de 10, 20 y 30 g microalgalL,
respectivamente (Tabla 2.1.). Estas concentraciones son superiores en
comparacion con lo reportado previamente a partir de biomasa microalgal
pretratada con diferentes métodos de disrupcion celular (Carrillo-Reyes y Buitrén,
2016; Cortés-Carmona et al., 2018; Liu et al., 2012; Passos et al., 2015). Los
resultados también muestran que altas temperaturas = 160 °C, tiempos de reaccion
= 4 h y concentraciones de HCI = 3% p/p promueven la solubilizacién de DQO,
mientras que altas concentraciones de biomasa producen una disminucion de DQO
(Fig. 2.4.b). Esta disminucion también ha sido reportada en otros estudios vy, es
probable que sea debido al incremento de la relacion sélido/liquido, la cual
promueve la formacion de aglomerados dificultando la transferencia de calor
(Carrillo-Reyes y Buitron, 2016; Cortés-Carmona et al., 2018; Gonzalez-Fernandez
et al., 2012b). En consecuencia, la disrupcion de la pared celular y la liberacion de

materia organica intracelular de estos aglomerados no es llevada a cabo
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efectivamente. Sin embargo, en este trabajo, la eficiencia de solubilizacion de DQO
alcanz6 hasta 60%, lo cual es similar (51%) a lo reportado por Carrillo-Reyes y
Buitron (2016) con un pretratamiento termoquimico. Vale la pena mencionar que
incluso este 60% de solubilizacién de DQO resulté superior en comparacién con las
eficiencias que generalmente son obtenidas con otros pretratamientos. La
solubilizacion de DQO obtenida a partir de Scenedesmus con diversos
pretratamientos como térmico o ultrasonicacion estuvieron entre 7.6 y 8.5%
(Gonzalez-Fernandez et al., 2013, Gonzalez-Fernandez et al., 2012b), mientras que
con autoclave o electrdlisis la eficiencia de solubilizacién de DQO estuvo entre 16.4
y 21.3% (G. Kumar et al., 2016).

En el presente trabajo el pretratamiento termoquimico permitié obtener altas
concentraciones de DQO soluble (Tabla 2.1.), en comparacion con las
concentraciones de DQO soluble (~ 1.23 a 5 g/L) tipicamente usadas para la
digestiéon anaerobia de biomasa microalgal (Cortés-Carmona et al., 2018; Kumar et
al., 2017; Martin Juarez et al., 2018; Santos et al., 2014; Solé-Bundo et al., 2017).
Este resultado es relevante debido a que un alto contenido de DQO soluble en el
hidrolizado permitiria la aplicacion de altas cargas organicas volumétricas (COV) en
reactores operados en régimen semicontinuo o continuo. Generalmente, el
incremento de la COV es relacionado con un mejoramiento de la velocidad de

produccion de metano (Zhou et al., 2017).

2.3.2. Produccion de hidrégeno a partir de biomasa microalgal pretratada
termoquimicamente

El hidrolizado obtenido bajo las condiciones predichas en el disefio de
experimentos: temperatura 105 ° C, tiempo de reaccion 1.7 h, concentracion de HCI
3% p/p y biomasa 30 g ST/L fue usado para evaluar su PBH. Los resultados
muestran que la producciéon acumulada de hidrégeno a partir del hidrolizado de
microalga (258.1 NmL) estuvo cerca a la obtenida de glucosa (290 NmL), que fue
usada como control positivo y, fue 1.7 veces superior a lo obtenido con biomasa
cruda (Tabla 2.4. y Fig. 2.5.).
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Tabla 2.4. Parametros del modelo modificado de Gompertz estimados a partir de los ensayos de potencial bioquimico de
hidrégeno.

Hmax A Rmax Rendimiento
Experimento Adj. R? pH
(NmL) (h) (NmL/h) (NmL H2/g VS)
Glucosa 290.0 £ 7.72 13.0 £ 0.1° 32.9 +1.5° 1.0+0.0 161.1 £4.32 45+0.6
Microalga cruda 1563.2 £2.2° 9.8+0.5° 38.3 £ 8.0° 1.0£0.0 28.5+0.4° 56+0.2
Hidrolizado de
258.1 + 24.6° 174 +2.52 27.04 £ 5.1@ 1.0+0.0 48.1 £4.6° 56+0.2

microalga

Diferentes letras en superindice indican diferencias significativas con la prueba de multiples rangos de Tukey a un nivel de significancia
de 0.05. Hmax: Maxima produccién de Hidrégeno; A: Fase de retardo, Rmax: Maxima velocidad de produccion de hidrégeno, rendimiento
de hidrégeno por gramo de microalga, y pH final. La R? ajustada del modelo también se muestra.

Glucosa Cruda - Hidrolizado

350 - Fig. 2.5. Perfil cinético del potencial bioquimico de hidrégeno
. a través de fermentacion oscura. Los simbolos son los valores
g 300 promedio de los datos experimentales con su respectiva
=

desviacion estandar. Las lineas continuas representan los
datos ajustados al modelo modificado de Gompertz.

BioH2 acumulado

35

Tiempo (h)
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La fase de retardo de los experimentos realizados con hidrolizado de microalgas
(17.4 h) fue mayor que el de glucosa (13 h) y biomasa cruda (9.8 h). Los resultados
de maxima velocidad de produccién de hidrégeno a partir de los experimentos en
lote de glucosa (32.9 NmL/h), microalga cruda (38.3 NmL/h) e hidrolizado de
microalgas (27.0 NmL/h), no presentaron diferencias estadisticas significativas (p <
0.05). El rendimiento de hidrégeno a partir del hidrolizado de microalgas (49.2
NmL/g SV) fue 1.7 veces superior que el rendimiento obtenido con microalga cruda,
el cual solamente alcanz6 28.5 NmL/g SV. Con respecto a los intermediarios, el
acetato, butirato y lactato hicieron parte de la DQO soluble al final de los ensayos
de PBH (Fig. 2.6.). En el caso del hidrolizado de microalga, el principal intermediario
fue el acetato (15.2%), mientras que el lactato (7.5%) y butirato (8.2%) tuvieron una
distribucion similar de DQO soluble. Por el contrario, la distribucién de DQO soluble
en la fermentacion de la microalga cruda, tuvo acetato (28.7%) y butirato (21.1%)
en altos porcentajes, en cambio el lactato (7.38%) fue similar al resultado del
experimento con hidrolizado. En ambos casos, entre el 36.7% y 49.5% de la DQO

soluble se atribuydé a otros compuestos que no se midieron (biomasa, alcoholes,

etc.).
& Acetato 72Lactato
3 Butirato mH,
MCHO residuales “IBiomasa y otros
100%
80%
1]
o |
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>
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Cruda Hidrolizado

Fig. 2.6. Balance de DQO soluble al terminar los ensayos de potencial bioquimico
de hidrégeno a través de fermentacién oscura con biomasa microalgal cruda e
hidrolizado. Biomasa y otros corresponde a compuestos que no fueron medidos,
como otros tipos de AGV, alcoholes o biomasa. CHO: carbohidratos.
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La fermentacion oscura del hidrolizado de microalga tuvo una produccion de
hidrogeno acumulado superior a lo obtenido con biomasa cruda y estuvo cerca de
lo producido a partir de glucosa. Como era de esperarse la biomasa cruda tuvo una
produccion acumulada de hidrégeno menor que la del hidrolizado, esto es debido a
que la biomasa cruda tenia una baja concentracion de carbohidratos solubles (0.9
g/L) en comparacion con el hidrolizado. Sin embargo, la biomasa cruda tuvo una
fase de retardo corta en comparacion con el hidrolizado, este resultado fue
inesperado debido a su baja concentracion de carbohidratos solubles. En general,
el pretratamiento a la microalga logro el objetivo de incrementar la materia organica
soluble, especificamente los carbohidratos. Sin embargo, como el pH del hidrolizado
era acido (< 2.0), fue necesario neutralizarlo a pH 7 antes de usarlo como sustrato.
En consecuencia, después de la neutralizacién se formé sal (NaCl), la cual se
calcul6 en una concentracion aproximada de 15 g/L. Por lo tanto, |la fase de retardo
mas larga en los ensayos con hidrolizado podria deberse al contenido de sal, lo cual
impactd en la velocidad de produccion de hidrogeno (Tabla 2.4.). Carrillo-Reyes y
Buitrén (2016) también observaron un efecto similar, la fase de retardo en ensayos
de fermentacién oscura con microalga cruda fue menor en comparacién con los
ensayos de microalgas pretratadas termoquimicamente. A su vez, la fase de retardo
de los ensayos con hidrolizado de microalgas (17.4 h) en el presente trabajo es
similar a los reportados con biomasa de Scenedesmus a la cual le fueron extraidos
los lipidos y fue pretratada termoquimicamente (10. 5y 12.2 h) para ser usada como

sustrato en fermentacion oscura (Yang et al., 2010).

El rendimiento de hidrogeno del hidrolizado de microalga resultdé mayor en
comparacion con el de biomasa cruda, es muy probable que esto también sea
debido a la baja concentracién de carbohidratos solubles en la biomasa cruda. El
rendimiento de hidrégeno del hidrolizado de microalga (49.2 NmL/g SV) reportado
en el presente trabajo es similar a los rendimientos reportados por Carrillo-Reyes y
Buitréon (2016) y Kumar et al. (2016). Sin embargo, el rendimiento de hidrégeno
obtenido en el presente trabajo es superior que el obtenido con otros

pretratamientos como ultrasonicacion, autoclave o electrolisis (Tabla 2.5.).
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Tabla 2.5. Comparacién de produccion de hidrogeno a partir de la fermentacion oscura de biomasa microalgal.

. Condiciones del Condiciones de produccién H: Rendimiento .
Microalga . Referencia
pretratamiento de H2 (mL) (mL H2/g SV)
1% HCI, 90 °C, 2 h S=10g SV, I’=6.7 g 454 Carrillo-Reyes
Scenedesmus sp. y .
SVIL, pH=6.5, 36 °C, 150 y Buitron
Keratococcus sp. @ 4
rem (2016)
Ultrasonicacion 10 w, 30
26.9 37
Chlorella sp. y Autoclave 121 °C, 15 V=80 mL, S=8.3 g STIL, 212 30 Kumar et al.
Scenedesmus sp. @ min, 15 psi 37 °C, 120 rpm ' (2016)
Electrolisis 10 V, 30 min 28.1 38
6.5 9.5
] V=100 mL, S=76 g STIL, 30.7 mL/g Yun et al.
C. vulgaris ~250
1°>=30%, 35 °C, 150 rpm, ST (2012)
100 °C, 1.7 h, 3% HCI, 30 Vr:72 mL, S=22.18 g SVIL,
] 258.07 48.08
S. obtusiusculus I°>=1.85g SV/L, pH=7.5, Este estudio
37 °C, 120 rpm 153.16 28.53

aConsorcio mixto; °Cultivo mixto (pretratado).
I: Inéculo; S: Sustrato; ST Sélidos totales; SV: Sélidos Volatiles; V1: Volumen de trabajo.
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Por otro lado, los principales metabolitos solubles obtenidos a partir de la
fermentacion oscura del hidrolizado de microalga fueron el acetato y el butirato;
estos representaron el 49.3 y 26.5%, respectivamente, del total de los AGV medidos
al final de los ensayos de PBH del hidrolizado. Similarmente, el acetato y el butirato
contribuyeron con el 50.2 y 36.9%, respectivamente, del total de los AGV en los
ensayos con biomasa microalgal cruda. La semejanza en la produccién de
metabolitos en los ensayos con hidrolizado y microalga cruda sugiere que la
produccion de hidrogeno fue principalmente por la via de fermentacién acetato-
butirato ya que ambos AGV han sido comunmente encontrados en la fermentacién

de biomasa microalgal (Liu et al., 2012).

2.3.3. Produccién de metano a partir del hidrolizado de microalgas

Los resultados de los ensayos de PBM son mostrados en la Tabla 2.6. y Fig. 2.7. La

mayor produccion acumulada de metano fue obtenida con los ensayos de
hidrolizado de microalga (840.7 NmL) y biomasa cruda (662.7 NmL), mientras que
la produccién acumulada de metano a partir del control positivo (glucosa) fue como
se esperaba (583.8 NmL). Los ensayos de PBM con hidrolizado de microalga
presentaron una larga fase de retardo de 3.6 dias comparado con los 1.4 dias de la
biomasa cruda. Una posible inhibicion podria explicar la larga fase de retardo en el
hidrolizado de microalga en comparacion con la microalga cruda y glucosa. Passos
et al. (2016) reportaron un incremento de la fase de retardo en los ensayos de PBM
cuando incrementaron la concentracion de HCI en el pretratamiento de la biomasa
microalgal. La formacion de sal después de neutralizar el hidrolizado a pH 7 es otra
posible explicacion de la larga fase de retardo en los ensayos con hidrolizado de
microalga comparado con la biomasa cruda. Esto fue evaluado mediante un ensayo
de PBM con glucosa y sal (NaCl 15 g/L), siendo la misma concentracion calculada

a partir del hidrolizado de microalgas después de ser neutralizado.
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Tabla 2.6. Parametros del modelo modificado de Gompertz estimados a partir de los ensayos de potencial bioquimico de
metano.

Hmax A Rmax Rendimiento
Experimento R? ajustada pH
(NmL) (d) (NmL/d) (NmL CHa/g SV)
Glucosa 583.8 + 16.0P 0.8 +0.0° 176.0 £ 8.72 0.99+£0.0 324.3 £ 8.92 7.5+£0.0
Microalga cruda 662.7 + 10.1% 1.4 +0.1° 108.7 + 7.7° 0.99+0.0 233.6 + 3.6° 74+0.0
Hidrolizado de
840.7 £ 135.22 3.6+1.0° 56.2 + 2.5° 0.97 £ 0.01 296.4 + 47.7% 74+£0.0

microalgas

Diferentes letras en superindice indican diferencias significativas con la prueba de multiples rangos de Tukey a un nivel de significancia
de 0.05.

Hmax: Maxima produccion de metano, A: Fase de retardo, Rmax: Maxima velocidad de producciéon de metano, rendimiento de metano
por gramo de microalga, y pH final. La R? ajustada del modelo también se muestra.

Glucosa < Cruda - Hidrolizado , Y . . .
Fig. 2.7. Perfil cinético del potencial bioquimico de metano a

través de la digestion anaerobia. Los simbolos son los valores

promedio de los datos experimentales con su respectiva

r desviacion estandar. Las lineas continuas representan los
datos ajustados al modelo modificado de Gompertz.
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En dicho experimento se observo que la produccion de metano disminuyd 32.3 +
4.5%, en comparacién con el control positivo de glucosa, sugiriendo que altas
concentraciones de sal causan una larga fase de retardo en los ensayos de PBM.
Se ha reportado que la metanogénesis puede ser inhibida con concentraciones de
NaCl =2 5 g/L. A su vez, la sal también puede afectar la etapa de acidogénesis a
concentraciones de NaCl = 20 g/L (Wang et al., 2017).

La maxima velocidad de produccion de metano a partir de la biomasa cruda (108.7
NmL/ dia) fue inesperadamente alta en comparacion con el hidrolizado de
microalgas (56.2 NmL/dia). Es probable que la concentracion de sal en el
hidrolizado haya afectado su velocidad de produccion de metano. Sin embargo,
como se muestra en la Tabla 2.6. no hubo diferencias estadisticas significativas
entre el rendimiento de metano obtenido con hidrolizado de microalga (296.4 NmL/g
SV) y biomasa cruda (233.6 NmL/g SV). A pesar de que el pretratamiento
incrementd la solubilizacion de DQO en el hidrolizado, el rendimiento de metano
obtenido con biomasa cruda estuvo cerca de alcanzar el rendimiento del hidrolizado
(no hubo diferencias estadisticas, p < 0.05). Este resultado fue inesperado, debido
a que la biomasa microalgal cruda tenia una baja concentracién de carbohidratos
solubles (0.5 g/L) y DQO soluble (2.3 g/L) en comparacién con el hidrolizado. Sin
embargo, el rendimiento de metano a partir de microalga cruda en el presente
trabajo es similar a lo que han reportado otros autores tal como se muestra en la
Tabla 2.7. Solé Bundo et al. (2017) y Wieczorek et al. (2014) obtuvieron rendimientos
de metano similares a partir de un consorcio de microalgas y biomasa de Chlorella,
respectivamente (ambas biomasas no recibieron pretratamiento). Otros autores
también han observado este efecto, en algunos casos la biomasa microalgal no
pretratada puede producir rendimientos de metano similares o incluso un poco
mayor a los de biomasa microalgal pretratada, como con pretratamiento alcalino
usando CaO (Solé-Bundo et al., 2017). Del mismo modo, Martin Juarez et al. (2018)
reportaron una disminucion del rendimiento de metano cuando la biomasa fue
sometida a algunos pretratamientos (ultrasonido, acido y alcali) en comparacién con

microalga no pretratada.
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Tabla 2.7. Comparacién de produccion de metano a partir de la digestion anaerobia de biomasa microalgal.

Condiciones del Condiciones de produccién de Rendimiento .
Microalga . Referencia
pretratamiento CHs (mL CH4/g VS)
98 °C,6 h 193 6 251 mL/L Cortés-
] V=80mL,S=13gSVIL,I=2g
S. obtusiusculus Carmona et
Ninguno SVIL, pH=7, 37 °C, 180 rpm 109 6 142 mL/L
al. (2018)
Mezcla de Onozuka R-10 y _
414 Wieczorek et
Chlorella vulgaris Macerozyme R-10 S=10g SVIL, 35°C
al. (2014)
Ninguno 245
Chlorella sp. 'y 72 °C + 10% CaO V=100 mL, S=4gSVIL, I=4g¢g 325 Solé-Bundé
Scenedesmus sp. 2 Ninguno SVIL, 35 °C 260 et al. (2017)
Stigeoclonium sp. y 95°C,10h V=100 mL, S=5.7 g STIL, I= 181 Passos et al.
Monoraphidium sp. ® Ninguno 14.6 g ST/L, 35 °C 106 (2015)
100 °C, 1.7 h, 3% HCI, 30 g ]
V=360 mL, S=7.85g SVIL, I= 296 6 2326 mL/L
S. obtusiusculus ST/L Este estudio
3.9g SVIL, 37 °C, 120 rpm
Ninguno 234 6 1834 mL/L

aConsorcio mixto

I: Inéculo, S: Sustrato, ST: Sdlidos totales, SV: Sdlidos Volatiles, V1: Volumen de trabajo.
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Estos estudios y el presente trabajo sugieren que puede haber una relacion entre la
severidad del pretratamiento y la disminucion del rendimiento de metano. La
severidad del pretratamiento también puede implicar la adicion de un agente
neutralizante del pH, en nuestro caso fue una base, lo que promovié una inhibicion

por salinidad como se discutio previamente.

El consumo de carbohidratos solubles y DQO soluble en los ensayos con biomasa
cruda fue de 67 + 2.54% y 33.7 + 13.5%, respectivamente (Fig. 2.8.). Estos
resultados fueron mas bajos cuando se compara con el consumo de carbohidratos
solubles y DQO soluble de los ensayos con el hidrolizado de microalgas, 88.6 *
0.44% y 37.5 £ 4.8%, respectivamente. En ambos ensayos, los carbohidratos
solubles fueron consumidos en un mayor porcentaje comparado con el consumo de
DQO soluble, indicando que la produccion de metano se debid principalmente a la

degradacion de carbohidratos como fuente organica de sustrato.

7 _ | DQOSi [ DQOSf 1 CHOSi B CHOSf
36 1
B |
3
.5 4 -
o
£3 -
S ]
g2 -
5]
& 1 4

0

Microalga Hidrolizado de
cruda microalgas

Fig. 2.8. Concentraciones de carbohidratos solubles (CHOs) y DQO soluble (DQOs)
de los ensayos de potencial bioquimico de metano. Subindices i y f se refieren al
tiempo inicial y final, respectivamente.
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Al final de los ensayos de PBM se midieron los acidos grasos volatiles. Sin embargo,
solamente en los ensayos con hidrolizado de microalgas fueron detectados lactato
y butirato en bajas concentraciones, 95.3 + 23.6 y 83.9 + 4.6 mg/L, respectivamente.
Tales concentraciones y la ausencia de AGV en los ensayos con microalga cruda
sugieren que los microorganismos metanogénicos consumieron estos productos

intermediarios de las rutas metabdlicas

2.4. Conclusiones

El pretratamiento termoquimico de S. obtusiusculus dio como resultado una alta
eficiencia de solubilizacion de carbohidratos, cercana al 100%. De igual forma, la
DQO (60%) solubilizada con este pretratamiento es una de las mas altas en
comparacién con otros pretratamientos. La alta concentracion de carbohidratos
solubles en el hidrolizado de microalga incremento los rendimientos de hidrogeno y
metano en comparacion con la microalga cruda. En consecuencia, estos resultados
demuestran que el pretratamiento termoquimico a condiciones no tan severas, es
adecuado para pretratar biomasa microalgal de S. obtusiusculus y obtener un
sustrato con caracteristicas deseables para la fermentacién oscura y la digestion

anaerobia.
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Capitulo 3. Experimento de produccion continua de hidrégeno a

partir de biomasa microalgal

3.1. Introduccion

La produccion de hidrogeno a través de la fermentacién oscura es uno de los
procesos para producir energia renovable que en un futuro cercano promete jugar
un papel importante en la economia energética (Singh et al., 2017). Ademas, ofrece
como ventaja la capacidad de una produccion en continuo a partir de diversas
biomasas, como residuos agroindustriales, residuos lignoceluldsicos y microalgas.
La produccién de hidrogeno mediante fermentacion oscura de biomasa microalgal
solamente se ha realizado en experimentos en lote, siendo los géneros
Scenedesmus y Chlorella los mas usados para éste propédsito (Xia et al., 2015a).
Los rendimientos de hidrégeno a partir de dichos experimentos estan en un intervalo
entre 7-168 mL/g SV, ésta amplia variacién es debido a varios factores, como las
caracteristicas intrinsecas de la microalga, el tipo de biomasa usada (humeda,
seca), la aplicacion de pretratamiento(s) o no (biomasa cruda), fermentacion junto
con otro(s) sustrato(s), el tipo y caracteristicas del in6culo (p.ej. cepa pura, consorcio
mixto, aclimatacién), asi como las condiciones de operacionales de la fermentacién
oscura (p.ej. temperatura, pH). En este trabajo se usd biomasa microalgal de S.
obtusiusculus, a la cual se le aplicd un pretratamiento térmico (140 °C por 2.7 h)
como metodo de disrupcion con base a un trabajo previo en el cual se duplico la
digestibilidad de S. obtusiusculus en comparacién con la biomasa microalgal no
pretratada (Cortés-Carmona et al., 2018). El principal objetivo de este trabajo fue
emplear dos estrategias para estudiar la produccion de hidrégeno en un reactor de
tanque agitado continuo: el pretratamiento térmico de la biomasa microalgal y la
activacion del in6culo con suero de leche. Ademas, se estudido el efecto del
incremento de la carga organica volumétrica (COV) del hidrolizado de microalga

sobre la produccion de hidrogeno.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Biomasa microalgal e inoculo
La biomasa microalgal de S. obtusiusculus se secd, molid, y tamiz6 de acuerdo a lo

descrito en la Seccion 2.2.1. El suero de leche en polvo usado en la activacion del

inéculo fue comprado a la empresa Darigold (USA), el cual tenia un contenido =
75% de lactosa. El in6culo usado para la produccion de hidréogeno fue lodo
anaerobio granular obtenido de un reactor anaerobio de flujo ascendente con lecho
de lodos a escala industrial que trata vinazas de tequila proporcionado por Casa
Herradura (Jalisco, México). Antes de la inoculacion, el lodo fue tratado
térmicamente a 105 °C durante 24 h, para eliminar microorganismos consumidores
de hidrégeno. Las caracteristicas de los sustratos y el in6culo se muestran en la
Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Caracteristicas del indculo, suero de leche, biomasa cruda e hidrolizado
de microalga.

Inéculo? Suero de leche? Microalga cruda®

Parametro

ST (%) 98.3+0.3 96.9+0.4 94104
SV (%) 88.6+0.4 89.1+04 79.9+0.7
DQOr (g/L) - 1.7+£01 1.3+£0.2
DQOs (g/L) - 1.51£0.0 0.2+0.0
CHO (g/L) - 0.6+0.0 0.2+0.0
sCHO (g/L) - 0.6+0.0 ND

2L as determinaciones fueron hechas a partir de 1 g ST/L.

CHO: Carbohidratos; DQO: Demanda quimica de oxigeno; ND: No detectado; ES:
Eficiencia de solubilizacion; ST: Soélidos totales; SV: Sélidos volatiles; subindices Sy T se
refieren a soluble y total, respectivamente.

3.2.2. Pretratamiento de la biomasa microalgal
En el Capitulo 3 se decidi6 usar un pretratamiento térmico ya que se observo en el
Capitulo 2 que la presencia de sal (NaCl) debida a la neutralizacién del hidrolizado

de microalga obtenido mediante pretratamiento termoquimico podria afectar la
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fermentacion oscura. Con el fin de evitar éste inconveniente se uso un
pretratamiento térmico para biomasa microalgal, el cual fue reportado en nuestro
grupo de trabajo (Cortés-Carmona et al., 2018). Concentraciones de biomasa
microalgal de 2.3 y 7.8 g sdlidos totales (ST)/L fueron pretratadas térmicamente en
botellas Schott-Duran® a 140 °C durante 2.7 h. Las eficiencias de solubilizacién de

carbohidratos y DQO se determinaron de acuerdo a la Seccion 2.2.7.

3.2.3. Configuracion experimental

Un reactor de tanque agitado continuo con un volumen de trabajo de 1 L se inoculd
con 4.5 g SV/Ly se aforé con una mezcla de suero de leche (21.1 g DQOs/L), medio
mineral y solucion buffer (Palomo-Briones et al., 2017). Posteriormente, el reactor
se sellé herméticamente y el espacio de cabeza se purgé con una mezcla de N2/CO2
(80/20%). El reactor se controlé a las siguientes condiciones: 300 rpm, 37 °C y pH
5.9, y se oper6 en lote durante las primeras 24 h. Con el fin de tener un in6culo
activo, el reactor se aliment6 en continuo con suero de leche durante 7 dias con un
tiempo de residencia hidraulico (TRH) de 6 h. Posteriormente, se evalud la
produccion de hidrégeno a partir de hidrolizado de microalga conun TRHde 1dy
con dos diferentes COV (Tabla 3.2.). Durante la operacion del reactor se tomaron
muestras diarias de 5 mL del liquido del reactor para determinar el consumo de DQO

y carbohidratos, asi como también la produccién de acidos grasos volatiles (AGV).

3.2.4. Métodos analiticos

Los ST, SV, DQO (total y soluble) de la biomasa cruda, hidrolizado, suero de leche
e inoculo fueron determinados de acuerdo a métodos estandar (APHA, 1999). El
contenido total de carbohidratos de la biomasa microalgal fue determinado de
acuerdo a Toledo-Cervantes et al. (2018), mientras que los carbohidratos solubles
de la biomasa microalgal, hidrolizado, suero de leche e inéculo fueron determinados
usando un método colorimétrico (DuBois et al., 1956). Las concentraciones de
AGVs fueron determinadas mediante electroforesis capilar de acuerdo a lo descrito

por Cortés-Carmona et al. (2018).
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El volumen de gas producido en el reactor fue medido usando un fluimetro de gas
basado en el desplazamiento del liquido. La composiciéon del gas (H2, CHs, y CO»)
se cuantificé diariamente tomando una muestra del gas usando una jeringa
Pressure-Lok ® de 0.5 mL y se analizé en un cromatografo de gases con detector
de conductividad térmica, el cual fue calibrado con gases de H2, CH4, y CO- de alta

pureza, de acuerdo a lo descrito por Cortés-Carmona et al. (2018).

Tabla 3.2. Condiciones operacionales durante la produccién de hidrogeno en
régimen continuo.

Parametro Flapa

I Il 1]
Sustrato Suero de leche Hidrolizado de microalgas
(g STIL) 14.2 2.3 7.8
Tiempo de operacion (d) 7 3 4
TRH (d) 0.25 1 1
COV (g DQOs/L-d) 84.4 + 10.64 0.54 £ 0.02 1.65+0.07
COV de CHOs (g/L-d) 54.42 + 1.98 0.08 £ 0.00 0.17 £0.01

CHO: Carbohidratos; COV: Carga organica volumétrica; DQO: Demanda quimica de
oxigeno; TRH: Tiempo de residencia hidraulico; el subindice S denota soluble.

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Solubilizacién de materia organica
La biomasa microalgal fue pretratada a partirde 2.3y 7.8 g ST/L (equivalente a 3 y
10 g DQO-/L), con base a un trabajo previo en el cual se solubilizé el 29 y 22% de
DQO, respectivamente (Cortés-Carmona et al., 2018). Aunque las eficiencias de
solubilizacion de carbohidratos y DQO disminuyen al incrementar la concentracion
de microalgas en el pretratamiento, en el presente trabajo se incrementd la
concentracion de biomasa microalgal con el fin de aumentar la COV para la
produccion de hidrogeno (discutido en la seccion desempeno del reactor). Las
eficiencias de solubilizaciéon de carbohidratos y DQO obtenidas a partir del

hidrolizado de microalgas se pueden observar en la Tabla 3.3. El incremento de la
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concentracion inicial de biomasa microalgal usada en el pretratamiento afecté tanto
la eficiencia de solubilizacién de carbohidratos como la de DQO. Dicho incremento
tiene un efecto en la relacion solido/liquido, ya que una mayor cantidad de sélidos
puede crear agregados o grumos que afectan la transferencia de calor durante el
pretratamiento. Este mismo efecto se reporté en otros estudios que pretrataron
biomasa microalgal del género Scenedesmus (Gonzalez-Fernandez et al., 2012b;
Miranda et al., 2012). La eficiencia de solubilizacion de carbohidratos alcanzada en
el presente trabajo fue 1.5 veces superior a lo obtenido en un estudio previo en
nuestro grupo de trabajo a partir de la microalga S. obtusiusculus (2.3 g/L), la cual
también fue pretratada térmicamente (98 °C por 6 h) (Cortés-Carmona et al., 2018).
Este incremento puede atribuirse a que en el presente trabajo el pretratamiento
térmico fue mas severo (140 °C por 2.7 h) comparado con el usado por Cortés-
Carmona et al. (2018).

Tabla 3.3. Caracteristicas del hidrolizado de microalga y eficiencias de solubilizacién
del pretratamiento térmico.

Parametro Hidrolizado de microalga
(2.3 gL)? (7.8 g/L)?
DQOr (g/L) 3 10
DQOs (g/L) 0.8+0.0 25+0.2
CHO (g/L) 0.4 1.3
sCHO (g/L) 0.1+£0.0 0.3+£0.0
Eficiencia de solubilizacién de DQO (%) 8.1+1.1 6.7+1.2
Eficiencia de solubilizacion de CHO (%) 285+0.5 194+14

aConcentracion inicial de biomasa microalgal en peso seco.
CHO: Carbohidratos; DQO: Demanda quimica de oxigeno; Subindice S denota soluble.

Por otra parte, la composicion de la pared celular de las microalgas puede variar
dependiendo de las condiciones de cultivo y la etapa de crecimiento en la cual son
cosechadas (Cordova et al., 2018; Dong et al.,, 2016); la recalcitrancia de la

microalga dependera de la composicion de su pared celular. El pretratamiento
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térmico de biomasa microalgal usando las condiciones del presente trabajo resultd
en porcentajes de solubilizacion de carbohidratos superiores a los obtenidos con
otro tipo de pretratamiento como ultrasonicacion (5%), electrolisis (7%) y
autoclavado (10%) (Kumar et al., 2016).

3.3.2. Desempenio del reactor

En la Etapa | de operacién del reactor con suero de leche, el consumo de
carbohidratos solubles fue superior a 80% y la velocidad volumétrica de produccién
de hidrégeno (VVPH) promedio fue de 11,171 £+ 986 mL/L-d. Estos resultados
indican que las bacterias fermentativas estaban activas, cumpliendo el objetivo de
la primera etapa (Fig. 3.1.). Similarmente, Palomo-Briones et al. (2018) reportd una
VVPH de 13,700 mL/L-d usando suero de leche como sustrato y condiciones
similares (TRH de 0.25 d y una COV de 88 g DQO/L-d) a las del presente trabajo.
Posteriormente, en la Etapa Il se usé como sustrato hidrolizado de microalga a una
COV de 0.54 g DQOs/L-d. Esta CQOV fue lograda a partir de alimentar el reactor con
el hidrolizado de microalga sin diluir. Sin embargo, dicha COV fue baja en
comparacion con la Etapa I. La Etapa Il duré tres dias y la produccién de hidrégeno
fue nula, posiblemente debido a la baja concentracion de carbohidratos solubles en
el hidrolizado de microalgas (0.08 g/L-d). Por tal razén, se decidié incrementar la
COV en la Etapa lll, esto se logr6 aumentando la concentracion de biomasa
microalgal en el pretratamiento. En la Etapa Ill el hidrolizado de microalgas también
se alimento sin diluir y la COV alcanzada fue de 1.65 g DQOs/L-d, con el fin de
proveer una mayor cantidad de carbohidratos solubles (0.17 g/L-d) a los
microorganismos en el reactor. Al igual que en la Etapa Il, la produccion de
hidrégeno en la Etapa Il tampoco se detectd, sugiriendo que el incremento de la
COV no fue suficiente. Vale la pena resaltar que la Etapa | tuvo una alta
disponibilidad de carbohidratos solubles (54.4 g/L-d), mientras que las Etapas Il y llI
tuvieron una disminucion de 680 y 320 veces, respectivamente. Debido al cambio
tan drastico en la COV se presume que la comunidad microbiana presente en el
reactor se vio afectada y por tal motivo disminuyd el consumo de carbohidratos

solubles en las etapas alimentadas con hidrolizado de microalga.
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Fig. 3.1. a) Velocidad volumétrica de produccién de hidrégeno (VVPH) y consumo
de carbohidratos solubles (CHOs) durante la operacion del reactor; b) acercamiento
de laregion de tiempo del dia 8 al 14. Lineas punteadas indican el cambio de etapa.

Aunque la produccion de hidrégeno fue nula en las Etapas Il y lll, si se pudieron
detectar los metabolitos involucrados en las rutas metabdlicas de produccion de
hidrégeno (acetato y butirato), aunque en bajas concentraciones (Fig. 3.2.). La
presencia de butirato y acetato esta correlacionada con la produccion de hidrogeno;
tedricamente una alta relacién de butirato/acetato (1-2) conduce a un alto
rendimiento de hidrogeno (Lee y Rittmann, 2009). De acuerdo con la concentracion
de butirato y acetato, la produccion tedrica de hidrogeno en las Etapas Il y 11l debid
haber estado en un intervalo entre 90 a 1100 mL/L-d (Fig. 3.1 b). Sin embargo, la

produccion de hidrogeno puede estar sobrestimada, ya que es probable que la
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produccion de acetato no sea debida solamente al metabolismo de bacterias
hidrogenogénicas, sino que también al de bacterias homoacetogénicas
(consumidoras de Hz). Durante la operacién del reactor, fue notable que durante la
Etapa |, los microorganismos mostraron una mayor actividad y ésta fue
disminuyendo progresivamente en las Etapas Il y lll, siguiendo la misma tendencia

del consumo de carbohidratos solubles (Fig. 3.1.).

25000 =

20000+ ES Butirato

15000+ EI Propionato

10000 =

5000 =

7’
A
2000=

1500 = ﬁ

1000 =

500 = é +$

Acidos grasos volatiles (mg/L)
Y

Etapa

Fig. 3.2. Diagrama de cajas mostrando los acidos grasos volatiles producidos
durante las etapas de operacion del reactor. La caja representa el 50% de los
valores, la linea horizontal dentro de las cajas es la mediana y las lineas verticales
(bigotes) representan el 25% de los valores menores y 25% de los valores mayores.

Estos resultados sugieren que la alimentacién de suero de leche en el reactor
selecciond una comunidad microbiana predispuesta a un sustrato de facil

degradacion, por lo que dicha comunidad microbiana no pudo consumir el
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hidrolizado de microalga cuando este sustrato se alimenté al reactor. Dicho esto, es
posible que se hayan requerido TRH mas largos en las etapas que se alimento
hidrolizado de microalga, puesto que ello hubiera permitido generar una comunidad
microbiana capaz de consumir eficientemente el hidrolizado de microalga. Palomo-
Briones et al. (2017) demostro que las comunidades microbianas involucradas en la
fermentacion oscura varian dependiendo del TRH en reactores de tanque agitado
continuo. Aunado a esto, se sugiere que bajas COVs de hidrolizado de microalga
no son adecuadas para la produccion de hidrégeno en sistemas continuos. Similar
a estos resultados, Gonzalez-Fernandez et al. (2013) estudiaron la produccion de
metano mediante digestion anaerobia de biomasa de Scenedesmus sp. pretratada
térmicamente, aplicando bajas COVs (1.5-2.5 g DQO/L-d); concluyendo que este
tipo de biomasa no es adecuada para la produccion de biocombustibles gaseosos
debido a su baja biodegradabilidad como consecuencia de una pared celular
recalcitrante. Sin embargo, los autores también argumentaron que dicha desventaja
podria superarse mediante un pretratamiento efectivo con minimos requerimientos
de calor y energia. Por lo tanto, es primordial encontrar un pretratamiento con las
caracteristicas anteriormente mencionadas, asi como evaluar diferentes COVs
(p.ej. superiores a las evaluadas en este estudio) con el fin de vislumbrar la
factibilidad de la produccién de hidrégeno en régimen continuo a partir de biomasa
microalgal. Esto es relevante ya que, de acuerdo a nuestro conocimiento, hasta la
fecha no hay ningun estudio de produccién de hidrégeno en régimen continuo

usando biomasa microalgal como sustrato.

Por lo anterior, es claro que, si se quisiera operar un reactor productor de hidrogeno
alimentado con hidrolizado de microalga a una COV de carbohidratos similar a la de
la Etapa |, es necesario alcanzar eficiencias de solubilizacién mas altas. Por
ejemplo, suponiendo que en este trabajo se hubiera logrado 100% de eficiencia de
solubilizacion de carbohidratos, se hubiera necesitado 272 g microalga/L (operando
a un TRH de 1 d) para lograr la COV de carbohidratos de la Etapa |. Lograr una
eficiencia de solubilizacién de 100% con esa concentracion de solidos parece poco

probable; ademas de que es factible de que el hidrolizado contendria una alta
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cantidad de nitrégeno amoniacal y compuestos inhibitorios, como furanos, acidos
organicos y compuestos fendlicos. Los compuestos furanicos, como el furfural y el
5-hidroximetilfurfural se generan a partir de la deshidratacion de pentosas y
hexosas, respectivamente (Rasmussen et al., 2014). En la Fig. 3.3. se puede
observar algunas de las vias por las cuales se pueden generar algunos compuestos
inhibitorios, los cuales afectarian a los microorganismos hidrogenogénicos en la

fermentacion oscura.

_ _ Acidos

5-HMF Levulinico Formico

Arabinosa Furfural

Fenoles

Fig. 3.3. Esquema de vias de transformacion de celulosa y hemicelulosa en
compuestos inhibitorios para los microorganismos involucrados en la fermentacion
oscura y digestion anaerobia. Modificado de Rasmussen et al., (2014).

Actualmente hay otras lineas de investigacion diferentes a las estudiadas en éste
trabajo que podrian resolver los problemas anteriormente discutidos. Por ejemplo,
el uso de ingenieria genética y metabdlica para el incremento de carbohidratos (o
lipidos), asi como también para obtener microalgas con una pared celular menos

recalcitrante (Salas-Montantes et al., 2018; Yap et al., 2016). Esto es relevante ya
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que, a partir de una microalga con mayor contenido de carbohidratos y con una
pared celular menos recalcitrante, se podrian aplicar pretratamientos menos
severos, alcanzar mayores eficiencias de solubilizacion y, por lo tanto, COVs
similares a las aplicadas en reactores productores de hidrégeno con alta eficiencia

(Palomo-Briones et al., 2018).

3.4. Conclusiones

La biomasa microalgal fue sometida a pretratamiento térmico con el fin de solubilizar
carbohidratos y utilizarlos en la produccidn de hidrogeno. La eficiencia de
solubilizacion de la hidrdlisis térmica de biomasa microalgal fue afectada por la
concentracion inicial de microalga: 7.8 g ST/L en el pretratamiento térmico hizo que
las eficiencias de solubilizacion de DQO y carbohidratos disminuyeran 17.3y 31.9%,
respectivamente, en comparacién con la concentracion inicial de 2.3 g ST/L. La
Etapa | de operacién del reactor demostré6 que el suero de leche aporté los
carbohidratos necesarios para una produccion de hidrégeno eficiente. Sin embargo,
esta etapa tuvo una alta carga organica volumétrica (84.4 g DQOs/L-d) comparada
con las posteriores etapas en las que se uso hidrolizado de microalga como
sustrato, con lo cual la produccién de hidrégeno no pudo cuantificarse. Por lo tanto,
en futuras investigaciones se debe evaluar la produccién de H> a partir de
hidrolizado de microalga usando COVs mas altas que las evaluadas en el presente

trabajo.
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Capitulo 4. Estrategias para mejorar el contenido y produccion

de metano a partir de la digestiéon anaerobia de

biomasa microalgal

Resumen

En este trabajo se evalué la produccion de metano (CHs) a partir de la
monodigestion de hidrolizado de microalga y codigestién con suero de leche en un
reactor anaerobio discontinuo secuencial. El reactor fue alimentado con 5 g DQO~/L
desde la Etapa | hasta la IX y operado a pH alcalino y neutro. Posteriormente en las
Etapas X, Xl y Xll se evalu6 un incremento gradual de la carga organica a pH neutro.
Los resultados del reactor muestran que el contenido de CH4 en el biogas estuvo
cerca del 90 y 50% a pH alcalino y neutro, respectivamente. El rendimiento de CH4
a partir de la codigestién a 5 g DQO+/L fue de aproximadamente 230 NmL/g DQOT
en ambos pH, siendo 1.8 veces superior que el rendimiento obtenido a partir de la
monodigestion. El incremento de la carga organica no produjo un mejoramiento en
el rendimiento de CH4. Sin embargo, en las Etapas X y Xl se alcanzaron picos de
velocidades de produccion de CH4 cercanas a 1000 NmL/L-d, mientras que en las
etapas con una baja carga organica estuvo alrededor de 200-800 mL/L-d. Por otro
lado, en ensayos por lote se analizé la produccién de CH4 a partir de la fraccidon
particulada del hidrolizado de microalga, y su codigestion con suero de leche. Los
resultados demostraron que los solidos del hidrolizado de microalga son
hidrolizados y consumidos para producir CHs. Aunque su codigestion con suero de
leche no condujo a un mejoramiento del rendimiento de CH4, su fase lag fue 1.9
veces mas corta que la de monodigestion. Este estudio revela que la digestion
anaerobia de biomasa microalgal puede operarse a cortos tiempos de residencia
hidraulico siempre y cuando se realice en codigestion con un sustrato rico en

carbono.

Palabras clave: Produccién de metano, hidrolizado de microalga, pretratamiento

termoquimico, codigestion, biocombustibles
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4.1. Introduccion

La digestion anaerobia de biomasa microalgal como unica fuente de sustrato tiene
algunos inconvenientes, entre los cuales estan: baja relacion C/N (i.e. entre 5-10) y
poseer una pared celular recalcitrante; éstas caracteristicas perjudican la
produccion de CH4 (Calicioglu y Demirer 2016; Rétfalvi et al., 2016). Sin embargo,
estos problemas podrian ser superados mediante la aplicacién de pretratamientos
que rompan la célula y la codigestién con sustratos ricos en carbono (Mendez et al.,
2013; Solé-Bundo et al., 2019). Por otra parte, el biogas producido mediante la
digestiéon anaerobia no puede ser inyectado de manera directa en la red de gas
natural debido a su bajo contenido de CHjs, el cual esta entre 35-65% (Awe et al.,
2017). Sin embargo, Nolla-Ardévol et al. (2015) demostré que la digestion anaerobia
de biomasa microalgal a condiciones de pH alcalino produce un alto contenido de
CHs (ca. 90%) en el biogas. En consecuencia, un enfoque incluyendo esas
condiciones podria conducir al mejoramiento del contenido de CH4 en el biogas
producido a partir de la digestidon anaerobia de biomasa microalgal. El objetivo de
este trabajo fue evaluar diferentes estrategias para mejorar la produccién y el
contenido de CHa4 en el biogas generado por la digestion anaerobia de biomasa
microalgal en un reactor anaerobio discontinuo secuencial, incluyendo Ia
codigestion con suero de leche para mejorar la produccién de CH4, asi como la
monodigestion y codigestion a pH alcalino para enriquecer el contenido de CH4 en

el biogas.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Sustratos e in6culo anaerobio
Como sustratos fueron usados biomasa microalgal de Scenedesmus obtusiusculus
y suero de leche en polvo. La biomasa microalgal de S. obtusiusculus se seco,

molid, y tamizé de acuerdo a lo descrito en la Seccion 2.2.1. Por otra parte, el suero

de leche contenia 63% de lactosa y fue adquirido con proveedor nacional (DIFER
S.A de C.V. Jalisco, México). El in6culo usado para los ensayos de produccion de
CHa (lodo granular), se obtuvo de un reactor anaerobio a escala industrial que trata

vinazas de tequila, el cual fue amablemente donado por Casa Herradura (Jalisco,
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México). La Tabla 4.1. muestra las caracteristicas de los sustratos y el inoculo. La
biomasa microalgal fue pretratada termoquimicamente de acuerdo a Rincén-Pérez
et al. (2020) con el fin de obtener un hidrolizado de microalga rico en carbohidratos
solubles. Se eligié aplicar dicho pretratamiento, puesto que en el Capitulo 3 se
observo que las concentraciones de carbohidratos y DQO soluble en el hidrolizado
de microalga obtenido mediante pretratamiento térmico no fueron suficientes para
soportar la produccién de Ho. Sin embargo, el hidrolizado de microalga obtenido
mediante pretratamiento termoquimico contiene sal (NaCl), por lo que el inéculo

tuvo una fase de aclimatacion (Seccion 4.2.2.) con el fin de evitar posibles

inhibiciones por salinidad, y ademas, tener una comunidad microbiana capaz de

consumir eficientemente el hidrolizado.

Tabla 4.1. Caracteristicas de la biomasa microalgal no pretratada, suero de leche, y
lodo anaerobio granular.

Microalga cruda Suero de leche Lodo granular
ST (%) 96.49 £ 0.13 96.97 £ 0.41 15.36 + 0.07
SV (%) 84.34 £ 0.42 88.95 + 0.49 13.84 + 0.06
DQO (g/g ST) 1.57 £0.39 1.08 £ 0.06
DQOs (g/g ST) 0.14 £0.01 1.03+£0.03
CHO (g/g TS) 0.17 £ 0.01
CHOs (g/g ST) 0.04 +0.00

Promedio * desviacién estandar. CHO: Carbohidratos; DQO: Demanda quimica de oxigeno;
ST: Solidos totales; SV: Solidos volatiles. Subindice S denota soluble.

4.2.2. Reactor anaerobio discontinuo secuencial

Para la produccion semicontinua de CH4, se us6 un reactor de tanque agitado con
un volumen de trabajo de 1 L que fue inoculado con 10 g sélidos volatiles (SV)/L de
lodo anaerobio granular, se alimenté con 4 g DQO+/L de suero de leche y se
suplementd con medio mineral (Angelidaki et al., 2009). Posteriormente, el reactor
fue sellado herméticamente y purgado con N2 por 10 min. Subsecuentemente la

temperatura y agitacion del liquido en el reactor se controlaron a 37 °C y 120 rpm,
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respectivamente. Los primeros 19 dias de operacion del reactor fueron una fase de
aclimatacion del in6culo al hidrolizado de microalga y condiciones de pH alcalino.
La fase de aclimatacion inicialmente se alimenté con 100% de suero de leche (4 g
DQO+/L) y posteriormente se alimenté 5 g DQO+/L, cambiando progresivamente la
composicidn del sustrato en la alimentacion a 25:75, 50:50 y 75:25% (base DQOr)

de hidrolizado de microalga y suero de leche, respectivamente.

Una vez terminada la fase de aclimatacion, se evaluaron doce etapas que incluian
tanto la monodigestién de la microalga (100% hidrolizado de microalga) como la
codigestion (mezcla de 75% hidrolizado de microalga y 25% suero de leche, con
base en la DQOrT). Ademas, en las Etapas |-V se evaluo la digestién anaerobia en
condiciones de pH 9.0, mientras que las Etapas VI-XII fueron operadas a pH 7.5 con

el fin de comparar la produccion de CH4 a ambos pH (Tabla 4.2.).

Tabla 4.2. Descripcién de las etapas evaluadas durante la operacién del reactor.

Etapa (dias Hidrolizado de Suero de Alimentacion

de operacién) microalga (%)  leche (%) (g TCODIL) PHinca
1 (1-8) 100 0 5 9
Il (9-22) 75 25 5 9
[l (23-39) 75 25 5 9
IV (40-53) 75 25 5 9
V (54-74) 100 0 5 9
VI (75-84) 75 25 5 7.5
VII (85-90) 100 0 5 7.5
VIII (91-94) 75 25 5 7.5
IX (95-97) 75 25 5 7.5
X (98-100) 75 25 7.5 7.5
XI(101-103) 75 25 10 7.5
XII (104-108) 75 25 12.5 7.5
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Una desaceleracion de la velocidad de produccion de CHs del 80% con respecto a
la maxima registrada en cada etapa fue el parametro para el cambio en la
alimentacion. Este parametro fue elegido debido al hecho de que, aunque el tiempo
de residencia hidraulico (TRH) es generalmente usado como parametro para
cambiar de etapa en un reactor discontinuo secuencial, usar el mismo TRH para la
degradacion del sustrato durante la monodigestion o codigestién podria ser un
parametro no adecuado. El ciclo de alimentacion del reactor fue el siguiente: la
agitacion fue detenida por 30 min, 500 mL del sobrenadante fueron extraidos, se
repusieron 500 mL de liquido (sustrato y medio) de acuerdo a la Tabla 4.2., y por
ultimo la agitacion fue reiniciada nuevamente (Fig. 4.1). Se tomaron muestras al
inicio y al final de cada etapa de operacion del reactor y se almacenaron a -20 °C

para posteriores analisis.

Afl t
uene Reactor en

500 mL_ | operacion

||
Alimentacion
(10 min)

Sedimentacion
(30 min)

Vaciado
(10 min)

Fig. 4.1. Ciclo de alimentacion del reactor anaerobio discontinuo secuencial.

4.2.3. Experimentos en lote
Con el fin de elucidar el consumo y produccion de metano a partir de la fraccion
particulada del hidrolizado de microalga, asi como en la codigestion con suero de

leche, se realizaron una serie de experimentos en lote de acuerdo a la Fig. 4.2.
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Brevemente, los ensayos en lote fueron llevados a cabo en botellas serologicas de
120 mL, la temperatura y agitacion fueron controladas a 37 °C y 120 rpm,
respectivamente. Se tomaron muestras al inicio y al final de cada ensayo, las cuales
fueron almacenadas a -20 °C para posteriores analisis. Todos los ensayos fueron

realizados por triplicado a excepcion del control endégeno que fue por duplicado.

£ Hidrolizado de Hidrolizado de Suero de leche
microalga microalga 1.25 g DQO4/L
PBM 5 g DQO4/L 3.75 g DQO+/L

+ Inoculo 10 g SV/L
+ Temperatura 37 °C
+ Agitacion 120 rpm

!

Centrifugado a Centrifugado a
3700 rpm, 10 min 3700 rpm, 10 min

0 4 &4 L 4 L4

Endégeno  Glucosa {control) Sobrenadante  Fraccién — Fraccion particulada  Suero de leche
(control) 5 g {COD/L particulada  + suero de leche |

Ensayos en lote

Fig. 4.2. Representacion esquematica de los ensayos de potencial bioquimico de
metano (PBM).

4.2.4. Modelo cinético

Los datos experimentales de la produccién de metano fueron ajustados al modelo

logistico (Ecuacion 4.1.) para determinar los parametros cinéticos (Zwietering et al.,
1990).

M= P/ (1+exp ((4* Rumax*(L- B)/ P+2)) (4.1)

Donde M (mL/L) es la produccién acumulada de metano, P (mL/L) es el maximo
volumen de metano producido, Rmax (mL/L-d) es la maxima velocidad de produccion

de metano y A (dias) es la fase lag antes de la produccién exponencial de metano.
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4.2.5. Métodos analiticos
Los solidos totales (ST), sélidos volatiles (SV), DQO (total y soluble), caracterizacion
del contenido de carbohidratos de S. obtusiusculus, y carbohidratos del hidrolizado

de microalga fueron determinados de acuerdo a la Seccion 2.2.5. Ademas, al final

de cada etapa de operacion del reactor, asi como al finalizar los ensayos en lote, se
determinaron los acidos grasos volatiles (AGV) de acuerdo a Montiel Corona y
Razo-Flores (2017). El nitrdgeno amoniacal también se determind, usando el kit
Hach Test ‘N Tube™ (AmVer™ High Range Ammonia Reagent Set, Method 10031,

Hach Corporation).

La produccion y composicién del biogas fue medida diariamente de acuerdo a la

Seccion 2.2.5. Condiciones estandar de temperatura (0 °C) y presion (1 atm) fueron

usadas para reportar el volumen de CH4 producido.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Fase de aclimatacion del in6culo

El reactor tuvo un periodo de 22 dias de aclimatacion del indculo a pH alcalino, de
los cuales 19 dias se incrementd gradualmente la concentracion de hidrolizado de
microalga en la mezcla de alimentacion (Fig. 4.3.a). La fase de aclimataciéon
presento eficiencias de remocion de DQO+ de 65 a 77% (Fig. 4.3.b) y el contenido
de CH4 en el biogas fue de 92 + 7%. Durante esta fase se observé que el volumen
acumulado de CH4 incrementd con el reemplazo gradual de suero de leche por
hidrolizado de microalga. Estos resultados indican que el indculo logré adaptarse
hasta una relacion de 75:25% (base DQOr) de hidrolizado de microalga y suero de
leche, respectivamente. Varios autores han indicado que la aclimatacion del inéculo
es una estrategia recomendada para mejorar la digestibilidad de las microalgas. Tal
aclimatacion ha sido enfocada en la adaptacion del indculo a condiciones ya sea de
altos niveles de amonio (Tian et al., 2018) o de salinidad (Mottet et al., 2014).
Durante la fase de aclimatacion, la concentracion mas alta de amonio registrada fue
de 0.6 g/L. Esta concentracion es similar a la obtenida en etapas posteriores (Tabla

4.3.). Por otro lado, aunque la salinidad no se midid; se sabe que la concentracion
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de sal aumentd en la alimentacion, puesto que el hidrolizado de microalga contenia
NaCl debido a la neutralizacién de su pH después de ser pretratado, por lo que
conforme se incrementaba la proporcion de hidrolizado de microalga en la
alimentacion se aumentaba la concentracion de sal. A pesar de esto, la produccion
de CHs en la fase de aclimatacion no se vio afectada por amonio o salinidad. Lo
cual sugiere que la fase de aclimatacion logré que el in6culo se adaptara a las
posibles condiciones adversas (amonio, salinidad, recalcitrancia) que generaba el

hidrolizado de microalga.

& N ’f/é.(o "JQ '\‘d
S N} ]
RO &
2 %) 2 )
1,600 (1 L L L L L L L L L 600

1,200 + - 450

(NmL/L-d)

800 +

400 A - 150

CH, acumulado (NmL/L)

Velocidad de
produccion de CH,

0 2 4 6 g 10 12 14 16 18 20 22
Time (d)
—8—\elocidad O Acumulado

Q

Modelo logistico

mDQO; ODQOs BCHO; ECHOg
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Fig. 4.3. Desempefio de la fase de aclimatacién del inéculo en el reactor; a)
produccién de CHs y b) eficiencia de remocion de materia organica. CHO:
Carbohidratos; DQO: Demanda quimica de oxigeno; HM: Hidrolizado de microalga;
SL: Suero de leche. Subindices S y T denotan soluble y total, respectivamente.
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Tabla 4.3. Principales parametros de la monodigestidén y codigestion anaerobia en el reactor secuencial discontinuo.

Contenido de Rendimiento de Remociéon de Remocién de

Remocién de

Remocién de

Etapa Efluente CHa CHa Efluente
pH (%) (NmL/g DQOT) DQOT (%) DQOs (%) CHO (%) CHOs (%) N-NHs (g/L)
| 8.6 85.6 + 8.3 126.4 52.4+8.7 39.6 +8.8 66.6 + 3.2 83.5+0.9 0.5+0.0
-1V 8.8+0.1 89.8+75 233+ 48 342+31.2 69.8+16.0 85.4+0.8 96.8 +0.2 0.6+0.1
V 8.5 73.9+ 15.3 915 59.1+5.3 40.2 £ 13.5 395+5.2 92.9+0.7 0.6 +0.0
VI 7.4 66.2+ 1.6 88.4 47.8+29 56.5+5.2 499+1.8 77.7+0.6 0.8+0.0
VI, Vil y IX 74+0.1 63.4+7.8 226.0 £29.0 62.7 £ 6.0 774+10 93.6 £0.7 98.0+0.1 0.8+0.1
X a 7.4 509+ 84 200.6 744120 87.7+1.4 95.4+0.2 98.7+0.1 09+0.1
X b 75 57.0+7.9 165.2 243+2.6 62.9+8.6 79.3+14 96.0+0.3 15+0.2
X|| © 77 596+ 105 99.4 31.0t4.4 58.4+1.1 96.6 + 0.4 98.9+0.0 16+0.1

La carga organica fue 27.5,° 10y © 12.5 g DQOf¥/L, en el resto de las etapas la COV fue de 5 g DQO+/L; CHO: Carbohidratos; DQO:

Demanda quimica de oxigeno; Subindice S y T denotan soluble y total, respectivamente.
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4.3.2. Monodigestion y codigestion del hidrolizado de microalga

En el presente trabajo la biomasa microalgal se pretraté termoquimicamente con el
fin de acelerar su biodegradabilidad. El rendimiento de CH4 mas alto logrado cuando
el hidrolizado de microalga fue la unica fuente de sustrato (monodigestion) fue de
126 NmL/g DQO+. Sin embargo, cuando el hidrolizado de microalga (75%) fue
codigerido con suero de leche (25%), a la misma concentracion inicial de DQO que
la monodigestién (5 g DQO+/L) el rendimiento de CH4 estuvo en un intervalo de 226
a 233 NmL/g DQOt (Tabla 4.3.). El suero de leche ayudd a incrementar el
rendimiento de metano 1.8 veces en comparacion con la monodigestion del
hidrolizado de microalga. En afos recientes, la codigestion de biomasa microalgal
con diferentes sustratos (p.ej. lodos y residuos agroindustriales) ha ganado atencién
como estrategia para mejorar el rendimiento de CH4 (Solé-Bundé et al., 2018).
Carminati et al. (2018) y Cea-Barcia et al. (2018) realizaron estudios de codigestion
de un consorcio de biomasa microalgal con bacterias, logrando un mejoramiento del
rendimiento de CH4 de 81 a 216 mL/g DQO y de 144 a 230 mL/g DQO con suero

de leche desproteinizado y residuos de papaya, respectivamente.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el CH4 es producido
principalmente a partir de carbohidratos solubles, presentando un consumo global
de 93.6 + 6.7%, mientras que el consumo global de DQO soluble fue de 65.5 +
16.3% (Tabla 4.3.). En la literatura se pueden encontrar resultados similares, donde
sustratos ricos en carbohidratos son recomendados para la codigestion de biomasa
microalgal (Xia et al., 2015b).

4.3.3. Efecto del pH sobre la produccion de metano

El contenido de CH4 resultante de la monodigestion y codigestiéon a pH alcalino
estuvo en un intervalo de 70-90%, mientras que a pH neutro estuvo cerca de 50%.
Estos resultados demuestran que la digestiéon anaerobia a pH alcalino puede ser
una opcion para obtener un biogas rico en CHa, lo cual permitiria integrarlo en la red
de gas natural. Similarmente, Nolla-Ardévol et al. (2015) reportaron un promedio de

83% de CHs en el biogas a partir de la digestion anaerobia de Spirulina a
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condiciones alcalinas. Con respecto al volumen acumulado y rendimiento de CHa,
ambos parametros fueron similares a condiciones de pH alcalino y neutro (Fig. 4.4.
y Tabla 4.3.). Sin embargo, la velocidad de produccion de CH4 a pH neutro fue mas
rapida que a pH alcalino; consecuentemente el TRH de las etapas a pH neutro fue
mas corto. Por otro lado, se observd que en la codigestion de hidrolizado de
microalga (75%) y suero de leche (25%) los parametros cinéticos A y Rmax tuvieron
una mayor variabilidad a pH neutro que a pH alcalino (Fig. 4.5.). Esta variabilidad
puede deberse al abrupto cambio de pH 9 a pH 7.5, lo cual pudo haber causado
una alteracion en las comunidades microbianas. En la Fig. 4.4.b se puede observar
que la primera etapa a pH neutro (Etapa VI) tuvo una baja Rmax y un largo TRH en
comparacioén con las subsecuentes Etapas VIl y IX. Hasta donde sabemos, este es
el primer estudio que compara la producciéon de CH4 a pH alcalino y neutro, usando

hidrolizado de biomasa microalgal.
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Fig. 4.5. Comparacion de los parametros cinéticos de la operacion del reactor a
condiciones de pH alcalino y neutro.

4.3.4. Efecto del incremento de la carga organica

Después de la Etapa IX se evalud el incremento gradual de la carga organica en la
alimentacioén con el fin de determinar la maxima carga posible. Por lo tanto, las
Etapas X, Xl y XlI fueron alimentadas con 7.5, 10 y 12.5 g DQOf/L, respectivamente.
El incremento de la carga organica volumétrica en la digestion anaerobia en un
reactor en continuo esta relacionado con el mejoramiento del rendimiento de biogas
(Comino et al., 2010; Sun et al., 2017). Sin embargo, este concepto debe ser tomado
con cuidado debido a que unincremento fuera del rango apropiado en la COV puede
conducir a una disminucioén del rendimiento del biogas y a una falla del proceso
(Comino et al., 2010; Sun et al., 2017). Las etapas que tuvieron un incremento de la
carga organica (Etapas X-XII) produjeron un volumen acumulado de CH4 similar,

cerca de 1500 NmL/L. Este resultado es superior a lo obtenido con las etapas
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operadas a una carga de 5 g DQO+/L tanto a condiciones de pH alcalino (1064 +
205 NmL/L) como de pH neutro (1031 £ 162 NmL/L).

Con respecto a la velocidad de produccion de CH4, ésta fue similar en las Etapas X
y Xl las cuales alcanzaron picos maximos de ~1300 NmL/L-d, mientras que la Etapa
Xl solamente alcanzd un pico maximo de 602 NmL/L-d. Vale la pena resaltar que
la velocidad de produccion de CH4 fue notoriamente mayor en las Etapas X y Xl
siendo el promedio de estas dos etapas 2.6 veces superior que el promedio de las
etapas de codigestion operadas a pH neutro. En las ultimas tres etapas los
carbohidratos solubles y estructurales de la biomasa microalgal fueron consumidos
de manera eficiente. La DQO soluble fue consumida entre 58-88%, mientras que el
consumo de DQO particulada estuvo entre 24-74%. El menor consumo de DQO
particulada se observo en las etapas con una alta carga organica (XI y Xll, Tabla
4.3.), sugiriendo que la produccion de CH4 se debid principalmente al consumo de

carbohidratos.

Por otro lado, los rendimientos de CH4 en las Etapas X-XIl fueron menores en
comparacion con los de las etapas que tuvieron una carga organica de 5 g DQO/L.
Una disminucion en el rendimiento de CH4 puede atribuirse a una sobrecarga de
sustrato, lo que resultdé en una ineficaz metanizacion del sustrato adicional. Nolla-
Ardévol et al. (2015) reportaron una disminucién en la producciéon de CH4 causada
por una sobrecarga de sustrato a partir de una COV de 0.5 a 1 g DQO/L-d en la
digestion anaerobia de biomasa microalgal a pH alcalino. La sobrecarga de sustrato
causa un desequilibrio en la relacion sustrato-inéculo, donde una excesiva cantidad
de sustrato conduce a que los microorganismos sean incapaces de llevar a cabo la
digestion anaerobia. Similarmente, Polizzi et al. (2018) concluyeron que un
incremento en la carga organica puede conducir a un incremento de los soélidos
totales en el reactor, lo cual causa una falla del sistema. Por otro lado, los AGV
presentaron bajas concentraciones durante toda la operacion del reactor y apenas
contribuyeron en el balance de DQO (Fig. 4.6.). Esto indica que los microorganismos

metandgenos estaban activos y no sufrieron inhibicién por los AGV.
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En resumen, el incremento de la carga organica no fue una buena estrategia para
mejorar el rendimiento de CHas. Sin embargo, un incremento en la carga organica
puede ser una buena estrategia en el caso de requerir altas velocidades de

produccion de CHa.
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Fig. 4.6. Balance de DQOt de cada una de las etapas evaluadas en el reactor
discontinuo secuencial. HM: hidrolizado de microalga, SL: suero de leche.

4.3.5. Ensayos en lote de produccién de metano

A partir de la digestion anaerobia de la fraccion particulada del hidrolizado de
microalga se esperaba obtener un volumen acumulado de CH4 de 749 NmL/L, sin
embargo, experimentalmente se obtuvo 313.6 NmL/L. El ensayo de producciéon de
CHa4 a partir de la fraccion particulada del hidrolizado de microalga demuestra que
el indculo fue capaz de consumir este sustrato recalcitrante. Aunque se observo una
fase lag de 5.6 dias en este ensayo, la cual fue 2.1 veces mas larga que los 2.7 dias
de la digestion anaerobia del ensayo donde se us6 solamente el sobrenadante del

hidrolizado de microalga (Fig. 4.2; Tabla 4.4.).
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Tabla 4.4. Parametros cinéticos obtenidos de los experimentos en lote para evaluar la produccién de CH4 a partir de la
fraccion particulada del hidrolizado de microalga.

Tedrico P2 P A Rmax Rendimiento de CHg4
Ensayo pH
(NmL/L) (NmL/L) (d) (NmL/L-d) (NmL/g DQOr)
SL + HMpart 1295 747 4 2.9 53.4 6.3+0.0 159.7
SL 690 634.0 1.6 47 .3 6.3+0.0 217.4
HMsobr 1029 460.1 2.7 455 6.6 +0.0 91.8
HMpart 749 313.6 5.6 60.1 6.7 +0.0 62.6

a\/olumen acumulado de CHjy tedrico a partir de la DQOr inicial alimentada; PpH final de los experimentos. SL: Suero de leche; HMpart:

Fraccion particulada del hidrolizado de microalga; HMsowr: Sobrenadante del hidrolizado de microalga.
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Por otro lado, 947.6 NmL/L es el volumen acumulado de CH4 tedrico esperado a
partir del efecto sinérgico de la codigestion de la fraccion particulada de hidrolizado
de microalga y suero de leche. Este valor resulta de la suma de los volumenes
acumulados de CHs4 (valor experimental) individuales de los ensayos de cada
sustrato (Fraccion particulada del hidrolizado de microalga y suero de leche). Sin
embargo, experimentalmente se obtuvo 747.4 NmL/L a partir del ensayo de
codigestion de la fraccion particulada de hidrolizado de microalga y suero de leche.
Suponiendo una completa metanizacion del suero de leche, este pudo haber
aportado hasta 92% del volumen acumulado de CH4 en el ensayo de codigestion
con la fraccion particulada de hidrolizado de microalga. Por lo tanto, se sugiere que
la codigestion de la fraccion particulada del hidrolizado de microalga con suero de
leche no tuvo un efecto sinérgico sobre el volumen acumulado de CH4. Sin embargo,
si tuvo un efecto sobre la fase lag, siendo ésta 1.9 veces menor que la del ensayo
de la fraccién particulada de hidrolizado de microalga como unica fuente de sustrato.
Con respecto a la distribucién de la DQO, no se detectaron AGV en ninguno de los
ensayos. La eficiencia de remocion de materia organica en estos ensayos fue similar
a la obtenida en el reactor, donde la tendencia fue un consumo de casi 100% de los

carbohidratos solubles (Fig. 4.7.).
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Fig. 4.7. Eficiencia de remocion de materia organica en los experimentos en lote.
HM: Hidrolizado de microalga; SL: Suero de leche. Los subindices part y sobr
denotan fraccion particulada y sobrenadante, respectivamente.
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4.4. Conclusiones

La digestion anaerobia llevada a cabo en el reactor discontinuo secuencial a
condiciones de pH alcalino enriquecio el contenido de CH4 en el biogas. La
produccion de CH4 mejoré cuando el hidrolizado de microalga fue codigerido con
suero de leche. Los tiempos de residencia hidraulica fueron menores cuando la
codigestion se llevo a cabo a pH 7.5 en lugar de pH 9.0. El incremento de la carga
organica en la alimentaciéon no contribuyé en mejorar el rendimiento de CHas; sin
embargo, cuando se aumenté la carga a 7.5 y 10 g DQO+/L la velocidad de
produccion de CH4 mejord con respecto a las etapas que tuvieron una menor carga
organica. Los experimentos en lote demostraron que el CH4 puede ser producido a
partir de la fraccidén particulada del hidrolizado de microalga. La codigestion de la
fraccidn particulada del hidrolizado de microalga con suero de leche no tuvo un

efecto sinérgico sobre la produccién de CH4, aunque si lo tuvo sobre la fase lag.
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Capitulo 5. Consideraciones para la produccion de

biocombustibles gaseosos a partir de biomasa

microalgal: Conclusiones y perspectivas

5.1. Discusion general y conclusiones

La produccion de biocombustibles a partir de biomasa microalgal es un tema clave,
ya que podria reforzar el potencial de desarrollo econdémico y ambiental de los
biocombustibles mediante un esquema de biorrefineria (Fig. 5.1.). Actualmente,
existen diferentes lineas de investigacidn sobre la produccidn de biocombustibles a
partir de biomasa microalgal (Tabla 5.1.). Sin embargo, varias investigaciones
sugieren que la biomasa microalgal debe ser usada en un esquema de biorrefineria
para que sea competitiva con los combustibles fésiles (Chandra et al., 2019; Koutra
et al., 2020; Kumar et al., 2020). Adicionalmente es de vital importancia optimizar
cada uno de los procesos involucrados en la biorrefineria para sacar el maximo
provecho de cada uno de los productos obtenidos. Por lo tanto, en el proceso de
produccion de biocombustibles a partir de biomasa microalgal, es crucial establecer
las condiciones a las cuales se pueden potenciar los rendimientos y velocidades de

produccion de los biocombustibles.

En esta tesis, la microalga S. obtusiusculus se usé como sustrato debido a que a
partir de este género de microalga se han producido diferentes combustibles:
biocrudo (Bordoloi et al., 2016), bioetanol (Chng et al., 2017), biodiesel (Mandal y
Mallick, 2009), hidrégeno (Ortigueira et al., 2015) y metano (Tartakovsky et al.,
2013). La pared celular del género Scenedesmus esta compuesta principalmente
por polisacaridos (p.ej. celulosa, almidon, pectina, agar), monosacaridos (p.€j.
glucosa, galactosa, manosa), asi como también pueden estar presentes otros
compuestos tales como lipidos, proteinas (p.ej. glicoproteinas) y otros polimeros
(Allard y Templier, 2001; Takeda, 1996). Cabe resaltar que la composicién de la
pared celular puede variar dependiendo de la especie de microalga y sus

condiciones de crecimiento (Cérdova et al., 2018).
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Fig. 5.1. Esquema de biorrefineria de microalgas.
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Tabla 5.1. Comparacién de algunos procesos para la obtencion de biocombustibles a partir de microalgas.

Enfoque del estudio

Principales conclusiones

Perspectivas

Referencia

Disefio de un modelo basado
en un sistema de informacién
geografico para optimizar la
cadena de suministro de
biocombustibles derivados de

microalgas

Uso de pirdlisis térmica para
valorizar residuos de A.
platensis después de haber
extraido sus lipidos y

proteinas.

El modelo consiste de tres etapas:
disefio de la biorrefineria de
microalgas, seleccion de las

ubicaciones y optimizacion
matematica. Los escenarios
estudiados dan como resultado
precios de biocombustibles muy
altos, los cuales no son competitivos

con combustibles tradicionales.

La pirdlisis térmica condujo a una
disminucion de compuestos
nitrogenados y a un incremento de
hidrocarburos en los productos de
reaccion. El poder calorifico de los
residuos solidos incrementd >20%

con respecto a la biomasa inicial.

Para que los biocombustibles
derivados de microalgas sean
econdmicamente competitivos se
requieren de tecnologias de
procesamiento rentables y el
desarrollo de coproductos de alto

valor.

Biomasa de A. platensis tiene
potencial para ser usada en una
biorrefineria. La pirdlisis térmica

permitiria valorizar residuos
después de haber extraido
productos de alto valor (pigmentos,
aminoacidos). Los residuos solidos
después de la pirdlisis podrian servir
como precursores de

biocombustibles a base de carbono.

(Kang et al.,
2020)

(Casazza et al.,
2020)

7



Continuacion Tabla 5.1.

Enfoque del estudio

Principales conclusiones

Perspectivas

Referencia

Mejora de la produccion de
CHs a partir de Chlorella sp.
usando estrategias como la
codigestion con glicerol y
optimizacion mediante disefio
de experimentos con
metodologia de superficie de

respuesta.

Mejora de la produccion de
hidrogeno por fermentacion
oscura mediante el aumento
de la biodegradabilidad de
biomasa microalgal por la
aplicacion del pretratamiento

con amoniaco.

Las condiciones optimas de relacion
de concentracion de inéculo y
sustrato (microalga y glicerol) fueron
encontradas. Lo cual condujo a un
mejoramiento de la produccién de
CH,4 de 58 veces mas en
comparacion con las condiciones
menos 6ptimas del disefio de

experimentos.

El pretratamiento con amoniaco
mejoro la solubilizacién de la
microalga conduciendo a un

aumento del potencial de
produccién y la velocidad de

producciéon de Ho.

El uso de sustratos ricos en carbono
en codigestion con biomasa
microalgal ayudaria a evitar
problemas relacionados a la
amonificacion en la digestion

anaerobia de microalgas. El uso de

la metodologia de superficie de
respuesta permitira optimizar la

produccion de CHa.

El pretratamiento con amoniaco
puede ser un pretratamiento ideal ya
que sigue un modelo econémico
circular debido a que la forma no
ionizada de amonio proviene del
liquido de la fermentacién oscura, el
cual es un residuo del tratamiento

de aguas residuales.

(Sittijunda y
Reungsang,
2020)

(Wang et al.,
2019)
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La produccion de biocombustibles gaseosos como el hidrégeno y el metano a partir
de biomasa microalgal fue investigado en esta tesis, teniendo como obijetivos
mejorar la biodegradabilidad de S. obtusiusculus mediante la aplicacion de
pretratamientos térmicos y termoquimicos. Asi como el uso de estrategias de
aclimataciéon del inéculo, codigestion, digestion anaerobia a pH alcalino e
incremento de la carga organica en la alimentacidn para mejorar el rendimiento y la

velocidad de produccion de biocombustibles gaseosos.

En el capitulo 2 se demostré que la biodegradabilidad de S. obtusiusculus es
mejorada cuando se aplica un pretratamiento térmico con acido diluido. Un disefio
de experimentos permitio determinar que 105 °C, 1.7 h, 3% HCI (p/p) y 30 g/L de
sélidos totales de microalga fueron las condiciones Optimas a las cuales el
pretratamiento alcanzd los mayores porcentajes de solubilizacion de materia
organica. En la literatura se pueden encontrar una gran variedad de pretratamientos,
los cuales son usados tanto para biomasa lignocelulésica como para biomasa
microalgal (Carrere et al., 2016; Hassan et al., 2018). Aunque los procesos de
pretratamiento de la biomasa microalgal son similares a los aplicados a la biomasa
lignocelulésica, la ausencia de lignina en las microalgas puede simplificar los
procesos. La presencia de lignina en la biomasa lignoceluldsica le confiere una
proteccion adicional a la holocelulosa durante la hidrdlisis. Ademas, la lignina es un
compuesto muy recalcitrante y su fraccion de masa en la biomasa lignoceluldsica
puede alcanzar hasta 36%, haciendo muy complejo el proceso de fermentacién o
biodegradacién bajo condiciones anaerobias (Ruan et al., 2019). Por lo tanto, la
celulosa de la pared celular de las microalgas es mucho mas facil de transformarse
en glucosa en comparacion con la biomasa lignoceluldsica (Chisti, 2019). Sin
embargo, en los ultimos afnos se ha reportado que los rendimientos de produccion
de biocombustibles como hidrégeno por fermentacion oscura, metano por digestion
anaerobia y bioetanol por fermentacién alcohdlica pueden ser afectados por la
recalcitrancia del algaenan presente en la pared celular de las microalgas (Sankaran
et al., 2020). El algaenan es un biopolimero con una estructura quimica similar a la

lignina, estda formado por acidos grasos hidroxilados, compuestos fendlicos y
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derivados de fenilpropanoides los cuales también estan presentes en la lignina
(Ciudad et al., 2014; Delwiche et al., 1989).

Distintos pretratamientos han sido empleados para romper las células de las
microalgas y asi poder liberar y solubilizar su materia organica intracelular y
estructural. En la Tabla 5.2. se resumen las ventajas y desventajas de algunos de
los pretratamientos mas usados en biomasa microalgal (y también en biomasa
lignocelulésica). A pesar de la variedad de pretratamientos existentes, el
pretratamiento termoquimico con acido diluido parece ser uno de los
pretratamientos mas adecuados tanto para la biomasa microalgal como para la
biomasa lignoceluldsica, ya que solubiliza hemicelulosa y remueve parte de la
lignina en la biomasa lignoceluldsica (Mahmood et al., 2019). Adicionalmente, el
pretratamiento termoquimico con acido diluido es de bajo costo, efectivo y su
operacion es muy simple comparado con otros pretratamientos; se ha reportado en
varios trabajos que conduce a un mejoramiento del rendimiento de metano en
comparacién con biomasa no pretratada (Monlau et al., 2013; Taherdanak et al.,
2016; Zhang et al., 2011). Ademas, puede ser realizado en cualquier laboratorio y
es potencialmente escalable. De hecho, recientemente algunas companias como
DSM (www.dsm.com), ABENGOA (www.abengoa.es), IOGEN (www.iogen.ca),

producen bioetanol a partir de biomasa lignoceluldésica pretratada

termoquimicamente con acido sulfurico diluido (Zhang y Bao, 2018). A pesar de
esto, no hay mucha informacion sobre sus efectos en la biomasa microalgal y el uso
del hidrolizado obtenido para la produccién H2 y CHs por fermentacion oscura y

digestion anaerobia, respectivamente.
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Tabla 5.2. Resumen de ventajas y desventajas de los principales pretratamientos
usados en biomasa lignoceluldsica y algal. Adaptado de Atelge et al. (2020); Bhatt
y Shilpa (2014); Carrere et al. (2016); Onumaegbu et al. (2018); Rodriguez et al.
(2015); Shankaran et al. (2020).

Pretratamiento

Ventajas

Desventajas

Molienda
mecanica

Térmico
(<100 °C)

Hidrotérmico
(100-250 °C)

Explosion de
vapor

Quimico
(acido y alcali)

Biologico
(enzimas)

Control del tamafo de
particula. Incrementa el area
superficial. Facilita el manejo

de la materia prima.

Maquinaria existente.

Alta solubilizacion de la
biomasa. Eliminacién de
malos olores. Bajo riesgo de
formacion de compuestos
téxicos. Sanitizacion de la
materia prima.

Alta solubilizacion de la
biomasa. Eliminacion de
malos olores. Se puede usar
directamente biomasa
humeda. Incrementa el area
superficial. Solubilizacion de
hemicelulosa y lignina.

Alta recuperacion de
azucares. Es uno de los
pretratamientos mas
rentables. Se requiere bajo
capital de inversion.

Baja demanda energética.
Bajos costos. Su operacion es
simple. Efectivo en biomasa
lignoceluldsica. Altera la
estructura de la lignina.

Baja demanda energética.
Alta solubilizacion de
azucares. No genera

compuestos toxicos. Degrada
lignina y hemicelulosa.

Alta demanda energética. El
mantenimiento de los equipos
es costoso. Sensible a
materiales inertes.

Alta demanda energética. Alto

costo de capital. Liberacién de

amoniaco. Engrosamiento de
la biomasa.

Alta demanda energética. Alto
costo de capital. Riesgo de
formacion de compuestos

téxicos. Liberacion de
amoniaco. Engrosamiento de
la biomasa.

Degradacion parcial de la

hemicelulosa. Riesgo de

formacion de compuestos
toxicos.

Generacion de sales que
pueden inhibir la fermentacion
y metanogénesis. Alto riesgo
de degradacién de azucares.
Riesgo de corrosion en los
equipos.

La velocidad de hidrdlisis es
lenta. Requiere de largos
tiempos de reaccion. Las

enzimas tienen un alto costo.

Las enzimas son especificas

para ciertos sustratos.
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Tabla 5.2. Continuacion.

Pretratamiento

Ventajas

Desventajas

Ultrasonicacion

Su operacion es simple. El
tiempo de reaccién es rapido.
No se usan solventes. No
requiere de altas
temperaturas. No se producen
residuos.

El calor aplicado es uniforme.
Es uno de los pretratamientos

Alta demanda energética. No
es adecuado para biomasa
lignoceluldsica. Algunas
partes del equipo necesitan
ser reemplazadas cada 1.5 -
2 anos. Dificil de escalar.

Alta demanda energética.
Baja penetracion de la
radiacion en materia prima

Microondas con tiempo de reaccién mas .
g . gruesa. Los equipos suelen
corto. Su operacién es simple. e
. ser costosos. Dificil de
No se producen residuos.
escalar.
Mejoramiento en la ,
e Los costos de capital pueden
. solubilizacion (comparado con A
Combinado . elevarse significativamente
. un solo pretratamiento). Los , .
(dos 0 mas) dependiendo del sistema

tiempos de reacciéon pueden

ser notablemente reducidos. elegido.

En el Capitulo 2, también se evalud el potencial bioquimico de produccién de
hidrégeno y metano a partir del hidrolizado obtenido después de pretratar la
biomasa de S. obtusiusculus termoquimicamente con acido clorhidrico diluido.
Como resultado del pretratamiento se obtuvo un hidrolizado rico en carbohidratos
solubles (7.45 g/L), los cuales fueron consumidos por microorganismos anaerobios
mejorando el rendimiento de hidrogeno (1.7 veces) y metano (1.3 veces) en
comparacion con la biomasa microalgal no pretratada. Los resultados obtenidos
demostraron que el pretratamiento térmico con acido diluido es un método efectivo
para solubilizar la materia organica de la microalga. Sin embargo, es necesario que
en futuras investigaciones se realicen analisis tecnoecondémicos y de ciclo de vida
para vislumbrar la factibilidad de produccién de biocombustibles a partir de biomasa
microalgal a gran escala. Después de una exhaustiva revision bibliografica, se
encontré que solamente hay ocho estudios que han aplicado pretratamiento térmico

con acido diluido a biomasa microalgal eucariota para producir biocombustibles

82



(CarrilloReyes y Buitrén, 2016; Ferreira et al., 2013; Kumar et al., 2013; Mendez et
al., 2013; Passos et al., 2016; Roy et al., 2014; Xia et al., 2014a, 2014Db).

Después de determinar las condiciones Optimas para pretratar la biomasa
microalgal, la atencion fue puesta en producir hidrogeno (Capitulo 3) y metano
(Capitulo 4) en régimen continuo. Los resultados del Capitulo 2 sugieren que la
velocidad de produccién de hidrégeno y la fase lag fueron afectadas por la sal (NaCl)
formada después de la neutralizacion del hidrolizado. Por lo tanto, la estrategia mas
adecuada para evitar este inconveniente fue pretratar térmicamente la biomasa
microalgal. En el Capitulo 3 el reactor fue inicialmente alimentado con suero de
leche para activar a las bacterias productoras de hidrégeno. Sin embargo, la
produccion de hidrogeno en el reactor no se pudo cuantificar cuando el hidrolizado
de microalga fue usado como sustrato. Esto sucedi6 debido a la baja carga organica
volumétrica (COV) usada en el reactor, la cual estuvo en el orden de 0.54 g DQOs/L-
d, haciendo que la produccion de hidrégeno fuera muy baja y practicamente
imposible de cuantificar por los medios disponibles. La COV esta directamente

relacionada con la concentracion del hidrolizado (Ecuacion 5.1.), es por ello que es

necesario obtener un hidrolizado con altas concentraciones de carbohidratos o
DQOs para poder aplicar altas COV. Por ejemplo, a partir de hidrolizado enzimatico
de bagazo de A. tequilana se evaluaron COV en un intervalo de 17 a 60 g DQO/L-
d para la produccién continua de hidrogeno (Contreras-Davila et al., 2017); COV
similares a las anteriormente mencionadas deberian ser evaluadas en la produccion
continua de hidrégeno mediante fermentacién oscura de biomasa microalgal en
futuras investigaciones. En consecuencia, es necesario seguir investigando cuales
son las condiciones 6ptimas que permiten obtener un hidrolizado de microalga rico

en carbohidratos o DQOs mas alla de las obtenidas en esta tesis.

COV = concentracion del sustrato/tiempo de residencia hidraulico (5.1.)

Existen distintos tipos de estrategias que podrian usarse para mejorar la produccion

continua de hidrogeno o de metano a partir de biomasa microalgal (Fig. 5.2.)
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Fig. 5.2. Estrategias a tener en cuenta para mejorar la produccién continua de
hidrégeno a partir de biomasa microalgal. COV: Carga organica volumétrica; TRH:
Tiempo de residencia hidraulico. Adaptado de Sivagurunathan et al. (2016).

Por ejemplo, una estrategia es la aclimatacién del inéculo a biomasa microalgal. Se
ha demostrado que la fuente del in6culo tiene un importante efecto sobre la
velocidad volumétrica de produccion de hidrégeno (Palomo-Briones et al., 2017).
Otra estrategia es la codigestién de la biomasa microalgal con sustratos ricos en
carbono, de esta forma se puede balancear la relacién C/N, ya que las microalgas
aportan un gran contenido de nitrégeno. Cabe resaltar que, aparte de la estrategia
del pretratamiento, existe poca informacion sobre otras estrategias para mejorar la
produccion de hidrégeno a partir de biomasa microalgal. De hecho, de la exhaustiva
revision bibliografica realizada para esta tesis sélo se encontraron tres articulos que

reportan estrategias como activacién del indculo, aclimatacion, codigestion (Carver
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et al., 2011; Ding et al., 2016; Sivagurunathan et al., 2018). Sin embargo, estos
estudios han sido en lote, en este sentido, es crucial que las futuras investigaciones
se enfoquen en analizar otras estrategias para que la produccién continua de

hidrégeno a partir de biomasa microalgal pueda prosperar.

Posteriormente, el Capitulo 4 se enfoca en el estudio de la produccién continua de
metano a partir de biomasa microalgal, usando estrategias como la activacién del
inéculo, aclimatacién y codigestion con un sustrato rico en carbono (suero de leche).
Adicionalmente, se estudié la digestion anaerobia bajo condiciones alcalinas para
obtener un biogas rico en metano y con bajo contenido de CO». Los resultados
demostraron que el uso de biomasa microalgal como unico sustrato para la
produccion de metano, al igual que para la produccion de hidrégeno, tampoco es
adecuada. Esto es debido a la naturaleza recalcitrante de la pared celular de
Scenedesmus, la presencia de algaenan y proteoglicanos en la pared celular que
perjudican la digestién anaerobia (He et al., 2016; Mishra et al., 2017). Shah et al.
(2015) realizaron una revisién de los aspectos que deben considerarse para mejorar
la metanogénesis, entre estos aspectos, adicional al pretratamiento de la biomasa
microalgal, la codigestion con sustratos ricos en carbono es una estrategia que

puede ofrecer los siguientes beneficios:

e Dilucion de algun compuesto toxico (p.ej. furfural).

e Mejoramiento en el balance de nutrientes (p.ej. relacién C/N ~ 20-30).
e Un efecto sinérgico sobre la comunidad microbiana.

¢ Un incremento de la materia organica biodegradable.

e Unincremento en el rendimiento de metano (25-400%).

Por todo lo anteriormente mencionado, es importante enfocarse en la seleccién de
un cosustrato adecuado (p.ej. barato, rico en carbohidratos, etc.) y la optimizacion
de la relacién de biomasa microalgal/cosustrato. En la Tabla 5.3. se pueden
observar algunos de los sustratos comunmente usados para la produccidon de

biocombustibles. Estos se destacan por ser residuos o materias primas que tienen
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poco valor economico y alto contenido de carbono; por lo tanto, se les considera

que tienen el potencial para ser usados en la codigestion con biomasa microalgal.

Tabla 5.3. Tipos de biomasa con potencial para ser usados como cosustrato en la
codigestion de biomasa microalgal.

Biomasa Relaciéon C/N Referencia
_ (Rabii et al., 2019; Zhang et al.,
Residuos de papas 35-60
2019)
. (Hagos et al., 2017; Zhao et al.,
Paja de avena 48-55
2018)
_ (Li etal., 2014; Zhong et al.,
Olote/paja de maiz 60-70
2013)
_ (Kainthola et al., 2019; Wang et
Paja de arroz 43-67
al., 2014)
(Divya et al., 2015; edesco y
Macroalgas 15-79
Daniels, 2018)
_ ] (Leite et al., 2015; Stanmore,
Bagazo de cana de azucar 48-101
2010)
_ (Basak et al., 2018; Gomez-
Residuos de frutas y vegetales 104-114
Romero et al., 2014)
(Nifio-Navarro et al., 2020;
Suero de leche 39-97

Vivekanand et al., 2018)

Con respecto al biogas producido durante la digestion anaerobia bajo condiciones
alcalinas, este fue rico en metano (70-90%). Esto se explica porque el liquido del
reactor, al estar a pH alcalino, actua como un depurador del biogas producido, ya
que el CO2 en un medio liquido con pH > 8 se transforma en bicarbonato y queda
solubilizado en el liquido (Nolla-Ardévol et al., 2015). La produccion continua de un
biogas rico en metano abre la posibilidad para que sea inyectado en la red de gas
natural (dependiendo de las normas de cada pais) o para que sea usado
directamente como combustible en vehiculos de transporte (IEA, 2019). La principal
via de produccion de biogas es mediante la digestion anaerobia de materia

organica; sin embargo, este biogas tiene un contenido de metano < 75%, lo cual
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imposibilita su inyeccién a la red de gas natural sin un acondicionamiento previo.
Por lo que es necesario que el biogas sea tratado y se elimine el CO2 o su
concentracion sea muy pequefia, para que el metano sea practicamente una
corriente pura o con una concentracién similar a la del gas natural (IEA, 2019). Por
ejemplo, en México el gas natural debe contener entre 83-84% de metano (NOM-
001-SECRE-2010, 2010). En Europa, para el afio 2030, el uso de biometano tratado
para inyectarse a la red de gas natural o para uso vehicular podria llegar a alcanzar
entre 18-20 billones Nm? (Scarlat et al., 2018). Actualmente, existen diferentes
tecnologias para tratar el biogas y obtener biometano; de acuerdo con Sahota et al.

(2018) las siguientes son algunas de las tecnologias en tendencia:

e Adsorcion (p.ej. fisica, quimica).

e Absorcion (p.ej. Adsorcidon por cambio de presion o temperatura).

e Membranas (p.ej. inorganicas, poliméricas).

e Criogenia.

e Tecnologias hibridas (p.ej. combinacion de membranas con depuracion con

agua presurizada).

Sin embargo, existen otras tecnologias que involucran tratamientos biolégicos:

e Fotobiorreactores con consorcios microalgas-bacterias (Rodero et al., 2019;
Toledo-Cervantes et al., 2017)
e Biofiltros percoladores (Cano et al., 2018)

e Sistemas bioelectroquimicos (Verbeeck et al., 2019)

Recientemente, varios articulos de revisién han examinado y comparado diferentes
tecnologias para tratar el biogas, sefialando las ventajas y desventajas de cada
proceso (Angelidaki et al., 2019; Hosseinipour y Mehrpooya, 2019; Kadam y
Panwar, 2017; Sahota et al., 2018), asi como también presentan analisis
tecnoecondmicos (Barbera et al., 2019; Lombardi y Francini, 2020; Wasajja et al.,
2020). Sin embargo, ninguno menciona algo sobre la digestion anaerobia bajo
condiciones alcalinas como estrategia para obtener un biogas rico en metano. El

uso de cualquiera de las tecnologias de tratamiento/purificacion del biogas implican
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un costo de inversion y/o mantenimiento, lo cual puede incrementar hasta un 40%

el costo anual de operacion de una planta de biogas (Wasajja et al., 2020). Barbera

et al. (2019) realiz6 un analisis tecnoecondmico de tres tecnologias comerciales de

tratamiento de biogas, concluyendo que en la ausencia de incentivos del gobierno

ninguna de las tecnologias evaluadas es viable. En tal sentido, la estrategia usada

en el Capitulo 4 puede ser promisoria, ya que de acuerdo con Sousa et al. (2015),

la digestion anaerobia puede integrarse con el cultivo de microalgas en condiciones

alcalinas (Fig. 5.3.) y ofrecer beneficios muy interesantes como:

Captura de CO: en el medio de cultivo.

Enriquecimiento de metano en el biogas producido por digestion anaerobia.
Recirculacién del carbono inorganico para ser aprovechado en el cultivo de
microalgas.

Los acidos grasos volatiles (AGV) estan en forma disociada, con lo cual se
reduce su toxicidad ya que no pueden penetrar a la membrana celular de los
microorganismos y causar un desequilibrio del balance de protones.

Al reducir la toxicidad por AGV se pueden aplicar altas COV en la digestién
anaerobia.

En la digestion anaerobia el acido sulfhidrico estaria en forma ionizada (HS"),
siendo menos volatil y téxico. Por lo tanto, el biogas tendria una concentracion

practicamente nula de HS.

{:} Sustralo rico en
Co, Liguida carbohidratos CH,

Y

Yy v Y t

Cultive de microalgas Sistama Blamasa Digesticn anaerobia
cosecha pH =8

+ T Sedimentador + +

MNutrientes .
Mutnentes Purga Lodo residual
Liguido HCO, (Fertilizanta)
co,®

Fig. 5.

Digestato

3. Esquema simplificado de integracién de cultivo de microalgas y produccion

de metano mediante digestion anaerobia bajos condiciones alcalinas. Adaptado de
Canon-Rubio et al. (2016).
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Por otro lado, es importante tener en cuenta que los tiempos de residencia
hidraulicos (TRH) en la produccion de metano a partir de biomasa microalgal
usualmente estan en un intervalo de 15 a 100 dias (Jankowska et al., 2017; Solé-
Bundo et al., 2019). Sin embargo, en el Capitulo 4 se demostré que la produccion
de metano a partir de un hidrolizado de microalga puede ser llevada a cabo a TRH
de hasta 3 dias (Etapa IX), siempre y cuando se codigiera con un sustrato rico en
carbohidratos como lo es el suero de leche. Este resultado es atribuido al
incremento gradual del hidrolizado de microalga en la alimentacién, esta estrategia
hizo que el indculo se adaptara progresivamente a un sustrato de dificil degradacion
como lo es la pared celular de la biomasa microalgal. Zamorano-Lopez et al. (2020)
encontraron que el tiempo de residencia de sdlidos y la aclimatacion del indculo en
la digestién anaerobia de la biomasa microalgal puede modificar a la comunidad
microbiana y su abundancia relativa. A la estrategia de aclimatacion se le atribuye
la seleccion de microorganismos hidroliticos con la capacidad de producir las
enzimas necesarias para catalizar la hidrdlisis de celulosa y hemicelulosa. Yen &
Brune (2007) observaron un incremento de la actividad de la enzima celulasa en la
codigestion de biomasa microalgal y residuos de papel, lo cual lo correlacionaron
con el aporte de micronutrientes (p.ej. Mo, Co, Ni, Fe) por parte de la biomasa
microalgal. En tal sentido, tanto la aclimatacion del indculo como la codigestion
ayudarian a mejorar la velocidad y la eficiencia de hidrélisis de moléculas complejas
presentes en la biomasa microalgal. Nuestros resultados sugieren que ambas
estrategias contribuirian en el mejoramiento de la produccion de metano en

comparacion con la monodigestion de biomasa microalgal.

De forma general, esta tesis contribuye a elucidar los factores mas importantes en
la solubilizacién de carbohidratos y DQO a partir de biomasa microalgal usando el
pretratamiento térmico con acido diluido. Ademas, se vislumbran algunas de las
estrategias que podrian conducir al éxito o al fracaso de la produccién continua de
hidrégeno y metano. Con los resultados obtenidos en esta Tesis se puede concluir

que el pretratamiento térmico con acido diluido permitié obtener un hidrolizado rico
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en carbohidratos solubles y DQO soluble. Este hidrolizado contiene NaCl, porlo que
si se quiere usar para la fermentacion oscura o digestién anaerobia es necesario
que el inéculo tenga una fase de aclimatacion. Ademas, se demostré que la
produccion continua de hidréogeno a partir de hidrolizado de microalga obtenido
mediante pretratamiento térmico no es factible, puesto que el pretratamiento térmico
tiene bajas eficiencias de solubilizacion comparado con el pretratamiento
termoquimico, con lo cual no se pueden alcanzar COV que soporten la produccion
de hidrégeno. Por ultimo, se demostré que la produccién continua de biogas a partir
de hidrolizado de microalga (monodigestion) es mejorada cuando se realiza en
codigestion con un sustrato rico en carbono; asimismo, se demostré6 que el
contenido de metano en el biogas se enriquecié cuando la diegestion anaerobia

(monodigestidn y codigestion) fue realizada a condiciones de pH alcalino.

5.2. Perspectivas

Estudios recientes, incluyendo esta tesis, se han enfocado en la produccion de
biocombustibles a partir de biomasa microalgal. Hoy en dia, este enfoque no es
econdmicamente competitivo con los combustibles fésiles, por lo que su
comercializacion es inviable actualmente (Kumar et al., 2016; Perin y Jones, 2019).
Esto es debido a algunos inconvenientes como la eleccion de la especie de

microalga, la cual debe tener ciertas capacidades o caracteristicas, por ejemplo:

e Tener altas productividades de biomasa (i.e. 2 0.4 g/L-d).

e Acumular ya sea pigmentos, lipidos, carbohidratos y/o proteinas.

e Tener una alta biodegradabilidad (i.e. sin pared celular o con una pared
celular no recalcitrante).

e Resiliencia (p.ej. crecer en aguas residuales o con alta salinidad o con

contaminantes).

Entre mas de estas caracteristicas posea, la microalga tendra un mayor potencial
para ser usada como materia prima en una biorrefineria o para la produccion de

biocombustibles. Otros inconvenientes pueden ser el impacto ambiental y el costo
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del o los pretratamientos (si es que se usan), baja productividad de biomasa (Najiha
Badar et al., 2018) y los costos del método de cosecha (Goswami et al., 2019; Roy
y Mohanty, 2019). Por ultimo, hay temas que no estan totalmente esclarecidos como
los son los costos de operacion y el capital de inversion, asi como politicas e

incentivos del gobierno.

Por lo tanto, es recomendable que las futuras investigaciones integren temas de
esquema de biorrefineria, ingenieria genética y metabdlica de microalgas
acompanado de un analisis tecnoecondmico y ambiental. Estas estrategias podrian
hacer que los biocombustibles y coproductos derivados de las microalgas sean
econdmicamente viables y competitivos con los combustibles fésiles. En
consecuencia, es critico el enfoque y las estrategias que sean elegidas para lograr
una aceleracion en la transicion hacia sistemas energéticos renovables y

sustentables a partir de biomasa microalgal.
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