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Resumen

Se evalud una secuencia de operaciones para la concentracion y el rompimiento
celular de un cultivo de microalgas compuesto de Chlorella vulgaris y Scenedesmus
obliquus. Para esto se hizo el crecimiento de biomasa en fotobiorreactores de 20 L. En
estado estacionario se tomoO esta biomasa y se evaluaron ocho operaciones para la
concentracion de esta biomasa (Sedimentacion gravitacional, modulacion pH, adicion de
sal, floculacion con sal de hierro y de aluminio, electrocoagulacion con electrodos de
hierro y de aluminio). Efectuadas estas operaciones, se analizd desde el aspecto técnico,
econémico y de riesgo ocupacional el mejor proceso de concentracion celular.

Para el rompimiento celular se evaluaron seis métodos (Ultrasonicacion alto
voltaje, Fenton, electro Fenton usando Fe como anodo de sacrificio, adicionando FeSO, y
electrodos grafito y choque osmotico). De estos métodos la ultrasonicacion fue usada
como método de control positivo. Aplicados estos métodos de ruptura a las microalgas
concentradas, de manera analoga a la etapa de concentracion celular, se seleccioné el
mejor proceso de rompimiento celular.

Del proceso de concentracion y rompimiento celular sale una corriente de interés y
una corriente de residuos, la segunda se valorizd por dos procesos: su reutilizacion para el
crecimiento de microalgas en un biorreactor y la produccion de metano por digestion
anaerobia de este.

Con la evaluacion de las operaciones de concentracion, rompimiento celular y
valorizacion de la corriente de residuos se determind la secuencia Optima de las
operaciones usadas no solo a nivel técnico, sino también a nivel econémico y de riesgo
asociado por sustancias quimicas para la obtencion de productos intracelulares de
microalgas. Para la concentracion celular el método seleccionado fue electrocoagulacion
con electrodos de hierro, para rompimiento se selecciona el choque osmético sin tiempo de
incubacion y como método de valorizacién de corrientes alternas se selecciona la

produccién de metano por digestion anaerobia.

Palabras clave: Microalgas, Recoleccion, Rompimiento, Valorizacion Residuos,

Electrocoagulacién, Chogue Osm@tico, Digestion Anaerobia.



Abstract

A sequence of operations for concentration and cell disruption of a culture of
microalgae composed of Chlorella vulgaris and Scenedesmus obliquus was evaluated. For
this, biomass growth was carried out in 20 L photobioreactors. This biomass was taken at a
stationary growth phase and eight operations were evaluated for the concentration of this
biomass (gravitational sedimentation, pH modulation, salt addition, flocculation with iron
salt and aluminum, electrocoagulation with iron and aluminum electrodes). Once these
operations were carried out, the best cell concentration process was analyzed from the
technical, economic and occupational risk aspects.

For cell disruption, six methods were evaluated (High voltage, Fenton, Electro
Fenton using Fe as sacrificial anode, Electro Fenton adding FeSO, and graphite electrodes;
osmotic shock and ultrasonication). Of these methods ultrasonication was used as a
positive control method. Applied these rupture methods to the concentrated microalgae,
analogous to the cell concentration step, the best cell disruption process was selected.

A stream of interest and a stream of waste come out of the process of
concentration and cell breakdown, the second was valued by two processes: its reuse for
the growth of microalgae in a bioreactor and the production of methane by anaerobic
digestion.

With the evaluation of the operations of concentration, cell disruption and
valorization of the waste stream, the optimal sequence of the operations used was
determined not only at a technical level, but also at an economic level and a hazard risk
level associated with chemical substances used in order to obtain intracellular products
from microalgae. For cell concentration, the selected method was electrocoagulation with
iron electrodes, osmotic shock without incubation time is selected for cell rupture, and
methane production by anaerobic digestion is selected as the valorization method for the

waste stream.

Keywords: Microalgae, Harvesting, Rupture, Waste Valorization, Electrocoagulation,

Osmotic Shock, Anaerobic Digestion.



Introduccion

Debido al agotamiento de recursos fosiles no renovables (Huang & Kim, 2013),

Las crecientes preocupaciones de los impactos generados por su uso (Ghazvini etal.,

2022), y el aumento de las concentracion de CO, en la atmdsfera, siendo este uno de los
principales componentes de gases de efecto invernadero y un predominante contaminante

ambiental (Enamala et al., 2018). Se hace necesario encontrar alternativas sostenibles a los

combustibles fosiles, de las cuales las microalgas presentan un gran potencial, debido a la
generacion de lipidos de estas, los cuales pueden ser usados como base para la produccién

de biocombustibles (Figueroa-Torres etal., 2020). Si bien uno de los principales

impulsores para la investigacion en microalgas ha sido su potencial como fuente de

combustibles no fosiles (hattab, 2015), estas también son una fuente de varias moléculas

intracelulares de interés como la astaxantina, betacaroteno, clorofila, carbohidratos,

proteinas o lipidos (Barkia et al., 2019; Udayan et al., 2022). Con base en la extraccion de

componentes intracelulares, algunas de las ventajas de las microalgas como fuente de estos
son alta eficiencia fotosintética, periodo rapido de crecimiento y falta de competencia con
tierras cultivables para alimentacion (Figueroa-Torres et al., 2020; Krishna Koyande et al.,
2020; Lee & Han, 2021; Yang etal., 2022). La extraccién de lipidos a partir de las
microalgas ha sido probada técnicamente posible por varios estudios (dos Santos et al.,
2015; Mansour etal., 2019; X. Xu etal., 2021; Zou etal., 2021), pero ain no es

econdmicamente viable (Schade & Meier, 2021; Xia et al., 2016). Algunas de las razones

de esta inviabilidad radican en la baja concentracion de biomasa obtenida del biorreactor,

la cual puede variar de 0,5 a5 g/L dependiendo del tipo de biorreactor usado (Vandamme

et al., 2014), el tamario de las microalgas esta entre 5 - 50 um, una densidad muy cercana a
la densidad del agua (1020 kg/m®) (Krishnamoorthy etal., 2021) y la alta estabilidad

coloidal en suspensién de la microalga (Vandamme et al., 2014). Haciendo que el proceso

de produccion de biomasa representa entre el 20 - 30% del costo total de produccién de

biodiesel (Krishnamoorthy et al., 2021; Ortiz et al., 2021). Una forma de superar estas

causas que generan la inviabilidad economica de las microalgas como fuente de lipidos, es
a través de la implementacion de procesos de concentracién y rompimiento celular (Barkia

etal., 2019). Dentro de los métodos de concentracion celular se encuentra la



https://www.zotero.org/google-docs/?k8XT2s
https://www.zotero.org/google-docs/?E7b6Ly
https://www.zotero.org/google-docs/?E7b6Ly
https://www.zotero.org/google-docs/?wyuvRd
https://www.zotero.org/google-docs/?7uR9QL
https://www.zotero.org/google-docs/?ADLSax
https://www.zotero.org/google-docs/?J4VuT0
https://www.zotero.org/google-docs/?UYIh9Z
https://www.zotero.org/google-docs/?UYIh9Z
https://www.zotero.org/google-docs/?5rUdXX
https://www.zotero.org/google-docs/?5rUdXX
https://www.zotero.org/google-docs/?gEI2mQ
https://www.zotero.org/google-docs/?C4UHJB
https://www.zotero.org/google-docs/?C4UHJB
https://www.zotero.org/google-docs/?Yjxb63
https://www.zotero.org/google-docs/?OhA3At
https://www.zotero.org/google-docs/?li6obG
https://www.zotero.org/google-docs/?WWcfF4
https://www.zotero.org/google-docs/?WWcfF4

sedimentacion gravitacional, modulacion de pH, adicion de sales inorganicas, coagulacion,
electrocoagulacion, centrifugacion y filtracion (Aljuboori et al., 2016; Baierle et al., 2015;
Barros et al., 2015; Lucakova et al., 2021; Mathimani & Mallick, 2018; Singh & Patidar,
2018). Para el rompimiento celular, algunas de las técnicas usadas son microondas, bafio

de agua, rompimiento por agitacion, ultrasonicacion, aplicacion de corriente eléctrica,
Fenton, electro-Fenton, digestion enzimatica y choque osmdtico (Byreddy et al., 2015;
Carullo etal., 2018; Enamala etal., 2018; Kim etal., 2016; McMillan etal., 2013;
Nagappan et al., 2019; Steriti et al., 2014; Zhang et al., 2020).

Del proceso de concentracion y rompimiento celular se generan corrientes alternas,

las cuales, con el fin de facilitar una sustentabilidad economica del proceso, se deben

aprovechar (Ansari etal., 2015). Algunas de la posibilidad de valorizacion de estos
residuos son la produccion de fertilizantes, digestion anaerobia, bioplasticos, biocarbon,
biosorbentes, reutilizacion medio de cultivo y celdas microbianas de combustible (Quinn
et al., 2014; Tsarpali et al., 2021; Wu et al., 2015).

Una alternativa adicional de reducir los costos de produccion es el uso de agua

residual como fuente de nutrientes para el cultivo (De Francisci, DPodevin et al., 2017).

Dentro de los tipos de agua residual, se encuentra la orina human, la cual ha sido utilizada
previamente para el cultivo de microalgas con buenos resultados (Behera et al., 2020;
Jaatinen et al., 2016; Patil et al., 2021).

Teniendo en cuenta el contexto anteriormente mencionado y el contexto de trabajo

del Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Universidad Antonio Narifio. En este trabajo
se desarrolld la evaluacion y secuencia de operaciones adecuada de recolecciéon y
rompimiento celular de un cultivo mixto de microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus
obliquus usando orina humana diluida como fuente de nutrientes. En donde
adicionalmente se evalud la valorizacion de la corriente alterna de la etapa de recoleccion
celular. Dentro de cada etapa, la seleccion del método asociado fue a partir de un analisis
por decisién multicriterio, andlisis que permite ponderar diferentes factores que influyen
en el desempefio de una variable y facilita la toma de decision a partir de varios criterios.
Los criterios tenidos en cuenta fueron el desempefio técnico, la utilidad operacional y las

sustancias quimicas usadas en el proceso de cada uno de los métodos planteados.


https://www.zotero.org/google-docs/?gNVqXh
https://www.zotero.org/google-docs/?gNVqXh
https://www.zotero.org/google-docs/?gNVqXh
https://www.zotero.org/google-docs/?llmw7E
https://www.zotero.org/google-docs/?llmw7E
https://www.zotero.org/google-docs/?llmw7E
https://www.zotero.org/google-docs/?yvf1QA
https://www.zotero.org/google-docs/?0BngbU
https://www.zotero.org/google-docs/?0BngbU
https://www.zotero.org/google-docs/?bI1mbe
https://www.zotero.org/google-docs/?J36RPR
https://www.zotero.org/google-docs/?J36RPR

Objetivos

Objetivo General
- Determinar los métodos y secuencia adecuada de recoleccion y rompimiento

celular de un cultivo microalgal de Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus para

la obtencion de productos intracelulares.

Objetivos especificos

- Seleccionar un método adecuado para la concentracion de biomasa proveniente del

fotobiorreactor con el fin de mejorar la etapa posterior de rompimiento celular.

- Seleccionar un método adecuado para el rompimiento celular proveniente de la

etapa de concentracion de biomasa.

- Elegir la alternativa de valorizacion de los residuos del proceso de concentracion y

rompimiento celular con el fin de integrar estos al proceso productivo.



Marco Conceptual

2.1 Uso de microalgas como fuente de biomasa y biocombustibles

Existen varias fuentes de energia alternativas potenciales, dentro de las cuales se

encuentra la hidroeléctrica, la geotérmica, la edlica y la biomasa (Golzary et al., 2015).

En lo que respecta a la biomasa, uno de sus principales usos en términos

energéticos es por medio de la obtencion de sustancias quimicas de alto valor energético,

como lo son el biodiesel, el bioetanol, el glicerol o los residuos combustibles para ser

usados en quema como el bagazo (Datta et al., 2019).

La biomasa usada para la obtencion de energia puede clasificarse en tres

generaciones (Enamala et al., 2018):

Primera generacion: biomasa proveniente de cultivos como cafia de azlcar, maiz,

remolacha y soya. Su principal ventaja consiste en su alta productividad, facilidad

para la obtencion de la biomasa y una tecnologia ya desarrollada (Figueroa-Torres
et al., 2020). Sus desventajas radican en la gran extension de area requerida para

cultivos y su competencia con la produccion de alimentos (Gonzalez-Contreras

etal., 2021).

Segunda generacion: biomasa proveniente de fuentes que no compiten en la
produccién de alimentos, como lo es el material lignocelul6sico resultante de
actividades agropecuarias como el bagazo de cafia y la cascarilla de arroz, entre

otros (Datta et al., 2019). Sus ventajas adicionales a la de no competir con usos

alimentarios, estan en ser mas eficientes que los de primera generacion y que su
uso representa un uso eficiente de un material catalogado como residuo (hattab,
2015). Sus desventajas radican en que su transporte, cultivo y almacenamiento aln
no son adecuados para el procesamiento y distribucion en gran escala (Figueroa-
Torres et al., 2020).

Tercera generacion: biomasa proveniente del tratamiento de diferentes residuos

agricolas, aguas residuales y otros desechos de origen organico, por medio del uso

de microorganismos tales como bacterias 0 microalgas (Mansour et al., 2019).

Algunas de las especies de microalgas usadas son Anabaena cilindria, Chlorella,
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Nannochloropsis, Spirulina y Scenedesmus. Respecto a las bacterias utilizadas se
mencionan las bacterias de &cido lactico (LAB), Streptomyces, Entero-coccus,

Carnobacterium y Pediococcus (Mazzoli et al., 2014). Dentro de las ventajas de

éstas tenemos que se encuentran en diferentes ambientes con diversos pH,
temperaturas y diferentes tipos de nutrientes. La principal desventaja de este tipo
radica en que la tecnologia asociada aln se encuentra en una etapa inicial (Vasistha

et al., 2021).
Dentro de la biomasa de tercera generacion, se encuentran las microalgas, las cuales
resultan de interés como fuente de energia por la alta concentracion de material lipidico
intracelular que tienen, en promedio la concentracion de lipidos de estas, se encuentra en el

rango de 20% - 50% (Velazquez-Lucio et al., 2018). Adicionalmente, las microalgas en su

proceso fotosintético, al utilizar didxido de carbono y luz solar como sustrato y fuente de
energia respectivamente, aparte de ser una fuente renovable de compuestos quimicos y
energia, también pueden contribuir con la neutralidad de carbono, convirtiéndose en una

opcion interesante en la transicion energética actual (Dahiya et al., 2020). La principal

desventaja de las microalgas en su uso como fuente de energia radica en que los lipidos, al
ser un producto intracelular, requieren de varias etapas de purificacion (Ali & Watson,

2015), lo cual puede afectar el rendimiento y utilidad del proceso (Figueroa-Torres et al.,

2020). Dentro de las etapas de purificacion requeridas para la obtencion de lipidos se tiene
la concentracion celular para remover gran parte del medio proveniente del biorreactor
(Barros etal., 2015) y el rompimiento celular para facilitar el acceso a estos lipidos
(McMillan et al., 2013).

2.2 Pared celular y generacion de lipidos en microalgas

2.2.1 Pared celular en microalgas

La pared celular de las microalgas provee una robusta proteccion contra el
ambiente, esta se compone de polisacaridos (celulosa, hemicelulosa, alginato, pectina y/o

algaenanos) y proteinas (glicoproteinas) (Pdjo et al., 2021). La composicion y la estructura

de la pared celular le proporciona a la microalga rigidez y recalcitrancia lo cual impide una
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bio-degradacion efectiva de estos microorganismos (Zabed et al., 2019). La pared celular

depende de la especie respecto a estructura quimica y proporciéon (Pojo et al., 2021). Un

diagrama con la composicion y estructura tipica de las microalgas verdes es el siguiente:

Pared celular interna

Pared celular externa

Pectina, agar. alginato
o polimero algeano
Celulosa

Proteinas solubles
Pectinas o fucanos
Hemicelulosa

Membrana plasmatica

Figura 1.Estructura y composicion de la pared celular microalgal. Tomado y adaptado de (P6jo

etal., 2021).

En la siguiente tabla se desglosa la composicion de la pared celular de diferentes

cepas de los géneros Chlorella y Scenedesmus.

Tabla 1: Composicion de pared celular de diferentes cepas de los géneros Chlorella 'y
Scenedesmus. Tomado y adaptado de (Spain et al., 2021).

Género Cepa Estructura pared | Composicion pared celular
celular
Chlorella Chlorella Capa interna Pared rigida de glucosamina (compuesta de
vulgaris fosfolipidica galactosa y ramnosa) 30% polisacaridos, 2.46%
proteinas, 15% lipidos, 52.54% sustancias
desconocidas
Chlorella Capa interna 'y 70% glucosa y 30% manosa en su “pared celular
zofingiensis capa externa rigida” y 65% manosa, 30% glucosa, cantidades
trilaminar menores de ramnosa y galactosa en la matriz de
pared celular
Chlorella No especificada 85% glucosa, 15% manosa en su “pared celular
homosphaera rigida “y 70% manosa, 20% glucosa, y 10%
galactosa en su matriz de pared celular.
Chlorella fusca | Capa internay Cetocarotenoides y esporopolenina
capa externa
trilaminar
Scenedesmus | Scenedesmus Capa interna 'y 24-74% de azUcares neutros, 1-24% acidos
obliquus capa externa urdnicos, 2-16% proteinas, y 0-15% glucosamina

trilaminar
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Scenedesmus No reportado Fraccion fibrilar: 13% manosa y 87% glucosa
acutus Fraccién no fibrilar: 23% ramnosa, 6% arabinosa,
21% xilosa y 50% galactosa

2.2.2 Generacion de lipidos en microalgas

La generacion de lipidos en microalgas se da por tres posibles rutas metabdlicas de
acuerdo con los mencionado por (Alishah Aratboni et al., 2019), una en el cloroplasto, otra

por medio del reticulo endoplasmatico rugoso y en el citosol. En el cloroplasto se da el
proceso inicial en el cual a traves del CO, y luz solar comienza el proceso fotosintético,
por medio del ciclo de Calvin se da la formacion de glicerato 3-fosfato. Esta molécula
puede tomar 3 rutas diferentes. Por una ruta se forma glicerol 3-fosfato y posteriormente
triacilglicerol (TAG). Por otra ruta se forma el piruvato, el cual permite la formacion de
malonil-ACP y acetil-ACP (ACP: proteina transportadora de acetil) que conllevan a la
generacion de acidos grasos libres formando TAG y glicerol que ya en el reticulo
endoplasmatico rugoso forma TAG. Por la otra ruta, se forma glucosa 6-fosfato hasta
llegar a almiddn y azlcares, los cuales ya en el citosol toman la ruta de glicolisis para
formar gliceraldehido 3-fosfato y llegar a TAG. La molécula TAG es usado ampliamente

por las microalgas como molécula de almacenamiento de energia (Yu et al., 2011). Estas

rutas se visualizan en la figura 2.

Chloroplast starch = 0 cytosol

14 ADP Ghucose m

Dihydroxyaceton
phosphate
(DHAP)

27 Pyruvate 28 Giycerate w

27 Acetyl-CoA

1 Triacylglycerol

A -
3C18 Free - ol - - \

1 Glycerol-3p
ma

Figura 2. Proceso fotosintético simplificado con tres posibles rutas metabolicas para la formacién
de triacilglicerol. Diagrama tomado de (Alishah Aratboni et al., 2019).
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En el proceso de recoleccion de células se busca obtener la biomasa obtenida en el

reactor concentrandola para ser usada en procesos posteriores (Singh & Patidar, 2018). La

recoleccion de estas células se puede llevar a cabo de las siguientes maneras y se explica a

mayor detalle en la tabla 2 (Barros et al., 2015):

e Centrifugacion

« Sedimentacion gravitacional

e Filtracién
o Flotacion

o Coagulacion

« Electrocoagulacién

« Modificacion pH

Tabla 2: Diferentes métodos de recoleccion celular. Basado en las referencias bibliograficas
mencionadas.

Meétodo Ventajas Desventajas Referencia
Centrifugacion Répido e Intensivo (Barros et al.
Alta eficiencia energéticamente 2015)
Independiente del e Alto costo operacional
cultivo e Alto costo de inversion
Sedimentacion Proceso costo efectivo e  Proceso lento (Barros et al.
gravitacional Bajo costo operacional o Dependiente del cultivo 2015;
Proceso simple e Depende de condiciones Singh &
del cultivo Patidar,
2018)
Filtracion No requiere e Requiere bombeo y | (Barros etal.
compuestos quimicos cambio recurrente de 2015;
Bajo consumo membranas Singh &
energetico e Membrana selectiva Patidar,
Alta recuperacién de e Dependiendo del 2018)
biomasa tamafio  celular, se
Facil escalamiento requieren mallas de alto
costo
Flotacion Tiempo de operacion e Alto consumo | (Barros et al.
corto energético 2015;
Fécil operacion e Altainversion Singh &
Escalamiento simple Patidar,
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2018)

Coagulacion

Costo efectivo
Escalamiento simple
Alta recuperacién de
biomasa

Alta inversion

Adicion de componentes
quimicos externos

Se requiere separar el
compuesto quimico
adicional en una etapa
posterior

(Aljuboori

etal.,
2016;
Singh &
Patidar,

2018)

Electrocoagulacion

Alta eficiencia

Se lleva a cabo una
primera oxidacion de
las células

Alta recuperacion de
microalgas

Alta inversion
Requiere condiciones de
seguridad adicionales

(Barros et al.
2015;
Singh &
Patidar,
2018)

Modificacion pH

Proceso simple
Escalamiento simple
Bajo consumo
energetico

Dependiente del cultivo
Requiere adicion de
compuestos quimicos
Proceso lento

Castrillo et al.
2013)

Si bien esta etapa no es completamente necesario para llevar a cabo el rompimiento

celular, pensando en una escala a nivel piloto o industrial, tener una corriente con una

mayor concentracion de biomasa permite tener equipos con un menor volumen y a su vez

permite eliminar de la corriente de tratamiento, desde el comienzo, elementos no deseados
para este proceso (hattab, 2015).

2.3.1 Sedimentacién gravitacional

La sedimentacion gravitacional es una operacion de separacion sélido - liquido, en

donde la fase sdlida, en este caso microalgas, sedimenta debido a la diferencia de

densidades entre esta y la fase liquida (Bhatia et al., 2021). Especies algales de baja

densidad no sedimentan eficientemente, mientras que las algas de alta densidad

sedimentan rapidamente (Barros et al., 2015). Si bien esta operacion es energéticamente

favorable, no es Util para todas las especies de microalgas (Mathimani & Mallick, 2018).
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2.3.2 Maodificacion pH

La modificacion de pH se realiza, sea por medio de la acidificacion del cultivo o
alcalinizandolo. Cuando se acidifica el medio de cultivo, los iones carboxilatos presentes
en la superficie de las microalgas aceptan los protones, neutralizando las cargas negativas
de estas, lo cual lleva a la aglomeracion de las algas y a una posterior sedimentacion
(Mathimani & Mallick, 2018).

En el caso del uso de una sustancia bésica, el mecanismo de separacion dependera

de la sustancia a usar, si se usa hidroxido de calcio, a pH alto este precipita como
carbonato de calcio y actia como un mecanismo de barrido facilitando la sedimentacion de
otros componentes del medio, en el caso de usar otras sustancias basicas, se debe procurar
que el medio tenga calcio o magnesio (Castrillo et al., 2013), esto con el fin de que el pH
alto permita la precipitacion de estas especies y llevar a cabo ese mismo efecto barrido.

2.3.3 Adicion sales

Un sistema coloide, como es el caso de una suspension de microalgas provenientes
de un fotobiorreactor, se compone de particulas altamente dispersas distribuidas a través

del medio de dispersion (Yang et al., 2022). El potencial zeta es un indicador para evaluar

la estabilidad de un sistema coloide (Krishnan et al., 2022). Aumentar la salinidad del

medio a través de la adicion de sales inorgénicas, genera que el valor absoluto del
potencial zeta en el medio tiende a disminuir, lo cual puede llevar a la precipitacion de

sustancias coloides en el medio (Yang et al., 2022).

2.3.4 Coagulacion

La superficie de las microalgas tiene una densidad de carga negativa, lo cual les
permite una estabilidad coloidal en suspension, siendo la pared de este compuesta en su
mayoria de polisacaridos, lipidos y proteinas, cuyos grupos funcionales proveen la carga

de la superficie (Visigalli et al., 2021). La carga de la superficie aparte de depender de los

grupos funcionales presentes en la pared celular depende del tipo de especies, pH del
medio, fuerza idnica del medio y otras condiciones ambientales (Chatsungnoen & Chisti,
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https://www.zotero.org/google-docs/?K5lTg7
https://www.zotero.org/google-docs/?JyexKi
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2016). La floculacion busca la coalescencia de las microalgas suspendidas en solucién y
formar aglomerados de células que por su aumento de densidad respecto al medio

sedimentaran (J. Wu et al., 2015) . Los floculantes usados actlan de diferentes maneras;

unos al neutralizar la carga superficial de las células (floculantes cationicos), conexion de
células individuales (algunos bio-floculantes) o por la formacion de precipitados que

atrapan a las células (mecanismo de barrido) (Lama et al., 2016).

2.3.5 Electrocoagulacion

La electrocoagulacion ocurre cuando fluye una corriente directa a través de una
solucion electrolitica por medio de dos electrodos con carga eléctrica opuesta desde el polo
positivo (anodo) hasta el polo negativo (catodo), estableciendo un campo eléctrico (Alam
& Shang, 2016).

En agua pura las reacciones que ocurren por el proceso de electrdlisis son:

Tabla 3: Reaccion en agua pura proceso de electrolisis

Anodo 2H,0 + 4e~ - 0, + 4H*
Catodo 4H* + 4e~ - 2H,
General 2H,0 - 2H, + 0,

Los electrodos usados en este proceso pueden ser no reactivos (de no sacrificio), en
el cual las células negativamente se mueven hacia el anodo, donde pierden la carga,
formando agregados celulares que pueden sedimentarse o flotar con base en su densidad

(Mathimani & Mallick, 2018). Al usar electrodos reactivos (de sacrificio) ocurren dos

fendmenos: i. la electrolisis del agua que genera burbujas favoreciendo la flotacion del

floc. ii. la oxidacién del anodo a los cationes metalicos que son lanzados al medio

desestabilizando la carga de las células generando la floculacion de estas (Visigalli et al.,
2021).

En el caso de usar hierro como electrodo, el hierro liberado en solucién puede
reaccionar espontaneamente en solucion, llevando a la formacion de hidroxocomplejos

férricos detallado por (Lucakova et al., 2021) y como se detallan en la tabla 4.



https://www.zotero.org/google-docs/?JyexKi
https://www.zotero.org/google-docs/?B4EJhD
https://www.zotero.org/google-docs/?UH08sI
https://www.zotero.org/google-docs/?xxa9jN
https://www.zotero.org/google-docs/?xxa9jN
https://www.zotero.org/google-docs/?mxVPe4
https://www.zotero.org/google-docs/?K8gJCl
https://www.zotero.org/google-docs/?K8gJCl
https://www.zotero.org/google-docs/?orXCUd
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Tabla 4: Reaccion de formacion hidroxocomplejos

Anodo 4Fe; — 4Fel} + 8e~
4Felf + (2x + 4)Hy00) + Oy¢g) — 2(Fep03.xH,0) 5y + 8H(y
Catodo 8H(y ) +8e* — 4Hy (g

Donde x es un coeficiente estequiomeétrico mayor a 3. Las especies de complejos

formados dependen de las condiciones del sistema, en especial el pH (Lucakova et al.,

2021). Si bien la electrocoagulacion ocurre en rangos acidos y basicos, en varios estudios

se evidencia que esta se favorece a pH acidos (Lucakova et al., 2021) (Alam & Shang,

2016) (Visigalli et al., 2021). El proceso de electrocoagulacién flotacion se ejemplifica en

el siguiente esquema:

+ -
' il
I Fuente de poder llllllllll
| I
R
.;:5.;‘,. A ‘QM&— N 5 =

o -

T T -

2 = .

< (&} +

Figura 3. Esquema electrocoagulacién flotacion con electrodos en posicion lateral (izquierda) y en
posicion inferior (derecha). Tomado y adaptado de (Visigalli et al., 2021).

2.4 Ruptura celular

El rompimiento de la pared celular busca facilitar la extraccion de componentes de
interés tales como lipidos, proteinas y carbohidratos (Hemalatha et al., 2019).
Algunos de los métodos usados para la obtencién de lipidos a partir de microalgas son

los siguientes que se detallan en la tabla 5:
e Microondas
o Bafo de agua
o Rompimiento por agitacion

o Ultrasonicacion


https://www.zotero.org/google-docs/?orXCUd
https://www.zotero.org/google-docs/?orXCUd
https://www.zotero.org/google-docs/?aDh3Hh
https://www.zotero.org/google-docs/?M6GJOV
https://www.zotero.org/google-docs/?M6GJOV
https://www.zotero.org/google-docs/?0zK3fh
https://www.zotero.org/google-docs/?vYKeZC
https://www.zotero.org/google-docs/?lscnsZ

o Aplicacion de corriente eléctrica
e Fenton

e Electro-Fenton

o Digestion enzimatica

e Choqgue osmotico
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Tabla 5: Diferentes métodos para llevar a cabo el rompimiento celular. Informacién tomada y

adaptada de las referencias bibliograficas mencionadas en la tabla.

Meétodo Ventajas Desventajas Referencia
Microondas e Rompimiento efectivo e Escalamiento complejo | (McMillan et al.
de células e Alto coNsumo 2013;
e Alta frecuencia genera energeético Nagappan
un rompimiento répido e Puede afectar los etal., 2019)
de células componentes  polares
e Solo interactda con el de la célula afectando
agua y  moléculas la valorizacién de estos
polares sin afectar los
lipidos
Bafio de agua e  Facil escalamiento e Alto consumo | (McMillan et al.
e  Alta disrupcion celular energético 2013;
e Altamente eficiente e Procesos  posteriores Nagappan
e La temperatura de requieren un  alto etal., 2019)
trabajo no afecta los consumo energeético
lipidos y permite su
separacion  al  estar
liquidos
Rompimiento e Altamente eficiente e La eficiencia | (Carullo  etal.
por agitacion e Baja consumo disminuye a mayor 2018;
energético volumen y tiempo de McMillan
e Escalamiento simple trabajo etal., 2013)
Ultrasonicacion e Alta eficiencia e Alto costo operativo (McMillan et al.
e No afecta los productos e Requiere bastante 2013;
intracelulares tiempo de operacién Nagappan
e Aumento de e  Escalamiento complejo etal., 2019)
temperatura ocasionado
por el proceso es
beneficioso para el
rompimiento de la
célula
Corriente e Escalamiento viable e Requiere condiciones | (Carullo  etal.
eléctrica e  Fécil operacion de seguridad 2018)
e Permite flocular 'y adicionales
romper células a la vez e Ocurren procesos



https://www.zotero.org/google-docs/?VcKsj5
https://www.zotero.org/google-docs/?VcKsj5
https://www.zotero.org/google-docs/?VcKsj5
https://www.zotero.org/google-docs/?VcKsj5
https://www.zotero.org/google-docs/?MbCfXx
https://www.zotero.org/google-docs/?MbCfXx
https://www.zotero.org/google-docs/?MbCfXx
https://www.zotero.org/google-docs/?MbCfXx
https://www.zotero.org/google-docs/?pkevro
https://www.zotero.org/google-docs/?pkevro
https://www.zotero.org/google-docs/?pkevro
https://www.zotero.org/google-docs/?pkevro
https://www.zotero.org/google-docs/?VgiqF9
https://www.zotero.org/google-docs/?VgiqF9
https://www.zotero.org/google-docs/?VgiqF9
https://www.zotero.org/google-docs/?VgiqF9
https://www.zotero.org/google-docs/?GdPdgw
https://www.zotero.org/google-docs/?GdPdgw
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adicionales de
oxidacion dificiles de
controlar

Fenton

Proceso eficiente

Alta  extraccion  de
lipidos

Facil escalamiento

Requiere sustancias
quimicas adicionales
Condiciones de
seguridad adicionales
Dificultad en parar
reaccion

(Steriti____etal.,
2014)

Electro-Fenton

Eliminar el wuso de
peroxido de hidrégeno
Facil escalamiento

Alta eficiencia

Requiere sustancias
quimicas adicionales
Manejo de electricidad

(S. Zhang etal.
2020)

Digestion Alta eficiencia en el Alta especificidad (Enamala et al.
enzimatica rompimiento de la pared Alto costo de materia 2018; D.-Y.
celular prima Kim etal.
2016)
Choque Facil escalamiento Requiere  sustancias | (Byreddy etal.
osmotico Bajo costo guimicas adicionales 2015)

Requiere llevar a cabo
un tratamiento
adicional de la
corriente de salida

La adicién de agua con
salmuera disminuye la
concentracion de los
componentes de interés

2.4.1 Microondas

El uso de calentamiento asistido por microondas para la ruptura celular tiene como

principio la absorcion de energia por moléculas polares (Nagappan et al., 2019). En el caso

del uso de este proceso como pretratamiento celular, las moléculas de agua dentro del

sistema absorben la energia y se calientan rapidamente generando un incremento en la

presion interna celular. Esta presion interna al exceder la presion méxima celular causa el

rompimiento celular y la liberacion de los componentes internos hacia el solvente de

extraccion (Zhou et al., 2019).



https://www.zotero.org/google-docs/?AtzLCC
https://www.zotero.org/google-docs/?AtzLCC
https://www.zotero.org/google-docs/?HN33JJ
https://www.zotero.org/google-docs/?HN33JJ
https://www.zotero.org/google-docs/?TZZnsG
https://www.zotero.org/google-docs/?TZZnsG
https://www.zotero.org/google-docs/?TZZnsG
https://www.zotero.org/google-docs/?TZZnsG
https://www.zotero.org/google-docs/?b0XclN
https://www.zotero.org/google-docs/?b0XclN
https://www.zotero.org/google-docs/?SF6nTR
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2.4.2 Bafo de agua

El bafo de agua caliente al ser usado como método de rompimiento celular tiene
como objetivo inducir por medios térmicos un aumento en la presion celular, llevando a un
eventual rompimiento celular debido a que la célula falla al contener su elevada presion

interna (McMillan et al., 2013). Este proceso es similar al uso de calentamiento asistido

por microondas, con la diferencia de que en el bafio de agua el caliente es desde el medio
hacia la célula, mientras que en el uso de microondas el calentamiento se da internamente

por la absorcion de energia por parte de las moléculas polares internas de la célula (Zhou

etal., 2019).

2.4.3 Rompimiento por agitacion

El rompimiento por agitacion consiste en que a través de la agitacion se genere la
colision entre células, colision de las células con la pared del recipiente y a través del

golpe entre la cuchilla afilada del agitador y las células (McMillan et al., 2013). Esta

técnica ha mostrado ser eficiente en el rompimiento de la pared celular de microalgas, pero

su consumo energético impide su facil escalamiento (Nagappan et al., 2019).

2.4.4 Ultrasonicacion

El principio de usar ultrasonicacion para el rompimiento celular consiste en la
transmision de ondas sonicas a la célula. Estas ondas producen microburbujas transfiriendo
energia cinética a la pared celular del tejido que genera el rompimiento celular (Halim

etal., 2012). Durante el proceso de cavitacion, también se presenta un aumento de

temperatura en un punto especifico del medio, que resulta en el aumento general de la

temperatura de todo el medio (McMillan et al., 2013).

2.4.5 Aplicacion de corriente eléctrica

El proceso de aplicacion de corriente eléctrica para el rompimiento de células

consiste en la formacion de un campo eléctrico por pulsos, (PEF) pulsed electric field, en


https://www.zotero.org/google-docs/?4Bz3Fh
https://www.zotero.org/google-docs/?A5fNGF
https://www.zotero.org/google-docs/?A5fNGF
https://www.zotero.org/google-docs/?gKUqvO
https://www.zotero.org/google-docs/?PFoygE
https://www.zotero.org/google-docs/?ImMKFv
https://www.zotero.org/google-docs/?ImMKFv
https://www.zotero.org/google-docs/?0PhQIW
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el cual el material de interés se posiciona entre dos electrodos y se expone a un campo
eléctrico de alta intensidad por periodos de corta duracion (pulsos), llevando a la
permeabilizacion de la membrana celular por electroporacion facilitando la obtencion del
material intracelular (Raso et al., 2016).

2.4.6 Fenton

El rompimiento celular por medio de los reactivos Fenton, consistentes de sulfato
de hierro y perdxido de hidrégeno, se basa en el contacto de una biomasa humeda con la

solucion disruptora que contiene estos reactivos (Steriti et al., 2014). El perdxido de

hidrégeno al reaccionar con el Fe®* inicia la cadena de reaccion de radicales Fenton

obteniendo la produccion de especies reactivas de oxigeno OH" (Y. Wu et al., 2010). Esta

especie reactiva tiene la capacidad de atacar y degradar los componentes de la pared
celular como lo son polisacaridos, celulosa, glicoproteinas o fosfolipidos (Concas et al.
2015).

Los pasos de la reaccion Fenton son los siguientes:

Tabla 6: Pasos reaccion Fenton. Tomado y adaptado de (Concas et al., 2015; Y. Wu et al., 2010)

Reaccion iniciacion

R1| Fe? + H,0, — Fe3* + OH- + OH~

Reaccion propagacion

R2| OH + H,0, - H,0 + HO;

R3 | H,0, + Fe3* > Fe?t + HO, + H™

R4 | Fe3* + HO; - Fe?* + 0, + H

Reaccion terminacion

R5| Fe?t + HO; — Fe3* + HO;

R6 | OH + Fe?* — Fe3* +0OH™



https://www.zotero.org/google-docs/?YSIwHo
https://www.zotero.org/google-docs/?G5JTrl
https://www.zotero.org/google-docs/?I7LmKe
https://www.zotero.org/google-docs/?pxvQny
https://www.zotero.org/google-docs/?pxvQny
https://www.zotero.org/google-docs/?vJluS2
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Efectuada la reacciéon Fenton y la disrupcion de la pared celular, los lipidos al
entrar en contacto con la radicales OH' pueden iniciar una cadena de reacciones para la

produccion de perdxidos lipidos y su finalizacion en especies sin radicales (NRS) (Xue
et al., 2012). En la siguiente tabla se detallan las reacciones llevadas a cabo.

Tabla 7: Pasos peroxidacién de lipidos. Tomado y adaptado de (Concas et al., 2015; Xue et al.,

2012).

Reaccion propagacion

R7 L+ 0, - L0,

R8 | LOy + LH — LO,H + L

Reaccion terminacion

RO L+ L - NRS,

R10 L'+ L05; - NRS,

R11| LO, + LO, — NRS;

(Concas et al., 2015) esquematiza este proceso de la siguiente manera:

Lipidos Lipidos Células
| liberados rotas
OHe

"ooé OHe °o:.g /\
- S NN

Microalga

Peroxidacion de lipidos

Lipiios Insaturados (LH) Radical lipido (L")}

00H = ) SR 00+

Qm ipido LO,H) Radical peroxll lipida (LO,") /

Figura 4. Peroxidacion de lipidos, Tomado de (Concas et al., 2015).
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https://www.zotero.org/google-docs/?WScvpt
https://www.zotero.org/google-docs/?WScvpt
https://www.zotero.org/google-docs/?dwD99R
https://www.zotero.org/google-docs/?JRzK08
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2.4.7 Electro-Fenton

El proceso Electro-Fenton tiene el mismo principio que el proceso Fenton, pero su
principal diferencia radica en el método de generacion de los reactivos Fenton, que para
este proceso es por medio de procesos electroquimicos (Gamarra-Guere et al., 2022).

En un proceso Fenton tradicional los reactivos se proveen externamente, en un
proceso Electro-Fenton se busca la generacion del perdxido de hidrégeno in situ
eliminando condiciones de riesgo asociado al almacenamiento de esta sustancia (Chen
et al., 2022). La formacion del peréxido de hidrégeno se da saturando de oxigeno el area

cercana al catodo a través de la reduccion catodica del oxigeno (S. Zhang et al., 2020).
También es posible la generacién in situ del Fe** dependiendo de los electrodos
empleados. Al usar electrodos de no sacrificio, se requiere la adicion externa de una fuente
de estos cationes. Si se usa un electrodo de sacrificio de hierro o acero, esta es la fuente de

estos iones (Sandani et al., 2022). A continuacién, se muestran dos esquemas de montaje

del proceso electro-Fenton, uno con electrodos de sacrificio y otro con electrodos no
reactivos que ejemplifican el proceso electro-Fenton y el mecanismo explicado
previamente.

DC-DC
modulador

LM 2596]
Fue 1 I CC
= e . le E o
Celda electroitica y = CTTE gy 1 -
7 _ o 4 G | .
: {1l ; Aire
- | - B B
i n [ (]
)
Calodo o
5 Anoca acero Inoxidasle
grafio Rotor magnético
-
- Placa soporie para ‘,»"
elecirodos ¥ entrada el
alre o
Elecirolin 1=
(0.05 M
Na,50,) [ [ oowm ] %% gn)
] =

Distancla entra
electrodas (1om)

Figura 5.Montaje proceso Electro-Fenton. 1zq. con electrodos de sacrificio. Tomado de (Sandani
et al., 2022). Der. con electrodos no reactivos. Tomado de (Chen et al., 2022).

2.4.8 Digestion Enzimatica

El uso de enzimas para llevar a cabo la ruptura celular consiste en llevar a cabo el

proceso de enzimolisis, cuya funcidn es romper la pared celular de la microalga y extraer


https://www.zotero.org/google-docs/?qp8jKR
https://www.zotero.org/google-docs/?qp8jKR
https://www.zotero.org/google-docs/?Txj8Uy
https://www.zotero.org/google-docs/?YYTpBQ
https://www.zotero.org/google-docs/?NaM28H
https://www.zotero.org/google-docs/?NaM28H
https://www.zotero.org/google-docs/?kcJ6bO
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los componentes celulares de esta (Enamala et al., 2018). Algunas de las enzimas usadas

para el rompimiento de la pared celular han sido amilasa, celulasa y una mezcla de varias.
La principal desventaja de este proceso son el prolongado tiempo de reaccion requerido y
el alto costo de las enzimas a emplear (D.-Y. Kim et al., 2016).

2.4.9 Choque osmdtico

El choque osmotico para ruptura celular es un proceso que consiste en suspender
células en una solucién salina, la cual puede ser hipoténica (la concentracion salina en
solucion es menor que la concentracion de sal en el citoplasma) o hipertonica (la
concentracion salina en solucién es mayor que la concentracion de sal en el citoplasma)

para asi inducir un gradiente osmotico a través de la membrana celular (Harrison et al.,

2015). En el proceso hipotonico se logra una difusion neta de agua al interior de las
células, generando un aumento de la presion celular interna y a su eventual rompimiento.
En el caso hiperténico la difusion neta de agua se da hacia el exterior de las células,

llevando a un colapso de las estructuras celulares internas (Harrison et al., 2015). (Byreddy

et al., 2015) hace uso de la ecuacion de Morse para el calculo de la presion de ruptura.
7 = iMRT (1)
Donde m es la presion celular generada por el choque osmotico, 1 es el factor
adimensional de Van’t Hoff, R es la constante universal de gases, M es la concentracion

molar de la sal usada para llevar a cabo la ruptura celular y T es la temperatura absoluta.

2.5 Recuperacion de lipidos

Con las microalgas fracturadas, su material intracelular aumenta su disponibilidad,
facilitando la obtencién del material. No solo los lipidos son material de valor a obtener de
partes de las microalgas, aunque si es la molécula que ha suscitado gran interés por su

valor y aplicaciones energéticas (Alishah Aratboni et al., 2019; Ebhodaghe et al., 2022;

Yen et al., 2013). A diferencia de las etapas anteriores la obtencion de lipidos en algunos

procesos no solo se compone de un método sino de una combinacion de varios pasos.

Debido a esto, en vez de realizar un cuadro comparativo entre los diferentes métodos, se
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ilustran algunos procesos completos para la obtencion de lipidos, de los cuales algunos van

hasta biodiesel y otro solo hasta los lipidos. Los procesos ilustrados para la obtencion de

lipidos se numeran en la siguiente tabla.

Tabla 8: Diferentes procesos para la obtencion de lipidos

Alga Proceso Producto Figura | Referencia
Chlorella Hidrélisis acida y alcalina combinada con | Biodiesel 6 (Monlau et al., 2021)
protothecoides transesterificacion
Muestra Extraccion supercritica con CO, Carotenoides | 7 (Goto et al., 2015)
comercial y lipidos
Chlorella Extraccion liquido - liquido Lipidos 8 (Zhu et al., 2020)
vulgaris
Nannochloropsis | Ultrasonido y extraccion por solventes Lipidos y |9 (Shi et al., 2018)
sp. biodiesel
Spirogyra Extraccion liquido — liquido por Soxhlet Lipidos 10 (Aravind et al., 2021)
Chlorella Extraccion liquido — liquido por método | Lipidos 11 (Enamala et al., 2018)
vulgaris Folch
Chlorella Extraccion liquido — liquido por método | Lipidos 12 (Enamala et al., 2018)
vulgaris Folch
Ciclohexano
s e ) — —
g 40°C, 300 mbar saponificables

humedas
14 kg

Etanol 30 L/kg alga

seca

Hidraolisis

alcalina 60°C/ 3
horas

Centrifugacion
e deldGa3dG
por 10 min

Fase liguida

Mezcla y
decantacion

HCI 18,5% vfv

Fase sélida

Ciclohexano 151/
. ) ' kg alga seca
Fase inferior Hidrolisis acida

2x

Ciclohexano =— Mez:la_\{
decantacidn

Liofilizacion y
macerado

Fraccion polar con
residuos de glicerol

1. Uso de este como alimentacian del
UASE para generacion de gas

2. Recuperacidn de amina &cidos por
hidrolisis enzimatica

3. Digestion anaerdbica

Transesterificacion

Acidos grasos

Acido sulfirico: Metano 1:4 v/v

Figura 6.Hidrolisis &cida y alcalina combinada con transesterificacion para obtencién de biodiesel.
Informacion tomada de (Monlau et al., 2021).
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Figura 7. Proceso de obtencién de carotenoides y lipidos a partir de microalgas por extraccion
supercritica. Tomado de (Goto et al., 2015)
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Figura 8. Extraccion liquido -liquido de lipidos. Informacion tomada de (Zhu et al., 2020).
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Alga:n-hexane:etanol Mezcla — .
Autoclh 50°C
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Alga seca o alga humeda 200 W v .
Humeda

Centrifugacion
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Filtracion

Fase sdlida

Filtracidn

Rotoevaporacion
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Figura 9. Mezcla por ultrasonido con recuperacion posterior de solventes. Informacion tomada de
(Shi et al., 2018).

Hexano

Lipidos
Figura 10.Extraccion por Soxhlet. Informacion tomada de (Aravind et al., 2021).

Chloroformao:Metanol 2:1

Centrifugacian
2000 rpm 10 Fase acuosa
min

Agitacion [25

Biomasza :
min}

Lipidos
Figura 11. Método Folch. Informacion tomada de (Enamala et al., 2018).
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Chloraforma:Metanol 2:1

Centrifugacion
2000 rpm 10 Fase acuosa
min

itacion (25
Biomasza Getzgonlt

min}

¥

1M NaCl Lipidos

Figura 12. Método Bligh y Dyer. Informacion tomada de (Enamala et al., 2018).

Evaluando los diferentes procesos usados para la obtencion de lipidos, se realizan las

siguientes observaciones:

Muchos procesos usan como entrada microalgas secas (Goto et al., 2015; Zhu et al.,

2020) , sin llevarles a cabo ningun pretratamiento que generé la ruptura de la pared
celular, por lo cual, llevar a cabo una operacién previa podria generar un mayor

rendimiento en el proceso o hacerlo mas eficiente (Enamala et al., 2018).

Algunos procesos usan algas hiumedas para iniciar la extraccion de lipidos, lo cual,
si se logra un rompimiento celular eficiente, resulta de mayor beneficio que usar

biomasa seca (Shi et al., 2018). De manera similar a lo que sucede con la biomasa

seca, no se lleva a cabo ningln pretratamiento para romper la pared celular, sino
que se parte de que el uso de solventes permite la extraccion del contenido
intracelular de las microalgas (de Jesus et al., 2019).

No se evidencia un uso de métodos mecanicos para extraccion de lipidos, los
cuales son comunes con otro tipo de materia prima de lipidos como lo son girasol,

mani, palma de aceite, entre otros (Enamala _ etal.,  2018).

Algunos procesos van desde la extraccion de lipidos hasta la obtencion de biodiesel
(Shi_etal., 2018). Otros solo buscan obtener los lipidos (Aravind etal., 2021)

mientras otros procesos buscan separar lipidos saponificables y los no


https://www.zotero.org/google-docs/?KLH5Cc
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saponificables (Monlau et al., 2021). Estos diferentes enfoques resultan valiosos ya

que también evaltan la idoneidad de los lipidos para su uso en biodiesel.

2.6 Valorizaciones corrientes alternas

Con el fin de obtener un proceso sostenible en términos ambientales y econdémicos,
no solo es suficiente obtener los lipidos o directamente biodiesel, sino que se deben buscar
métodos de valorizacién de los residuos obtenidos en cada una de las corrientes que se

generan en el proceso (Ansari et al., 2015).

A continuacién, se muestran algunas de las posibilidades de valorizacién de estos
residuos. Tomado de (Quinn et al., 2014; Tsarpali et al., 2021; J. Wu et al., 2015).

o Carbohidratos y proteinas

o Fertilizantes

o Digestién anaerobia

o Bioplasticos

e Biocarbon

« Biosorbentes

e Celdas microbianas de combustible
« Reutilizacion del medio de cultivo

(Tsarpali et al., 2021) por medio del siguiente diagrama resume los diversos usos de

algas, posterior a la extraccion de lipidos.
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Figura 13. Diferentes productos obtenidos a partir de microalgas posterior a la extraccion de
lipidos. Tomado y adaptado de (Tsarpali et al., 2021).

2.6.1 Digestion anaerobia

El proceso de digestion anaerobia es uno por el cual la materia organica se degrada
en ausencia de oxigeno generando mayoritariamente metano y dioxido de carbono,

denominado biogas (Arhoun, s. f.). La obtencién de biogéas por medio de un proceso de
digestion anaerobia se muestra a continuacion:


https://www.zotero.org/google-docs/?Ifoxt3
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Polimeros complejos

‘ Proteinas

Carbohidratos

Lipidos

Hidrolisis

Aminodcidos, azlcares

Acidos grasos, alcoholes

I—\_\_\___\___ ____,_—r
. Productos intermedios (Propionate, i .
Fermentacion butirato, etc) D|gest|0|_1
anaerobia
Acetato Hidrdgeno
\\ Homoatetogenesis dioxido de carbono
Metanogénesis i Metanogénesis
Metano reductiva

acetoclastica ‘

didxido de carbono "

28

Figura 14. Ruta de reaccién digestion anaerdbica de sustancias organicas poliméricas. Tomado y

adaptado de (Teng et al., 2014)

Las microalgas aparte a ser una fuente de lipidos, también es fuente de

carbohidratos, pigmentos y proteinas; con potencial de desarrollo en varios productos de

interés (Yen etal., 2013). Uno de los potenciales de uso de estos componentes, es la

obtencion de biogas a través de un proceso de digestion anaerobia. Como antecedente, se

tiene que las microalgas sin ningin pretratamiento ya han sido usadas directamente como

sustrato en un proceso de digestion anaerdbica, mostrando la factibilidad de estas para la

obtencion de biogas (Ward et al., 2014). EI mismo proceso se ha llevado a cabo con

microalgas que han pasado previamente por un rompimiento celular y una extraccion de

lipidos, que tiene como principal caracteristica la destruccion previa de la pared celular,

facilitando la degradacion de las componentes celulares, obteniendo mayores cantidades

de metano (B. Zhang & Oqden,

2017).



https://www.zotero.org/google-docs/?Aq8DjN
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2.6.2 Reutilizacion medio de cultivo

Los biorreactores en los cuales se lleva el cultivo de microalgas pueden clasificarse
como fotobiorreactor tipo tubulares o un reactor de tipo carrera (raceway pond) (Paladino
& Neviani, 2021). En la figura 15 se evidencian este tipo de reactores.

Figura 15.Fotobiorreactores usados para el cultivo de microalgas. 1zg. Reactor tipo carrera.
Tomado de (Inostroza et al., 2021). Der. Fotobiorreactor tubular. Tomado de (de Andrade et al.,

2016).

De los reactores mencionados en la figura 15, estan los reactores tipo carrera

(Raceway pond). Estos consisten en un circuito de canales paralelos abiertos al entorno, en
donde la circulacion de microalgas se lleva a cabo por rueda de paletas (Costa et al., 2019).

Los otros reactores nombrados son los tubulares, compuestos de tuberia transparente con
entrada de didxido de carbono, en donde el cultivo de microalgas circula por esta tuberia

(Acién etal., 2017). La concentracion de biomasa obtenida en estos reactores

mencionados esta entre 0,5 g/L y 5 g/L (Gorin et al., 2015). En una etapa de recoleccion

celular, al separar las microalgas del medio de cultivo, se generan dos fases, una fase con
alta concentracion celular y otra fase sobrenadante compuesto mayoritariamente del medio

de cultivo y productos de secrecién de las microalgas (Castrillo etal., 2013). La

reutilizacion del sobrenadante para el cultivo de microalgas en el biorreactor disminuye la
huella hidrica del cultivo de microalgas, reduccién de costos y mejora del uso de los

nutrientes adicionados al medio (Castrillo et al., 2013; de Moraes et al., 2021). La Unica

modificacion del medio reutilizado evidenciada es el ajuste de pH a neutralidad y la

reposicion de nitrogeno y fosforo al medio (J. Wu et al., 2015).


https://www.zotero.org/google-docs/?hMxR72
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2.7 Estado del arte

Se llevdo a cabo una revision bibliografica en las areas de concentracion,
rompimiento celular y valorizacion de cadenas alternativas en la produccion de microalgas
y se lleva a cabo un analisis de dos articulos por &rea, esto con el fin de evaluar posibles
tendencias en esta area y determinar si a partir de estos trabajos se puede obtener.

Como criterio para la seleccion de estos articulos se tuvo en cuenta que la tematica
desarrollada fuera enfocada en cada etapa del trabajo realizado (concentracion,
rompimiento y valorizacién de corrientes alternas) de manera especifica y que fueran
bastante detallados en la metodologia empleada, con la finalidad de poder tomar

herramientas de estas investigaciones para ser usadas en este proyecto.

2.7.1 Concentracion celular

Acrticulo: Electrocoagulation reduces harvesting costs for microalgae (Lucakova et al.,

2021)
DOI: 10.1016/j.biortech.2020.124606

El objetivo de la investigacién llevada a cabo en este articulo fue determinar si la

electrocoagulacion es un método econdmicamente viable para la recoleccion de
microalgas. Para esto evaluaron un rango amplio de diferentes condiciones que influyen en
el proceso de electrocoagulacion como pH, concentracion de carga, concentracion inicial
de biomasa, pH, temperatura, agitacion, efecto de sales residuales y tiempo de cultivacion.
Ya con las condiciones Optimas determinadas procedieron a evaluar y comparar este
proceso con uno convencional de recoleccion de microalgas como lo es la centrifugacion,
determinando que la electrocoagulacion es una alternativa viable para recoleccion celular.

Las caracteristicas del proceso experimental usado por esta investigacion se
resumen a continuacion

Tabla 9: Parametros usados en la investigacion citada (Lucakova et al., 2021).

Parametros Caracteristicas

Cepa usada Chlorella vulgaris



https://www.zotero.org/google-docs/?BtnDN7
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Crecimiento FBR a 30°C, aire filtrado con CO, al 2% v/v, flujo de 250 mL/min, iluminacion

celular continua de 300 pmol/m?/s

Medio de cultivo | Medio minimo de sales, pH 6,5 - 7,0

A continuacion, se muestra como se llevé a cabo el proceso de electrocoagulacion:
Electrocoagulacion

Electrolisis
I=0,02 A, V=5V
400 rpm, t=6 min

Agregacion celular Coagulacion
400 rpm, t= 10 min t= 20 min

Figura 16. Proceso de electrocoagulacion llevado a cabo en la investigacion desarrollada en este
articulo. Informacion tomada de (Lucakova et al., 2021) para el desarrollo del diagrama.

Del proceso de electrocoagulacion se modificaron diferentes pardmetros: Carga
eléctrica, Concentracion inicial de biomasa, pH, Temperatura, Agitacién. Medio de
cultivo. Las variables objetivo para la determinacion del valor 6ptimo de estos parametros
fueron eficiencia de la recoleccion, hierro residual en biomasa y costo energético

A partir de estas condiciones experimentales, variables objetivo y la modificacion
de los parametros mencionados arriba se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 10: Resultados obtenidos en la investigacion citada (Lucakova et al., 2021).

Parametro Valores 6ptimos

Carga eléctrica A partir de un valor de 14,4 C/L la remocion fue constante

Concentracion inicial | En altas concentraciones el factor limitante es el hierro liberado, en bajas

de biomasa concentraciones la agregacion celular es muy lenta, el rango 6ptimo esta entre 0,7
g/L-2,0¢/L

pH 4-8

Temperatura Los autores sugieren que no es un factor importante en la recoleccion celular

Agitacion Baja velocidad disminuye probabilidad de coaliciones y muy alta genera



https://www.zotero.org/google-docs/?606Dvh
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rompimiento del aglomerado. Rango Reynolds de 4000 - 6000

Sales residuales La concentracion alta de fosfatos inhibe la recoleccién celular, debido a que
reacciona con el hierro limitando su disponibilidad. Valor ptimo de concentracion

de fosfatos menor a 0,15 mg/L.

Tiempo de El tiempo de cultivacion 6ptimo debe ser mayor a dos dias de cultivo.

cultivacion

A partir de estos resultados los autores concluyen que la electrocoagulacion
presenta un método valioso para la concentracién y recoleccion celular de microalgas que
permiten ahorro de tiempo, energia y permite usar las algas en una gran cantidad de
campos diversos. Estos resultados son valiosos ya que muestran una metodologia de cémo
realizar el proceso de electrocoagulacion e involucra los diferentes pardmetros asociados
en el proceso de recoleccion celular y cuales son los valores base para la implementacion

de estos.

Articulo: Evaluation of several flocculants for flocculating microalgae (J. Wu etal.,

2015)
DOI: 10.1016/j.biortech.2015.08.094

El objetivo de esta investigacion se divide en dos: la evaluacidn de la eficiencia del

proceso de floculacion de microalgas a través del empleo de diferentes sustancias
(quitosano, poliacrilamida, sulfato de plata, hidroxido de sodio y &cido nitrico); y el
impacto de cada una de estas sustancias en el contenido final de carbohidratos, lipidos y
proteinas de las microalgas y la posibilidad de uso del sobrenadante para ser usado
nuevamente en el cultivo de microalgas. Finalmente, ya dos de estos objetivos evaluados,
los autores proceden a hacer una evaluacion econdémica y determinacion de las condiciones
de uso adecuado de cada uno de estos coagulantes.

Las caracteristicas del proceso experimental usado por esta investigacion se
resumen a continuacion.

Tabla 11: Pardmetros usados en la investigacion citada (J. Wu et al., 2015).

Parametros Caracteristicas
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Cepa usada

Scenedesmus sp. y Scenedesmus obliquus

Crecimiento celular

FBR a 25°C, aire con CO, al 1% v/v, iluminacién continua de 200

pmol/m?/s

Medio de cultivo

Medio BG-11

Concentracion celular de algas

usadas en floculacion

Scenedesmus sp. (2,20 g/L) y Scenedesmus obliquus (2,22 g/L)

Floculantes y concentracion

Quitosano 0,25 g/L
Poliacrilamida 1,01 g/L
Sulfato de Aluminio 0,05 mol/L
Acido nitrico 1 mol/L
Hidréxido de Sodio 1 mol/L

Medicion eficacia

se adiciona la solucion, se hace vortex por 30 s, se reposa por 10 min y
se toma una alicuota del sobrenadante a OD 750 nm

Determinacion lipidos

Centrifugacion y extracciéon con DMSO-Metanol y residuo extraido con
dietil éter hexano

Determinacion de carbohidratos

totales

Método modificado fenol-vitriol

Determinacion de proteinas

Ensayo de Lowry

Ensayo células viables

Azul de Evans

Reciclaje del medio

Al sobrenadante se ajusta a neutralidad y se adicionan los nutrientes

restantes y se usa para cultivo celular

A partir de estos ensayos se obtienen los siguientes resultados:
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Tabla 12: Resultados obtenidos en la investigacion citada (J. Wu et al., 2015).

Resultado
Desempefio Los cinco floculantes presentan un desempefio similar con su dosis adecuada. Sin
floculantes embargo, el sulfato de aluminio representa un problema ambiental, por lo cual no se

recomienda su uso

Viabilidad celular | Las células no presentan lisis, indicando que los floculantes no afectan la viabilidad

de las células
Floculante en la Para obtencién de lipidos se pueden usar los 5 floculantes, para carbohidratos todos se
extraccion pueden usar menos NaOH, para proteinas el NaOH es el adecuado
Reciclaje No se evidencia mayores diferencias en el crecimiento celular con cualquiera de estos
cultivacién floculantes
Comparacion El floculante de menor costo es el &cido nitrico

econdmica

A partir de estos resultados los autores concluyen que todos los floculantes
presentan un comportamiento similar en la recoleccion celular. Si el producto de interés a
obtener son carbohidratos o proteinas, se sugiere usar floculantes especificos, de lo
contrario la decision del floculante se debe determinar por factores mas alla de lo técnico.
Este articulo presenta informacion bastante Gtil respecto a las consecuencias del uso de los
floculantes, ya que la concentracion de carbohidratos, lipidos y proteinas no dependen
fuertemente de las sustancias usadas, adicionalmente presenta métodos simples pero

validos para la cuantificacion de los productos intracelulares de las microalgas.

2.7.2 Rompimiento celular

Articulo: A novel cell disruption technique to enhance lipid extraction from
microalgae (Steriti et al., 2014)
DOI: 10.1016/j.biortech.2014.04.056

El objetivo de la investigacion llevada a cabo en este articulo busca a través del uso

de sulfato de hierro y una mezcla de sulfato de hierro y peroxido de hidrogeno, el
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rompimiento celular de microalgas, siendo este el gran cuello de botella para el

aprovechamiento de los componentes intracelulares de valor agregado que las microalgas

tienen. Ya posterior a este proceso se cuantifican los lipidos obtenidos y después estos se

transesterifican para determinar si el proceso permite tener lipidos éptimos para su uso

como biocombustibles. En la investigacion, los autores cuantifican la concentracion de

sustancias y tiempo Optimo de reaccion de rompimiento celular. Adicionalmente

cuantifican la cantidad de lipidos extraidos por este método y el tipo de lipidos

transesterificados.

Las caracteristicas del proceso experimental usado por esta investigacion se

resumen a continuacion.

Tabla 13: Pardmetros usados en la investigacion citada (Steriti et al., 2014).

Paradmetros Caracteristicas

Cepa usada Chlorella vulgaris

Crecimiento Erlenmeyer a 25°C, aire, iluminacién 12 horas de 98 umol/m%s, agitacién a 100 rpm
celular

Escalado Reactor de 6 L, CO, puro burbujeado a 30 mL/min, iluminacién 12 horas 100 pmol/m?/s

Medio de cultivo

Medio Kolkwitz (KTM-A)

Solucién 1. Solucién H,0,

rompedora 2. Solucién H,0, - FeSO,

Rompimiento Diagrama posterior

celular

Extraccion Extraccion con agua desionizada, n-hexano

lipidos

Andlisis FAME | Transesterificacion con metanol acetil cloro a 100°C, enfriamiento y posterior adicion de

agua y hexano. Analisis FAME por cromatografia gaseosa

Las etapas del rompimiento celular llevadas a cabo en este trabajo se muestran a

continuacion:
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Solucién rompedora
[I= variable

. Adicion etanol 10X
t=variable

Figura 17. Proceso de rompimiento celular llevado a cabo en la investigacion desarrollada en este
articulo. Informacion tomada de (Steriti et al., 2014) para el desarrollo del diagrama.

A partir de estos ensayos se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 14: Resultados obtenidos en la investigacion citada (Steriti et al., 2014).

Resultado

Tiempo de contacto 6ptimo solucién rompedora

1. 4min

2. 3min

Concentracion solucion rompedora

1. [HZOZ]: 0,29 M
2. [H,0,]=0,5 M, [Fe,SO,]= 0,024 M

Porcentaje de lipidos extraidos

Sin solucién rompedora: 7%
1. 95%
2. 17,5%

FAME Saturados y Monoinsaturados obtenidos

Sin solucién rompedora: 35%
1. 85%
2. 80%

Con base en estos resultados, el estudio concluye que el uso de estos reactivos es

vital para el rompimiento celular y la posterior obtencion celular ya que se aumenta la

disponibilidad de estos y la concentracion final de lipidos obtenidos. Los ensayos

posteriores de transesterificacion indican que llevar a cabo este rompimiento permite

obtener mayores cantidades de lipidos adecuados para su posterior transformaciéon como

biodiesel. Esta investigacion permite evaluar la alternativa de este uso de reactivos como

una opcion interesante para el rompimiento celular, las concentraciones y el tiempo 6ptimo

de estos. Como aspecto negativo de esta investigacion, se encuentra la forma en como se

detuvo la reacciéon de rompimiento celular, la cual fue la adicion de 10 veces la cantidad de

etanol a la mezcla. Esta adicién dificulta la escalabilidad del proceso por el aumento de
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costos, menores rendimientos y aumento de tamario de equipos. Se hace necesario buscar

alternativas para parar esta reaccion.

Articulo: Novel electrochemical method for the recovery of lipids from microalgae for
biodiesel production (Daghrir et al., 2014)
DOI:_10.1016/j.jtice.2013.04.013

El objetivo de la investigacion llevada a cabo en este articulo es la evaluacién de un
método electroquimico para el rompimiento celular de microalgas y la recuperacion de
lipidos. En este método, se evaluaron por medios estadisticos las condiciones 6ptimas de
operacion que den como resultado la mayor extraccion de lipidos. Las variables
modificadas fueron intensidad de corriente, tiempo de tratamiento y tasa de flujo de reciclo
con variables objetivo siendo la concentracién de proteinas y lipidos extraidas de las
microalgas. Finalmente, el método electroquimico propuesto con las variables objetivo se
compara con métodos convencionales.

Las caracteristicas del proceso experimental usado por esta investigacion se
resumen a continuacion:

Tabla 15: Parametros usados en la investigacion citada (Daghrir et al., 2014).

Parametros Caracteristicas
Cepa usada Chlorella vulgaris
Medio de Medio Bristol
cultivo
Unidad Reactor con dos electrodos, anodo de Ti/IrO2, Ti, Ti/SnO2 y Ti/PbO2 y un catodo de
experimental acero inoxidable conectados a una fuente directa y agitacion por bomba de recirculacion
Variables e pH
medidas e Sélidos totales
e Turbidez
e  Tamafio de particulas
e  Concentracion proteinas
e  Concentracion lipidos
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e Morfologia microalgas

A partir de estos ensayos se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 16: Resultados obtenidos en la investigacion citada (Daghrir et al., 2014).

Resultados

Intensidad de corriente 0,6 A
Tiempo de tratamiento 100 min
Tasa de flujo de reciclo 394,5L
Eficiencia de extraccién de lipidos 88,7%
Eficiencia de extraccién de proteinas 86,9 %

Finalmente, los autores comparan el proceso electroquimico con los valores
optimos obtenidos con métodos convencionales (sonicacion, microondas, hidrotérmico)
obteniendo como resultado que el proceso electroquimico da mejores resultados y tiene la
ventaja de que este proceso no requiere la remocién de agua para su eficiencia dando
ventajas econdmicas y de proceso.

Dentro de las conclusiones del estudio se evidencia que el proceso electroquimico
presenta bastantes ventajas para la extraccion de lipidos y proteinas. Las variables
progresivas son tiempo de procesos Y tasa de reciclo y las regresivas son la intensidad de
corriente. Comparado con otros procesos este resulta una alternativa interesante para su
implementacién y escalamiento. Este estudio resulta de interés ya que determina y
cuantifica variables de proceso para la obtencion optima de lipidos y proteinas, pero falla
en el andlisis del tipo de electrodos usados; y en el analisis y comparacion del método
electroquimico con procesos convencionales ya que, si bien este proceso es mas eficiente,
no necesariamente sea el mejor para ser implementado ya que existen otras variables
(ambientales, econdémicas, operacionales) que pueden determinar cudl metodo es el mas

viable.



https://www.zotero.org/google-docs/?PKOj6D
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2.7.3 Valorizacion

Articulo: Biochemical wastewater from landfill leachate pretreated by microalgae
achieving algae’s self-reliant cultivation in full wastewater-recycling chain with
desirable lipid productivity (L. Zhang et al., 2021)
DOI: https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.125640

El objetivo de este estudio era evaluar el uso de agua residual bioquimica

proveniente del vertedero BWLL (biochemical wastewater from landfill leachate) en una
bateria de fotobiorreactores en serie de microalgas. En el primer reactor se adiciona el
agua residual directamente, pasado un tiempo de cultivo, se realiza una sedimentacion de
las algas y el sobrenadante se usa para cultivos posteriores de microalgas hasta cuatro
veces. De estos cultivos se evaluan diferentes factores como el crecimiento celular,
contenido de lipidos, influencia de sustancias extracelulares en el cultivo, entre otros
factores. Como control los autores llevaron a cabo estos mismos experimentos con medio
de cultivo BG11, y un medio BWLL con adicion de fosforo. Este estudio se realizé con el
fin de determinar si agua residual podia ser usada como fuente de nutrientes para el
crecimiento de microalgas y si un tren de FBR eran adecuados para la remocion y limpieza
de esta agua, un crecimiento adecuado de las microalgas y un mayor beneficio en la
obtencion de productos de valor agregado a partir de estas microalgas.

Las caracteristicas del proceso experimental usado por esta investigacion se
resumen a continuacion:

Tabla 17: Parametros usados en la investigacion citada (L. Zhang et al., 2021).

Parametros Caracteristicas
Cepa usada Chlorella vulgaris
Medio de 1. BGl11
cultivo 2. BWLL

3. BWLL+P

Condiciones de | FBR 3 |, aireacién a 600 mL/min, 25°C, iluminacién continua de 81 pmol/m?/s, relacion
cultivo N: P 35:1 para medio 1y 3. En cada cultivo para medios 1 y 3 se adicionan fésforo, no en

el medio 2



https://www.zotero.org/google-docs/?av4O2A
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Tren de 4 FBR en serie por medio de cultivo

reactores

Ya con este montaje el estudio busco determinar el desempefio de este proceso a
través del seguimiento del crecimiento celular, morfologia, pigmentos, contenido de
lipidos, almiddn, proteinas, sustancias extracelulares, iones metalicos, nitrogeno, fosforo,
carbono organico total y turbidez.

A partir de estos ensayos se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 18: Resultados obtenidos en la investigacion citada (L. Zhang et al., 2021).

Resultados

Acumulacion de | En el primer cultivo el crecimiento de biomasa fue mayor en el medio BG11, pero en
biomasa cultivos consecuentes el crecimiento en BG11 y BWLL + P fue similar. En el medio

BWLL, el crecimiento fue el menor

Pigmentos En la fase inicial el contenido de pigmentos fue bajo en los medios BWLL y BWLL + P,
pero a medida que la turbidez del medio descendia, el contenido fue similar en los medio
BG11yBWLL + P

Lipidos, El contenido de almidon y proteinas en los tres medios fue similar y presentaron la
almidones y tendencia en declive en cada cultivo. El contenido de lipidos fue superior en los medios
proteinas BWLL yBWLL +P

Sustancias Las sustancias extracelulares pueden inhibir el crecimiento y ser fuente de carbono para
extracelulares la proliferacion de bacterias. La concentracion extracelular fue mayor en los medios

reciclados que en el medio BG11.

lones metalicos | En el primer cultivo, el contenido de metales era muy alto en los medio BWLL y BWLL
+ P inhibio6 el crecimiento de biomasa, pero en los cultivos posteriores cuando ya la
concentracion de metales en el medio era menor, el crecimiento fue mayor y el consumo

de metales fue casi total

Turbidez Inicialmente la turbidez BWLL y BWLL + P era muy alta, pero en cada cultivo
posterior, la turbidez disminuy6 por la absorcion de sélidos suspendidos hasta que
finalmente la turbidez del medio era en su mayoria debido al crecimiento celular, similar
al medio BG11



https://www.zotero.org/google-docs/?av4O2A
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Nitrégeno y El contenido de nitrégeno y fosforo son factores muy importantes para el crecimiento
foésforo celular del medio, en especial en el mantenimiento de la relacion N:P de 35:1, lo cual se
observa en los medios BG11 y BWLL +P donde al mantener esa relacion estos nutrientes
disminuyeron en gran medida, a diferencia del medio BWLL en donde en el momento

que el contenido de fosforo fue bajo, el de nitrégeno disminuy6 poco

Con base en estos resultados, los autores concluyen que el uso de agua residual
presenta una alternativa bastante Gtil en términos econémicos y técnicos, adicionalmente al
hecho de que con el uso de agua residual se logra un beneficio ambiental importante.
Dentro de los factores mas importantes para el uso de aguas residuales para el crecimiento
de microalgas es mantener la relacion N:P en valores dptimos. Este articulo presenta un
antecedente bastante Gtil en mostrar que es posible reutilizar el agua sobrenadante del
cultivo de algas varias veces, siempre y cuando se repongan los nutrientes esenciales. En el
caso del trabajo que se esta realizando en la maestria, esto indicaria adicionar orina cada

vez que se lleve a cabo un nuevo cultivo.

Articulo: Microalgae polysaccharides bio-stimulating effect on tomato plants: Growth
and metabolic distribution (Rachidi et al., 2020)

DOI: https://doi.org/10.1016/j.btre.2020.00426

El objetivo del presente estudio fue evaluar si los polisacaridos extracelulares

provenientes de las microalgas pueden ser usados como bioestimulantes en el crecimiento
de plantas de tomate. Esto a través de la medicion de las caracteristicas de las plantas,
aumento en la concentracion de carotenoides, clorofila y proteina; indicando que estos
polisacaridos son bastante Utiles como estimulante en este tipo de plantas.

Las caracteristicas del proceso experimental usado por esta investigacion se
resumen a continuacion:

Tabla 19: Parametros usados en la investigacion citada (Rachidi et al., 2020).

Parametros Caracteristicas

Cepa usada 1. Arthrospira platensis MS001



https://www.zotero.org/google-docs/?hI1NdG
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2. Dunaleilla salina MS002
3. Porphyridium sp. MS099

Condiciones de crecimiento Dunaleilla salina y Porphyridium sp en medio Walne, pH 8,2 a 25 °C
Arthrospira platensis medio Zarrouk, pH 9 a 30°C ambos a 150 pmol/m2/s

Planta usada para evaluacion | Solanum lycopersicum L. var.
Jana F1 (tomate) bayer nunhems netherlands bv. Seeds.

Produccion de polisacaridos | Diagrama inferior

Las etapas llevadas a cabo para la obtencion de los bioestimulantes se detallan en la

siguiente figura.

Suspensiony
digestion
T=90°C
t=2h

Biorreactor Centrifugacion Liofilizacion Centrifugacion

Liofilizacion Centrifugacion Mezcla
etanol

Figura 18. Proceso de obtencién de bioestimulantes llevado a cabo en la investigacion desarrollada
en este articulo. Informacion tomada de (Rachidi et al., 2020) para el desarrollo del diagrama.

Ya con los polisacaridos extraidos se procedio a cultivar las plantas de tomate
complementando sus sustratos con estas sustancias extracelulares y se evaluo el
crecimiento de la planta de tomate y las condiciones asociadas al crecimiento. Obteniendo

los siguientes resultados:

Tabla 20: Resultados obtenidos en la investigacion citada (Rachidi et al., 2020).

Resultados

Produccién biomasa 1. 1.28¢/L
2. 095¢g/L
3. 0679g/L

Contenido de polisacaridos 1. 259%



https://www.zotero.org/google-docs/?aq16WW
https://www.zotero.org/google-docs/?hI1NdG
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extracelulares 2. 41%
3. 553%

Crecimiento planta de tomate Tamafio follaje mejora 25,26%
con los polisacéridos Peso seco raiz mejora 46,61%

Peso seco raiz mejora 12,12%

Perfil lipido planta de tomates | Con el uso de los polisacaridos se genera un aumento en la concentracion

de lipidos cercana al 45%, mejorando el desarrollo de las plantas

A partir de estos resultados, los autores concluyen que los polisacaridos obtenidos a
partir de las microalgas presentan resultados positivos como bioestimulantes para el
crecimiento de plantas como es el caso de tomate, los cuales va en concordancia con
resultados similares obtenidos en otros estudios como el crecimiento de plantas de tabaco,
pimienta 0 amapola. Esta investigacion resulta de interés ya que muestra una aplicacion

del material extracelular obtenido por polisacaridos para su uso como bioestimulantes.

2.8 Analisis alternativas recoleccion y rompimiento celular y valorizacion
corrientes alternas

La extraccion de moléculas de interés a partir de microalgas con base en las

revisiones de (Barros et al., 2015; hattab, 2015; Visigalli et al., 2021) se puede sintetizar en

el siguiente diagrama:

Indculbo, Xo

Sustrato, So Extraccion

. Concenfracion Rompimiento - Molécula
- = Biormeactor | - - material L
celular celular . de interés
intracelular
Sobrenadanie
i
Valorizacion
residuos

Figura 19. Diagrama general de la obtencién de componentes de interés a partir de microalgas y
valorizacion de residuos. Con base en los trabajos de (Barros et al., 2015; hattab, 2015; Visigalli

etal., 2021)
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Evaluando cada una de las etapas del diagrama de flujo y los diferentes procesos y

operaciones que ocurren en cada etapa, es posible determinar que una propuesta de valor

para la obtencién de lipidos debe tener los siguientes aspectos en cuenta:

La etapa de recoleccion de células debe buscar concentrar la biomasa proveniente
del biorreactor y remover la mayor cantidad de agua posible, teniendo en cuenta
que la concentracion de salida del biorreactor es baja (Vandamme et al., 2014); y la

disminucion de volumen es importante en etapas posteriores como el rompimiento
celular (Visigalli et al., 2021).

Con el fin de evitar la oxidacion o modificacion de los lipidos (Sandani et al.,

2022), se debe preferir el uso de metodos eléctricos o mecénicos, en vez de
métodos quimicos.

Se evidencia un enfoque a nivel laboratorio y no tanto a nivel piloto o industrial
(Singh & Patidar, 2018; McMillan et al., 2013; D.-Y. Kim et al., 2016), por lo cual
es importante enfocar el trabajo a esta escala.

En la revision bibliografica, muchos de los métodos propuestos no tienen en cuenta
la relacion costo beneficio de cada operacion (hattab, 2015), por lo cual resulta
importante realizar el andlisis respectivo.

La refinacion y purificacion de lipidos no es un proceso en el cual la mayoria de los
articulos evaluados se detengan, sino que por lo general usan métodos ya

establecidos (dos Santos et al., 2015; Lai et al., 2014). El enfoque principal de los

articulos es llevar a cabo el rompimiento de la pared celular de las microalgas,
considerado el cuello de botella.
Con el fin de lograr un proceso sostenible econdmicamente se deben aprovechar las

corrientes residuales de las diferentes etapas (Tsarpali et al., 2021).

Si se busca implementar alguno de estos métodos a nivel piloto o industrial, la
mejor alternativa es evaluar los métodos cuyo escalamiento es relativamente simple
(Carullo et al., 2018; Barros et al., 2015).

La valorizacién de las corrientes alternas del proceso, solo se van a enfocar en dos

procesos estandarizados. Debido a que buscar optimizar la valorizacion de estas

corrientes sale del alcance de este proyecto.


https://www.zotero.org/google-docs/?C4UHJB
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En la revision bibliogréfica llevada a cabo y con base en las alternativas presentes
en el laboratorio, se considera que las siguientes opciones tienen una mayor
factibilidad de ser implementadas:

Recoleccion celular: Sedimentacion, Adicion de sales inorganicas, Modificacion de
pH (&cido y alcalino), coagulacion y electrofloculacion.

Rompimiento celular: Corriente eléctrica, Fenton (sol. H,O, y reactivos Fenton),
Electro-Fenton, Choque osmético y como métodos de control Ultrasonicacion
(control positivo) y algas concentradas sin método de rompimiento celular (control
negativo).

Recuperacion de lipidos: Extraccion por cloroformo - metanol. Con este método
solo se piensa cuantificar la extraccion de lipidos por rompimiento celular.

Valorizacién residuos: Produccion de metano y reutilizacién medio de cultivo.
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Metodologia

3.1 Biorreactor

3.1.1 Cepa usaday medio de cultivo

El cultivo microalgal usado es una mezcla de las cepas Chlorella vulgaris y
Scenedesmus obliquus. Las cuales fueron obtenidas de un humedal ubicado en la sede
Usme de la Universidad Antonio Narifio y aisladas en trabajos previos en el laboratorio de
ingenieria ambiental de la Universidad Antonio Narifio. Como medio de cultivo se usé
orina humana disuelta en agua de la llave en una relacién de 4 mL de orina por litro de
agua. Cada semana se alimentaba el cultivo con 4 mL de orina por litro de cultivo para

mantener las mismas condiciones de nutrientes en el medio.

3.1.2 Biorreactor

El cultivo de microalgas se llevé a cabo en dos reactores de 20 L, como in6culo de
este se tomo el contenido de un biorreactor de 2 L con este cultivo microalgal en estado
estacionario a pH neutro. Como fuente luminosa, una ldmpara de led de 30 cm sumergible
de 5 W (Deewoo, China), ubicada dentro del reactor. Como fuente de aire se us6é una
bomba de acuario de 2 L/min (Jeneca, AP 1688, China) con dispersores de aire y como
agitacion se us6 una bomba sumergible de 400 L/h (AT - 707, China). El crecimiento de la
biomasa se evalu6 midiendo la densidad Optica del cultivo a 675 nm en un
espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys 20, EE. UU.). La relacion entre la
concentracion de biomasa y la absorbancia a OD 675 nm se da por un analisis de solidos
volatiles (SSV), el cual consiste en medir la absorbancia del cultivo a una concentracion de
100%, 75%, 50% y 25%. Se tomaron 10 mL de cada una de estas concentraciones en un
crisol y fueron secados en un horno a 105°C a 24 horas y por gravimetria se determino la
cantidad de biomasa por volumen vs absorbancia. Ensayos realizados por triplicado.
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3.2 Concentracion celular

3.2.1 Sedimentacidn gravitacional

De los biorreactores se tomo una muestra de 1,5 L de biomasa en fase estacionaria
en un recipiente de 2 L y se dej6 reposar. De manera periddica se tomé una alicuotaa 5 cm
debajo de la superficie de la muestra y se determin6 el cambio de la concentracion de
biomasa a esta altura de la muestra debido a la sedimentacion. Ensayo realizado por
triplicado.

3.2.2 Modificacion de pH

Se llevaron a cabo dos ensayos por triplicado. Uno a pH béasico por medio del uso
de una solucibn NaOH 1 N y otro a pH é&cido adicionando acido acético glacial,
adicionandolos a una muestra de 1,5 L del cultivo microalgal en fase estacionaria en un
recipiente de 2 L Adicionadas las sustancias, se agito la muestra por 2 minutos. Pasado
esto, se dejaron reposar y se llevd a cabo el mismo procedimiento que en el proceso de

sedimentacioén.

3.2.3 Adicidn de sales inorganicas

Se adicionaron 1,5 g de MgCl,.7H,0 a una muestra de 1,5 L del cultivo microalgal
en fase estacionaria en un recipiente de 2 L. Se agit6 el medio por 2 minutos a 120 rpm, se
dejo reposar y se llevé a cabo el mismo procedimiento que en el proceso de sedimentacion.

Ensayo realizado por triplicado.
3.2.4 Coagulacion
Se llevaron a cabo dos ensayos por triplicado. Uno usando FeSO,.7H,O a una

concentracion molar de 0,0018 (1,8 mM) y otro usando Al,(SO4)3.14H,0 a concentracion

molar de 0,0017 (1,7 mM). Adicionados a una muestra de 1 L del cultivo microalgal en
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fase estacionaria en un recipiente de 2 L. Se agito el medio por 2 minutos a 120 rpm, se

deja reposar y se lleva a cabo el mismo procedimiento que en el proceso de sedimentacion

3.2.5 Electrocoagulacion

Se llevaron a cabo dos ensayos por triplicado. Uno usando como electrodos dos
placas de aluminio con &rea superficial de 99 cm? por placa, separados a 7 cm. El otro
ensayo se realizé con dos placas de acero galvanizado con area superficial de 80 cm? por
placa, separados a 7 cm. Los electrodos se conectaron a una fuente de corriente directa
(Extech Industries, EE. UU.) con un voltaje de 30 V. En el ensayo usando electrodos de
aluminio la electrdlisis se llevo a cabo por 7 minutos y para los de acero por 20 minutos,
posteriormente se detuvo la electroélisis y se dejé en agitacion la solucion por 10 minutos a
200 rpm con el fin de facilitar el proceso de aglomeracion celular, pasado este tiempo se
detuvo la agitacion y se permitio la sedimentacién o flotacion en reposo de las células
agregadas por 10 minutos. esto con base en diferentes estudios de electrocoagulacién
(Baierle et al., 2015; Landels et al., 2019; Lucakova et al., 2021; Visigalli et al., 2021). En
la figura 20 se diagrama el montaje experimental de los ensayos de electrocoagulacion.

Electrodos: Al o Acero
galvanizado

1L

Figura 20. Esquema de montaje proceso electrocoagulacion a nivel experimental.
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3.3 Rompimiento celular

3.3.1 Miicroalgas concentradas

Como control negativo se hizo la extraccion de lipidos de las microalgas
concentradas sin llevar a cabo ninguna etapa de rompimiento celular. Se tomaron 200 mL
de algas concentradas y se realizo el procedimiento con estas descrito en el numeral 3.4.
Estas microalgas concentradas provenientes del proceso de electrocoagulacién con
electrodos de hierro se caracterizaron por sélidos volatiles (SSV) dando una concentracion
de 3190 mg/L, estas microalgas se usaron para el rompimiento celular por los diferentes

métodos del numeral 3.3.

3.3.2 Ultrasonicacion

El rompimiento de algas por ultrasonicacion se usé como método de control
positivo. 25 mL de microalgas concentradas en un tubo de fondo cénico de 50 mL se
colocaron en el equipo de ultrasonicacion (Q125, Qsonica, EE. UU.) a una potencia del
90% de amplitud (112,5 W), por un periodo de 10 min a una frecuencia de 20 kHz a ciclos
de 4 segundos encendido, 1 segundo apagado, esto con base en los estudios de (Daghrir

etal., 2014; Misra etal., 2015; Zou et al., 2021). Posterior a este proceso, se tomo la

muestra para la extraccion de lipidos. Ensayo realizado por triplicado.

3.3.3 Aplicacion corriente eléctrica

La aplicacion de corriente eléctrica se realiz6 por medio de un médulo generador
de alto voltaje con voltaje de entrada de 3v- 6v, corriente de entrada de 2 A -5 Ay un
voltaje de salida nominal de 400 kV (EQV, China). El pulso eléctrico fue aplicado en una
camara de largo 48 mm, ancho 11 mm y alto 10 mm en cuyo interior se pusieron las
microalgas concentradas, en un volumen aproximado de 5,28 mL. El tiempo de proceso
fueron 30 seg. Las dimensiones de largo y ancho de la camara y el tiempo de proceso se

basaron en el estudio de (Silve etal., 2018). La camara fue fabricada por impresion 3D
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usando PLA como filamento. Ensayo realizado hasta completar 200 mL.En la figura 21 se

esquematiza el montaje experimental para este método.

Figura 21. Esquema camara de pulsos eléctricos. Basado en (Silve et al., 2018)

3.3.4 Fenton

Se realizaron dos ensayos tres veces. En el primer ensayo se disminuyo el pH
debajo a 4 usando acido acético glacial, después se adicionaron 2 mL de una solucién de
H,02 0,5 M a 500 mL de microalgas concentradas en un beaker agitando por 5 minutos.
Pasado este tiempo se adicionaron 2 mL de bisulfito de sodio 0,1 M para eliminar el
exceso de peréxido de hidrogeno y detener la reaccion. En el segundo ensayo se
disminuyé el pH debajo de 4, se adicionaron 14 mL de una solucién de FeSO,4 0,024 M y 2
ml de H,O, 0,5 M a 500 mL de microalgas concentradas en un beaker agitando por 5
minutos. Pasado este tiempo se adicionaron 2 ml de bisulfito de sodio 0,1 M para eliminar
el exceso de peroxido de hidrogeno y detener la reaccién Fenton. Esto con base en el

estudio desarrollado por (Steriti et al., 2014).

3.3.5 Electro-Fenton

Se realizaron dos ensayos tres veces. En el primer ensayo los dos electrodos fueron
de no sacrificio, usando barras de grafito, en cercanias del catodo, se coloco una fuente de
oxigeno conectada a una bomba de aire (Jeneca, AP 1688, China) de 2 L/min con el fin de
generar la formacion de perdxido de hidrogeno. La distancia entre los catodos y anodos
fue de 2 cm. Por los electrodos, conectados a una fuente de corriente directa (Extech
Industries, EE. UU.), se hizo pasar una corriente de 5 V por 40 minutos. Apenas se inicio

la electrolisis, se adicionaron 14 mL de una solucion de FeSO,4 0,024 M. Este proceso se
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realizd en un recipiente con 500 mL de microalgas concentradas con un conjunto de
electrodos por duplicado.

El segundo ensayo se usaron electrodos de sacrificio, EI montaje es similar al del
primer ensayo con la diferencia de que el &nodo es una lamina de acero galvanizado y que
en este caso no se uso una fuente de hierro adicional ya que el anodo es el que proveyd
estos iones al sistema.

La generacion de peroxido de hidrogeno se determind por medio de cintas
indicadores de peroxido del rango de 0 a 100 mg/L de H,O, (MQuant, EE. UU.). En la
figura 22, estd el montaje experimental llevado a cabo para este proceso de rompimeinto

celular.

Figura 22.Esquema montaje Electrofenton. Basado en (Sandani et al., 2022)
3.3.6 Choque osmdtico

Para este proceso se hicieron tres ensayos por triplicado. 100 mL de microalgas
concentradas se mezclaron con 300 mL de una solucién de NaCl al 10%, se agitaron por 5
minutos (primer ensayo) y se dejaron reposar por 24 horas (segundo ensayo) y 48 horas

(tercer ensayo). Esto con base en los estudios de (Ansari et al., 2015; Byreddy et al., 2015).

Posterior al ensayo de 24 horas se recuperd la solucion salina y se repitio el ensayo de 24

horas.
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3.4 Extraccion de lipidos

La extraccion de lipidos fue utilizada como metodo de evaluacion y comparacion

entre procesos. Se us6 como base el método de Bligh & Dyer (Enamala et al., 2018). 50

mL de microalgas, que pasaron por el proceso de rompimiento celular, se llevaron a una
centrifuga (SL 8R Thermoscientific, EEUU) a 4500 rpm (3260 G) por 10 minutos. Se
recolecto el pellet de microalgas que pasé por la etapa de rompimiento celular. Se peso el
pellet de algas y se adiciono una solucién de cloroformo metanol en relaciéon 2:1 en una
cantidad de 20 veces el volumen de algas concentradas (es decir para 1 mL de microalgas,
20 mL de solucion). Se realiz6 una agitacion por 30 minutos, después la muestra se llevo
nuevamente a centrifugacion a 4500 rpm (3260 G) por 10 minutos. La fase oleosa se
recolectd en un envase de fondo cénico pre pesado y se dejé secar a 60°C hasta peso
constante. Se cuantifico la cantidad de lipidos obtenida respecto a la cantidad inicial de
algas usadas. Ensayo realizado por cuatro veces para cada método descrito en el numeral
3.3.

3.5 Valorizacion corrientes alternas

3.5.1 Reutilizacion medio de cultivo

Del proceso de recoleccién celular se tomé el sobrenadante, se ajustd el pH a
neutralidad ya sea con &cido acético glacial o solucion de NaOH 1N. En un fotobiorreactor
se tomaron 800 mL de este sobrenadante ya neutralizado, 200 mL de in6culo de
microalgas y 4 mL de orina. Como fuente luminica se us6 una lampara led 5 W (Deewoo,
China) y como fuente de aire, una bomba de aire de 2 L/min (Jeneca, AP 1688, China) con
un dispersor de aire. El crecimiento de la biomasa se evalué midiendo la densidad optica
del cultivo a 675 nm en un espectrofotémetro (Thermo Scientific Genesys 20, EE. UU.).
Como control del desempefio de este sobrenadante para el cultivo de microalgas, se
cultivaron bajo las mismas condiciones el mismo tipo de microalgas en medio fresco
compuesto de orina humana diluida en agua de la llave, en la misma relacion mencionada

en el numeral 3.1.2. Ensayo realizado por triplicado.


https://www.zotero.org/google-docs/?kg80BK
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3.5.2 Produccién de metano

La produccion de metano del sobrenadante se Ilevé a cabo, adicionando 200 mL
del liquido sobrenadante a 11 mL de lodo granular en un recipiente cerrado con valvula de
salida de gas cerrada. Este recipiente se incub6 a 35 °C y cada dos dias se midi6 el biogas
generado, por desplazamiento de liquido, ubicado en otro dispositivo que tenia en solucion
hidroxido de sodio 1 N. Antes y al finalizar la produccién de metano, se caracterizo el
agua sobrenadante midiendo demanda quimica de oxigeno, fosforo reactivo, potasio y
nitrogeno haciendo uso de los kits de Hanna asociados al fotdbmetro multiparamétrico
HI183399 (Hanna Instruments, EEUU) para cuantificar la degradacién lograda y para
verificar la degradacion bioldgica llevada a cabo. Ensayo realizado por triplicado. En la

figura 23, se visualiza el equipo usado para cuantificar la produccion de metano.

Figura 23. Dispositivo medicién de biogas por desplazamiento de liquido. Dispositivo fabricado
en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental en trabajos previos.
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Resultados y Discusion

4.1 Biorreactor

La curva de crecimiento de biomasa en el fotobiorreactor (FBR) medida en
absorbancia a OD 675 nm vs dias fue la siguiente:
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Figura 24.Curva de crecimiento biomasa (OD 675nm) vs tiempo (dias) en fotobiorreactores

El estado estacionario de crecimiento de biomasa se logro a partir de los 16 dias del
inicio del cultivo. Los fotobiorreactores ya cuando se encontraban en estado estacionario

tenian la siguiente apariencia.
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Figura 26. Cultivo microalgal visto por microscopio. 1zg. Cultivo mixto de ambos géneros de
microalga. Der. Microfotograma de un area donde solo se observa el género Chlorella.

Se tomd una muestra de la biomasa generada en el FBR y se observo por el
microscopio (OMAX, EE. UU.) Evidenciado el cultivo de microalgas de los géneros
Chlorella y Scenedesmus. En los cuales en la figura 26 en la izquierda se evidencia el
cultivo mixto de ambos géneros de microalgas, Scenedesmus con una morfologia eliptica

con ligeros apéndices espinosos (Borowitzka etal., 2016) y Chlorella con una forma

esférica definida y agrupadas (Safi et al., 2014). Microalgas Chlorella que en la figura de

la derecha se detalla de mejor manera ya que esta imagen es de una zona en donde en su
mayoria estaban microalgas de este género.

Por medio de gravimetria se determind la cantidad de solidos volatiles
(SSV) y se obtuvo la relacion entre concentracion de biomasa y densidad Optica descrito
en la figura 27 y ecuacion (2).

SSVvsOD

SSV{mg/L)

0,1 0,2 0,3 04

0D 675 nm

in
=]
™

Figura 27. Curva de calibracién SSV (mg/L) vs absorbancia

La ecuacion obtenida que asocia la concentracién de biomasa con la densidad
Optica es la siguiente:


https://www.zotero.org/google-docs/?gSq5ng
https://www.zotero.org/google-docs/?tN70c0
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SSV(@

)
L
Con las microalgas en fase estacionaria de crecimiento se procede a llevar a cabo la

= 729,04 * 0D675nm (2)

etapa de concentracion celular.

4.2 Concentracion celular

4.2.1 Sedimentacién gravitacional

Durante las primeras seis horas de los ensayos se midié la absorbancia del medio
cada 30 minutos y posteriormente cada dia. Esto dio como resultado que en la primera seis
horas del ensayo, la absorbancia promedio pasé de 0,752 a 0,520, a las 24 horas 0,304 y a
las 49 horas a un valor de 0,202, momento en el que se pard el ensayo. Este resultado se
us6 como linea base para comparar el desempefio de los otros métodos, teniendo en cuenta
que fue el Unico método en donde la concentracion celular no estuvo mediada por la

accion de un método quimico o electroguimico.

4.2.2 Modificacion de pH

En los ensayos de modificacién de pH se llevaron a cabo dos pruebas. Uno a pH
béasico usando NaOH 1 N y otro a pH acido usando acido acético glacial.

Para el ensayo a pH bésico, la muestra de 1500 mL de microalgas tenia un pH
inicial de 7,37. Se utilizaron en promedio 12,66 mL de NaOH 1 N para llegar a un pH de
12, dando una concentracién de 334 mg/L de NaOH en la muestra. La medida de
absorbancia se hizo en rangos similares al del ensayo de sedimentacion. En las seis
primeras horas se paso de una absorbancia de 1,110 a 0,765, a las 24 horas a 0,296 y a los
2 dias a 0,15. Esto dio un porcentaje de remocion al finalizar el ensayo del 86%. Al

comparar estos resultados con lo reportado por (J. Wu et al., 2015) se obtienen resultados

comparables ya que la eficiencia de remocién en el estudio usando NaOH es cerca del
90%.
Otro estudio con una metodologia comparable al trabajo realizado es el de

(Castrillo et al., 2013) en donde evaluaron la influencia del pH en la floculacion -

sedimentacion de microalgas, los cuales a un pH de 12 usando NaOH en un cultivo


https://www.zotero.org/google-docs/?E9FMi7
https://www.zotero.org/google-docs/?jtZjJ1
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Chlorella vulgaris obtuvieron una remocion del 80%. La principal diferencia entre este
estudio y el trabajo realizado radica en el tiempo que se logré esta remocion ya que en el
estudio esto se logré a 60 min, mientras que, en este trabajo, esto se logr6 en un tiempo
cercano a 48 h. Esta diferencia en los tiempos se puede explicar parcialmente al medio de
cultivo usado, el cual en el estudio comparado tiene sales de magnesio, calcio y de otros
iones lo cual facilita la formacion de precipitados a pH altos y llevar a cabo el efecto

barrido (Mathimani & Mallick, 2018); y de esa manera la precipitacion de las microalgas.

Mientras que en este trabajo realizado el medio de cultivo fue agua de la llave y orina
humana, la cual, si bien es una fuente de nutrientes para el crecimiento, no es la mas
difundida y comin como si lo son los medios formulados y cuya concentracion de iones

calcio y/o magnesio es menor (Behera et al., 2020).

Respecto al proceso de acidificacion del medio, las muestras de 1500 ml tenian un
pH en promedio de 3,75 posterior a la adicion de 1 mL de acido acético glacial a cada una
(concentracion de acido en la muestra: 699 mg/L). La medicion se realiz6 en un rango
menor de tiempo ya que en 28 horas la absorbancia del medio era en promedio 0,058,
valor de densidad éptica menor a la prueba de sedimentacion o en la que se usé NaOH, por
lo cual se decidid detener la prueba en ese momento. Al comparar estos resultados con el
ensayo a pH alcalino, se evidencia que el método acido es mas veloz. Lo cual se puede
explicar por la influencia del medio en el mecanismo de separacion predominante en cada

ensayo. En el ensayo alcalino, la separacion es influenciada por la presencia de iones

calcio y magnesio en el medio (Behera et al., 2020), mientras que en el ensayo a pH &cido,
la separacion se debe a la neutralizacidn de cargas en la superficie de las microalgas por la
adicion de protones, en donde el medio de cultivo y la fuente de micronutrientes usada
influyen en menor medida y lo de mayor relevancia es el pH y la concentracion de

biomasa (Mathimani & Mallick, 2018). Se comparan los resultados con los obtenidos en

(J. Wu etal., 2015) en donde se usd acido nitrico en vez de acético, obteniendo una

remocion entre el 85% y el 95% dependiendo de la cepa de microalga usada dando un
resultado similar al obtenido en el ensayo a pH acido. Obtener un resultado de remocion
similar con un &cido débil organico como lo es el &cido acético al reportado con acido

nitrico es relevante ya que este acido organico se puede obtener en un proceso de digestién


https://www.zotero.org/google-docs/?rOFYys
https://www.zotero.org/google-docs/?FdFbAH
https://www.zotero.org/google-docs/?FdFbAH
https://www.zotero.org/google-docs/?rOFYys
https://www.zotero.org/google-docs/?WITqv4
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anaerobia de residuos biologicos (Bai etal., 2021), integrando la concentracion de

microalgas a un proceso de valorizacion de residuos.

4.2.3 Adicién de sales inorgéanicas

Durante las primeras seis horas del ensayo, la absorbancia se midi6 cada 6 horas y
la Gltima medicion se llevo a cabo a las 24 horas del ensayo, momento en el que se detuvo
el ensayo, esto debido a que la absorbancia fue similar a la del ensayo de sedimentacion a
las 48 h. La absorbancia del medio en las 6 primeras horas del ensayo pas6 de 0,872 a

0,489 y en las 24 horas a 0,212. En el estudio realizado por (Yang et al., 2022) muestra

que el aumento de la salinidad del medio mejora la floculacion de microalgas de agua
dulce, tipo de algas como las del trabajo realizado. En el ensayo realizado la adicion de
una sal inorganica mejoré el proceso de floculacion ya que, al compararlo con los
resultados del método de sedimentacion, se logroé una absorbancia similar 24 horas antes
que en el proceso de sedimentacion, resultado acorde al estudio con el que se estd

comparando este ensayo.

4.2.4 Coagulacion

Se hicieron dos ensayos de coagulacion. Un ensayo usando FeSO,.7H,O para
obtener una concentracion de 500 mg/L de coagulante en el medio. El ensayo se llevé a
cabo por 210 minutos, en donde cada media hora se midié la absorbancia del medio,
pasando de 0,793 a 0,104 obteniendo una remocion promedio del 86,85%. En comparacion
con los otros métodos se evidencio una disminucion considerable de tiempo. Se comparan

los resultados obtenidos con los estudios de (D. Y. Kim et al., 2015) y (Ummalyma et al.,

2016) en donde en el primer estudio usaron FeCls y Fe,(SO4)3 y en el segundo usaron solo
FeCl3; como sales de hierro para la floculacion. En el primer estudio a una dosificacion
similar se obtiene una remocion cercana al 85% y del 40% usando FeCl; y Fe,(SOy)3
respectivamente. En el segundo estudio a comparar, a un tiempo fijo de 10 minutos de
sedimentacion para lograr una remocion similar se requirié una concentracion 10 mM de
FeCls. En este aspecto en el presente trabajo realizado si bien el tiempo requerido de

floculacion fue mayor, los porcentajes de remocion fueron bastante similares a los


https://www.zotero.org/google-docs/?iELe9W
https://www.zotero.org/google-docs/?yeJRSZ
https://www.zotero.org/google-docs/?h2i9f8
https://www.zotero.org/google-docs/?OxwFf1
https://www.zotero.org/google-docs/?OxwFf1
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obtenidos en los estudios comparados, la diferencia en los tiempos es posible explicarla
por la baja concentracion de coagulantes usados, lo cual genera un gradiente bajo de
concentracion, el cual por ley de accion de masas influye en la cinética del proceso
haciéndolo mas lento.

Para el segundo ensayo de coagulacion se usd concentracion de 1000 mg/L de
Aly(S04)3.14H,0 en la muestra de biomasa. El ensayo se llevé a cabo por 24 horas, en
donde en los primeros 180 minutos se hizo una medicion similar a la hecha con el
coagulante de hierro. Se decidié no parar el ensayo viendo que el uso de coagulantes
estaba arrojando remociones mayores en un corto tiempo en comparacion a los otros
métodos y se quiso observar la remocion obtenida pasada las 24 horas. En los primeros
180 minutos se paso6 de una absorbancia de 0,802 a una de 0,132, llegando a una remocién
del 83,513%, similar a la obtenida con FeSO,4.7H,0; y a las 24 horas la absorbancia es de

0,023. Comparando los resultados obtenidos con los estudios de (Ummalyma et al., 2016;

J. Wu et al., 2015) que usan Al,(SO,); obteniendo una remocién cercana al 87% con 200

mM, y entre el 85% y 100 % empleando 250 mg/L de sal inorganica; y el de
(Rwehumbiza et al., 2012) usando nitrato de aluminio para obtener una remocién 99%

empleando 60 mg/L de coagulante. El trabajo realizado muestra una remocion cercana a la
dada por los estudios comparados, con la principal diferencia de que en el primer estudio
la concentracién es mayor y en los dos Gltimos la concentracion es menor. Respecto al
tiempo, los estudios usaron un tiempo fijo y una agitacion inicial de muy alta potencia, lo
cual permite una aglomeracion de particulas méas eficiente, que la obtenida por una

agitacion de baja potencia como la realizada en el trabajo.

4.2.5 Electrocoagulacion

En el ensayo usando placas de aluminio como electrodos, el tiempo de electrdlisis
fueron 7 minutos. En el caso del ensayo donde los electrodos fueron de acero galvanizado,
el tiempo de la electrdlisis es de 20 minutos. En el ensayo usando aluminio se partio de
una absorbancia de 0,849 y se obtuvo una absorbancia final promedio de 0,067 (remocién
92,1%). En el ensayo usando acero galvanizado la absorbancia inicial fue de 0,849 y la
final fue 0,073 (remocién promedio 91,3%). Confrontado con los otros métodos se


https://www.zotero.org/google-docs/?1LPZGV
https://www.zotero.org/google-docs/?1LPZGV
https://www.zotero.org/google-docs/?U8eKuK
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evidencid que este tuvo una remocion mayor y el tiempo en que se logré fue menor que en

los demas. Comparado los resultados obtenidos con los estudios de (Baierle et al., 2015;

Lucakova et al., 2021; Uduman et al., 2011) y la revisién de (Visigalli et al., 2021), los

resultados de eficiencia de floculacion por electrolisis estuvieron en el rango del 85% al
100% dependiendo de la especie de microalga usada, adicionalmente evidencian que la
remocion cuando se us6 aluminio como electrodo es mayor y requirié un menor tiempo de
electrdlisis que cuando se usO hierro. Aspecto igualmente evidenciado en los ensayos

realizados.

En sintesis, a continuacion, se muestran los resultados de la absorbancia vs tiempo
de cada método de concentracion celular evaluado, en la duracién total de cada uno y a
corte de 400 minutos
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Figura 28. Curva Absorbancia sobrenadante vs tiempo de los diferentes métodos de concentracion celular.
Arriba. Curva por la duracién de todos los ensayos. Abajo. Curva a corte de 400 minutos.
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4.2.6 Comparacion de métodos andlisis técnico

El porcentaje de remocién mide el cambio de la absorbancia del medio debido al
proceso de recoleccion celular respecto a la absorbancia inicial. A menor absorbancia en el
medio, mayor el porcentaje de remocion y menor la concentracion de biomasa en el

sobrenadante (J. Wu et al., 2015), evidenciado en la ecuacion (3)

0D675nm

% de remocion = <1 ~ 9D

) «100  (3)

i675nm

En donde ODg7s5,m €S la absorbancia del sobrenadante cada vez que se lleva a

cabo la medicion y 0D; es la absorbancia inicial.

le75nm

El porcentaje de remocién se calculé para todos los métodos, evidenciado en la

figura 29.
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Figura 29. Perfil de porcentaje de remocion para los métodos de concentracion celular

Teniendo en cuenta que el tiempo de los ensayos no fue el mismo para todos, se
decidid hacer un corte a los 400 minutos para realizar la comparacion de la remocion entre

los métodos evidenciado a continuacion en la figura 30.


https://www.zotero.org/google-docs/?WITqv4

62

Concentracion celular
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Figura 30. Perfil porcentaje de remocion de los diferentes métodos de recoleccion celular con
corte a 400 minutos.

Como forma adicional de comparacién entre métodos se contrasta el tiempo al que
cada método le tomo llegar a un porcentaje de remocion del 30% y al 70%. Se usaron
como criterio de comparacion estos dos porcentajes de remocion ya que el 30% es el
porcentaje que logro la sedimentacion gravitacional (el cual fue el método de base) a 400
minutos, siendo este el tiempo de corte usado en la figura 30 y 70% ya que fue el rango de
remocion alcanzado por la sedimentacion en todo el transcurso de su ensayo, comparacion

visualizada en la figura 31.
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Figura 31. Tiempo para alcanzar un porcentaje de remocion del 30% y 70% de cada
método.
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A partir de los ensayos de concentracion celular por los diferentes métodos se
observa que a los 400 minutos solo cuatro métodos habian logrado un porcentaje de
remocion mayor al 80% (Floculacion Fe, Al y Electrocoagulacion Fe y Al). De estos
cuatro métodos, solo los de electrocoagulacién antes de los 50 minutos habian removido
maés del 90% de biomasa.

A continuacién en las figuras 32 y 33, se muestra el montaje del ensayo por
triplicado de los métodos de recoleccion celular, exceptuando los de electrocoagulacion y
el resultado final de los ensayos para cada método.

Biomasa fase
estacionaria

Figura 32.Etapa inicial de los ensayos de cada método de recoleccion celular exceptuando los de
electrocoagulacion

Medio sobrenadante

Microalgas concentradas

Figura 33. Resultado final tipico ensayo de recoleccion celular, exceptuando electrocoagulacion

En el ensayo de electrocoagulacién el montaje inicial y el resultado final tipico fue
el siguiente:



64

Anodo Catodo Fuente de voltaje Microalgas concentradas

Biomasa

Medio
sobrenadante

B =\
al y final del ensayo

ey

Figura 34. Ensayo electrocoagulacién etapa inici

Finalizados los ensayos de concentracion, se observaron a traves del microscopio
las caracteristicas de las microalgas y el cambio de estas por la accién de cada método,

evidenciado en la siguiente figura.

Sedimentacion Base Acido Sal

EC Al

s

b
o

Figura 35. Observaciones al microscopio de las microalgas posterior a los diferentes métodos de
concentracion celular.

De las visualizaciones al microscopio se observé en los cuatro primeros ensayos
una baja aglomeracion de las células, lo cual solo se esperaba en el ensayo de
sedimentacion gravitacional ya que en este no se busca una modificacion de la carga del
medio para la aglomeracion de particulas. En los ensayos donde se usé FeSO4 y Alx(SO4)3
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y los de electrocoagulacion si se evidencia una aglomeracion celular (hattab, 2015), siendo
este el resultado esperado en estos métodos.
Continuando la comparacion entre métodos, se determind el volumen de biomasa

concentrada recuperada, la concentracion de biomasa determinada por solidos volatiles, la

cantidad de biomasa concentrada y el volumen removido de la muestra proveniente del

biorreactor, resultados sintetizados en la siguiente tabla.

Tabla 21: Resultado de ensayos de concentracion celular

Sedimentacion ) Coagulante | Coagulante [Cloruro de| Electrodo | Electrodo

gravitacional | NaOH | Acido | Aluminio Hierro | Magnesio | Aluminio | Hierro

v (L) 0,108 0,062 | 0,039 0,058 0,057 0,138 0,187 0,217
C (mg peso

seco/L) 4160 9310 | 3310 9190 6560 2570 4500 3190
Cantidad
recuperada
(mg peso

seco) 448,356 579,289]128,722| 536,083 371,733 | 354,089 840 691,167
Volumen
removido

(%) 89,22 93,78 | 96,11 94,17 94,33 86,22 81,33 78,33

Los crisoles con la biomasa concentrada por cada método posterior al ensayo de sélidos
volatiles tiene la siguiente apariencia.

Figurg 36. Ensayo de s

idos volatiles para las muestras de los diferentes ensayo

teiv

s de

concentracion celular. Arriba de izquierda a derecha coagulante hierro, coagulante aluminio,
electrocoagulacion electrodos de hierro y electrocoagulacion electrodos aluminio. Debajo de
izquierda a derecha sedimentacion, pH base, pH acido, sal inorganica.
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A partir de estos resultados se evidencia lo siguiente:

e Enun tiempo prolongado (t> 2500 min) todos los métodos lograron un porcentaje
de remocion mayor al 70%.

e Al manejar un intervalo de tiempo hasta 400 min, 4 métodos (Electrocoagulacién
Fe, Al; floculacién Fe, Al) se logré una remocion mayor al 80 %. De los otros 4
métodos solo uno logré una remocion cercana al 50%.

o Enel intervalo de 400 minutos solo los métodos electroquimicos lograron una

remocion mayor al 90%.

De estos procesos de recoleccion celular, el de mejor desempefio en el proceso de
remocion fue el de electrocoagulacion con electrodos de Al, seguido muy de cerca por la
electrocoagulacion con electrodos de Fe.

4.2.7 Comparacion de métodos analisis econdmico

El desempefio en la remocidn de biomasa no fue el Unico factor a tener en cuenta
para la seleccidon del método éptimo. También se llevo un andlisis econémico con el fin de
facilitar una posible aplicacion industrial de los resultados de la etapa de concentracion

celular (Harrison et al., 2015).

Para el analisis econémico, se us6 como criterio la utilidad operacional, calculada

de la siguiente manera.

Utilidad operacional = ingreso operacional — costo operaiconal (4)

) v*(Cx*F
Ingreso operacional = — (5)

Vlxt; xS NxJ
1000t t

(6)

costo operaiconal =

Utilidad ) l_v*C*F Vlxt;*S N=xJ
ilidad operacional = . 1000t :

7
En donde

e Vv:volumen recuperado de células concentradas (L)


https://www.zotero.org/google-docs/?2GPkot
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C: Concentracidn final biomasa en el volumen recuperado (mg/L)

F: Valor de venta microalgas (USD/mg)

t: Tiempo duracion operacion de concentracion (h)
t1: Tiempo duracion electrolisis (h)

V: Voltaje (V)

I: Corriente eléctrica (A)

S: Costo kWh (USD/kWh)

N: Cantidad sustancia usada en la operacién (mg)

J: Costo sustancia usada (USD/mg)
1000= factor de conversion de W a kW

El valor de venta de las microalgas se tomd a partir de estas fuentes (Biorizon Biotech,
2018; Schade & Meier, 2021), el costo de kWh se tomé de Tarifas de energia | Enel

Colombia 2022 y el costo de las materias primas se obtuvo a partir de una pagina de

compra de sustancias quimicas como lo es https://www.alibaba.com (afio 2022). Los

valores de utilidad operacional para cada método se detallan a continuacion.
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Figura 37. Utilidad, ingresos y costos operacionales de cada método de recoleccion celular.

Comparando la utilidad operacional de los diferentes métodos se evidenciaron dos

aspectos relevantes. El primero fue que los costos operacionales de todos los métodos


https://www.zotero.org/google-docs/?dTEhiu
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tuvieron un costo muy bajo incluso los que usan energia eléctrica, esto en gran medida se
debid al poco tiempo de duracion de la electrdlisis. El segundo aspecto evidenciado fue
que el tiempo del proceso fue muy importante para el ingreso operacional ya que en
procesos como el de coagulacion o electrocoagulacion los ingresos fueron mayores en gran
medida por el poco tiempo de proceso en comparacion a los otros métodos y no tanto por
el porcentaje de remocion de biomasa.

Respecto a la utilidad operacional se observo el proceso de electrocoagulacion
usando electrodos de Al genera una mayor utilidad seguido de la electrocoagulacién con

electrodos de Fe.

4.2.8 Comparacion de métodos analisis de seguridad sustancias quimicas

El aspecto técnico y econdmico no resulta suficiente para la seleccion del método
adecuado de concentracidn, es necesario realizar un andlisis de seguridad industrial sobre
las sustancias quimicas usadas.

Se procedid a realizar una revision de las sustancias usadas en el proceso de
concentracion celular con el fin de determinar posibles factores que afecten el uso
posterior de las microalgas recolectadas.

o Base — Hidrdéxido de sodio: Riesgo bajo, facilmente neutralizable (Castrillo et al.,

2013).
« Acido- Acido acético glacial: Riesgo bajo, facilmente neutralizable (Ummalyma
et al., 2016).

e Cloruro de Magnesio: Riesgo bajo, Tomar medidas para evitar altas

concentraciones de este en vertiente (Carson & Mumford, 2002).

o Sulfato de hierro y sustancias con hierro: Riesgo medio, se debe eliminar de las
aguas vertientes del proceso. Precauciones en su almacenamiento. Mas su uso es
menos nocivo para la salud que el uso de aluminio de acuerdo con lo mencionado
por (Baierle et al., 2015).

o Sulfato de aluminio y sustancias a base de aluminio: Riesgo alto. EI aluminio esta

relacionado con enfermedades cerebrales (Baierle et al., 2015).



https://www.zotero.org/google-docs/?4xKzxx
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Con el fin de comparar las sustancias usadas en los ensayos de manera cuantitativa se
le dio una calificacion de 0 a 5 a las sustancias basadas en su riesgo. O a las sustancias de
riesgo muy alto, 1 a las sustancias de riesgo alto y 3 a las sustancias de riesgo medio, 4 a la
sustancia de riesgo bajo y 5 al método en donde no se usan sustancias quimicas.

Tabla 22: Riesgo asociado a las sustancias quimicas de cada método de recoleccidn celular

Método Riesgo | Puntaje
Sedimentacidn gravitacional | Bajo 5
NaOH Bajo 4
Acido Bajo |4
Cloruro de Magnesio Bajo 4
Coagulante Hierro Medio | 3
Coagulante Aluminio Alto 1
Electrodo Hierro Medio | 3
Electrodo Aluminio Alto 1

Con base en lo anterior los métodos que presentaron mayor riesgo por las
sustancias quimicas involucradas fueron los que usaron aluminio. Esto puede limitar el uso

de algunos métodos de recoleccidn celular dependiendo del uso final que se le busque dar

a las microalgas (hattab, 2015).

4.2.9 Seleccién método de recoleccién celular

Ya a partir del analisis de estos tres aspectos, se seleccion6 el método dptimo de
recoleccion celular de los evaluados, esto a través de la normalizacion y ponderacion de
cada aspecto, haciendo uso de una matriz de analisis de decision multicriterio, cuya
utilidad radica en la toma de decisiones teniendo en cuenta diferentes variables y el

impacto de estas en el resultado (Berumen & Redondo, 2007). Se uso este analisis para la

seleccién del método de concentracién celular, por su enfoque holistico al permitir usar
criterios diversos que tienen una influencia en la salida de un proceso, ponderar la

influencia de cada criterio en la salida de esta y a su vez seleccionar un proceso 6ptimo


https://www.zotero.org/google-docs/?j3vHRE
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con diversos factores (Firouzi et al., 2021). Esta metodologia ha sido usada previamente en

areas similares como son la seleccién de la cepa adecuada de microalgas para la obtencion

de biodiesel (Nwokoagbara et al., 2015), determinacion del tipo de tratamiento a aplicarle

a residuos agricolas para la produccion de polimeros (Bolaji et al., 2021), para relacionar

las caracteristicas de las corrientes de entrada con las caracteristicas del producto obtenido
(Obeid et al., 2021) o para determinar el lugar adecuado para el montaje de una planta de
bioenergia (Emeksiz & Yiksel, 2022).

Respecto al analisis técnico, se hizo uso del porcentaje de remocion de cada

método para la normalizacion de este criterio, este se realizo asignando un puntaje de 5 al
método con el porcentaje de remocién por tiempo mas alto y 0 al de menor remocion,

dando el siguiente resultado.

Tabla 23: Normalizacion valores porcentaje de remocion

Método Porcentaje de remocién | Puntaje
Sedimentacion gravitacional 73,06 0,00
pH base 86,49 2,79
pH &cido 94,19 4,39
Sal inorganica 75,61 0,53
Coagulacion Fe 86,85 2,86
Coagulacién Al 97,13 5,00
Electrocoagulacion Fe 91,37 3,80
Electrocoagulacion Al 92,07 3,95

Se llevd a cabo un proceso similar de normalizacién respecto a la utilidad
operacional, asignando un puntaje de cero al proceso que generd una menor utilidad y 5 al
de mayor utilidad.

Tabla 24: Normalizacion valores utilidad operacional

Método Utilidad operacional | Puntaje

Sedimentacion gravitacional 0,3057| 10,0135



https://www.zotero.org/google-docs/?nxJ7XH
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suma de estos puntajes de manera ponderada para la obtencion del método 6ptimo de la

pH base 0,4036| 0,0217
pH é&cido 0,1447( 0,0000
Sal inorganica 0,6305( 0,0407
Coagulacion Fe 3,4040| 10,2731
Coagulacién Al 5,7271| 0,4677
Electrocoagulacion Fe 33,2246 2,7714
Electrocoagulacion Al 59,8246 15,0000

Con los puntajes obtenidos para cada area de evaluacion se procedio a realizar una

siguiente manera:

Puntaje Métodoi =t * FT;+ux*FU; +s*FS; (8)

En donde:

Al factor técnico se le asigné un valor de 0,3 igual que al factor de utilidad y 0,4 al

t= factor técnico de ponderacion

FT= puntaje area técnica

u= factor utilidad operacional de ponderacién

FU= puntaje area utilidad operacional
s= factor seguridad de ponderacion

FS= puntaje area seguridad

factor de seguridad obteniendo los siguientes valores para cada método.

Tabla 25: Puntaje de cada método de recoleccién celular

Método Puntaje Método
Sedimentacion gravitacional {2,004
pH base 2,444
pH acido 2,917
Sal inorganica 1,771
Coagulacion Fe 2,140
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Coagulacion Al 2,040
Electrocoagulacion Fe 3,171
Electrocoagulacion Al 3,085

A partir de este analisis se determind que el método con mayor puntaje de los
evaluados para recoleccion celular es la electrocoagulacion con Fe, método con el cual se
procedio a concentrar las células para los métodos posteriores de valorizacion de corrientes

alternas y rompimiento celular.

4.3 Rompimiento celular

4.3.1 Microalgas concentradas

200 mL de algas concentradas se centrifugaron en cuatro tubos de fondo conico de
50 mL. Al pellet de microalgas se le llevo a cabo el proceso de extraccion de lipidos,
obteniendo una cantidad promedio de lipidos extraidos del 1,2 % respecto al peso seco de
microalgas. Este valor se usé como linea base (control negativo), en donde el resultado
esperado fue que este valor fuera el menor y que los diferentes métodos de rompimiento

celular permitieran obtener una mayor cantidad de lipidos extraidos.

4.3.2 Ultrasonicacion

Los ensayos de ultrasonicacion se llevaron a cabo por 10 minutos a una potencia de
112,5 W, descrito en el numeral 3.3.2. Posteriormente se realizé la centrifugacion y
extraccion de lipidos de las células, obteniendo un porcentaje en promedio del 11,03 % del
peso seco de microalgas. La ultrasonicacion es un método usado frecuentemente para la

extraccion de lipidos, tal como se evidencia en los trabajos dados por (Enamala et al.,

2018), (_Sandani et al., 2022) o (J. Xu et al., 2021) pero aln presenta inconvenientes en

temas de costo energético (J. Xu et al., 2021). Debido a la amplia difusion del empleo de

esta técnica como método de rompimiento celular, evidenciado en las investigaciones
mencionadas antes, se uso este valor de porcentaje de extraccién de lipidos como control

positivo para la ruptura de las microalgas
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4.3.3 Aplicacion corriente eléctrica de alto voltaje

Previo al desarrollo de los ensayos de aplicacion de corriente electrica a las
microalgas, fue necesario cuantificar el voltaje efectivo generado por el médulo de alto
voltaje, lo cual se llevo a cabo mediante la determinacion de la maxima distancia de
formacion de chispa. Calculada esta distancia, se determiné el voltaje generado por el

equipo usado (Jochen’s High Voltage Page: Measuring high voltages by spark length,

s. f.). La distancia calculada fue de 1,2 cm, que corresponde un voltaje de 13,8 kV.

Desarrollo evidenciado en la figura 38.

Médulo slto volisje

Max.
distancis
chisps

Determinado este voltaje, se procedio a realizar el montaje con base en el esquema de la

figura 21, resultando en el montaje experimental evidenciado en la figura 39.

"’. ‘A: : ;‘:.4. r‘.'. "" : ;:"*‘j,’}:m ;7 o A - |
Figura 39. Montaje ensayo de pulsos eléctricos. 1zq. Montaje con microalgas concentradas. Der.
Montaje previo a la adicion de microalgas.
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El voltaje proveniente de la fuente usado en los ensayos fue en promedio de 4,2 V
y una corriente de 2,34 A. Por ensayo de 30 segundos de duracion, el volumen de
microalgas tratadas fue de 5,1 mL. Para completar los 200 mL requeridos, el ensayo se
Ilevd a cabo 40 veces. Teniendo en cuenta que la distancia entre electrodos era de 1 cm, la
fuerza del campo eléctrico fue de 13,8 kV/cm. Posterior a esto se realizé la centrifugacion
y extraccion de lipidos, obteniendo un porcentaje promedio de lipidos extraidos de 4,13%

peso seco microalgas.

4.3.4 Fenton

Se adiciond un 1 mL de &cido acético glacial para obtener un pH de 3,62 para
ambos experimentos. Para el experimento usando solo perdxido de hidrdgeno el porcentaje
de lipidos extraidos fue en promedio del 2,6% de peso seco de microalgas. En el segundo
experimento, usando ambos reactivos Fenton, los lipidos extraidos fueron en promedio del
4,4% de peso seco de microalgas. Comparando los dos experimentos se evidencié una
extraccién mayor en el método que us6 los reactivos Fenton, que en el experimento que
solo usé peroxido de hidrégeno como solucién disruptora. Estos resultados van acordes a

lo reportado en (Steriti et al., 2014) en donde el uso de los reactivos Fenton género una

extraccion casi del doble versus solo usando H,O,. En este trabajo los reactivos Fenton
generaron 1,7 veces mas lipidos extraidos que solo usando una solucién de peroxido de
hidrogeno. Esto se puede explicar por el hecho de que el peréxido en solucién &cida actua
como oxidante, pero con la presencia de sulfato de hierro se da la formacién de radicales,
obteniendo asi la produccion de especies reactivas de oxigeno OH' que tienen un poder

oxidante mayor (Concas et al., 2015).

4.35 Electro-Fenton

Previo a la realizacion de los ensayos de rompimiento celular por este método,
primero se determino si en este sistema se daba la formacion de peroxido de hidrogeno a
través de la saturacion con oxigeno del hidrogeno generado por la electrélisis. EI montaje
usando electrodos de grafito y como medio agua de la llave se inici6 y a los 15 minutos de
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operacion se insertaron las cintas de prueba de peroxido en esta por 15 segundos,
obteniendo una tenue coloracion azul, indicando de esta forma una concentracion cercana
a 3 mg/L de H,0,. A partir de la corroboracion de la formacion de perdxido en el sistema,
se llevd a cabo el método de disrupcion celular a las microalgas concentradas. Esta
corroboracion de la formacién de perdxido de hidrogeno se puede evidenciar en la figura
40.

Comprobacién conc. H.O.

¥y “

BSET poroxid-Test

>

Figura 40. Corroboraci6n de la formacion de perdxido de hidrogeno en el montaje de electro-
Fenton usando electrodos de no sacrificio (grafito)

Para el primer ensayo sin electrodos de sacrificio, al finalizar las tres pruebas se
tomaron 200 mL en total y se llevé a cabo el proceso de extraccion de lipidos. En
promedio la concentracion de lipidos extraidos fue del 3,3% de peso seco de microalgas.
La concentracion de peréxido de hidrogeno en el método Fenton usado en los ensayos
previos fue de 37,84 mg/L (1,99 mM) mientras que en el proceso de Electro-Fenton
llevado a cabo, la concentracién de H,O, fue mas de 10 veces menor, lo cual en parte
explica la menor extraccion de lipidos al comparar estos dos métodos. Haciendo la
comparacion cuando solo se emplea la solucion de per6xido de hidrégeno, el método
Electro-Fenton permite una extraccion mayor de lipidos, lo cual se debe a que en uno solo
se da la reaccion Fenton y en el otro el Unico agente oxidante es el peroxido de hidrogeno.

No fue posible llevar a cabo el método electro-Fenton con electrodos de sacrificio
debido a la rapida oxidacion del acero galvanizado y la formacion de precipitados de
hierro, impidiendo recolectar las microalgas procesadas. Este resultado no era esperado ya
que a pH &cidos se espera la solubilizacion de los 6xidos de hierro y que en solucion estas

especies estén presentes en forma de iones (Salama et al., 2016).
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4.3.6 Choque osmotico

Para el primer ensayo el porcentaje de lipidos extraidos en promedio fue del 6,18%
peso seco de microalgas. En el ensayo de 24 horas el porcentaje de lipidos extraidos fue en
promedio de 9,48%. Para el ensayo de 48 en promedio la extraccion en promedio fue de
8,19% peso seco. En el caso de la reutilizacion de la solucidn salina la extraccion pasadas
24 horas fue del 9,66% peso seco. A partir de la ecuacion de Morse (1), se calculo la
presion osmatica generada por la solucién salina, la cual fue de 30,87 atm. En el estudio
realizado por (Byreddy et al., 2015) se realizo la incubacion con la solucion salina por 48

horas y por lo cual se decidié en este trabajo usar este mismo rango. Adicionalmente se
realizaron ensayos a 24 horas previendo la posibilidad de que en menor tiempo se lograria

una extraccion similar. En otros estudios como los realizados por (Gonzalez-Gonzélez

et al., 2019; Krishna Koyande et al., 2020) el tiempo de contacto con la solucién salina fue

de 5 minutos, por lo cual también se decidid realizar un ensayo sin incubar. Para los
experimentos con tiempo de incubacion a 24 y 48 horas el porcentaje de extraccion fue
similar, pero al comparar estos porcentajes con el experimento sin tiempo de incubacion,
se observé una diferencia de casi 3%, indicando la posibilidad de que exista un tiempo
minimo de incubacion en el cual, a partir de este, el rompimiento celular sea el mismo. En
trabajos posteriores se sugiere evaluar a mayor detalle la extraccion de lipidos por este
medio a diferentes tiempos de incubacion.

Reutilizar la solucién salina es una alternativa interesante para la disminucion de
costos y de corrientes efluentes teniendo en cuenta que el porcentaje de lipidos extraidos
estd en el mismo rango que el obtenido con la solucion salina fresca. En este trabajo solo
se usO la misma solucion salina dos veces, se sugiere en estudios siguientes usar la

solucion salina un mayor nimero de ocasiones.

4.4 Extraccion de lipidos

El ensayo tipico de cuantificacion de lipidos por solventes era el siguiente:
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a. b. C. d. e. f.
Figura 41. Ensayo tipico de cuantificacion de lipidos a. adicion inicial de solventes sin agitar. b.
microalgas disueltas en solventes. ¢. y d. Muestra post-centrifugacion. e. Muestra al separar la fase
acuosa y el material solido. f. Muestra seca a peso constante.

En sintesis, el porcentaje de extraccion de lipidos por cada método se visualiza a
continuacion:
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Figura 42. Porcentaje de extraccion de lipidos de cada uno de los métodos de rompimiento celular
evaluado.
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Tabla 26: Porcentaje de lipidos extraidos obtenidos por cada método de rompimiento celular

Método % Lipidos extraidos | % Error estandar
Microalgas 1,20 0,13
Ultrasonicacién (control positivo) 11,03 1,20
Pulso eléctrico 4,13 0,46
Fenton 4,40 0,26
Sol. H,0, 2,60 0,52
Electro-Fenton 3,31 0,93
Choque osmotico 6,18 1,46
Choque osmotico 24 hr 9,48 0,18
Choque osmotico 48 hr 8,19 0,96

La extraccion de lipidos de los diferentes métodos evaluados facilita ver que la
ultrasonicacion, la cual fue usada como método de control positivo permitié extraer una
mayor cantidad de lipidos y con las microalgas sin ningln tratamiento adicional, se obtuvo
la menor cantidad de lipidos extraidos.

El bajo porcentaje de extraccion de lipidos a las microalgas sin ningln tratamiento

se debe a la resistencia y recalcitrancia de la pared celular de estas (Zabed et al., 2019),

siendo este el valor esperado. EI método con la menor extraccion de lipidos fue el uso de la
solucion de perdxido de hidrogeno, lo cual se puede explicar al hecho de que, si bien el
H,O, es un agente oxidante, su poder oxidante no necesariamente es suficiente para
generar un rompimiento alto de la pared celular de las microalgas en el periodo de
contacto, tal como se explica en el numeral 4.3.4.

El siguiente método con menor extracciébn fue el método electro-Fenton,
inicialmente se esperaba que este método permitiese la extraccion de una cantidad superior
o por lo menos similar a la del proceso Fenton, esto con base a los estudios llevados a cabo

por (Gamarra-Guere et al., 2022; Sruthi etal., 2018), en los cuales el proceso electro-

Fenton presentd una mayor eficacia en comparacion al Fenton. Esta menor extraccion se
puede explicar a la menor concentracion de perdxido de hidrogeno generado por la

electrolisis en comparacion a la concentracion de esta sustancia adicionada en el proceso
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Fenton convencional.

El siguiente proceso en extraccion fue la aplicacion de corriente eléctrica por alto
voltaje, cuya extraccion estuvo en el mismo rango que el proceso Fenton. Inicialmente se
esperaba una extraccion de lipidos cercana al control positivo, ya que en estudios como el

de (Papachristou et al., 2020) se logra una extraccién casi total de lipidos usando pulsos

eléctricos con la microalga Auxenochlorella protothecoides. Esta diferencia en la
extraccion obtenida y la esperada se puede explicar por la fuerza del campo eléctrico
aplicado y el tiempo durante el cual se llevé a cabo, por ejemplo, en la revision llevada a

cabo por (Joannes et al., 2015) se menciona que a mayor voltaje y tiempo en el cual se

lleva a cabo el pulso eléctrico mayor es la extraccion de lipidos debido a la
permeabilizacion irreversible de la membrana que ocurre en estas condiciones. En esta
revision la fuerza del campo eléctrico promedio con el cual se asegura la permeabilizacion
irreversible de la membrana y/o la lisis completa de la célula se da por encima de 30
kV/cm. Otro factor que puede explicar esta diferencia en el porcentaje de extraccion es la
fase de crecimiento en la que se encuentren las microalgas. En la fase de crecimiento
inicial la pared celular de Chlorella vulgaris tiene un espesor de 2 nm y en madurez el
espesor esta en el rango de 17 - 21 nm (Safi etal., 2014). En el trabajo realizado, las

microalgas sometidas a la concentracién y rompimiento celular se encontraban en fase
estacionaria de crecimiento donde el espesor de la pared celular se esperaba fuera el
mayor. Debido a estos motivos se explica la baja extraccion de lipidos por este método, en
comparacion con el control positivo.

El método consecuente fue el Fenton, el cual obtuvo un porcentaje mayor en
comparacion al solo uso de la solucion de H,O,. Como se mencion0 previamente se
esperaba una mayor extraccion con el método electro-Fenton que con este. El proceso
Fenton es un proceso de oxidacion avanzada usada ampliamente cuyo objetivo en el
contexto de tratamiento de contaminantes es la mineralizacion del material organico (Cai
etal., 2021). En el contexto de rompimiento de la pared celular para la extraccion de
componentes intracelulares de microalgas, se usa el proceso Fenton para la degradacion de
la pared celular, pero no para la degradacion del material intracelular, motivo por el cual se

hace necesario frenar la reaccion (Concas et al., 2015). En el estudio realizado por (Steriti

et al., 2014) se detenia la reaccion por medio de la adicién de un volumen 10 veces del
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inicial de etanol, con el fin de disminuir la concentracion de los reactivos Fenton y por
ende, la cinética de la reaccion por ley de accion de masas. En este trabajo realizado se usé
bisulfito de sodio para detener la reaccion y evitar la futura oxidacion del material
intracelular. Este método resulta de interés por la facilidad de escalamiento y de
implementacion, pero tiene como aspecto negativo la poca selectividad del método ya que,
si no se detiene la reaccion, esta puede oxidar los componentes intracelulares y disminuir
el valor de estos, haciendo inconveniente el proceso de rompimiento celular.

Siguiente a este, esta el método de choque osmdtico a sus diferentes periodos, el
cual aparte del método de control positivo, fueron los métodos en los cual se obtuvieron
una mayor extraccion. Esta eficiencia se explica por la concentracion de NaCl usada y la
presion osmotica que esta genera, tal como se describe en la ecuacion de Morse (1). En el
estudio desarrollado por (Kar & Singhal, 2015) la presién osmatica necesaria para generar

la ruptura celular de Actinopolyspora halophila fue de 1,9 kPa (0,0188 atm), lo cual si bien
no es el mismo tipo de microorganismos a los usados en el estudio, si permite establecer
una linea de referencia para comparacion y explicar el rompimiento celular de las
microalgas por este método. Como aspecto negativo de este proceso esté la dilucion de la
biomasa y por ende de los componentes intracelulares, lo cual en el esquema de operacion
del proceso podria implicar una etapa adicional de separacion de la solucion salina. En
futuros trabajos vale la pena explorar la eficacia de este método con una mayor
concentracion y un menor volumen, esto con el fin de diluir la biomasa en un menor
factor.

Existen varios estudios en donde se realiza la comparacion de diferentes métodos
de rompimiento celular con diferentes especies de microalgas. Por ejemplo, en el estudio

realizado por (Byreddy et al., 2015) se evaluaron los métodos de maceracion, vortex con

perlas, choque osm@tico, bafio de agua, sonicacion y molino de bolas con las microalgas
Schizochytrium sp. y Thraustochytrium sp. O el estudio llevado a cabo por (McMillan
et al., 2013) usando los métodos de microondas, bafio de agua, licuado, ultrasonicacion y
laser con Nannochloropsis Oculata. Otros estudios posteriores al rompimiento celular
variaron en los solventes, o los métodos de extraccion usados fueron modificados (dos
Santos et al., 2015; Lai et al., 2014; Shahi et al., 2020) o donde el enfoque estuvo en los

solventes (de Jesus et al., 2019). Otras investigaciones adicionalmente se enfocaron en los
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tipos de nutrientes, la forma y el momento de dosificacion de estos; y la influencia de estos

en la cantidad de lipidos obtenidos de las microalgas (Bhatia et al., 2021; Byreddy et al.,

2015; Halim etal., 2021; Morais et al., 2022). Estos aspectos combinados hacen que

evaluar los resultados obtenidos en este trabajo frente a otros estudios de manera
especifica sea de gran complejidad ya que no se cumplen las mismas condiciones. Algunas
de estas condiciones son concentracion celular; si hubo recoleccion celular no
necesariamente es electrocoagulacién con electrodos de hierro; diferentes los métodos de
rompimiento celular o solo se evalia un método y se compara con las algas sin tratar; el
tipo y cantidad de nutrientes empleada en el crecimiento de las microalgas; y finalmente el
tipo de microalgas usadas.

En términos generales, los resultados obtenidos en este trabajo estan de acorde a la
mayoria de estudios, en el cual la ultrasonicacion presenta uno de los mayores
rompimientos celulares, el Fenton y Electro-Fenton presentan una mejora de minimo el
doble en comparacion a la célula sin tratamiento, el choque osmotico muestra también ser
un método eficiente para el rompimiento celular y como resultado general que también fue
el encontrado en este trabajo, es que todos los métodos de rompimiento celular permiten
una mayor extraccion de lipidos en comparacion con el extraido de las microalgas sin

ninguna etapa de rompimiento.

4.5 Seleccién método de rompimiento celular

De manera analoga a la concentracion celular, se realizo la seleccion del método de
rompimiento celular por medio de una matriz de decision multicriterio, teniendo en cuenta

el criterio técnico, econdmico y de seguridad asociado al uso de sustancias quimicas

45.1 Analisis técnico

Como criterio técnico para la seleccion del método de rompimiento celular se usé
el porcentaje de lipidos extraidos asignado el valor de 5 al método de mayor extraccion y

normalizando a partir de este valor, normalizacion llevada a cabo en la tabla 27.
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Tabla 27: Normalizacion métodos de rompimiento celular a través de su porcentaje de extraccion
de lipidos

técnico, después del control positivo, fue el choque osmético a 24 horas de incubacion.

Método % de extraccion de lipidos | Valor normalizado

Microalgas 1,20 0,544
Ultrasonicacion (control positivo) 11,03 5

Pulso eléctrico 4,13 1,87
Fenton 4,40 1,99
Sol. H,0, 2,60 1,17
Electro-Fenton 3,31 1,50
Choque osmotico 6,18 2,80
Choque osmético 24 hr 9,48 4,29
Choque osmotico 48 hr 8,19 3,71

A partir de esta normalizacion se determind que el método con el mejor desempefio

4.5.2 Anélisis de seguridad por sustancias quimicas

Las sustancias quimicas adicionadas en cada método de disrupcion celular fueron las

siguientes:

Microalgas: Ninguno
Ultrasonicacion: Ninguno

Pulso eléctrico: Ninguno

Fenton: Perdxido de hidrogeno, sulfato de hierro y bisulfito de sodio

Solucidn H,0,: Perdxido de hidrogeno, bisulfito de sodio
Electro-Fenton: Sulfato de hierro

Choque osmético: Cloruro de sodio
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Llevando a cabo una revision de las sustancias usadas en el proceso de rompimiento
celular con el fin de determinar posibles factores de riesgo asociados al manejo de estas

sustancias quimicas, se determina lo siguiente:

e Cloruro de sodio: Riesgo bajo, Tomar medidas para evitar altas concentraciones de

este en vertientes (Carson & Mumford, 2002).

o Sulfato de hierro y sustancias con hierro: Riesgo medio, se debe eliminar de las
aguas vertientes del proceso. Precauciones en su almacenamiento (Baierle et al.,
2015).

o Bisulfito de sodio: Riesgo alto. Puede ser perjudicial en solucion y causar efectos

clinicos adversos al entrar en contacto (Vally & Misso, 2012).

« Peroxido de hidrégeno: Riesgo muy alto. Sustancia altamente oxidante y corrosiva,
manejar con precaucion (insideout, 2015).

Con el fin de comparar las sustancias usadas en los ensayos de manera cuantitativa y
poder involucrarlas en el analisis por decision multicriterio, se le dio una calificacion de 0
a 5 a las sustancias basadas en su riesgo. 0 a las sustancias de riesgo muy alto, 1 a las
sustancias de riesgo alto y 3 a las sustancias de riesgo medio, 4 a la sustancia de riesgo
bajo y 5 al método en donde no se usaron sustancias quimicas y no haya agotamiento de
recursos. En algunos métodos se utilizaron varias sustancias quimicas, en este caso la
calificacion al método se dio con base en la sustancia de mayor riesgo empleada, seleccion
dada en la tabla 28.

Tabla 28: Riesgo asociado a las sustancias quimicas de cada método de ruptura celular

Método Riesgo Calificacion
Microalgas Bajo 5
Ultrasonicacion Bajo 4
Pulso eléctrico Bajo 4
Fenton Muy Alto 0
Sol. H,0, Muy Alto 0
Electro-Fenton Medio 3
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Choque osmotico Bajo 4
Choque osmético 24 hr Bajo 4
Choque osmotico 48 hr Bajo 4

A partir de este andlisis, los métodos de mayor riesgo fueron los Fenton y solucién
de perdxido de hidrogeno. ElI método electro-Fenton tiene un riesgo medio por
agotamiento de recursos y por el uso del sulfato de hierro. EI choque osm@tico tiene un
riesgo bajo por usar Unicamente una solucion salina y finalmente las microalgas sin tratar

que Nno usaron ninguna sustancia quimica.

45.3 Andlisis econémico

Al igual que en la parte de concentracion celular, se hizo el analisis a partir de la
utilidad operacional del proceso de rompimiento celular. El ingreso operativo tuvo en
cuenta la cantidad de lipidos extraidos, el coste de estos lipidos y el tiempo de cada uno de
los métodos usados, descritos a continuacion.

) ) C*xPx*xvxF;
ingreso operacional = — 9

En donde:
C= concentracion biomasa mg/L

P= Extraccion de lipidos por peso de microalga (mg/mg)

%
F= valor lipidos (USD/kg) como valor de referencia se toma 160 USD/kg tomado de
(Barkia et al., 2019)

t=tiempo del proceso (h)

volumen tratado de microalga (L)

El costo operacional usé como base la misma forma de célculo usada en el proceso
de concentracion celular con la diferencia de la adicion de la potencia empleada en el
proceso de ultrasonicacion.

W*tl*S+V*I*tl*S+N*]
1000t 1000t t

costo operacional =

(10)

Donde el término adicional es W potencia en Watts.
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A diferencia de la concentracion celular, los procesos de electrdlisis no involucran
procesos de agitacion o sedimentacion por lo cual el valor t1 fue el mismo de ten la

ecuacion (11). La utilidad operacional serd la diferencia entre el ingreso y el costo.

CxPxv*xF, Wxt;*xS Vx*xI*xt;xS N=x]J
t 1000t 1000t t

Utilidad operacional =

(1D

De manera analoga, los valores del costo de energia y costo de sustancias quimicas
se tomaron de las mismas referencias que en la etapa de concentracién. Se llevo a cabo el

cabo el calculo respectivo de utilidad operacional como se observa en la siguiente figura.

1,60E-01 Rompimiento celular

1,40E-01

1,20E-01 Ingresos

1,00E-01 Costos

8,00E-02 —@— Utilidad

Utilidad, Ingresos, Costos USD/h
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Figura 43. Utilidad, ingresos y costos operacionales cada método de rompimiento celular

A partir del calculo de la utilidad operacional se observaron varios aspectos
relevantes, al igual que en la etapa anterior de concentracion, el tiempo del método fue un
factor determinante en la utilidad, esto mejor se evidencié al comparar el choque osmético
a sus diferentes periodos, en el cual el mismo proceso a la misma cantidad de solucion
salina, pero a diferentes periodos, genero una diferencia de utilidad en el rango de 100 y
300 veces mas en comparacion al periodo de 24 y 48 horas respectivamente. Otro aspecto

de interés fue la utilidad operacional negativa de la ultrasonicacion, la cual se explica por
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la alta potencia usada para el rompimiento celular, lo cual derivd en un alto costo
operacional que sobrepaso el ingreso a pesar de obtener el mayor valor de extraccion.

El proceso que genera una mayor utilidad operacional fue el Fenton, seguido de la
solucién de peroxido de hidrogeno, después el choque osmético sin tiempo de incubacion,
después las microalgas sin tratamiento, seguido de Electro-Fenton y pulso eléctrico que se
encontraron en el mismo rango, seguido estos estaban los procesos de choque osmético de
24y 48 horas; y finalmente el proceso de ultrasonicacion con utilidad negativa.

La normalizacion de este criterio se realizd asignando un valor de 5 a la mayor
utilidad operacional y a partir de este normalizar sobre este valor, resultado de esto se

muestra en la tabla 29.

Tabla 29: Normalizacion valores utilidad operacional

Método Utilidad operacional | Puntaje
Microalgas 1,84E-02 0,709
Ultrasonicacion -9,12E-03| -0,352
Pulso eléctrico 1,11E-02 0,430
Fenton 1,30E-01 5
Sol. H,0, 7,46E-02 2,880
Electro-Fenton 1,20E-02 0,463
Choque osmotico 2,95E-02 1,137
Choque osmotico 24 hr 1,72E-04 0,007
Choque osmotico 48 hr 7,26E-05 0,003

45.4 Seleccién método

Con los puntajes obtenidos para cada area de evaluacion se procedio a realizar una
suma de estos puntajes de manera ponderada para la obtencion del método de manera
analoga a la etapa de concentracién celular, haciendo uso de la ecuacién (8).

Al factor técnico se le asigné un valor de 0,2, teniendo en cuenta que hay una

diferencia grande entre los porcentajes de extraccion y todos los métodos mostraron una
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extraccion mayor a las microalgas sin tratar (control negativo), siendo este resultado
acorde a que la extraccion de sustancias intracelulares de las microalgas es técnicamente

factible pero aun inviable financieramente (Figueroa-Torres et al., 2020). A los factores de

utilidad y de seguridad se le asignaron un valor de 0,4. Al aspecto de seguridad se le
asigno este valor por el alto riesgo de las sustancias usadas en algunos procesos. En el caso
economico, tal como se menciond anteriormente y en varios estudios referenciados
previamente, la no implementacion de las microalgas como fuente de combustibles
renovable y fuente de otras sustancias de valor agregado se da porque aun
econdémicamente presenta obstaculos para su generalizacion. La suma de puntajes fue la

siguiente.

Tabla 30: Puntaje métodos de rompimiento celular

Método Técnico[Riesgo quimico|Econémico|Total
Microalgas 0,544 5,000 0,709|2,392
Ultrasonicacion 5,000 4,000 -0,352|2,459
Pulso eléctrico 1,870 4,000 0,430(2,146
Fenton 1,990 0,000 5,000(2,398
Sol. H,0, 1,170 0,000 2,880(1,386
Electro-Fenton 1,500 1,000 0,463(0,885
Choque osmotico 2,800 4,000 0,975(2,550
Choque osmotico 24 hr| 4,290 4,000 0,006(2,460
Choque osmotico 48 hr| 3,710 4,000 0,003(2,343

A partir de este analisis el método de mayor puntaje fue el choque osmético sin
tiempo de incubacion. Esto se explica por tener una de las mayores utilidades, bajo riesgo
por las sustancias usadas y un alto porcentaje de extraccion y adicionalmente la posibilidad
de reutilizar la solucion salina la hace una opcion interesante para el rompimiento celular.
Ya con la seleccion de este método de rompimiento se llega a la secuencia completa para
la obtencién de componentes intracelulares y finalmente se evalu6 la valorizacion de

corrientes alternas.
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4.6 Valorizacion corrientes alternas

4.6.1 Reutilizacion medio de cultivo

La reutilizacion del medio de cultivo se llevd a cabo de acuerdo con el
procedimiento descrito en el numeral 3.5.1. El pH del sobrenadante del proceso de
electrocoagulacion era 5,3, se usaron 8 ml de solucion NaOH 1 N para lograr un pH
promedio de 7,02. Cuando el sobrenadante estaba a pH neutro, ocurrio la precipitacion de

los 6xidos de hierro del medio como se evidencia en la figura 44.

Figura 44. Precipitacion de 6xidos de hierro por cambio de pH del sobrenadante. 1zg.
sobrenadante a pH &cido. Der. Sobrenadante a pH neutro.

Debido a la interferencia que podrian generar estos precipitados de hierro, se
decantd y se tomd la parte superior para usarla en el fotobiorreactor. Esta agua presento
una ligera coloracion amarilla pero no turbidez, usandola para realizar el montaje de los
fotobiorreactores y se evalud el crecimiento correspondiente de biomasa ejemplificado en
la figura 45.

Figura 45. Fotobiorreactores para el cultivo de microalgas. 1zq. Usando el sobrenadante del
proceso de electrocoagulacion. Der. Reactor R1 usando sobrenadante y R3 y R2 usando medio
fresco para el cultivo de microalgas.
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El crecimiento de algas usando como medio el sobrenadante del proceso de
electrocoagulacion no presentd una curva de crecimiento esperada o similar a la de la
figura 24, sino que su crecimiento no fue similar en todos los reactores y no fue estable.
Solo durante los primeros dias fue posible observar una curva de crecimiento analoga a la

fase de crecimiento exponencial de las microalgas en el reactor control.
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Figura 46. Crecimiento de microalgas en los 3 reactores usando medio de cultivo reciclado y
reactor control con medio fresco.

En la busqueda bibliografica de estudios asociados a concentracion y/o
rompimiento celular de microalgas no se encontraron trabajos previos en donde se usara el
sobrenadante de electrocoagulacion con hierro u otro electrodo como medio para el

crecimiento de microalgas. El estudio realizado por (Ummalyma et al., 2016), en el cual

recolectd algas con sales inorganicas (FeCls y AISO,) mencionan la posible contaminacion
del medio de cultivo con hierro y aluminio, sugiriendo que, si se quisiera reutilizar el
sobrenadante, primero es necesario remover los iones metalicos. Conclusion similar es
mencionada en la revision hecha por (hattab, 2015) donde menciona que el uso de
coagulantes de sales inorganicas, como las de hierro, puede ser toxico para las microalgas.
Si bien en este proceso no se usaron sales de hierro, la electrdlisis libera iones de hierro,
similar a lo que ocurre con la disociacién de sales férricas en solucion. Esto en parte puede
explicar el poco crecimiento de las microalgas por intoxicacion de estas por la presencia de
compuestos férricos en el medio. Mas, sin embargo, otros estudios como los de (de Moraes

etal., 2021; Ummalyma et al., 2016; J. Wu et al., 2015) usaron el agua sobrenadante de
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procesos de concentracion como modulacion de pH, bio-floculantes, floculantes
inorganicos (AISQO,4, FeCls, Aly(SO4)3) o sedimentacion gravitacional para cultivar
nuevamente microalgas, en los cuales la curva de crecimiento de biomasa fue similar a la
que us6 medio fresco. Comparando estos resultados con los obtenidos en este trabajo, se
observa que las especies de microalgas usadas en estos estudios fueron diferentes y por
tanto los mismos compuestos pudieron presentar diferentes grados de inhibicion o

intoxicacién a diferentes especies de microalgas (Rwehumbiza et al., 2012), por lo cual

existe la posibilidad de que los componentes del sobrenadante usado en el presente trabajo
realizado haya generado inhibicion de las microalgas. Otro posible motivo que puede
explicar el poco crecimiento de las microalgas en el medio reciclado es la posibilidad de
que haya ocurrido un rompimiento celular de una pequefia porcion de las microalgas por el
proceso de electrocoagulacion, llevando a la liberacion de componentes intracelulares en el
medio facilitando el crecimiento de otros microorganismos presentes. Esta posible
explicacion se sustenta en que en el momento de toma de alicuotas de los reactores para
medir la absorbancia, se observé una turbidez, similar a la evidenciada en cultivos de
bacterias como Escherichia coli, esta similitud se visualizé en la figura 47, en donde los
cultivos con agua sobrenadante tuvieron una apariencia bastante diferente al del cultivo

que us6 medio fresco.
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Figura 47. Alicuotas de los cultivos de microalgas con medio sobrenadante y con medio fresco.
1,2 y 3. Medio sobrenadante proceso de electrocoagulacion. 4. Medio fresco.

Para corroborar esta posible explicacion se tomo una alicuota de un reactor con
medio reciclado y otro con el medio de control y se cultivaron en agar Luria Bertani (LB)

y otro en agar alga, esto con el fin de verificar la presencia de otros microorganismos
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aparte de las microalgas. Inicialmente se esperaba que en las placas hubiera presencia de
microorganismos aparte de las algas, por el hecho de que el medio de cultivo ya fuera el

agua sobrenadante o el medio fresco no estaba bajo condiciones estériles.

Figura 48. Placas cltivo de microalgas en diferentes cultivos. Arriba. I1zg. Cultivo medio
recirculado y der. medio fresco en agar LB. Abajo. Izg. Cultivo medio recirculado y der. medio
fresco en agar Alga

Como se evidencia en la figura 48 por medio de las placas de cultivo, en el medio
recirculado hubo una mayor presencia de microorganismos aparte de microalgas y en el
agar alga en el medio fresco hubo un mayor crecimiento de microalgas. Mientras que en
el medio recirculado la presencia de microalgas fue baja y se evidencid la presencia de
colonias de otro tipo de microorganismos. Con estos medios de cultivo esta comparacion
fue cualitativa, por lo cual se procedié a hacer una prueba de coliformes totales cultivadas
en agar m-Endo para buscar hacer una comparacién cuantitativa entre los dos reactores, las

placas de los ensayos se muestran en la figura 49.
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Figura 49. Placas prueba coliformes totales. 1zg. Coliformes totales reactor medio recirculado.
Der. Coliformes totales reactor medio fresco

Tabla 31: Coliformes totales medio recirculado y medio fresco

Coliformes totales

Dilucién Medio recirculado Medio fresco
1013 66x 103/ 0,1mL= 660.000 UFC/mL 3 x1073/0,1mL=30.000 UFC/ mL
1013 64x 1073/ 0.1mL= 640.000 UFC/mL 2 x 10”3/ 0.1mL= 20.000 UFC/ mL
Promedio 650.000 UFC/mL 25.000 UFC/ mL

El medio m-Endo si bien es selectivo para coliformes como E. Coli y cultivos
mixtos de E. coli y bacterias Gram-negativas(H6rman & Hanninen, 2006) lo cual puede

inhibir el crecimiento de otras especies presentes, permite la cuantificacion de al menos un
grupo de especies y comparar las dos muestras. En el medio recirculado el numero de
coliformes totales fue en promedio de 650000 UFC/mI, mientras que en el medio fresco
fue en promedio de 25000 UFC/ml, indicando que el medio de cultivo posterior al proceso
de electrocoagulacion y las condiciones de cultivo favorecié el crecimiento de
microorganismos aparte de microalgas. Con base en los resultados previos, se determino
que la corriente alterna del proceso de electrocoagulacion usada como medio de cultivo
para microalgas en estas condiciones de proceso no fue adecuada y por lo tanto no es

alternativa util de valorizacién de esta corriente alterna.
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4.6.2 Produccién de metano

Se caracterizo la corriente alterna del proceso de electrocoagulacion y se llevé a
cabo el montaje de esta prueba. EI pH del sobrenadante ya con el lodo granular fue de 8,2,
valor cercano al limite de 8,5 en el cual la digestion anaerobia es inhibida (Jingura &

Kamusoko, 2017). Teniendo en cuenta que este pH estaba cerca del valor de inhibicién, se

decidid realizar un ensayo adicional disminuyendo el pH a un valor en promedio de 7,38,

el cual estaba en el rango recomendado de digestion anaerdbica (Jingura & Kamusoko,

2017) y se procedi6 a llevar a cabo la misma evaluacion. Los resultados de la degradacion

anaerobia en los ensayos a diferente pH se muestran en la tabla 32 y figura 50.

Tabla 32: Pardmetros agua sobrenadante proceso de electrocoagulacion antes y después digestién
anaerdbica a diferentes valores de pH

Después  |Después pH
Antes pH 8,2 7,38
Sobrenadante Valor Valor Unidad
CoD 1320 365 682
9,4 8,5 7
mg/L
K 16 15 16
69 7,75 8,9
mL CH,/ DQO
CH,4 generado por DQO consumido| - 0,0026 0,0536|mg/L
12 . 7
Produccion de metano
10
8
I pH 8,2
—@—pH 7,38

Volumen CH4 (mL)
B )]

N

R1 R2 R3 R4

Figura 50.Generacion de metano en cada ensayo de la corriente alterna proceso de
electrocoagulacion a pH 8,2 y pH 7,38.


https://www.zotero.org/google-docs/?9r6k3g
https://www.zotero.org/google-docs/?9r6k3g
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La produccion de metano en el ensayo a pH 8,2 fue en promedio de 10,25 mL por
200 mL de agua sobrenadante del proceso de electrocoagulacion. Mientras que para el
ensayo a pH 7,38 solo en un ensayo se generd la produccion de 1 mL de metano. Respecto
a los pardmetros de agua, en especial el DQO, donde hubo una reduccion del 72,3% y
48,3% respectivamente. El resultado esperado era que hubiera una mayor generacion de
metano a pH 7,38 teniendo en cuenta que este es el rango optimo de digestion anaerobia,
pero a estas condiciones hubo una generacion minima de metano, pero si actividad
bioldgica evidenciado en la reduccion del DQO, una posible explicacion radica en que
hubo acidogénesis del sobrenadante previo a la metanogénesis que disminuyd el pH del

medio pudiendo inhibirlo (Teng et al., 2014).

Llevando a cabo una revision bibliografica con el fin de comparar estos resultados,
no se encontraron estudios en donde la corriente alterna de un proceso de concentracion
celular de microalgas fuera usada para la generacion de metano. Algunos estudios

evaluaron la generacion de metano usando como sustrato microalgas (Gonzalez-Gonzalez

et al., 2019), otros buscan valorizar la generacion de metano a partir de microalgas a las

cuales ya se les habia realizado la extraccion de lipidos (Quinn et al., 2014). Pero no se
hace uso de este sobrenadante para produccion de metano. Si bien la produccién de
metano en este trabajo fue baja, por 1o menos existié una generacion de metano que podria
facilitar la viabilidad econdémica de la obtencion de compuestos intracelulares de las
microalgas. De este proceso salié a su vez una corriente adicional de interés que fue el
digestato, el cual al presentar materia organica y macronutrientes puede ser usado en

agricultura en remediacion de suelos (Rincén et al., 2018).

Teniendo en cuenta los resultados de las dos alternativas de valorizacion no fue
necesario hacer un andlisis posterior para seleccionar la alternativa mas idénea, ya que la
reutilizacion de medio para el cultivo de microalgas no dio resultados positivos. Por lo

cual la alternativa de valorizacion a emplear fue la produccion de metano.


https://www.zotero.org/google-docs/?Aq8DjN
https://www.zotero.org/google-docs/?PCYQBj
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En los numerales previos se determinaron los métodos idoneos para la

concentracion y rompimiento celular y la valorizacion de corrientes alternas, resultados

sintetizados en la siguiente tabla.

Tabla 33: Sintesis proceso de recoleccion y rompimiento celular planteado

Etapa

Método

Sustancias usadas

Condiciones de
proceso

Valores

Biorreactor

Fotobiorreactor

Medio de cultivo:

Tipo reactor: FBR

Concentracion

orina diluida pH: 7 biomasa fase
In6culo: Chlorella Flujo aire: 2 L/min estacionaria: 729,04
vulgaris y lluminacion: Luz mg/L
Scenedesmus blanca LED 5 W
obliquus. Agitacion: Bomba
sumergible 400 L/h
Volumen: 20 L
Concentracion | Electrocoagulacion | Electrodos: Acero Voltaje: 30 V Porcentaje remocién:

galvanizado

Amperaje: 0,55 A
Tiempo: 20 min

91,3%
Concentracion
biomasa: 3190 mg/L

Rompimiento | Chogue osmoético | Solucién salina Relacion Sol. Porcentaje lipidos
NaCl 10% p/v Salina/Microalgas: extraidos: 6,18%
31
Tiempo: 5 min
Valorizaciéon | Digestion Lodos granulares Temperatura: 35 °C Produccion
anaerobia Vol. Inéculo: 200 mL | metano:0,0512

pH: 8,2

Vol. Lodo granular:
11 mL

Tiempo incubacion:
27 dias

DQO: 1320 mg/L

mL/mL reutilizacion

Remocién DQO: 72,3
%




Orina diluida

Se realizé la misma sintesis en forma de diagrama.

Inoculo

Microalga

Medio EC

Microalga concentrada

1

’Bu)ﬂb

O

Digestato

Figura 51. Diagrama concentracion y rompimiento celular planteado.

Material intracelular
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Células rotas

Con el fin de evaluar las ventajas de las operaciones implementadas en esta

secuencia, se compar6 la obtencion de lipidos sin llevar a cabo ninguna etapa versus la
secuencia propuesta de la siguiente manera.

p—

Microalga
0012mglLip/mg | 17A4%mg
Biorreactor - Lipidos/dia
2 L/dia
729,04 mg/L
a N
Electrocoagulacion Choque osmatico
0,217 L/L bioreactor }— 0,0618 mgLip/mg Eﬁ)gﬁi&g
3190 mg/L biomasa
0.783 L reuso/ L Digestion anaerobia
bioreactor 0,0512 mL CH4/mL 80,25 mL CH4
reuso /dia

Figura 52. Comparacion secuencia propuesta y microalgas sin tratar
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Tabla 34: Comparacion de variables microalgas sin tratar y con secuencia de operaciones

Relacién Microalgas Secuencia Resultado
Lipidos 17,496 mg/dia 85,559 mg/dia 4,89
Volumen por tratar 2 L/dia 0,434 L/dia 21,7 %
Concentracion biomasa | 729,04 mg/L 3190 mg/L 4,37

NaCl usado 755.3 g NaCl/ L biomasa dia | 163,9 g NaCI/L biomasa dia | 0,217

Al llevar a cabo la comparacion entre las microalgas sin tratar y la secuencia
propuesta, realizada en la tabla 33, se observd un incremento de casi 5 veces en la cantidad
de lipidos obtenidos y una disminucién de casi el 80% del volumen de biomasa a tratar, el
cual va de la mano del aumento en la concentracion de biomasa. Adicionalmente en el
caso de que se quisiera llevar a cabo el rompimiento celular de las microalgas sin tratar por
medio del choque osmético, se hubiera requerido casi 5 veces la cantidad de NaCl en
comparacion con la secuencia propuesta. Estos resultados indican el valor agregado
asociado al implementar la secuencia de operaciones propuesta en donde se es posible
evidenciar una mejora de lipidos obtenidos. También se observé una disminucion del
volumen de suspension biomasa a tratar y a su vez un aumento en la concentracion de esta,
lo cual para procesos posteriores de rompimiento celular o almacenamiento de biomasa
son bastante atiles por el menor volumen de equipos requeridos, menor uso de sustancias
adicionales cuyo efecto depende en parte por la concentracion de estos, como es el caso de
la solucion salina empleada para el rompimiento celular; y finalmente una mayor
concentracion de material intracelular obtenido, lo cual es de gran utilidad en posteriores

etapas de aprovechamiento.
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Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

e EIl cultivo microalgal mixto compuesto de Chlorella vulgaris y Scenedesmus
obliquus. usando orina humana diluida como fuente de nutrientes en su fase
estacionario y bajo las condiciones de operaciones llega a una concentracion de
729,04 mg/L

o EIl método de concentracion seleccionada a través de una ponderacion técnica, de
riesgo de sustancias quimicas y utilidad operacional fue la electrocoagulacion por
medio del uso de electrodos de hierro. Con un porcentaje de remocién de biomasa
en el efluente del 91,3%.

o El método de rompimiento celular seleccionado de microalgas provenientes del
proceso de concentracion previo es el chogue osmotico, en el cual su eficacia fue
evaluada a través de la extraccion de lipidos con solventes orgénicos. Obteniendo
un porcentaje de extraccion de lipidos del 6,18%.

o EIl método seleccionado para la valorizacion de corrientes alternas del proceso de
concentracion celular fue la produccién de metano por digestion anaerobia, el cual
da una tasa de produccion de 0,0512 mL de CH4/ mL agua de reutilizacion.

o La secuencia de etapas para la obtencion de productos intracelulares del cultivo
mixto microalgal es: Cultivo en fotobiorreactor - Electrocoagulacion con
electrodos de hierro - Choque osmético - Digestion anaerobia para la corriente
alterna de la electrocoagulacion. Obteniendo 4,37 veces mas la concentracion de
biomasa, una reduccion del volumen a tratar de 78,3 % y 4,89 veces mas la
cantidad de lipidos en comparacion con el cultivo mixto microalgal sin estas

etapas.

5.2 Recomendaciones

A partir del trabajo realizado respecto a la secuencia para la recoleccion y rompimiento
celular; y aprovechamiento de corrientes alternas de las microalgas cultivadas planteada,

se plantean las siguientes observaciones y recomendaciones que en futuros estudios sobre
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este mismo tema se consideran valiosos para tener en cuenta, esto con el fin de seguir

avanzando en este y obtener conclusiones cada vez mas robustas.

El trabajo con cultivos mixtos de microalgas es aun muy limitado, al igual que el
uso de medios de cultivo no formulados como es el uso de aguas residuales y orina
humana. Estos medios al no presentar caracteristicas exactas como los formulados,
sino variaciones en su composicion pueden impactar en la proporcion de material
intracelular generado por las microalgas. Por lo cual resulta relevante continuar el
trabajo en formas de estandarizacion de estos, ya sea a través del contenido de
nitrégeno o carga organica inicial del medio.

En futuros estudios se considera importante evaluar, con base en la aplicacion final
y/o producto a obtener, la importancia 0 no de trabajar en condiciones estériles.
Esto ya que dependiendo del sector de trabajo (farmacéutico, alimenticio y/o
energético) y del producto a obtener (astaxantina, S-caroteno, &cidos grasos de
omega 3, biodiesel y/o polimeros) puede no ser necesario y a su vez ser una fuente
de sobrecostos; los cuales para productos de gran valor agregado puede no ser
importantes, pero en productos cuya utilidad estd asociada a economias de gran
escala y grandes volumenes esto puede resultar de gran relevancia.

Respecto a la etapa de concentracion celular, todos los métodos se evaluaron bajo
las mismas condiciones, es decir, mismo recipiente, volumen de muestra,
concentracion de biomasa, pH, temperatura. Esto con el fin de solo evaluar la
influencia del método sobre la biomasa. En futuros trabajos se recomienda
incorporar el uso de diferentes equipos e instrumentos cuyas geometrias y
configuraciones pueden favorecer la recoleccion celular y de esta forma obtener
resultados que faciliten una implementacion comercial de esta operacion unitaria.
La electrocoagulacion con hierro fue el método seleccionado para la recoleccion
celular y el choque osmético como método de rompimiento celular con base en los
parametros discutidos y elaborados anteriormente. Se recomienda en estudios
posteriores optimizar las condiciones de ambos métodos, buscando obtener un

mayor porcentaje de remocion de biomasa, minimizar el contenido de hierro
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remanente en las microalgas, el tiempo de incubacion en donde se obtenga una
mayor cantidad de lipidos y una mayor utilidad operacional

En este estudio la solucion salina solo fue reutilizada una vez més para el
rompimiento celular, dando resultados similares de extraccion en comparacion con
la solucion salina fresca. Viendo esto se recomienda evaluar el nimero de veces en
que esta solucion salina se puede utilizar y el porcentaje de lipidos extraidos de
cada uso esto con el fin de disminuir costos y evitar corrientes residuales en el
proceso.

Se recomienda en estudios posteriores de rompimiento celular usando el método de
choque osmotico modificar la concentracion de sal en el medio y a su vez buscar
corrientes salinas residuales provenientes de otros procesos, Como 0Smosis inversa,
y emplearlas en este proceso, integrandolos y al tiempo hacer de estos mas
sostenibles ambiental y econdmicamente.

En este estudio se usé como método de evaluacion del rompimiento celular, la
extraccion de lipidos por solventes, la cual, si bien es una forma ampliamente
difundida, tal como se evidencia los diferentes estudios referenciados, sigue siendo
una medida indirecta solo centrada en los lipidos. En futuros trabajos se sugiere
usar otros analisis adicionales para la evaluacién del rompimiento, tal como
citometria de flujo o medir el porcentaje de carbohidratos y proteinas también
extraidos por cada proceso.

En este estudio como criterio econémico solo se usé la utilidad operacional. En
trabajos posteriores vale la pena hacer un andlisis econdmico y financiero mas
profundo que tenga en cuenta montaje de la planta, escalamiento, analisis de
mercado, costos de inversion, retorno a la inversion, tasa de ganancias. Ya que
estos andlisis permiten la materializacion de la secuencia planteada a un proceso
industrial.

Las etapas de la secuencia planteada tienen diferentes tiempos de proceso en las
condiciones evaluadas. Por ejemplo, el biorreactor produce 2 litros de biomasa por
dia en condiciones estacionarias. La electrocoagulacion con hierro toma 40
minutos para tratar un litro de biomasa y el chogque osmético toma 5 minutos para

tratar un litro de biomasa concentrada. Estas diferencias generan tiempos muertos
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entre etapas. Se recomienda hacer un andlisis con enfoque en productividad
industrial para reducir los tiempos muertos entre etapas, ya sea a través del montaje
de varios reactores en paralelo, aumentar el volumen de este, poner en flujo
continuo la concentracién y/o rompimiento celular, entre otras alternativas.

Respecto a la valorizacion de corrientes alternas, si bien la reutilizacion del medio
de cultivo para el crecimiento de microalgas no fue satisfactoria, en este se
evidencio el cultivo de bacterias, por lo cual vale la pena hacer un analisis méas

detallado de las caracteristicas de estas y evaluar su posible utilidad.






Anexos

Resultado analisis utilidad operacional concentracion celular

14

Ensayo
Cloruro

Sedimentacion Coagulante | Coagulante de Electrodo | Electrodo

gravitacional | NaOH | Acido [ Aluminio Hierro Magnesio | Aluminio | Hierro
Ingresos
v (L) 0,108 0,062 0,039 0,058 0,057 0,138 0,187 0,217
C (mg/l) 4160,000(9310,000{3310,000 9190,000 6560,000f 2570,000] 4500,000/ 3190,000
F (USD/mg) 0,032 0,032 0,032 0,032 0,032 0,032 0,032 0,032
t (h) 47,000 46,0001 28,500 3,000 3,500 18,000 0,450 0,667
Total 0,306 0,404 0,145 5,727 3,404 0,630 59,827 33,228
Egresos
V (V) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 31,000 31,000
1 (A) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,560 0,573
S (USD/kWh) 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156
N (mg) 0,000 506,667)1040,000 1000,000 500,000] 1500,000 78,983| 636,000
J (USD/mg) 0,00E+00|5,00E-07|4,10E-07 2,40E-07 8,00E-08| 1,10E-07| 2,00E-06( 9,80E-07
t(h) 47,000 46,0001 28,500 3,000 3,500 18,000 0,117 0,333
t1 (h) 0,450 0,667
Total 0,00E+00(5,51E-06]1,50E-05 8,00E-05 1,14E-05| 9,17E-06| 2,06E-03| 3,26E-03
Utilidad
Operacional
(USD/h) 0,306 0,404 0,145 5,727 3,404 0,630 59,825 33,225
Calculo utilidad operacional diferentes procesos de rompimiento celular.

Choque Choque
Sol. Electro- |Pulso Choque osmotico 24 |osmético 48

Método Microalgas | Ultrasonicacion | H,0, Fenton |Fenton eléctrico |[osmotico |h h
Ingresos
v (ml) 500 25 500 500 500 5 100 100 100
v (L) 0,5 0,025 0,5 0,5 0,5 0,005 0,1 0,1 0,1
C algas (mg/L) 3190 3190 3190 3190 3190 3190 3190 3190 3190
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% Extraccion 1,200 11,037 2,607| 4,403 3,319 4,136 6,181 9,480 8,199

Extraccion (g/g) 0,01200 0,11037| 0,02607| 0,04403| 0,03319| 0,04136 0,06181 0,09480 0,08199
1,60E-| 1,60E-

F USD/mg 1,60E-04 1,60E-04 04 04( 1,60E-04| 1,60E-04 1,60E-04 1,60E-04 1,60E-04

t min 10 10 5 5 40 0,5 5 1440 2880

t (h) 0,166 0,166 0,083| 0,083 0,667 0,0083 0,083 24 48

Total

Costos

w 0 1125 0 0 0 0 0 0 0

V (V) 0 0 0 0 5 4,2 0 0 0

1 (A) 0 0 0 0 0,1 2,34 0 0 0

S (USD/kWh) 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156

N (mg) &cido

acético 0 0 1005 1005 1005 0 0 0 0

N (mg) Bisulfito

de sodio 0 0| 20,8122( 20,8122 0 0 0 0 0

N (mg) FeSO4 0 0 0 51,041 51,041 0 0 0 0

N (mg) H202 0 0 19 19 0 0 0 0 0

N (mg) NaCl 0 0 0 0 0 0 15000 15000 15000

J (USD/mg) 4,10E-| 4,10E-

acido acético 4,10E-07 4,10E-07 07 07| 4,10E-07( 4,10E-07 4,10E-07 4,10E-07 4,10E-07

J (USD/mg) 5,00E-| 5,00E-

Bisulfito de sodio| 5,00E-07 5,00E-07 07 07| 5,00E-07( 5,00E-07( 5,00E-07 5,00E-07 5,00E-07

J (USD/mg) 8,00E-| 8,00E-

FeSO4 8,00E-08 8,00E-08 08 08| 8,00E-08( 8,00E-08( 8,00E-08 8,00E-08 8,00E-08

J (USD/mg) 6,50E-| 6,50E-

H202 6,50E-07 6,50E-07 07 07| 6,50E-07( 6,50E-07 6,50E-07 6,50E-07 6,50E-07

J (USD/mg) 7,00E-| 7,00E-

NaCl 7,00E-08 7,00E-08 08 08| 7,00E-08( 7,00E-08( 7,00E-08 7,00E-08 7,00E-08

t(h) 0,166 0,166/ 0,083| 0,083 0,667 0,0083 0,083 24 48

t1 (h) 0 0,166 0 0 0,667 0,0083 0 0 0
5,22E-| 5,27E-

Total 0,00E+00 1,76E-02 03 03| 7,02E-04| 1,53E-03| 1,26E-02 4,38E-05 2,19E-05

Utilidad

Operacional 7,46E-| 1,30E-

(USD/h) 1,84E-02 -9,12E-03 02 01| 1,20E-02| 1,11E-02 2,53E-02 1,58E-04 6,53E-05
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Abstract

This study evaluated the performance of several harvesting methods (gravity
sedimentation, pH modulation at high pH and low pH, coagulation with iron and aluminum
salts and electrocoagulation with iron and aluminum electrodes) on a mixed microalgae
culture composed of Chlorella vulgaris and Scenedesmus obliquus that used as growth
medium diluted human urine and atmospheric air as the carbon dioxide source.
Flocculation efficiency (FE) was measured for each method to evaluate their
performance. FE was assessed by measuring the optical density at 675 nm of the
microalgae culture in stationary phase growth and after different time periods after the
harvesting method is applied. The methods with the highest FE were the coagulation and
the electrocoagulation ones, achieving a FE over 85% the first ones after 210 min and the
second ones after 40 min. The low pH method achieved a FE of 73% and the others
achieved a FE below 30% at 210 min. The electrocoagulation methods seem promising
for harvesting microalgae but it is important to take into account the possible health and
environmental risks they have due to the release of the electrode ions into the medium
which may limit the application fields of the microalgae harvested by this method.

Keywords: Microalgae, Mixed culture, Harvesting, Human urine

1. Introduction

Due to the depletion of non-renewable fossil fuels [1], the increasing concerns due to the
impacts generated by its use [2] and the rise of the concentration of carbon dioxide (CO,)
in the atmosphere, being one of the main components of greenhouse gasses and a major
environmental pollutant [3]. It is necessary to find a sustainable alternative for fossil fuels,
in which microalgae biofuels have a great potential [4]. Microalgae, as a main source for
sustainable biofuels, have several advantages such as high photosynthetic efficiency, no
use of cultivated land, lipid accumulation, rapid growth period and lack of competition with
food-based crops [4-7]. The extraction of lipids from microalgae has been proven
technically feasible by several studies [8—11] but still it is not economically viable [12,13].
Some of the reasons behind this unviability lies in the low biomass concentration obtained
from the bioreactor which can vary from 0,5 to 5 g/l depending on the type of bioreactor
used [14], microalgae size with a diameter between 5 - 50 um, a very close density to
water (1020 kg/m®) [15] and the colloidal stability in suspension of the microalgae [14].
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Making the harvesting process challenging, accounting a 20 - 30 % of the total biomass
production cost [15,16].

A way to lower the cost in the production of microalgae is the use of wastewater as a
source of nutrients for the culture [17]. Human urine has been previously used as a
nutrient source for the growth of microalgae with promising results [18—20].

Several harvesting methods have been used which include gravity sedimentation, pH
modification, inorganic salt addition, coagulation and electrocoagulation [21-26]. Gravity
sedimentation is a solid-liquid separation method where the solid phase, in this case
microalgae, settles due the density difference between the two phases [21]. The pH
modulation mechanism differs whether it is by the use of an acid substance or a basic
one. An acid assisted flocculation has as mechanism the proton acceptance by the
carboxylate ions present on the cell surface of the microalgae by neutralizing its negative
charges, leading to a cell agglomeration and sedimentation [21]. The basic assisted
flocculation mechanism relays on the substance used for the pH increase. If Ca(OH), is
used, this forms calcium carbonate which precipitates at high pH acting as the sweeping
mechanism in which patrticles, in this case microalgal cells, are entrapped in a mineral
precipitation [22,27]. When NaOH is used, it is necessary the presence of Calcium and/or
Magnesium for the precipitation to occur [28]. The coagulation mechanism takes
advantage that the microalgae surface has a negative charge which provides colloidal
stability in suspension, being the cell wall composed mostly of polysaccharides, lipids and
proteins which functional groups give the surface charge [29]. The coagulation seeks the
coalescence of the microalgae suspended in solution and to form agglomerates of cells
that, due to their increased density, settle in the medium [30]. Electrocoagulation occurs
when a direct current flows through an electrolytic solution by two electrodes with
opposite electrical charge from the positive pole (anode) to the negative pole (cathode),
establishing an electric field [31]. The electrodes used in this process can be non-reactive
(non-sacrificial), in which the cells negatively move towards the anode, where they lose
their charge, forming cell aggregates that can settle or float based on their density [21].
When using reactive (sacrificial) electrodes two phenomena occur: i. the electrolysis of
the water that generates bubbles favoring the flotation of the floc. ii. the oxidation of the
anode to the metal cations that are released into the medium, destabilizing the charge of
the cells, generating their flocculation [29]. Microalgae species have different chemical
composition [32] and different morphological characteristics [33], which makes it very
challenging to find universal conditions and harvesting methods for all types of microalgae
[21,34]. Therefore the results obtained with a harvesting method for a specific type of
microalgae growth in a determined medium can give an approximate result but not an
exact result when applying this harvesting method to other types of microalgae and
medium conditions [3,22,34]. Based on this, evaluating the performance of several
harvesting methods for specific working conditions, which includes the medium
characteristics and species used, is important and can provide more accurate results for
the scale-up of the harvesting process.

In this work, mixed microalgae consortia composed of Chlorella vulgaris and
Scenedesmus obliquus are cultured in a photobioreactor using diluted human urine as
nutrient source. After reaching the stationary growth phase, the biomass is being
harvested by the following methods: gravity sedimentation, pH madification basic and
acid; coagulation by the use of an Al based salt and a Fe based salt; and
electrocoagulation using aluminum and steel electrodes. The main objective of the
present study is to evaluate the performance of several harvesting methods in a mixed
microalgal culture with a nutrient source of diluted human urine. The main parameter used
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to evaluate the performance of each method is the flocculation efficiency, which was
assessed.

2. Materials and methods

2.1. Microalgae and culture conditions

Chlorella vulgaris and Scenedesmus obliquus were used in this study. These were grown
in a 2 L tubular photobioreactor using sterilized human urine as medium in a ratio of 4 ml
per 1 | of tap water. When the stationary growth phase was reached, the 2 L of
microalgae was transferred to a 20 L photobioreactor keeping the same ratio of
urine/water with an air feed of 2 L/min given by an air pump coupled with a bubble
diffuser. As light source a submersible 5 W led lamp under continuous illumination at a
light intensity of 46 umoles/m2/s. The cultivation temperature was kept between 20 - 22
°Cand a pH at 6.9 - 7.1. The biomass concentration reached its stationary phase after 20
days with a concentration of 729 mg/L dry cell weight measured gravimetrically at 105°C
(n=3), the moment in which it is harvested by the different methods.

2.2 Harvesting methods

2.2.1 Gravitational sedimentation

In this work, 1.5 L of biomass were put in a 1.84 L plastic recipient, the same recipient is
used for all the methods, (14 cm x 9 cm x 14 cm) and let to settle at room temperature.
Periodically (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360, and 1500 min)
an aliquot of supernatant was taken 5 cm below the liquid surface, the optical density of
the aliquot was measured with a spectrophotometer (Thermo Scientific Genesys 20, USA)
at 675 nm. The flocculation efficiency (FE) of each aliquot at different periods was
calculated by the following equation:

Flocculation ef ficiency % = (A, — 4;) * 100/4,

Where A,and A; are the optical density measured at 675 nm at initial time and after a
period respectively. For all the methods, at the end of each assay the supernatant was
recollected and quantified in a 2 L glass beaker and the harvested cell concentration at
the plastic recipient was measured gravimetrically at 105°C. Assay done by triplicate.

2.2.2 pH modification

The pH modification method was tested by two experiments, one at basic pH and other at
acid pH. For the basic pH experiment, to 1.5 L of biomass put in a 1.84 L plastic recipient
was added a solution of NaOH 1N until pH = 12 was reached and let to settle. For the
acid pH experiment, to the same amount of biomass glacial acetic acid was added until
pH= 3.7 was reached and let to settle. The FE of each method was done in the same way
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as the gravitational sedimentation (GS) method in the same time periods. Each
experiment is done by triplicate.

2.2.3 Coagulation

Two coagulation experiments were carried out both in 1 L of biomass put in a 1.84 L
plastic recipient, one using FeSO,.7H,O at a molar concentration of 1.8 mM (500 mg/L)
and the other using Al>(SO,4):.14H,0 at a molar concentration of 1.7mM (1000 mg/L).
These compounds are added and mixed for 2 minutes The FE of each method was done
in the same way as the GS method but a different periods (0, 10, 30, 60, 90, 120, 150,
180, and 210 min) the periods for taking the aliquots for this method were determined in
previous assays done at the research group. Each experiment is realized by triplicate.

2.2.4 Electrocoagulation

Two experiments were realized both by triplicate in 1 L of biomass put in a 1.84 L plastic
recipient. One using aluminum plates as electrodes, each plate with a superficial area of
99 cm? put apart at a distance of 7 cm. The other with galvanized steel plates, each with a
superficial area of 80 cm? having the same separation distance. The electrodes were
connected to a DC power supply (Extech Industries, USA) providing a voltage of 30 V and
a current of 0.55 A. The electrocoagulation (EC) methods were done in three stages
based on the studies done by [25,35].

1. Electrolysis: voltage: 30 V, electric current: 0.55 A, agitation: 300 rpm, electrolysis
duration: 7 min for the aluminum experiment and 20 min for the steel experiment.

2. Cell aggregation: no electric current, agitation: 300 rpm, duration: 10 min.
3. Floc sedimentation: no electric current, no agitation, duration: 10 min.
The FE of these experiments was measured after the floc sedimentation.

3. Results and discussion

3.1 Gravitational sedimentation

In the first 6 hours of the assay the average optical density measured at 675 nm went
from 0.752 to 0.520 and after 25 hours it was 0.304 resulting in a FE of 31% and 60% at
the respective time. [36] reports the biomass recovery after 24 hours of several
microalgae species, ranging from about 15% to almost 100%. For Chlorella vulgaris and
Scenedesmus obliquus, the biomass recovery was less than 43% and 79 - 86%
respectively. Indicating the dependence of this method on the type of algae processed.
Even though the FE cannot be said to be additive since it is dependent on factors such as
pH, medium composition and biomass density [37]. The one obtained in this work is close
to the average of the efficiencies reported in [36]. The use of urine as nutrient source
does not seem to have an impact on the use of this method since the assays presented
the expected characteristics of this process mentioned in [15,22,37].
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3.2 pH modification

In the high pH experiment it was used on average 12.66 mL of the NaOH 1N solution to
reach a pH of 12 in the biomass samples. The FE after 6 and 25 hours were 31% and
73% respectively. For the acid pH experiment on average to reach a pH of 3.7 it was used
1 ml of glacial acetic acid (669 mg/L) reaching flocculation efficiencies of 80% and 94% at
6 h and 25 h respectively.

The study done by [30] uses several concentrations of NaOH and evaluates the FE of
each one, where at a similar concentration, the FE is about 5%, while in this study, using
NaOH the FE at 30 min is 4.53% as shown in Fig 2. In this reference study the
methodology is different since they were evaluating the FE at different concentrations of
NaOH in a set time, whereas in ours the methodology was to evaluate the high pH effect
in the cell harvesting. [27] evaluates FE at pH 12 using NaOH with Chlorella Vulgaris
obtaining a value of 80% at 60 min at much lower time than the one required in the
present study to achieve a similar FE (1500 min - 25 h). This main difference can be
explained by the medium used in each study since in [27] BG11 medium which contains
Ca and Mg salts (MgS0,4.7H,0, 75 mg/L and CaCl,.2H,0, 36 mg/L) which at high pH can
precipitate and flocculate the microalgal cells by the sweep mechanism. Unlike the use of
urine which Ca? and Mg? ions molarity (mmol/1.5L) in healthy human urine are 1.663
and 4.389 respectively [38], which at the diluted ratio used in this work gives a
concentration of 0.399 mg/L of calcium and 0.640 mg/L of magnesium. Lower
concentration than formulated mediums and therefore possibly not making the high pH
induced flocculation an effective and consistent harvesting method for cultures using
urine.

Regarding low pH induced flocculation this has a higher FE compared to the one high pH
experiments. This is due mainly to the dependence of the high pH flocculation on the
medium and the presence of certain ions as previously explained, while at low pH the
mechanism is due to the proton acceptance and its dependence on the medium used
seems to be lower. [30] using a strong acid like HNO;; at a similar concentration obtained
a FE of 85% with Scenedesmus sp. and 95% with Scenedesmus obliquus. Obtaining a
similar FE with a weak acid, which can be obtained via anaerobic digestion of residues,
such as chicken manure [39] or wastewater [40], results of great interest, since it shows a
possible integration of two processes (anaerobic digestion and microalgae growth) that
can use biological residues as raw materials.

3.3 Coagulation

In the experiment using FeS0,.7H,0 the initial optical density at 675 nhm was on average
0.793 and after 210 min it was 0.104 given a FE of 86.8%. Regarding the use of
Alx(SO,)3.14H,0 the FE was 85.6%. In both coagulant experiments, the pH of the
samples after the dosage of the coagulants was in the same range as in the bioreactor.

Using FeCl; and Fey(SOy4); [41] with similar dosage reports a FE of 85% and 40%
respectively. [42] using FeCl; at a concentration 10 mM obtained a FE of 87%. With
aluminum salts for coagulation [42,43] obtained a similar FE with a concentration of 200
mM Al,(SO4); and 60 mg/L of aluminum nitrate sulfate respectively

In the present study there does not seem to be a significant difference in the use of either
coagulant at the same molar concentration since the FE at each measurement period was
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very similar. Keeping neutral the pH of the samples was important to evaluate the sole
effect given by the coagulants since the efficiency of the method changes with the pH
[42]. A higher pH the ferric ions can precipitate [41] and hydroxoaluminum anions are
predominant in the solution [22] decreasing the FE. The use of coagulants seems to be
effective for harvesting microalgae cultured in diluted human urine.

3.4 Electrocoagulation

In the experiment using the galvanized steel electrodes the FE was 86% whereas for the
aluminum electrodes the FE was 92%. A typical assay with aluminum electrodes is shown
in Fig. 1.

Whether with iron or aluminum electrodes other studies employing EC have reported FE
in the range of 85% to 100% depending on the type of microalgae [25,26,35] and also
showed that it is more efficient when using aluminum electrodes instead of iron [26,44].
Since aluminum at the anode generates more ions than iron, therefore neutralizing more
charges [45]. In our study the FEs are in the same range and using Al electrodes showed
a higher efficiency since the electrolysis time was shorter and the FE higher than using
galvanized steel. The impact of the zinc coating to steel and the possible loss of the
coating during electrolysis was not evaluated in the study but it is important in further work
to evaluate the possible impacts of using different iron electrodes (stainless, mild,
galvanized steel, iron) in harvesting microalgae. This method seems adequate for its use
in a medium with diluted urine.

Figure 1. Electrocoagulation assay using Al electrodes (a) at t=0 (b) after assay
completion.

3.5. Method comparison

Regarding FE summarized in Fig.2 It can be seen that at a prolonged time (t > 1500 min)
all the methods achieved a FE higher than 60%. At 210 min, being the last time that the
experiments have in common, only 4 methods (Al and Fe coagulation; Al and Fe EC)
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reached a FE higher than 80% and only the EC with aluminum electrodes had a higher
FE than 90 %. Through an optical microscope (OMAX, USA) the harvested cells were
observed. In Fig 3 it is shown that in 3 methods there was low cell aggregation, which was
only expected in the GS methods, since in this the driving factor for separation is the
density differences of the solid and liquid phases and not substances were added that
induced a charge neutralizing and therefore cell agglomeration. In the high pH method,
the low aggregation is explained by the medium used since its Ca and Mg concentrations
in diluted urine are lower than standard mediums making the sweep mechanism not
efficient. The other methods showed the expected result of aggregated cells. In table 1 is
summarized the volume of the harvested microalgae and its concentration of each
method, showing the added value of the harvesting process since at least 78% of the
initial volume is removed and the biomass concentration goes from 729 mg/L to at least
3000 mg/L. Further work is recommended to be done on harvesting equipment to further
increase the supernatant volume remotion. The chemical substances used in each
harvesting method can be toxic and limit the use of the microalgae and the supernatant
[34]. In this aspect GS is non-toxic, pH modification has a relatively low toxicity since the
added substances can be easily neutralized, adding iron whether by flocculant or
electrolysis can be toxic to the cells and limit the reuse of the supernatant [42]. Therefore
even though these methods are efficient for its use in microalgae cultured with urine, its
use should depend on the application of the harvested cells and the available reuse of the
supernatant or its treatment. The use of aluminum has as a major disadvantage its
toxicity. Since a high aluminum concentration in body content has been correlated with
Parkinson’s disease and other nerve and brain disorders [26,29]. Despite its high FE, its
use can be limited to specific applications and processes where the aluminum content in
effluents is heavily controlled.
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Figure 2. Flocculation efficiency (FE) of the evaluated harvesting methods (a) FE at the
whole duration period (b) FE zoom at the 210 min period.

Gravitational sedimentation High pH Low pH
Fe Coagulant Al Coagulant Fe EC AlEC

L4k Jk n

Figure 3. Optical microscope observations at 100x of the microalgae cells gone through
the different harvesting methods.

- Harvesting Method

Parameter Al FE
s GS High pH| Low pH | Coagulant|Coagulant| AlIEC Fe EC
v (L) 0,108 0,062 | 0,039 0,058 0,057 0,187 0,217
C(mg dry
weight/L) 4160 9310 | 3310 9190 6560 4500 3190
HQ (mg
dry
weight) 448,356 |579,289(128,722| 536,083 | 371,733 840 691,167
SV (%) 89,22 93,78 | 96,11 94,17 94,33 81,33 78,33

Table 1. Harvested microalgae concentration for each method evaluated where v is the
harvested microalgae volume, C is the harvested concentration, HQ is the harvested
guantity and SV is the supernatant volume percentage compared to the initial sample
volume.

4, Conclusions
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In this study several harvesting methods were evaluated for mixed consortia of
microalgae grown using diluted human urine as nutrient source. Where the
electrocoagulation methods using aluminum and galvanized steel electrodes achieved the
highest flocculation efficiencies in less than an hour with iron electrodes being more
efficient (FE 91.3% process time 20 min), coagulation methods reached similar
efficiencies than electrocoagulation methods after 210 min. The pH modulation and
gravitational sedimentation methods were not as efficient as the other to flocculate the
microalgae and took prolonged times to reach efficiencies in the same range the
coagulation or electrocoagulation. Nonetheless the possible hazard risks are low since in
the gravitational method no additional components are added to the medium and in the
pH modulation methods the additional chemical substances are easily neutralized. The
electrocoagulation methods seem promising for harvesting microalgae but it is important
to take into account the possible health and environmental risks they have due to the
release of the electrode ions into the medium which may limit the application fields of the
microalgae harvested by this method.
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