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RESUMEN

Valorizacion de emisiones toxicas de metanol mediante un proceso hibrido que
combina la biofiltracién y el cultivo de Arthrospira maxima

En el presente trabajo se desarrolla un método de tratamiento bioldgico de vapores de
metanol, del cual se aprovecha el gas residual enriquecido en CO: para el doble
proposito de producir una microalga de valor comercial (A. maxima), y reducir la
emision del gas de efecto invernadero.

En la primera etapa se determinaron las condiciones de operacion del biofiltro que
permitieron una eliminacion casi total del metanol (carga de 157.5 g m?®h’, tiempo de
residencia de 22.5 s y un riego de 200 mL d), obteniendo una eficiencia de remocion
de 97.8% y una produccion de CO2 de160.4 g m= h.

Tras delimitar la temperatura donde hay mayor produccion de biomasa microalgal
(30°C) en un cultivo convencional, se evaluaron los efectos de un aporte de carbono
por adicion de CO: proveniente del aire atmosférico (como control) y del biofiltro. El
sistema acoplado pudo fijar el 10.8% de las emanaciones de CO: del biofiltro,
mejorando a la vez la productividad de A. maxima, con respecto al cultivo
convencional (peso seco final de 1.3 g L1). Con esta fuente gaseosa de carbono, se
logré alcanzar una misma calidad de A. maxima, con un contenido similar de lipidos
(12.1%) y proteinas (45.47%), y un mayor contenido de ficocianinas (10.74 mg g1).

Estos resultados muestran que en el sistema acoplado es viable para la eliminaciéon
del CO: residual de proceso de biofiltracion pues reduce sus emisiones y convierte el
CO: en carbono fijado en biomasa que puede ser aprovechada para la obtenciéon de
biomoléculas de interés comercial como la ficocianina. Sin embargo, el proceso atin
requiere ser optimizado para un mejor aprovechamiento del carbono presente en el
efluente del biofiltro.

Xii



1. INTRODUCCION

La contaminacion atmosférica constituye un grave problema al ambiente, el cual ha
ido en incremento principalmente por las emisiones provenientes de las actividades
antropogénicas. Entre los principales contaminantes del aire destacan los compuestos
organicos volatiles (COV), los cuales son toxicos y al reaccionar con los 6xidos
nitrosos (NOx), generan ozono troposférico. Uno de los COV mas utilizados es el
metanol, un compuesto altamente soluble en agua, que es liberado por diversas
industrias (papelera, automotriz y pintura) y se encuentra en distintos productos de

limpieza, anticongelantes, pinturas y barnices (Avalos et al., 2008; Dastous et al., 2008).

La biofiltraciéon es un método bioldgico de considerable interés para el control de
emisiones de COV, debido a su bajo consumo de energia y bajo costo de operacidn; si
bien este proceso tiene un propdsito de degradacion de los contaminantes a través de
su oxidacion total, tiene como subproductos biomasa, H:O y CO: (Cardenas et al.,
2003) este ultimo es el principal Gas de Efecto Invernadero (GEI) por ser el de mayor
emision a la atmosfera. Una de las estrategias de mitigacion de este gas es su
aprovechamiento para la  produccion de microalgas; estos microorganismos
fotosintéticos utilizan el CO: para generar biomasa, la cual puede ser utilizada en la
alimentacion y la salud humana, en la acuicultura incluso en la obtencién de
biocombustibles, de esta manera el exceso de CO: es transformado a un producto de
valor agregado (Gonzalez-Lopez et al., 2011, Santos et al., 2014).

La Artrhospira maxima, es una microalga que puede encontrarse en diversos ambientes
(suelo, arena, agua de mar, agua dulce, aguas residuales). Es una especie extremofila
que puede crecer en condiciones de alta alcalinidad, temperatura y salinidad, en las
cuales puede dificultarse la vida a otros organismos. La A. maxima es de gran
importancia comercial debido a su alto valor proteico, su contenido de vitaminas y
pigmentos fotosintéticos, es comunmente utilizada en la industria de alimentos,

farmacéutica y cosmética (Sanchez et al., 2003).

En este trabajo se propone una tecnologia limpia para la valorizaciéon del carbono
presente en los vapores de metanol por medio de la combinacion de dos procesos: la
biofiltracion y el cultivo microalgal para la generacion de biomoléculas que pueden

ser de gran interés comercial.



2. MARCO TEORICO

2.1. Valorizacion de residuos

Con el crecimiento de la poblacion se incrementan la demanda de bienes y servicios,
lo que ocasiona la generacion de grandes cantidades de residuos liquidos, sélidos o
gaseosos provenientes de diversas industrias (alimentaria, papelera, automotriz,
energia eléctrica, farmacéutica etc.) y su incorrecta disposicion ocasiona danos al
ambiente. Para atender este problema existen tecnologias de tratamiento segun el
contaminante, ademas de que se han implementado estrategias de valorizacion de los

residuos para procurar un balance ambiental y econémico positivo (Arancon et al.,
2013).

En México la ley general para la prevencion y gestion integral de los residuos (2015),
define la valorizacion de residuos como:

“Principio y conjunto de acciones asociadas, cuyo objetivo es recuperar el valor
remanente o el poder calorifico de los materiales que componen los residuos,
mediante su reincorporacidon en procesos productivos, bajo criterios de
responsabilidad compartida, manejo integral y eficiencia ambiental, tecnoldgica y

econdmica”

La valorizacion de residuos es esencialmente un concepto de reciclaje de residuos
donde pueden ser convertidos en productos de alto valor como biopolimeros, acidos
organicos, enzimas, productos farmacéuticos o biocombustibles (bioetanol, biogas,
biohidrégeno), con el propodsito de disminuir su volumen y aprovechar las ventajas

econdmicas y ambientales asociadas (Arancon et al., 2013; Liguori et al., 2013).

Las investigaciones acerca de cdmo llevar a cabo la valorizacién de residuos se han
enfocado en desarrollar tecnologias para residuos sélidos, muy pocos estudios hablan
acerca de valorizar residuos liquidos y gaseosos por lo que en este trabajo se pretende

abordar este tema valorizando un COV.



2.2. Contaminacion atmosférica

22.1. Compuestos organicos volatiles
En el 2004 el parlamento Europeo y el Consejo de la Unidon Europea define a los
Compuestos Organicos Volatiles (COV) como “Cualquier compuesto organico que
tiene un punto de ebullicién inicial menor o igual a 250 °C medido a una presion
estandar de 101.3 k Pa”.

En la NOM-123-SEMARNAT-1998 se define como “cualquier compuesto quimico
organico volatil, que participa en reacciones fotoquimicas en la atmosfera y que con

los 6xidos de nitrogeno en presencia del calor y luz solar forman ozono”.

Los COV mads comunes pueden ser: oxigenados (acetaldehido, acetona, acetato de
etilo, formaldehido, alcohol isopropilico, 2-butanona, metanol, etc.), aromaticos
(tolueno, etilbenceno, xileno, etc.), 0 halogenados (tetracloroetano, cloruro de metilo).
Son de los contaminantes atmosféricos mas comunes emitidos por la industria
quimica y petroquimica. Son ampliamente utilizados como ingredientes de productos
para el hogar como disolventes, pinturas, barnices, aerosoles, limpiadores, y
combustibles liquidos (US EPA, 2017). Sus emisiones se originan por pérdidas en los
tanques de almacenamiento, ventilacion de los recipientes de proceso, fugas en las

tuberias y equipos, corrientes de agua residuales e intercambio de calor (Khan &
Ghoshal, 2000).

Los COV pueden ser tdxicos o cancerigenos (Iranpour et al., 2005), los efectos para la
salud pueden variar dependiendo de la naturaleza de cada compuesto, del grado y
del periodo de exposiciéon al mismo. La exposicion a estos compuestos puede ser por
inhalacion, ingestidn, o contacto con la piel. La exposicion a largo plazo puede causar
lesiones de higado, rifiones y sistema nervioso central. La exposicion a corto plazo,
puede causar irritacion de los ojos y las vias respiratorias, dolor de cabeza, mareos,
trastornos visuales y de memoria, alergias en la piel ademas de fatiga (Vargas-Ramos
& Marrugo-Negrete, 2014). Mientras que el ozono formado por las reacciones
fotoquimicas con los 6xidos de nitrogeno de la atmosfera puede afectar la salud de las
personas y animales, ademas de interferir con la actividad fotosintética de las plantas
(NADF-011-AMBT-2007). Siendo lo anterior un problema ambiental y de salud
publica, los COV han sido regulados en diferentes paises, y se han implementado

estrategias para el control de sus emisiones.



2.2.1.1. Metanol
Uno de los COV mas utilizado en la industria es el metanol. Es un alcohol de bajo
peso molecular, facilmente biodegradable y altamente soluble en agua, sus
propiedades fisicas se muestran en la Tabla 1. Se utiliza en disolventes de pinturas,
liquido de lavado de parabrisas, anticongelante, ademas de ser utilizado como
materia prima en la produccion de compuestos organicos comercialmente

importantes como el formaldehido, acido acético y metacrilato de metilo (Avalos et
al., 2008; NAS/COT Subcommittee for AEGLs, 2015).

La exposicion a vapores de metanol produce varios efectos sobre la salud humana
incluyendo dolores de cabeza, desordenes de sueno, problemas gastrointestinales y
danos al nervio dptico. Debido a estos y otros efectos potenciales, el metanol es
considerado como uno de los contaminantes peligrosos del aire por la Agencia de

Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Palomo-Briones et al., 2015).

Tabla 1. Propiedades quimicas y fisicas del metanol.

Propiedad Valor
Foérmula molecular CH>OH
Peso molecular 32.04 g mol!
Punto de ebullicion a 1 atm 65°C
Densidad del liquido a 20°C 0.7928 g mL™
Presion de Vapor a 20°C 125 hPa
Solubilidad Miscible con etanol, éter, cetonas, benceno, la

mayoria de los disolventes orgdnicos y agua;
soluble en acetona y cloroformo

Fuente: NAS/COT Subcommittee for AEGLs, 2015

2.2.2. Meétodos de tratamiento de compuestos organicos volatiles

Existen diferentes métodos para el control de las emisiones de los COV, estos pueden
ser clasificados como sigue: i) Prevencién de la emisiéon mediante modificacion de los
procesos productivos y equipos empleados, ii) Implementacion de técnicas de
tratamiento de los COV. El primer grupo incluye la sustitucion de materias primas
para reducir las entradas de COV al proceso y la modificacién de equipos para
reducir el escape del COV al medio ambiente. El segundo grupo se clasifica como
sigue (Khan & Ghoshal, 2000):
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Figura 1. Técnicas de tratamiento de COV.

En la actualidad se ha incrementado el interés por los métodos bioldgicos para el
tratamiento del aire residual, dado que este tratamiento es relativamente mas barato
en comparacion con las técnicas convencionales como la incineracion o la adsorcion
sobre carbon activado; y es respetuoso del medio ambiente (Deshusses, 1997). Los
tratamientos biologicos son utilizados en industrias para el tratamiento de olores y
remocion de algunos COV que tienen alta solubilidad y bajo peso molecular
(metanol, etanol, aldehidos, cetonas, y algunos hidrocarburos aromaticos) (Leson &
Winer, 1991).

2.2.2.1. Tratamientos biologicos
Los tratamientos bioldgicos se basan en la capacidad de microorganismos para
convertir el COV en agua, didoxido de carbono y biomasa. Para que el proceso se lleve
a cabo, los contaminantes deben transferirse del aire a un medio liquido, antes de ser
utilizados por los microorganismos como fuente de carbono y energia (Cardenas et
al., 2003; Malhautier et al., 2005).

Los tratamientos bioldgicos pueden dividirse en tres tipos (Tabla 2) segun las
condiciones en las que se encuentren los microorganismos en el sistema y el patron de

flujo de la fase liquida.



Tabla 2. Tipos de tratamientos bioldgicos y sus principales caracteristicas.

Tipo Microorganismos Fase liquida Descontaminacion
Biolavador Suspendidos en -Movil -Separacion del COV/ aire
el medio acuoso ~ -Dispersa en una columna de
absorcion

-Oxidacion bioldgica del
COV en otro reactor

aireado
Biofiltro Inmovilizados en -Goteo continuo sobre -Directamente en la
de lecho el material el lecho filtrante biopelicula de  lecho
escurrido filtrante -Posible recirculacion filtrante
Biofiltro Inmovilizados en -Riego con solucion -Directamente en Ia
de lecho el material nutritiva (ocasional o biopelicula de lecho
fijo filtrante diario dependiendo del filtrante

material de empaque)

Fuente: Delhoménie & Heitz, 2005

2.2.2.1.1. Biofiltro de lecho fijo

La configuracion mas utilizada para el tratamiento de aire es el biofiltro de lecho fijo
(tecnologia utilizada en el presente estudio), mejor conocido como biofiltro. Un
biofiltro debe de contener un ambiente adecuado para el desarrollo de los
microorganismos. El empaque puede ser orgdnico (suelo, turba, composta, etc.) o
inorganico (esferas de poliestireno, vermiculita, perlita, etc.). Su eleccién es un criterio
importante debido a que de este depende la vida ttil del biofiltro, el crecimiento
microbiano y la eficiencia de remocion (Malhautier et al., 2005). El contenido de
humedad del medio debe mantenerse en valores dptimos (entre 40 y 60%) para
favorecer el crecimiento microbiano sin obstruir los poros (Delhoménie & Heitz,
2005). Los valores de pH del medio deben permitir que los microorganismos
prosperen, la mayoria de los biofiltros estan disefiados para operar en un intervalo de
pH de 6.5 a 8 (Wani et al., 1997). Los microorganismos necesitan nutrientes minerales
que pueden ser proporcionados por el material de empaque, en caso de ser organico,
o por la adicién de nutrientes en caso de ser inorganico. Sin embargo en el primer
caso se conduce a un agotamiento de los recursos nutritivos por lo que podria ser
necesario la adicion de nutrientes para mantener la eficiencia del sistema
(Delhoménie & Heitz, 2005).



2.2.3. Dioxido de carbono

La concentracién de CO:2 en la atmdsfera paséd de 280 ppm en la época preindustrial a
403 ppm en 2017 (NOAA, 2017). El consumo de combustibles fosiles es la principal
fuente de emisiones de CO:, el sector energético contribuye con el 84% de las
emisiones de este gas.

El CO: es el GEI de origen antropogénico que mas ha contribuido al calentamiento
global (IPCC, 2007). Su emision se debe principalmente al uso de combustibles de
origen fosil y en menor proporcion a los cambios de uso de suelo y procesos de
descomposicidon organica (Baethgen & Martino, 2000). Es liberado a la atmosfera por
diversas actividades econdmicas como el transporte, comercio, generacion de
electricidad, agricultura y ganaderia, extraccion de hidrocarburos, entre otras
actividades. Algunos procesos industriales que contribuyen a estas emisiones son: la
produccion de cemento, vidrio, acero, papel y alimentos (IPCC, 2007). Ademas,
existen algunos otros procesos bioldgicos que tienen como producto el CO2, aunque

su aporte es menor, como lo son la fermentacion alcohdlica y la biofiltracién de los
COV (Mastudo et al., 2011; Palomo-Briones et al., 2015).

Parte de las emisiones de CO: ha sido capturada por los sumideros naturales como
los océanos, la vegetacion y el suelo, manteniendo asi cierta estabilidad de este gas en
la atmosfera. Actualmente estos sumideros no son suficientes para capturar las

emisiones de CO: a la atmdsfera (Rodriguez & Mance, 2009).

2.24. Mitigacion de emisiones de CO:
La creciente preocupacion por el calentamiento global ha fomentado la busqueda de

técnicas de captura, almacenamiento o valorizacion de CO: (Gonzalez-Lépez et al.,
2011).

» Capturay secuestro de CO:

Consisten en capturar el CO: de una corriente de gases (frecuentemente de
combustion) y separarla del resto de los gases por medio de diversos procesos. Los
candidatos para este proceso son las centrales eléctricas y otros procesos industriales
a gran escala. Tras su captura, el gas puede tener un almacenamiento: i) oceanico, ii)
geologico iii) por carbonatacion mineral. La finalidad de la captacion de CO: es
producir un flujo concentrado de CO: a alta presién que pueda ser facilmente

transportado a un lugar de almacenamiento (Gonzales-Lopez et al., 2011).



=  Valorizacion de CO2

Una alternativa al almacenamiento puede ser la valorizacion de este gas, el cual
puede ser utilizado en la industria para la produccion de urea y metanol, en la
limpieza industrial, como agente extintor o en el envasado de alimentos. Ademas,
puede ser utilizado para incrementar la extraccion del petrdleo o la recuperacion de
metano mediante técnicas de inyeccion de gases como CO: (Gonzales-Lopez et al.,
2011). Por otra parte la fotosintesis es la forma natural de reciclaje de CO:. La
vegetacion terrestre fija alrededor de 500 billones de toneladas de COz, sin embargo
las microalgas tienen la capacidad de fijar CO2 con una eficacia 10 veces mayor que
las plantas terrestres ademds de tener numerosas ventajas tecnoldgicas adicionales.
Algunos estudios muestran altas tasas de crecimiento en microalgas con
concentraciones hasta del 50% de CO: (Skjanes et al., 2007). E1 CO: es fijado y
transferido en forma de carbono a productos de alto valor agregado como

carbohidratos, lipidos y proteinas (Lee et al., 2003; Zeng et al., 2012).

2.3. Las microalgas

Las microalgas son organismos microscopicos (de 2 a 200 um) fotosintéticos
procariontes y eucariontes (Odjadjare et al., 2015; Mata et al., 2010), son polifiléticos
por pertenecer a once divisiones filogenéticas (Bowles, 2007) de variada morfologia y
tisiologia, y se caracterizan por realizar fotosintesis oxigénica. Estos microorganismos
se encuentran en diversos ecosistemas (aguas marinas, dulces, salobres, residuales o
en el suelo), bajo diferentes condiciones de temperaturas, pH y disponibilidad de
nutrientes (Mostafata, 2012).

Las microalgas son los principales productores primarios, contribuyen con el 50% de
la actividad fotosintética del planeta y forman la base de la cadena alimenticia para
mas del 70% de la biomasa en el mundo. Se pueden clasificar segtin sus pigmentos
fotosintéticos, flagelos, y composicion de membrana celular. Algunas de las
divisiones de microalgas son: Cianofita, Glaucofita, Rodofita, Criptofita, Clorofita y
Euglenofita (Metting, 1996).

Aproximadamente 90% del peso seco de las microalgas esta constituido por
proteinas, lipidos y carbohidratos ademas de acidos nucleicos, vitaminas, pigmentos

y minerales (Diaz & Restrepo, 2011). Las microalgas presentan ventajas como alta tasa
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de crecimiento, alta eficiencia fotosintética y alta produccion de biomasa comparada
con los cultivos terrestres (Barajas et al., 2012). Para transformar la energia solar en

energia quimica las microalgas necesitan COz, nutrientes y agua (Santos et al., 2014).

La investigacion con microalgas ha adquirido una gran importancia, debido a la
combinacién de los usos que pueden tener, desde la obtencion de productos
comerciales con aplicaciones en la nutricion y salud humana, acuicultura, cosméticos
y biofertilizantes, hasta la obtencion de biocombustibles como bioetanol, biodiesel,
biometano, biohidrégeno. Ademds, durante su crecimiento, pueden contribuir a
reducir las emisiones de CO: por biomitigacion e intervenir en el tratamiento de
aguas residuales, aunque es necesario reducir costos de produccion para que pueda

ser viable econdmicamente (Skjanes et al., 2007; Santos et al., 2014).
Destacan las siguientes aplicaciones ambientales:

e Ficorremediacién: es una tecnologia emergente de biorremediacion con
microalgas y macroalgas para la eliminacion o transformacion de
contaminantes de aguas residuales o procedentes de efluentes gaseosos
(Pacheco et al., 2015).

e Produccion de biocombustibles: las ventajas que ofrecen son su baja
aromaticidad ademas de ser biodegradables (Gautam et al., 2015).

e Biosecuestro de COz: cada tipo de microalgas tiene una capacidad dada para

usar el CO: de la atmosfera y convertirlo en biomasa (Gautam et al., 2015).

2.3.1.  Arthrospira maxima

Arthrospira maxima es una microalga filamentosa en forma de espiral, multicelular,
generalmente clasificada como cianobacteria debido a su estructura procariota.
Generalmente crece en regiones tropicales y subtropicales, en cuerpos de agua célida
con alto contenido de carbonatos y bicarbonatos, elevado pH y salinidad (Kouser &
Mohammed, 2012). Tiene un alto valor nutricional, debido a que contiene entre 60 y
70% de proteina, vitaminas, C, D, E, complejo B y minerales por lo que es usada como
complemento alimenticio no solo para humanos sino también para animales. Ademas
contiene importantes compuestos quimicos, por ejemplo pigmentos como 3-caroteno
y ficocianina, los cuales tienen gran valor comercial y, son usados como antioxidantes
(Miranda et al., 1998; Habib & Parvin, 2008; Da Costa Monteiro et al., 2010). La
ficocianina puede ser utilizada principalmente como un pigmento alimenticio,
recientemente se ha demostrado que tiene propiedades antiinflamatorias y
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anticancerigenas (Silveira et al., 2007). Otros compuestos importantes son los acidos
grasos poliinsaturados (acido linoleico y acido A-linolénico) los cuales tienen diversas
aplicaciones en la medicina (Chaiklahan et al., 2008). A. maxima es usada en la
industria de alimentos y comercializada como un ingrediente activo en los alimentos
y bebidas funcionales, ha alcanzado gran aceptacion por los consumidores de Europa,

América del norte, parte de Asia y Oceania (Capellin & Cysewsky, 2010).
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3. ANTECEDENTES

3.1. Biofiltracion de metanol

Las emisiones de los COV, han sido sujeto de regulaciones ambientales mas estrictas,
por lo que las industrias emisoras han buscado técnicas para su control. Se han
utilizado tratamientos como la condensacion, la oxidacién catalitica, o absorcion con
carbon activado, entre ellos la biofiltracion parece ser una opcidon rentable y

respetuosa del ambiente (Shareefdeen et al., 1993).

La biofiltracion de metanol ha sido tema de diversos estudios. Algunos se han
enfocado a evaluar los diferentes tipos de material filtrante, la concentracién de
nitrégeno en la solucién de nutrientes, mientras que otros evaltan la carga, tiempo de
residencia en cama vacia (EBRT, por sus siglas en inglés), con la finalidad de
optimizar el proceso. En la tabla 3, se presentan los resultados obtenidos en diferentes
investigaciones de biofiltracion de metanol, quienes reportan la capacidad de
eliminacion mdxima (CEmax), la cual hace referencia a la cantidad maxima (g) de
contaminante que puede tratarse por m? de biofiltro por hora, independientemente de
la eficiencia de remocién del sistema; y/o la carga critica (Carga«i), que hace
referencia a la cantidad maxima de contaminante que puede ser tratada sin emitir

COV en la salida del sistema (remocion cercana al 100%).

La CEmax reportada va de 80 hasta 380 g m™= h™ con eficiencias de remocion del
contaminante hasta del 96% y la cargacit va de 80 a 120 g m™ h'l. Entre las
conclusiones obtenidas se puede mencionar que se obtuvo una mejor eficiencia de
remocion (ER) en materiales porosos. La carga de entrada influyd en la cantidad de
biomasa y en la tasa de produccidon de didéxido de carbono; y la densidad celular de
los microorganismos metilotréficos estd relacionada con el rendimiento del biofiltro.

Los autores coinciden en que la carga del contaminante es un pardmetro importante
para un proceso exitoso de biofiltracion; sin embargo existen diversos factores a
considerar, como lo es la humedad, los nutrientes disponibles para el desarrollo de
los microorganismos y las caidas de presién. La biofiltraciéon es aplicada para
controlar las emisiones de metanol con una alta eficiencia de remocion, bajo consumo
de energia y bajo costo, por lo que su aplicacién va incrementando, debido a esto, el
proceso debe de ser optimizado ademads de asegurar de que tenga el minimo impacto

en el ambiente.
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Tabla 3. Investigaciones de biofiltracion de metanol.

Capacidad de
. ., eliminacion maxima
Titulo Autores Condiciones de operacion
CEmax y/o carga
criticacait
Biofiltracién de aire ~ Chetpattananondh ~ -Medio filtrante: residuos de palma - CEmax: 230 g m= h!

contaminado con metanol
y tolueno

Biofiltracién de metanol en
un biofiltro organico
utilizando cascara de
cacahuate como medio

Biofiltracién de vapor de
metanol

Biofiltracién de una
corriente de aire con
metanol en un reactor
tubular seco de biopelicula
utilizando anillos de
ceramica como portador
Efecto de la carga de
inyeccidn, el agua y la
cantidad de bacterias en la
eliminacion de metanol
usando un biofiltro de
flujo ascendente y de flujo
descendente

Tratamiento de vapores de
metanol en biofiltro
empacado con material
inerte

Eliminacion de metanol y
etanol por biofiltracion:
un estudio experimental

Tratamiento de aire
contaminado con vapor de
metanol en un biofiltro con

y sin percolacion

et al. (2005)

Ramirez-Lopez et
al.
(2010)

Shareefdeen &
Baltzis
(1993)

Omil et al.

(2008)

Krailas et al.
(2000)

Avalos et al.
(2008)

Dastous et al.
(2008)

Avalos et al.
(2009)

(33%) y lodo activado (66%)
-Inéculo: Sin inoculacién, poblacion
naturalmente presente en el medio
filtrante

-EBRT: 0.15-1.18 min
-Concentracion: (0.3-4.7 g m3)
-Medio filtrante: cascara de
cacahuate

Indculo: sin inoculacion

-EBRT: 0.3-0.62 min
-Concentracién: (0.66-10.64 g m?)
-Medio filtrante: -turba (40%) y
vermiculita (60%)

-Inéculo: Consorcio microbiano
-EBRT: 2.8-5.6 min

-Concentracién: (2.67-8.72 g m=)
Medibo filtrante: anillos de ceramica
-Inéculo: muestra de biopelicula de
otro biorreactor que degradaba
metanol

-EBRT: 0.7 min
-Concentracion:0.74-1.51 g m
Medio filtrante: compost de hongos
(80%) y anillos de polipropileno (20%)
-Indculo: lodos activados

-EBRT: 0.27-2.7 min
-Concentracion:0.5-7.5 g m3

-Medio filtrante: esferas porosas de
ceramica

-Indculo: lixiviados de un biolavador
utilizado para eliminaciéon de metanol
-EBRT: 0.33-2.17 min
-Concentracion: 0.7-4 g m*

-Medio filtrante: composta de tabaco
-Indculo: sin inoculacién

-EBRT: 1 min

-Concentracion: (0.40-3.20 g m?)
Medio filtrante: Empaque
quimicamente inerte

-Indculo: lixiviados de un biofiltro
anterior utilizado para tratar metanol
-EBRT: 0.33-4.42 min
-Concentracion: (0.7-4 g m?)

- Cargacit: 90 g m> h!

- Cargacit: 120 gm=3h!
(2.89 kg m=d7)

- Cargacit: 112.8 gm™
h?

-CEmax: 116.7 g m? h™!
(2.8 kgm=3d)

- Cargaait: 62.5 g m3
h? (1.5 kg m=d™")

CEmax: 101 g m=3 h™!

- CEmax: 95 g m’3 h71
-Cargacit: 80 g m h-!

- CEmax 82 g m=3h!

- CEmax: 80 g m=3 h™!
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3.2. Valorizacidn de los residuos generados en el proceso de biofiltracion

A pesar de que son muchos y muy variados los COV y que las investigaciones para
su degradacion han aumentado, existen pocos trabajos que buscan el

aprovechamiento de estos compuestos a través de la valorizacion de residuos.

Teran et al., (2002) utilizaron el bagazo de la cafa de azicar como empaque en la
biofiltracion de etanol, inoculando con Candida utilis reportaron que el 57% del
carbono fue convertido a COz y el 8.7% a biomasa (50% de proteina), ademas
propusieron el uso final del bagazo como alimento para ganado debido a su alto

contenido proteico.

Otros trabajos reportan produccion de la proteina heterdloga endoquitinasa-42 por
medio de la biofiltraciéon de vapores de metanol, utilizando la cepa de Pichia pastoris
modificada genéticamente. El 70-81% del carbono fue convertido a CO, 5.8-10% fue
convertido a biomasa y 2.5% se fue en lixiviados. Mencionan la necesidad de la
optimizacién de los pardmetros de operacion del biofiltro para obtener la mayor
produccién de proteinas, ademads concluyen que es una tecnologia adecuada para el
aprovechamiento de vapores de metanol provenientes de la industria del papel
(Arriaga et al., 2010; Arriaga et al., 2012; Palomo-Briones et al., 2015).

De acuerdo con los estudios antes mencionados, a pesar de aprovechar parte del
carbono presente en los COV para la generacion de biomasa en el sistema, un gran
porcentaje es mineralizado a CO: pudiéndose aprovechar este ultimo para la

produccion de algunas microalgas y de esta manera reducir las emisiones de este gas.

3.3. Fijacion de CO: mediante el cultivo de microalgas

Las microalgas han sido objeto de estudio por sus aplicaciones en el campo de la
industria alimenticia, cosmética y farmacéutica. Teniendo en cuenta su capacidad
para fijar el CO: de la atmosfera (0.03-0.06%), algunos investigadores han propuesto
aprovechar el CO: presente en los gases de combustion (15% de CO:) de diversas
industrias puesto que son un recurso rico en CO:2 para el cultivo de microalgas (Wang

et al., 2008). En la Tabla 4 se presentan algunas especies de microalgas estudiadas para
la fijacion del COs.

13



Tabla 4. Microalgas estudiadas para la fijacion del CO: (modificado de Wang et al.,

2008).

Microalga CO:2 %* T°C P (g L-1d1)**
Chlorococcum littorale 40 30 -
Chlorella kessleri 18 30 0.087
Chlorella sp.UK001 15 35 -
Chlorella vulgaris 15 -
Chlorella vulgaris aire 25 0.040
Chlorella vulgaris aire 25 0.024
Chlorella sp. 40 42 -
Dunaliella 3 27 0.170
Haematococcus pluvialis 16-34 20 0.076
Scenedesmus obliquus aire - 0.009
Scenedesmus obliquus aire - 0.016
Botryococcus braunii - 25-30 1.100
Scenedesmus obliquus 18 30 0.140
Arthrospira sp. 12 30 0.220

*Porcentaje de CO2suministrado al cultivo
**Productividad

Barajas et al. (2012) estudiaron la inyeccidon continua de CO: sobre la produccion de
biomasa de Chlorella vulgaris UTEX 1803, probaron flujos continuos de 2.3 y 3.8% de
CO:2 encontrando que altas concentraciones de carbono mejoran hasta dos veces la

produccién de biomasa en fotobiorreactores a escala de laboratorio.

En investigaciones recientes se han cultivado microalgas con CO: de diferentes
fuentes. En un experimento para el cultivo de Arthrospira platensis se utilizo CO:
proveniente de la fermentacion alcohdlica y CO: de alta pureza, confirmando que la
presencia de los COV no interfiere en la incorporacion de CO: al medio de cultivo,
pues no encontraron diferencias significativas de productividad y contenido de

proteinas entre estos dos tratamientos (Mastudo et al., 2011).

Da Silva et al. (2015) realizaron un estudio en el cual se concluye que Chiorella fusca
LEB y Arthrospira sp. LEB 18, tienen potencial para fijacion del CO: proveniente de
gases de combustion y de los residuos solidos que se producen en una termoeléctrica,

la maxima concentracion de biomasa para Chlorella fusca fue 0.84 g L'y una fijacion
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de 42.8% de CO, mientras que para Arthrospira sp fue de 0.64 g L1y 20.5%,

respectivamente.

Hoseini et al. (2014) realizaron un estudio para evaluar la respuesta de crecimiento de
Arthrospira platensis a diferentes concentraciones de CO: de gases de combustiéon de
una central eléctrica, usaron el aire atmosférico como control y probaron 4, 6, 8 y 10%
de CO:2 para el crecimiento de esta microalga, la mayor producciéon de biomasa se
obtuvo al suministrar 8% de CO..

Los estudios antes mencionados sugieren que Arthrospira es un género de microalga
que puede ser utilizado para la mitigacion de CO2, debido a su capacidad de fijacion
y a su capacidad de crecer en condiciones adversas. Ademds, por poseer un alto
contenido de biomoléculas, como proteinas y pigmentos, su produccion es de interés
comercial, por lo que para el presente trabajo se opté6 por cultivar este

microorganismo para el aprovechamiento del gas residual del biofiltro.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La biofiltracion es considerada una alternativa para reducir la contaminacion
atmosférica por ser un tratamiento de bajo costo. Varios COV tienen un alto grado de
biodegradabilidad. El inconveniente que se tiene, es la obtencion de un subproducto,
el COz el cual es GEI, por lo que contribuye al calentamiento global. Este trabajo
pretende desarrollar una tecnologia ambiental que sea capaz de tratar un
contaminante minimizando subproductos dafiinos, en este caso el contaminante
tratado son los vapores de metanol, y el subproducto generado (CO2), el cual sera
integrado en otro proceso del cual se podra obtener un producto de valor agregado:
la microalga A. maxima, teniendo asi un beneficio sanitario, ambiental y econémico.
En caso de obtener resultados exitosos, este tratamiento podria ser generalizado para
el tratamiento bioldgico de los COV con lo que se limitaria la emision de CO: a la

atmosfera.

Este proceso combinado permite la fijacion de CO: por medio de microorganismos, el
cual es una estrategia para mitigar las emisiones de este gas. La A. maxima es una
especie altamente resistente capaz de adaptarse a diversos habitats, colonizando
ambientes en los cuales puede dificultarse la vida a otros organismos y que ademas

por su composicion bioquimica es de gran interés comercial.

5. HIPOTESIS

El sistema propuesto sera capaz de tratar los vapores de metanol y fijar parte del CO:
residual del biofiltro por medio del cultivo de A. maxima, permitiéndole tener una
biomasa y calidad comparable con el cultivo convencional, obteniendo asi un

producto con valor agregado, y minimizando el costo de produccion.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Desarrollar un método biologico de tratamiento de vapores de metanol, que minimice
las emisiones CO: a la atmosfera, mediante su utilizacion como alimento para el

cultivo de A. maxima.

6.2. Objetivos especificos

1. Determinar las condiciones de operacion del biofiltro (aporte de nutrientes,
carga de contaminante, y tiempo de residencia del aire) en la degradacion
de metanol, maximizando su porcentaje de mineralizacion.

2. Determinar la temperatura adecuada para el crecimiento de A. maxima.
Comparar la produccion de biomasa de A. maxima: sin aireacion, con aporte
de aire atmosférico y con aporte de aire enriquecido en CO: proveniente de
un biofiltro.

4. Evaluar los efectos de la adicion de CO: proveniente del biofiltro de aire en

el contenido de proteinas, lipidos y ficocianina de A. maxima.
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7. MATERIALES Y METODOS

Para establecer el sistema de valorizacion (Figura 2) se opto por la utilizacion de un
biofiltro para el tratamiento de vapores de metanol acoplado a un fotobiorreactor

para el cultivo de la microalga A. maxima.

Biofiltracion del Cultivo de A.
metanol maxima

T I

-

-Ajuste de los -Temperaturas de
parametros de 25,30y 35°C
operacion -Sin carbonatos y
(Carga, aporte de con aireacion
nutrientes y flujo

\ e AN /

Cultivo acoplado de la
microalga al biofiltro

Figura 2. Sistema de valorizacion del metanol.

Inicialmente estos dos sistemas se trabajaron por separado para determinar algunos
parametros de operacidon mencionados en la figura anterior, después fueron
acoplados para el aprovechamiento del CO: proveniente del biofiltro en la

alimentacion de la microalga.
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7.1. Sistema de biofiltracion

El proceso de biofiltracion se llevd a cabo en un biorreactor a escala laboratorio

(Figura 3).
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Figura 3. Diagrama del sistema de biofiltracion. (1) compresor de aire, (2 y 5)
conector, (3 y 6) controlador de flujo masico, (4) burbujeador, (7) entrada, (8)
aporte de nutrientes, (9, 10 y 11) valvulas de muestreo de aire, en entrada,
mitad y salida del reactor, respectivamente, (12) salida de lixiviados, (13)
material filtrante.

A continuacidn, se describe a detalle el modo de operacion de este sistema.

7.1.1. Caracteristicas del biofiltro
El biofiltro esta construido con acero inoxidable, tiene 2.4 L de volumen util de lecho.
Es una torre de 0.52 m de altura, y consta de dos mddulos de 0.26 m cada uno, con un
didmetro interno de 0.083 m. Dispone de dos valvulas de entrada, una para el riego
del medio mineral y la otra para el paso del flujo de aire a tratar. Cuenta con cuatro
valvulas de salida: tres para la toma de muestras de aire ubicadas en la entrada, a la
mitad y en la salida del reactor y la otra en la parte inferior para la salida de los

lixiviados.
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7.1.2. Material de soporte e indculo
Se utilizo perlita como material filtrante y soporte microbiano. El soporte fue
tamizado con una criba de 3 a 5 mm para homogenizar el tamafio de las particulas.
Para la caracterizacion fisica de este material se determind su densidad aparente,
densidad real, el grado de espacio vacio y la capacidad de retencion del agua, como

se describe a continuacion

* Densidad aparente: Se utiliz6 una probeta de 100 mL, previamente pesada, la
cual se lleno de perlita tratando de que estuviera lo mas compactada posible,

antes de volver a pesarla y se calculd utilizando la ecuacion I

_ P probeta + perlita™f probeta vacia _ (g
L

). (Ee.D)

p aparente_ \4

* Grado de espacio vacio: Se utiliz6 la misma probeta con perlita, llenando los
espacios vacios con agua destilada hasta alcanzar la marca de los 100 mL y se

calculd con la ecuacion 11.

_ Volumen de agua vertida

Volumen de la probeta " (Ec. II)

* Densidad real: Se obtiene a partir de la densidad aparente y del grado de

vacio haciendo el siguiente calculo.

p real

paparente_ g
S (E) .. (Ec. 1)
* Capacidad de retencion del agua: Se dejo escurrir el agua del soporte,
obteniendo el peso de una muestra de perlita saturada de agua (Pu) en un vaso
de precipitados de 10 mL. Posteriormente se dejo en la estufa a 100 °C durante

48 horas, y se volvio a pesar (Ps), se realiz6 el calculo utilizando la acuaciéon IV.

Pyy-Pg
CR=(
P

*100) ... (Bc. IV)
H

La inoculacién se realizé mezclando manualmente la perlita con 5 L de lodos
activados procedentes de la planta de tratamiento de aguas residuales de la
Universidad del Mar, Campus Puerto Angel. Posteriormente se introdujo en cada
modulo del biofiltro. Los resultados de la caracterizacion estan reportados en el

Anexo 1.
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7.1.3. Medio mineral
El medio mineral que se utilizo fue el descrito por Arriaga & Revah (2004), (g L'): *18
de NaNOs, 1.3 de KH2POs, ¢0.38 de MgSOs 7H20, 0.25 de CaSOs 2H20, ©0.055 de
CaCl,, ©0.015 de FeSOs 7H20, ©0.012 de MnSO+ H-0, ¢0.0023 de ZnSOs+ 7H20, ¢0.0023
de CuSOs 7H20, ¢0.0015 de CoCl2 6H20 y ¢0.0015 de HsBOs. El pH de este medio

mineral se ajustd a 7 con NaOH 0.1N.

7.14. Reempaques del biofiltro
Los reempaques se iniciaron con la apertura de cada modulo del biofiltro, el soporte
contenido fue homogenizado, posteriormente se tomaron 200 mL en los dias 88 y 104;
y 400 mL en el dia 122 (segun el contenido de biomasa) para ser sustituido por la
misma cantidad de soporte nuevo (perlita), la cual fue mezclada para homogenizar el

material y realizar el reempaque de cada médulo.

7.1.5. Generacion del aire contaminado
El flujo de aire se gener6 a partir de compresor (Thomas-pump, mod. AP-40), este
flujo fue dividido en dos corrientes de aire: la primera corriente se hacia pasar por un
controlador de flujo masico (Aalborg) para posteriormente saturarse de vapores de
metanol contenido en un burbujeador, finalmente esta corriente se unia a la segunda
para entrar al biofiltro, regulando el flujo total con otro controlador de flujo masico,

como se muestra en la Figura 3.

7.1.6. Monitoreo del biofiltro
7.1.6.1. Mediciones de la fase gaseosa
El biofiltro fue monitoreado los cinco dias habiles de la semana, tomando muestras de
aire a la entrada, a la mitad y a la salida del reactor, utilizando bulbos muestreadores
de aire (SUPELCO Analytical con capacidad de 500 mL). La determinacién de las
concentraciones de metanol y CO: en la fase gas se realizd por cromatografia de
gases, inyectando por triplicado muestras de 0.25 mL con una jeringa hermética a
gases. Las concentraciones fueron relacionadas con el drea de los picos

cromatograficos con base a calibraciones previas.

Especificamente, las concentraciones de metanol en el aire fueron medidas con un
cromatografo de gases (Agilent Technologies GC, modelo 6890) equipado con un
detector de ionizacion de llama (FID, por sus siglas en inglés), y con una columna

capilar tipo HP-Innowax. El gas acarreador fue nitrégeno con un flujo de 2 mL min.
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Las temperaturas fueron de 250 °C en el puerto de inyeccion, 100 °C en el horno y 250

°C en el detector.

La presencia de CO: en aire fue medida con un cromatografo de gases (Agilent
Technologies GC, modelo 6890), con detector de conductividad térmica (TCD, por sus
siglas en inglés) y una columna capilar (HP-PLOT-Q). El gas acarreador fue el
nitrogeno a un flujo de 3 mL min?. Las temperaturas fueron de 250 °C para el

inyector, 40 °C para el horno, y 250 °C para el detector.

7.1.6.2. Mediciones de la fase liquida (lixiviados)
El volumen del lixiviado fue medido semanalmente, del cual se guardé una muestra
para la determinacion del carbono lixiviado correspondiente al contaminante por

medio de carbono organico total (COT) y so6lidos suspendidos.

El primero se midi6 utilizando un analizador de COT (Shimadzu mod. V-CSH).
Previo a este analisis, las muestra fueron filtradas (0.22 um Millipore) y diluidas (1:10)
con agua destilada. Cada medicion se realizd por triplicado. El equipo calcula
automaticamente el COT en ppm, con base en la curva de calibracién elaborada

previamente.

Los sélidos suspendidos fueron cuantificados secando los filtros (antes mencionados)
a peso constante durante 24 h a 100 °C en una estufa. Estos filtros fueron pesados
antes de ser utilizados y después de ser secados, la diferencia de pesos indica como
resultado la cantidad de so6lidos suspendidos en 100 mL de lixiviado, el cual fue

ajustado al volumen obtenido en la medicion del lixiviado.

El pH fue medido con un potenciometro (Hanna Instruments mod. HI 4211),

previamente calibrado.
7.1.6.3. Medicion de la fase solida

Durante la operacion del biofiltro, se tomaron muestras del material del soporte para
cada modulo (2 g aproximadamente) a fin de evaluar el contenido de humedad y

biomasa.

Para la determinacion del contenido de humedad, la muestra se pesé (peso=Pn), se
dejo en estufa a 100 °C por 24 h, se obtuvo el peso seco (Ps). Para la obtencion del

porcentaje de humedad se aplico la siguiente férmula:
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Py-Pg

H(%)z( P

)*100... (Ec. V)
H

Para la determinacion de la biomasa total se utilizé la técnica de sélidos volatiles
segun la norma mexicana NMX-AA-034-SCFI-2015. Después de haber evaluado el
contenido de humedad, se colocaron las muestras secas, previamente pesadas (P1, g)
en una mufla a 550 °C por 2 h, se dejo enfriar y nuevamente se pesod (P2, g); el
contenido de biomasa se calculd por diferencia de pesos como se muestra en la

ecuacion VI, el contenido de biomasa se expresa en miligramos por gramo de soporte:

P,-P
B(mgg‘l)Z( 1P 2

)*1000 ... (Ec. VI)
1

7.1.7. Condiciones de operacion del biofiltro
En la operacién del biofiltro se variaron tres parametros: la carga de metanol, el
aporte de nutrientes y el flujo de aire (Tabla 5), los cuales dependieron de la
capacidad de eliminacion del compuesto. Antes de cada cambio de carga se esperd a

que el sistema alcanzara una remocion estable (estado estacionario).

Tabla 5. Condiciones de operacion del biofiltro.

Incremento de la carga de metanol

Etapa I I III IV \% VI
Tiempo (dias) 0-14 15-51 52-63 64-86 87-100  100-127
Carga (g m?*h?) 98.8 136.6 211 332.5 206.3 156.5

Aporte de nutrientes (Solucion mineral)
Tiempo (dias) 0-29 30-43 45-86 88-104 105-127
Riego (mL d) 100 200 300 400 200
Flujo del aire de entrada

Tiempo (dias) 0-73 74-78 79-127
Flujo (L min) 24 1.3 0.9

* El dia 44, y 87 se increment? el riego temporalmente a 600 mL debido a fallos durante el fin de
semana sin riego ni alimentacién (dias 40-41), y con el fin de mejorar la eficiencia de remocién (dia 87).

7.1.8. Estimacion del desempefio del biofiltro
7.1.8.1. Eficiencia de remocion y capacidad de eliminacion

La eficiencia de remocion (ER), reporta el porcentaje de transformacion del

contaminante que se alcanza en el biofiltro y estd en funcion de la concentracién del
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contaminante en la entrada (Ce, g m?®) y la salida (Cs, g m?) del biofiltro y se calcula
utilizando la ecuacion VII.

La capacidad de eliminacion (CE) depende del volumen del lecho de soporte (Vr, m?)
y del caudal total del gas (Q, m® h'). Esta capacidad indica la velocidad de
transformacion de una cantidad de contaminante por unidad de volumen de

empaque, para su calculo se utiliza la ecuacion VIII.

C,-C
ER [%]=( ec s)*lOO...(Ec. VII)
€

CE [gm™ h‘l]z(ce'vﬂ ... (Ec .VIII)
R

7.1.8.2. Produccion de CO:

La produccion de didxido de carbono (PCOz), es un factor importante en la operacion
de un biofiltro, ya que es un indicador sobre la actividad microbiana, se calcula con la

siguiente ecuacion:

s Cco,(-Ceo,(e)

P S h
CO, [g m A

*Q ... (Ec. IX)

Donde:

Ccoz(e)= Concentracion de CO: en el aire de entrada del biofiltro (g m?)
Ccoz(s)= Concentracion de CO:en el aire de salida del biofiltro (g m-)

7.1.8.3. Mineralizacion y balance de carbono

En el proceso de oxidacion bioldgica, el metanol es transformado a dioxido de
carbono y agua. Ademas, se utiliza como fuente de carbono para el crecimiento
microbiano. Para obtener el porcentaje de mineralizacion se realizé un balance con

base en el carbono para este compuesto de acuerdo a la estequiometria de su reaccion
de oxidacién (Ec. X).

gde CO, experimental

% de mineralizacién = ( ) *100 ... (Ec. X)

gde CO,tedrico
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La produccion maxima de carbono que se puede obtener tedricamente es de 1.38 g de
CO: por g de metanol degradado (sin considerar la formacion de biomasa) (Dastous

et al., 2008) dada la siguiente relacion estequiométrica:
2CH;0H+3 O, — 2CO,+4H,0

Para el balance de carbono se obtienen tres posibles vias de transformacion, de

acuerdo a la siguiente féormula:

Csustra’co consumido=cc02+cbiomasa +Clixiviad0 s (EC XI)

Encontrandose asi, el carbono mineralizado como CO: en la fase gaseosa, el carbono
acumulado como biomasa en la fase solida y el eliminado como lixiviado en la fase

liquida.

La cantidad de metanol removido en un tiempo dado se obtiene integrando el valor
de CE respecto al tiempo de operacion, el resultado obtenido se multiplica por el
volumen de lecho del biofiltro, y por la masa de carbono contenida por masa de

metanol. El valor resultante esta expresado en gramos de carbono tratado.

Para la produccion de carbono como CO: en la fase gaseosa, se realiza una sola
integracion, hasta la misma fecha de integracion del balance, pero esta vez a partir del
parametro PCOz. Se multiplica por el volumen del lecho filtrante y por la masa del
carbono presente por masa de CO:. El valor resultante esta expresado en gramos de

carbono recuperados como CO:s.

Para la fase liquida, conociendo los volimenes de lixiviado, y el contenido de carbono
organico de éstos, se calcula igualmente la cantidad de carbono presente en los
lixiviados hasta la misma fecha de operacion. Ademads, se le afiade la cantidad de
materia orgdnica presente en suspension en los lixiviados. Se considera que un 50%

de la materia organica seca estd compuesta por carbono (Bailey & Ollis, 1986).

Para el carbono contenido en la biomasa, se calcula con los mg de biomasa total
contenida en el soporte, estimando de nuevo que el 50% del peso de la biomasa

corresponde al peso de carbono.
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7.2. Cultivo de Arthrospira maxima

7.2.1. Fotobiorreactor
El fotobiorreactor (Applikon) utilizado para los experimentos tiene una capacidad de

3 L, un sistema de control de temperatura, pH, nivel, agitacion e irradiancia.

Los pardametros de operacion del reactor fueron ajustados en base a la literatura:
Agitacion 100 rpm (Samson & Leduy, 1982), Irradiancia 350 pmol m? s?, Ciclo luz-
oscuridad 12:12 h (Sanchez et al., 2003).

7.2.2. Inoculo y medio de cutivo
La cepa A. maxima proviene de la coleccion de microalgas del centro de investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE), posteriormente se
mantuvo en el cepario del laboratorio Larvatrén de la Universidad del Mar (UMAR)
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con medio Zarrouk a 25°C, irradiancia de 350
pmol m? st un ciclo luz-oscuridad de 12:12 h, con agitacion manual una vez al dia

para mantener las condiciones de homogeneidad.

Para el establecimiento de cada cultivo se agregaron 12 mL de in6culo con una
densidad optica (DO) aproximada de 0.10 a 2 L de medio mineral (Zarrouk, 1966).

La composicién del medio es la siguiente (g L!):#16.8 de NaHCOs, 0.5 de K2HPO4,
*2.5 de NaNOs, 1.0 de K2504, 1.0 de NaCl, ¢0.2 de MgSO: 7H20, ¢0.08 de EDTA,
*(0.04 de CaCl: 2H20 y ¢0.01 de FeSO: 2H:0. Al cual se le agrega 1 mL L' de las
siguientes soluciones madre; solucion 1(g L): 2.86 de HsBOs, 1.8 de MnCl: 4H-0, 2.22
de ZnSOs 7H20 0.015 de MoOs, 0.074 de CuSO4; solucion 2 (mg L) 22.9 de NH4 VO,
47.8 de NiSOs 7H20, 17.9 de NaWO., 4.4 de Co(NO:s)26H-0, el cual fue esterilizado en

un autoclave por 15 min a 121 °C y con una presion de 15 psi (Andersen, 2005).

7.2.3. Variacion de temperatura
Para determinar la temperatura en la que se obtiene mayor biomasa de A. maxima, se
establecieron experimentos a temperaturas de 25, 30 y 35 °C. La temperatura fue

regulada con un termocirculador (PolyScience).

7.2.4. Seguimiento del cultivo
El crecimiento de los cultivos fue monitoreado tomando su densidad éptica (DO) en

un espectrofotometro UV-VIS (Spectronic 20) cada tercer dia, a una longitud de onda
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de 550 nm (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007) teniendo como blanco el medio de

cultivo.

El peso seco fue tomado al inicio de la fase exponencial, a la mitad de la fase
exponencial y al término del cultivo. Para lo cual se filtraron 50 mL de cultivo a través
de filtros de fibra de vidrio (GFF por sus siglas en ingles) de 45 mm de didmetro (1
um millipore) previamente pesados. Las muestras fueron secadas en una estufa
durante 24 h a 105 °C, se templaron en desecador y se pesaron en una balanza
analitica (precision + 0.1 mg). El peso seco de las células se determino por diferencia

de peso y se refirio al volumen filtrado.

La tasa de crecimiento se calculd en la fase exponencial utilizando la siguiente
férmula (Hoseini et al., 2014):

(In D, — In D;)
-t

u ... Be. XII

Donde D1 es la DO obtenida al inicio de la fase exponencial del cultivo; la D2 es la DO
obtenida al final de la fase exponencial; la t1 es el nimero de dias transcurridos del
inicio del cultivo al inicio de la fase exponencial y la t2 el nimero de dias

transcurridos del inicio del cultivo hasta el final de la fase exponencial.

La biomasa algal se cosechdé por centrifugacion (centrifuga HERAEUS
MEGAFUGE16R) a 4500 rpm, por 10 min a 20 °C, y se liofilizé a una temperatura de -
48 °C y una presion de 0.22 mBar (Liofilizadora LABCONCO SISTEM/FREEZONE

4.5) para los andlisis siguientes.

7.2.5. Analisis proximal de la biomasa

7.2.5.1. Contenido de lipidos totales

Los lipidos totales fueron extraidos utilizando la metodologia establecida por Bligh y
Dyer (1959), utilizando 20 mg de muestra liofilizada.

El procedimiento consiste en homogenizar la muestra con cloroformo y metanol (1:2).
Al extracto resultante se le agrega agua, el cual separa la solucion en dos capas; la
capa de cloroformo que contiene los lipidos y, la capa metanolica que contiene las
moléculas no lipidicas. De lo anterior la capa cloroformo:lipidos es aislada. Para la
cuantificacion de los lipidos el cloroformo fue evaporado y los lipidos fueron pesados

hasta mantener peso constante.
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7.2.5.2. Contenido total de proteinas

Se determinaron mediante el método de Lowry et al, (1951). Previamente a la
aplicaciéon del método, la muestra (5 mg de muestra liofilizada) fue molida
adicionandole perlas de zirconio/vidrio y 600 uL de agua destilada, utilizando un
disruptor mecanico (BioSpec 3110BX, Mini-BeadBeater). Se realizé una dilucion

tomando 40 uL de muestra y adicionandole 760 uL de agua destilada.

Este método utiliza al reactivo Folin-Fenol donde se produce un cambio de color en
respuesta a las diferentes concentraciones de proteinas. Las lecturas de absorbancia se
realizaron en un espectrofotdmetro-UV (Beckman DU 530 UV/Vis) a una longitud de
onda de 750 nm. El contenido de proteinas se calculé a partir de una curva de
calibraciéon (1.25 a 30 pg mL?) utilizando como solucion patréon Albtiimina de suero

Bovino.
7.2.5.3. Contenido de ficocianina

Para poder llevar a cabo la cuantificacion de ficocianina se realizé una extracciéon de
la biomasa seca, por el método de congelacion y descongelacion, utilizando un
amortiguador de fosfatos (Sarada et al., 1999). Se suspendieron 5 mg de biomasa
liofilizada en 1.5 mL de amortiguador de fosfatos (0.2 M, pH 8.0), se sonicd y
posteriormente las muestras fueron dejadas en el congelador durante tres dias,
sonicando la muestra cada 24 horas, esto para asegurar la ruptura de la membrana

celular y asegurar la extracciéon completa del pigmento.

La cantidad de ficocianina (FC) presente se calculd a partir de las mediciones de
densidad optica a 615 y 652 nm, correspondientes a la maxima absorcion de
ficocianina y aloficocianina en el amortiguador, utilizando la siguiente ecuacion
(Bennett & Bogorad, 1973):

_DOgi5-(DOgs2)

FC 5.34

... Ec. XIII

7.2.6. Analisis estadistico
Para determinar diferencias significativas entre los tratamiento en el contenido de
lipidos, proteinas y ficocianina, se realizo un andlisis de varianza (ANOVA) de una
via utilizando el programa MINITAB 17, seguido de una prueba Tukey. Un valor de
p<0.05 se consider¢ significativo.
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7.3. Cultivo de Arthrospira maxima acoplado al biofiltro de aire

El biofiltro fue acoplado con el cultivo de la microalga después de 127 dias de
operacion independiente. Esta etapa tuvo una duracion de 22 dias. En la Figura 4, se

muestra de forma general el sistema acoplado.

Biofiltro

Figura 4. Cultivo de A. maxima acoplado al biofiltro de aire.

7.3.1. Operacion del biofiltro de aire
El sistema de biofiltracion utilizado en esta etapa es el mismo que se describe en la
seccidn 7.1., en esta misma seccion se encuentra descrito los métodos utilizados para

el monitoreo del mismo (7.1.1) y para la estimacién su desempenio (7.1.3).

A continuacion se presentan las condiciones del proceso de biofiltracion al acoplarse

al cultivo:

1. Los parametros de operacion fueron los siguientes: a) carga de 157.2 + 17.74 ¢
m- h, b) riego de 200 mL diarios y, c) flujo de aire (FA) de 0.9 L min. Los
cuales fueron similares a los trabajados en la etapa VI del proceso de
biofiltracién independiente, debido al buen desempefio presentado.

2. No se realizaron conteos de los microorganismos presentes en el biofiltro.

3. Se realiz6 un solo reempaque, en el dia 8 del acoplamiento, con un recambio

de 400 mL de perlita por médulo.
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7.3.2.  Cultivo microalgal
El fotobiorreactor y sus pardmetros de operacion ademads del indculo y el medio
mineral utilizado en esta etapa fueron los descritos en la seccion 7.2. Cabe mencionar
que al medio mineral utilizado se le retir6 la fuente de carbono (sin NaHCO:s), por lo
que el pH inicial fue de 8.3 y fue ajustado a 9.0 utilizando NaOH (2.0 M) para ser

comparable con el cultivo seleccionado en la etapa anterior.
Experimentos

Anteriormente, se selecciono la temperatura de 30 °C, la cual se utilizd en estos

experimentos.

1. Como blanco, se cultivd la A. maxima suministrando CO: atmosférico, por
medio de una bomba de aire con un flujo de 0.9 L min'.
2. Se cultivo la A. maxima alimentandola con las emisiones del biofiltro (aire

enriquecido de COz) en lugar del aire atmosférico, con un flujo de 0.9 L min.

En la seccion 7.2.2 se encuentra descrita la metodologia utilizada para el seguimiento

del cultivo y en la seccién 7.2.3 para los analisis proximales realizados en esta etapa.

7.3.3. Fijacion de CO:en el cultivo de la microalga Arthrospira maxima

7.3.3.1. Carbono entrante por litro de cultivo microalgal durante el
periodo de luz

A partir de las mediciones diarias de la concentracion de CO: en la entrada del
reactor (g m?), se calculd la cantidad de CO: administrada por hora, por litro de
cultivo, multiplicando por el fluyjo administrado (0.054 m?® h?' (0.9 L min?), y
dividiendo por el volumen del cultivo (2 L). En base a este valor de g de CO2 h' L, se
calculd los gramos de carbono suministrados durante el periodo fotosintético (gC d-!
L), multiplicandolo por la relacién de 0.2727 gC por g de CO2 (12g de C por cada 44
g de CO) y por la duracién del periodo de luz durante un dia de cultivo (12 h d). El
valor obtenido de carbono entrante durante el periodo de fotosintesis diario se
integro para toda la duracién en dias hasta el final de la fase exponencial del cultivo,
por medio del programa origin Pro 8 (Origin Lab Corporation), para obtener la
cantidad de carbono entrante durante todos los periodos de luz del cultivo algal (gC
L1).
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7.3.3.2. Carbono saliente del cultivo microalgal

Se procedié de la misma manera utilizando las mediciones de concentracion de CO:
en la salida del cultivo microalgal, a fin de obtener la cantidad de carbono saliente

durante todos los periodos de luz que duro el cultivo (gC L)

7.3.3.3. Carbono fijado por el cultivo microalgal
A partir de la diferencia de concentracion de CO: entre la entrada y la salida del
fotobiorreactor, se utiliz6 el mismo procedimiento e integracion, para determinar la
cantidad de carbono fijada durante el periodo de interés del cultivo. Se pudo
corroborar la exactitud de las integraciones, dado que el valor de carbono fijado al
final del periodo de crecimiento exponencial del cultivo corresponde a la diferencia

de los dos calculos anteriores (carbono saliente menos carbono entrante).

Carbono fijado en biomasa

A partir del peso seco obtenido al final del cultivo microalgal, se calcul6 el contenido
de carbono en la biomasa utilizando como referencia lo reportado por Azizi et al.,
(2018), quien menciona que el carbono presente en la biomasa del género Arthrospira

corresponde al 55.7% de su peso seco.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Biofiltracion

8.1.1. Desemperfio del biofiltro
8.1.1.1. Eficiencia del biofiltro

El biofiltro fue operado durante 127 dias antes de acoplarlo con el fotobiorreactor; en
la Figura 5 se muestra la carga volumétrica de metanol (CV), la capacidad de
eliminacion (CE) y la eficiencia de remocion (ER) del biofiltro en funcién del tiempo.
Se vario la CV, el flujo de aire (FA) y el volumen de los nutrientes. Se aplicaron seis
CV a lo largo de la operacion del reactor, las cuales permiten delimitar seis etapas
marcadas en la Figura 5 por medio de lineas punteadas. Los cambios del FA se

muestran con lineas continuas.

700 T T T T
I I I Vo VI 100
fomly ropesrealobe [ 1Y ok e
600 |gf B4 Vo ] i v
: N v | L ' R i m | %0
| | b IR L
i . y @ & 1 80
= | ST
< E t : / I
© 400 - ' oo | %}EL ” L0 o
g : ' - y. s 2
) ' | | R & 150
o 300 d | | i 2
@) E I | 14 H
S 200 o : > 1 30
@)
420
100
410
0 0
- 0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Tiempo (d)
—e—CV --¢---CE ---8--- ER -+ Reempaque

Figura 5. Variacion de la carga volumétrica (CV), capacidad de eliminacion (CE) y
eficiencia de remocion (ER) en funcion del tiempo.

Etapa I: del dia 1 al dia 14
Durante la primera etapa, que abarco las dos primeras semanas de operacion, el

biofiltro operd con una carga promedio de 98.8 + 4.8 g m® h, un FA de 2.4 L min'y
un riego de 100 mL diarios. El primer dia después de la inoculacion se alcanzd una

ER del 33.9%, y 92.5% de remocién desde el segundo dia. A partir del dia 4, el sistema
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se estabilizé con una ER promedio de 99.3% + 1.0 y una CE promedio de 97.3 +4.5 g
m*? h'l. Esta ER es atribuida a la actividad bioldgica, y no a la adsorcion del
contaminante, esto es explicado en algunos trabajos que prueban que la adsorcion del
contaminante en la perlita se lleva a cabo en menos de 24 horas (Gutiérrez-Acosta,
2009; Jiménez et al., 2015). Cabe destacar que la remocién fue alta, considerando que
el consorcio microbiano no fue aclimatado como lo recomiendan diversos autores
(Jones et al., 2004; Jiang et al., 2009 & Elias et al., 2010), quienes mencionan que la
aclimatacion es importante para el desarrollo de la poblacion Optima de
microorganismos para la degradacion del contaminante, por lo que indican que no

llevarlo a cabo puede provocar una baja remocion.

Etapa II: del dia 15 al dia 51
Dada la alta eficiencia de remocion obtenida, se incremento la CV a 136.6 + 9.4 g m® h-

1. En esta etapa, se probaron diferentes volimenes de riego. Este pardmetro es muy
importante para una adecuada degradacion de los contaminantes en los biofiltros, y
se debe ajustar propiamente (Morales et al., 2003).

Del dia 15 al dia 29, el volumen de riego se mantuvo idéntico al de la etapa I (100 mL
por dia), obteniendo una CE promedio de 126 g m? h'y una ER de 92.3 + 4.0%.
Debido a la disminucion de la ER, se probd incrementar el volumen de riego hasta
200 mL por dia, entre los dias 30 y 43. Desde el dia siguiente de haber duplicado el
aporte de medio mineral, aument¢ significativamente la CE y la ER (promedios de
135.0 £ 8.7 g m?® h'y 98.3 + 0.9% respectivamente, entre los dias 31 y 39).

Los dias 40 y 41, correspondientes a un fin de semana, un paro eléctrico generd una
interrupciéon del subministro de metanol. Esto disminuyd progresivamente la
remocion del sistema los tres dias siguientes (98.6, 63.7 y 52.0% de ER, para los dias
42, 43 y 44, respectivamente). Con la finalidad de “limpiar” el filtro de posibles
compuestos inhibidores generados durante el paro, el dia 44 se realizd un riego de
600 mL. El aumento temporal del riego ya ha mostrado anteriormente favorecer la
recuperacion de los sistemas de biofiltracion (Jiménez et al., 2015). En nuestro caso de
estudio, un dia después del incremento del riego, la ER regres¢ a valores cercanos al
100%. Del dia 45 al dia 51 el volumen de riego se increment6 a 300 mL, para evitar
limitaciones de riego en caso de incidente. Se obtuvo una CE de 132.7 +10.1 gm=h'y
una ER de 99.0 = 0.8%. Cabe notar que para este ultimo aumento del volumen de

riego se mantuvo una remocion similar a la obtenida con un riego de 200 mL.
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Etapa III: del dia 52 al dia 63
Al incrementar la CV a 211 g m? h, aumenté la CE hasta 202 + 13.7 g m? h?,

manteniendo una alta ER (98.9 + 1.5%). Estos resultados parecian indicar que el
biofiltro aun podia degradar mayor cantidad del contaminante, y que adn no

alcanzaba su maximo potencial de remocion.

Etapa IV: del dia 64 al dia 86
Para determinar la capacidad méxima de remocion del sistema, se aumento, entre el

dia 64 y 86, la CV a 332.5 + 37.5 g m? h''. Se observo una rapida disminucion de la ER,
que paso a estabilizarse, entre los dias 71 y 73, alrededor de 79.9 + 3.4. En el periodo
comprendido entre los dias 64 y 73, la CE promedio fue de 288.2 + 38 g m® h' y la ER
de 85.2%. En otros estudios ya se ha podido observar que aumentar el tiempo de
residencia permite incrementar la eficiencia del reactor (Corsi & Seed, 1995). Asi,
Delhoménie et al. (2002) observaron durante la degradacion de tolueno por
biofiltracién que al disminuir el FA la ER aumento, explican que esto se debe a que
existe mayor tiempo de contacto del contaminante con los microorganismos, por lo
que tienen mayor oportunidad de degradarlo. Por lo tanto, para facilitar la
degradacion del metanol se decidié disminuir el FA, aumentando el tiempo de
residencia del contaminante en el lecho. Del dia 74 al dia 78, el FA se disminuy¢ a 1.3
L min?, se obtuvo una CE de 276.7 + 17 g m? h' y una ER de 81.1%; el altimo FA que
se probd fue 0.9 L min! (del dia 79 al dia 86), se obtuvo CE de 238.8 + 19 g m® h'y
una ER de 76.0%. Esto es contrario a lo esperado, dado que, al disminuir los FA, la CE

y ER disminuyeron.

En nuestro caso la falta de mejora de la ER se pudo deber a tres causas. La primera
puede relacionarse con que la CV era muy alta por lo que el sistema estaba en su
limite y no podia degradar mas. La segunda causa puede deberse a una inhibicion de
la degradacion por la mayor concentracion de entrada de metanol al disminuir el FA
(concentraciones de 5.7 + 0.8, 10.5 + 0.9, 14.0 + 1.0 g m™ para flujos de 2.4, 1.3, 0.9 L
min'!, respectivamente). Shareefdeen et al. (1993) reportan una inhibicién de los
microorganismos al incrementar las concentraciones de metanol; Krailas et al. (2000)
reportan CE mads elevadas para una concentracion de metanol de 7.5 g m?, la cual es
menor a las dos ultimas concentraciones aplicadas en este estudio. Finalmente, el
crecimiento excesivo de la biomasa pudo haber impedido que el contaminante se

distribuyera homogéneamente en el lecho y fuera degradado en su totalidad, por
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taponamiento y desarrollo de zonas muertas (Delhoménie et al., 2002). En esta etapa
(con los diferentes FA probados) el biofiltro ya no degradaba la totalidad del
contaminante por lo que se decidi6 reducir la carga de metanol, manteniendo el FA a
0.9 L min.

Etapa V: del dia 87 al dia 100
En la etapa III, se logré una remocion cercana al 100% mas de 200 g m? h-, por lo cual

se redujo la CV a valores cercanos a estos (206.3 g m= h'). En el primer dia, la ER se
mantuvo baja (70.1%), por lo cual se le aplico un riego de 600 mL, con el fin de lixiviar
posibles subproductos inhibidores. Sin embargo, al dia siguiente (dia 88) la ER fue
aun menor (63.2%). Yang et al. (2010) mencionan que reducciones de eficiencia
pueden deberse a la acumulacion excesiva de biomasa por lo que se procedid a abrir
el biofiltro donde efectivamente se observo una gran acumulacién de biomasa, y se
sustituyo el 16.6% (en volumen) del empaque por nueva perlita (los cambios de
empaque realizados a lo largo de la operacion del biofiltro se encuentran sefialados
con una flecha en la Figura 5). A partir de aqui se increment¢ el riego diario a 400 mL.
Sin embargo, estas medidas no fueron suficientes, pues al dia siguiente la ER lleg6 tan
solo a 71.4%. Alcanzé su estado estacionario del dia 96 al 100 con una baja CE y ER
(144.2 g m® h'y 68.2% respectivamente). Para recuperar la eficiencia del biofiltro se

disminuy6 nuevamente la CV.

Etapa VI: del dia 101 al dia 127
La ultima CV probada fue de 156.5 g m? h'. Se obtuvo una ER de 60.2% y la CE fue

de 92.2 g m? h'l. Asi el reactor degradaba mucho menos que anteriormente. Ante esta
situacion, en el dia 104 se procedid a abrir el biofiltro y para evitar taponamiento y
exceso de humedad el riego fue fijado en 200 mL durante el resto del experimento. Se
observo zonas de acumulacion de biomasa, por lo que se sustituy6 el 16.6% (200 mL)
de soporte por perlita nueva. Esto fue suficiente para que al dia siguiente se alcanzara
una ER de 79.5% y al segundo dia de 95.6%. Del dia 107 al dia 116 se mantuvo en un
estado estacionario con un ER promedio de 99.6% y una CE de 163.6 g m? h'l. En el
dia 117, la ER empezd a disminuir paulatinamente (la ER en el dia 121 fue de 76.8% y
su CE fue de 123.6 g m? h!) por lo que al igual que en la ocasion anterior en el dia 122
se procedio a abrir el biofiltro, se observo mayor acumulacién de biomasa y el cambio
de soporte fue del 33% (400 mL). Durante los siguientes dias de esta etapa (del dia del
125 al 127) la ER y CE promedio fueron de 141.3 g m3 h' y 98.2% respectivamente.
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8.1.1.2. Efecto de la carga sobre la capacidad de eliminacion

En la Figura 6, se muestran las CE obtenidas a diferentes cargas, la linea punteada
representa la remocion completa del contaminante. Durante las tres primeras etapas,
en las cuales la carga aument6 de 98.8 a 211.1 g m® h', la ER al estado estacionario se
mantuvo cercana al 100%, eliminando asi casi la totalidad del contaminante. Las
limitaciones del sistema se observaron a partir de la etapa IV, cuando la carga se fijo a
332.5 g m? h'l. Excluyendo los puntos de la etapa V, en la Figura 6, se observa que
para cargas mayores a una CVeait de 230 g m? h', los puntos se alejan de la recta de

100% de remocion.

Durante la etapa IV, se redujo el tiempo de residencia en el reactor, manteniendo la
carga de metanol que entraba al sistema. Las CE obtenidas fueron similares con el
tiempo de residencia inicial (1 min) y después de la primera reduccion del tiempo de
residencia (0.54 min), arrojando una CEmax cercana a 280 g m™ h'. Inclusive si los
valores de CEmax dependen de la configuracion del sistema, es tutil comparar la
capacidad de este sistema con la reportada en otros estudios. El valor de CEmax
alcanzado en este trabajo fue superior al obtenido por Krailas et al. (2000),
Chetpattananondh et al. (2005), Avalos et al., (2008) y Dastous et al. (2008), quienes
reportan CEmax entre 82 y 230 g m?® h'. Esto indica cualitativamente una buena
competitividad del sistema utilizado en el presente trabajo. Sin embargo, mayores
eliminaciones ya han sido obtenidas por Prado et al. (2004); Arriaga et al. (2012) y
Palomo-Briones et al. (2015), quienes reportan CEmax entre 600 y 1320 g m® h''. En el
caso del primer estudio la buena remocion puede deberse al sistema utilizado
(biofiltro de lecho escurrido) que puede favorecer la transferencia gas-liquido del
metanol al facilitar su contacto con el medio acuoso. En el caso de los dos ultimos
estudios, cabe mencionar que se inoculd con una cepa de Pichia pastoris genéticamente

modificada con alta capacidad de degradacion de metanol.

En la etapa IV, cuando se disminuyd ain mas el tiempo de residencia (hasta 0.37
min), la CE se redujo aun mas, como se ha especificado en el parrafo anterior. Al
reducir la carga (etapa V), se observa una baja CE (144 g m? h' aproximadamente),
muy alejada de la linea que representa la remocion total del contaminante, esto puede
deberse a la acumulacion de biomasa, como se explicd anteriormente. En la etapa VI,
se disminuy6 nuevamente la carga a 156.5 g m= h! con el fin de recuperar la eficiencia

del sistema, la CE (141.3 g m3 h'') obtenida fue similar a la obtenida a carga similar en
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la etapa II, manteniendo asi un alto porcentaje de remocion (98.2%). Esta CE permite
eliminar completamente el contaminante y es mayor a la obtenida en los diferentes
trabajos realizados por: Krailas et al. (2000), (101 g m® h'). Avalos et al., (2008) (95 g m-
$h') y Dastous et al. (2008) (82 g m? h1).
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Figura 6. Efecto de la carga volumétrica (CV) sobre la capacidad de eliminacién
(CE).

8.1.2. Transformacion del contaminante
8.1.2.1. Produccion de didxido de carbono
La produccion de CO: (PCO2) es un indicador de la actividad microbiana, ademas de
ser una medida facil y un pardmetro confiable para evaluar el desempefio del biofiltro
(Alvarez-Hornos et al., 2007), por lo que se le di6 seguimiento a lo largo de la

operacion del biofiltro (Figura 7).
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Figura 7. Variacion de la capacidad de eliminacion (CE) y la produccion de CO:
(PCO2) respecto al tiempo de operacion.

Etapa I: del dia 1 al dia 14
(CV promedio de 98.8 g m h'', riego de 100 mL d' y FA de 2.4 L min)

Durante los primeros tres dias la CE fue de 73.92 g m* h'!, mientras que la PCO: fue
de 38.3 g m® h7, lo cual nos indica que durante estos dias la mineralizacion del
contaminante llevada a cabo por los microorganismos presentes en el sistema fue
baja. La eliminacion del metanol pudo deberse a la adsorcién del contaminante y al
aprovechamiento del carbono para acumulacién de biomasa de los microorganismos.
Durante los siguientes dias de esta etapa, la CE fue de 97.3 g m® h! obteniendo una
PCO: de 137.2 g m™® h', lo que representd una mineralizacion total del contaminante
(103%), indicando asi una adecuada actividad biologica y una importante
mineralizacion del contaminante desde el inicio del experimento, concordando con la

alta remocion del contaminante (99.3%).

Etapa II: del dia 15 al dia 51
(CV promedio de 136.6 § m h'', variacion del volumen de riego y un FA de 2.4 L min™)

En esta etapa se realiz6 el primer incremento de carga. Del dia 15 al 29 (bajo el mismo
régimen de riego que en la etapa anterior de 100 mL por dia) se registré una CE de
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126.6 g m® h' con aumento en la PCO: (19542 g m?® h') manteniendo la
mineralizacidn total del contaminante (112%), al incrementar el volumen de riego a
200 mL (entre los dias 30 y 39) no hubo un cambio significativo en la PCO:y CE
(196.0 y 132.8 g m™ h', respectivamente), se mantuvo el porcentaje de mineralizacion
(108%). Estos porcentajes ligeramente superiores a 100% estan en el rango que se

puede esperar dada la precision de la medicion.

Durante los dias 42, 43 y 44 (después del paro eléctrico durante los dias 40 y 41) la CE
disminuy¢ paulatinamente (138.9, 91.9, 71.7 g m?® h!) de la misma forma se observo
una disminucion en la PCO:2 (233.7, 58.9 y 62.8 g m= h?). En el dia 45 (un dia después
de la aplicacion del riego de 600 mL), se registré un importante incremento en la CE y
la PCO: (de 144 y 147.2 g m™ h''respectivamente). Del dia 46 al dia 51 (con un riego de
300 mL) se alcanzo una CE de 132.7 g m*® h'!y una PCO: de 1839 g m3 h?,

manteniendo otra vez una mineralizacion completa del metanol (103%).

Etapa III: del dia 52 al dia 63
(CV promedio de 211 g m* h', riego de 300 mL d' y FA de 2.4 L min™)

Con el nuevo incremento de la CV en esta etapa, se alcanzé una CE de 202.0 g m* h!
y una PCO: de 331.7 g m?® h?, conservando asi una buena mineralizacion del

contaminante (118%), la cual se debid a la actividad microbioldgica en el biofiltro.

Etapa IV: del dia 64 al dia 86
(CVde332.5 g m3 h'ly riego de 300 mL d! y variacion en el flujo de aire)

El dltimo incremento de CV se aplico en esta etapa. Primero se probd con el mismo
FA (2.4 L min') que en la etapa anterior (entre los dias 64 y 73), la CE y PCO:
incremento considerablemente (288.2 y 465.0 g m* h', respectivamente), obteniendo
un 122% de mineralizacion; posteriormente al disminuir el FA a 1.3 L ! (del dia 74 al
dia 78) la CE tuvo un ligero decremento (276.7 g m? h') mientras que para la PCOz,
este decremento fue proporcional (375.3 g m?® h'), manteniendo la mineralizacion
(117 %). Cabe resaltar que los porcentajes altos de mineralizacion que se presentaron
(superiores a 100%) pueden deberse a la respiracion endogena existente en el sistema
(Métris et al., 2001). Los ultimos dias de esta etapa (del dia 79 al dia 86) el FA se
disminuy6 a 0.9 L min? donde la CE (236.7 g m? h') disminuy¢ al igual que PCO:

(2154 g m® h') con un 73% de mineralizacion. Al disminuir los FA se observé un
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marcado decremento de la PCO, por lo que también disminuyeron los porcentajes de

mineralizacion.

Etapa V: del dia 87 al dia 100
(CV promedio de 206.3 g m3 h' FA de 0.9 L min™)

En esta etapa la PCO: fue muy variable (promedio de 135.57 g m? h), pues la ER
habia disminuido y se intentaba recuperarla, sin embargo, solo se alcanzo 68.2% de
mineralizacién en el estado estacionario (del dia 96 al 100). La baja mineralizacién
puede deberse al re-empaque del dia 88, y a la nueva formacion de biomasa para

reconstruccion de la biopelicula.

Etapa VI: del dia 101 al dia 127
(CV promedio de 156.5 ¢ m3 h'' FA de 0.9 L min™)

Durante los primeros dias (del dia 101 al 104) la CE promedio fue de 92.2 gm=h'yla
PCO: fue de 123.2 g m™ h'! los cuales son menores a la etapa anterior, en el dia 104, se
cambio parte del material filtrante del biofiltro alcanzando en los siguientes dias (del
107 al 116) una CE de 1629 g m? h' y una PCO: de 245.57 g m?® h'! con una
mineralizacion completa (113%). En el dia 117, la CE y PCO: empezaron a disminuir
paulatinamente hasta el dia 122 donde la CE de 123.6 g m® h'y la PCO: fue de 173.3 g
m? h, por lo que se realiz6 otro reempaque del biofiltro con lo cual la CE se mantuvo
los ultimos dias (del dia del 123 al 127) en 141.3 g m® h'y la PCO:z en 205.1 g m3 h!

con un 106% de mineralizacion del contaminante.

Globalmente se observé que al incrementar la CE incrementa la PCO:2 mostrando asi
tendencias similares en ambos pardmetros, al igual que lo reportado por Alvarez-
Hornos et al. (2007) y Avalos et al. (2008) quienes mencionan que la PCO: es
proporcional a la CE del contaminante y estd asociada a la cantidad de metanol
eliminada (Fang & Govind, 2006).

8.1.2.2. Relacion entre la capacidad de eliminacion y produccion de
CO:

La Figura 8 presenta la PCO:, en funcion de la CE con base a los datos obtenidos en la
fase estacionaria de cada etapa. En caso de oxidaciéon completa del metanol (sin
generacion de biomasa), se obtendria una produccién tedrica de 1.38 g de CO:z por g

de metanol (Dastous et al., 2008). La interseccidon de esta curva deberia ser cercana a 0
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g CO2m* h, lo que significa que no deberia haber PCO: dentro del biofiltro sin el
sustrato (metanol) (Nikiema et al., 2005).

La Figura 8 muestra que la pendiente de la tasa de PCO: del metanol como una

4 80 m3 hl

funcion de la CE es igual a 1.4 que equivale a una mineralizacion global

g CH:OH m3 h'!
aproximada de 104 % muy cercana a la maxima tedrica. Esto indica que a pesar de
que parte del carbono fue consumido para la produccién de biomasa, se obtuvo una
alta cantidad de CO.. La mineralizacion obtenida en este experimento es superior al
57.6% reportado por Prado et al. (2005) y al 80% reportado por Dastous et al. (2008). Se
obtuvo una alta PCO, lo que es particularmente util para su uso posterior como
fuente de carbono para el crecimiento algal. La relacidn lineal que se muestra en la
Figura 8 es estadisticamente viable (a=0.05), con un coeficiente de correlacion de
Pearson de 0.86, y un valor de p=0, rechazando asi la hipodtesis nula de que la

correlacién no sea significativa. Por tanto a mayor CE mayor serd la produccion de
COn.
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Figura 8. Relacidn entre la capacidad de eliminacion (CE) y la produccion de CO.o.
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Por otra parte cabe notar que a partir de los dos meses de arranque del biofiltro se
observaron larvas de mosquito los cuales se desarrollaron hasta la etapa adulta (ver
capitulo 8.1.3.1). Lo anterior explica que en algunos puntos, la PCO: haya sido alta,
como lo reportado por Estrada et al. (2013) quienes relacionaron la mayor
mineralizacion observada en un biofiltro con la presencia de macro organismos
(acaros) que se nutrian de parte de la biomasa. Asi, acaros se han usado para limitar
el crecimiento excesivo de biomasa fungica, consumiendo los hongos e
incrementando la conversion total del contaminante a COz. Por otra parte, larvas de
mosquito han permitido mantener una biomasa estable en diferentes biofiltros
(Krishnakumar, 2007; Krishnakumar, 2008). Cabe notar que, la respiracion de las
moscas que consumen la biomasa ha podido aumentar la produccion de CO, al
oxidar parte de la biomasa, limitando su crecimiento excesivo y reduciendo la caida
de presion (Woertz, 2002).

La ordenada de la recta indica que, en promedio, sin ningun sustrato, el biofiltro
produciria 10.13 g CO2m? h', esto puede ser ocasionado por la respiracion enddgena
de los microorganismos y de las moscas (Woertz et al., 2002; Prado et al., 2005). En las
etapas III y IV (a un TR=1 min), donde se detectaron moscas en salida del reactor, la
PCO: fue mayor a la maxima tedrica por mineralizacion de metanol (Figura 8). A
partir del dia 74 (etapa IV, TR=0.54 min), cuando se disminuy¢ el tiempo de
residencia del metanol, ya no se observaron moscas a la salida del biofiltro; sin
embargo, se observaron larvas en los lixiviados. Con lo anterior la PCO: empezd a
caer, para finalmente ser notablemente inferior a la tedrica cuando el EBRT fue de
0.37 min. Parece por lo tanto corroborarse cierta relacion entre la presencia de moscas
y la alta produccion de CO:s:. Es posible que, tras la desaparicién de las moscas, parte
del CO: fuera utilizado para produccion de biomasa, debido a la mayor concentracion
de metanol en entrada y/o a la liberacion de espacio por la eliminacién de las moscas
adultas. Parte de la materia organica de estos organismos puede haber sido asimilada

por la biomasa.
8.1.2.3. Produccion de biomasa

En la Figura 9, se observa la evolucion del contenido de biomasa en los dos mddulos
del biofiltro durante su operacién. De forma general se observa que conforme pasa el
tiempo, incrementa el contenido de biomasa, lo cual estd relacionado con la

colonizacién del soporte por los microorganismos.
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Figura 9. Contenido de biomasa en cada médulo del biofiltro.

Después de la inoculacidn, el contenido organico en ambos modulos fue de 6.3 mg g
de perlita. Este contenido incrementd considerablemente en los primeros 9 dias de
operacion (68.3 y 37.4 mg g! de perlita para los modulos superior e inferior,
respectivamente), lo que corresponde a la mas alta tasa de crecimiento microbiano
(6.9 y 3.4 mg g' dia!), antes de los reempaques. Esto indica el uso inicial del carbono
del contaminante para el crecimiento de la biopelicula, inclusive si el indculo no
estaba inicialmente aclimatado al metanol. Al dia 24, el contenido de biomasa
aumentd de nuevo con 102.6 y 75.5 mg g* de perlita para los médulos superior e
inferior, respectivamente. La mayor cantidad de biomasa observada en el modulo
superior pudo ser debida a que el contaminante pasaba primero por este modulo.
Asi, los microorganismos presentes en esta area aprovechaban la mayor parte del
sustrato, por consiguiente, habia una menor cantidad de metanol disponible para los
microorganismos del mddulo inferior, limitando su crecimiento. Lo anterior coincide
con lo reportado con Morgan-Sagastume et al. (2001) quienes observaron mayor
contenido de biomasa en secciones superiores de los biofiltros debido a una mayor

concentracion del contaminante cerca de la entrada del aire contaminado.

Al dia 43, en el médulo superior, el contenido de biomasa fue similar al dia 24 (100.6
mg g de perlita); mientras que el mddulo inferior tuvo un incremento de 27.2 mg g
de perlita, llegando a tener un contenido de biomasa muy similar al médulo superior

(alcanzando asi un valor de 102.7 mg g de perlita). Esta estabilidad para el mdédulo
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superior pudo ser debida a que al tener una carga mas alta (136.6 g m= h! aprox.) no
podia degradar mas contaminante por lo que el contaminante no degradado pasaba

al modulo inferior favoreciendo asi su crecimiento microbiano.

En el dia 78 (etapa IV) se obtuvo una biomasa de 124. 5 y 156.8 mg g de perlita, es
decir en ambos modulos se increment6 el contenido de biomasa, lo cual pudo deberse
a que la carga con la que se oper6 fue mayor (332.5 g m* h'), aportando mas sustrato
a la biopelicula. En el dia 104, se operaba con una carga menor (156.5 g m? h), sin
embargo la biomasa no tuvo una disminucién importante (149.1 y 143.7 mg g de
perlita para el mddulo superior e inferior respectivamente), esto pudo ser debido a
que desde la etapa IV el contenido de biomasa en el biofiltro era alto y debido a que la
biomasa cuantificada por solidos volatiles se puede encontrar en diferentes estados
fisioldgicos (biomasa activa, inactiva, muerta y en proceso de hidrdlisis) puede estarse
considerando la biomasa muerta de la etapa anterior, después de haber sufrido
reduccion del aporte de sustrato (Jiménez et al., 2015). Cabe senalar que tras el
reempaque realizado el dia 88, se recuperd (en un poco mas de dos semanas) una
cantidad de biomasa similar al dia 78. Como ya se menciono en el capitulo 8.1.1.1,
debido a este crecimiento de biomasa que podria ser excesivo por la baja ER obtenida,
en el dia 104 se realizé de nuevo un reempaque, quedando el biofiltro con una
biomasa de 1046 y 95.6 mg g' de perlita (mddulo superior e inferior

respectivamente).

Tomando en cuenta los ultimos valores mencionados en el parrafo anterior; se
observa de nuevo un rdpido crecimiento de biomasa tras el reempaque (en una
semana), sobre todo para el mddulo superior (dia 113:243.5 y 118.6 mg g de perlita,
en moddulos superior e inferior, respectivamente). Asi, entre los dias 104 y 113, se
observé el mas alto crecimiento de biomasa, con produccion de 15.4 mg g' d! en el
modulo superior. En el dia 122, la cantidad de biomasa presente fue de 184.4 y 131.6
mg g de perlita, debido a la baja ER se procedié a un nuevo reempaque (33 % del
volumen) para finalizar con una biomasa de 133.2 y 94 mg g' de perlita. La
disminucién de la cantidad de biomasa en el modulo superior entre el dia 113 y 122
puede relacionarse con cierta heterogeneidad de la poblacion. Asi, la toma del dia 122
fue realizada tras homogeneizar la totalidad del empaque de cada modulo, y no como
una toma aislada (dia 113). Cantidades de biomasa similares al mas alto valor

obtenido en este estudio (243.5 mg g') han sido reportadas en perlita durante el
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tratamiento de COV por Jiménez et al., (2015) (hasta 226.9 mg g de perlita); Palomo-
Briones, 2015 (hasta 250 mg g de perlita), lo cual indica que, a nivel cuantitativo, la

cantidad de biomasa es comparable a otros estudios.

8.1.2.4. Seguimiento del carbono organico total

En la Figura 10, se muestran los contenidos semanales de carbono organico total
(COT) y de carbono en suspension en el lixiviado, las lineas punteadas separan las

diferentes etapas.
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Figura 10. Contenido de carbono organico total en los lixiviados.

Se observa que, generalmente, los lixiviados presentan mas carbono en forma disuelta
(COT) que en suspension. En la etapa I, se observan los valores mas bajos de COT y
de carbono en suspension (en promedio 0.027 g semana’ y 0.018 g semana?,
respectivamente), esto puede deberse a la baja carga de metanol acompanado de una
alta ER, confirmando la buena remocién biologica y la poca absorcién del
contaminante o de subproductos de degradacion en el medio liquido, asi como la
buena fijacién de la biopelicula y la falta de desprendimiento de biomasa o material

celular.

En la etapa II y III, el contenido de carbono disuelto y en suspension incremento,

debido a la mayor carga de metanol, alcanzando al dia 49, un maximo de 0.76 y 0.47
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gC por semana para el COT y el carbono en suspension, respectivamente. Cabe
sefialar que este maximo de carbono lixiviado corresponde al periodo colectado tras

la falta de riego en fin de semana, y la correspondiente reduccion temporal de la ER.

En las etapas IV y V, y la primera semana de la etapa VI, (dias 70 a 105), se
observaron los mas altos valores de carbono disuelto, llegando este a superar
ampliamente el carbono en suspensidn, representando asi, en promedio, el 93% del
carbono presente en el lixiviado. El maximo valor obtenido fue de 13.9 gC semana en
el dia 84, cuando el reactor recibia la mayor carga del contaminante (332.5 g m= h).
Cabe senalar que este periodo de alto COT corresponde a un prolongado decaimiento

de la ER del sistema (entre los dias 67 y 106, ver Figura 5).

Tras la recuperacion de la ER del sistema, en la dltima etapa (VI), con una carga
aplicada similar a la carga de la etapa II, se recobraron valores similares de COT, en
promedio 0.25 g (0.21 g en la etapa II). Esto parece indicar una cierta relacion entre la

mala ER del sistema y la presencia de un alto contenido de COT en los lixiviados.

8.1.2.5. Balance de carbono

El balance de carbono fue desarrollado en base al carbono eliminado (metanol
consumido) durante las diferentes etapas de operacion del biofiltro. Se realizaron seis
balances de carbono (desde el inicio de operacién hasta los dias 9, 24, 43, 78, 105, y
122). El carbono consumido como metanol puede ser emitido en forma de COs,
eliminado en los lixiviados (COT y SS) y acumulado en biomasa. La Tabla 6 muestra
las cantidades de carbono presentadas en sus diferentes formas. A partir de esas
cantidades, se calculd el porcentaje de carbono recuperado, el balance se ajustd al
100%, a fin de poder visualizar el porcentaje relativo de cada una de las formas de

recuperacion de carbono (Wang et al., 2012)

Cabe senalar, como se observa en la Tabla 6, que los balances de carbono no cierran al
100%. Los balances de carbono realizados en biofiltracion no suelen ser muy precisos,
y los intentos de cerrar el balance han sido desiguales a menudo con discrepancias de
10-50% entre el carbono degradado y el carbono recuperado (Bordoloi & Gostomski,
2015). Sin embargo, en este caso de estudio, vale hacer hincapié en que siempre se
encuentra un exceso de carbono en los productos de la degradacion frente a lo que se

esperaria en base al consumo de metanol (con recuperaciones entre 117.14 y 126.41%).
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En promedio el carbono excedente en estos siete balances es de 22.95%, con una
desviacion estandar bastante reducida (3.51%). Esto parece indicar que la cantidad de
carbono en productos de la reaccion es sistematicamente sobreestimada, en cada
balance, por alrededor de un 20%. Por lo tanto, es posible que exista una
subestimacion del carbono entrante, o una sobreestimacion del carbono resultante de
la degradacion. La presencia de organismos macroscopicos dentro del reactor
(moscas y larvas de mosca, ver seccion 8.1.2.2.) puede haber inducido una mayor
produccion de CO2, debido a su respiracion, o un mayor contenido organico en los
analisis de biomasa o de lixiviados. Es también posible que la biomasa no esté

repartida homogéneamente, siendo mayor cerca de los puntos de muestreo.

Tabla 6. Balance de carbono en diferentes dias de operacion del biofiltro.

Dia Cremovidode CenCO: coT Clixiviado @ Cenbiomasa Total Recuperacion
metanol (g) (g lixiviado (g)  como SS (g) (g (g (%)

9 16.78 11.45 0.03 0.01 8.17 19.66 117.14
24 53.07 52.34 0.13 0.07 14.53 67.09 126.41

43 107.98 111.92 0.90 0.42 16.75 130.01 120.40

78 273.57 295.96 15.37 3.48 23.62 338.43 123.71
105 371.13 378.28 56.59 5.59 24.62 465.20 125.34
122 427.53 433.21 57.30 5.91 36.81 533.24 124.73

En la Figura 11, se presentan las graficas del balance de carbono ajustado al 100%. Se
observa que el carbono contenido en el metanol fue convertido mayormente a CO.. El
menor porcentaje de carbono en forma de CO: se obtuvo en el primer balance de
carbono con un 58.25%, el cual fue seguido por un 41.55% perteneciente a la biomasa.
Es decir, en la etapa inicial de operacion del biofiltro, el carbono fue utilizado por los
microorganismos para el desarrollo de la biopelicula y la generacion de biomasa. En
las etapas posteriores el carbono en forma de CO:incrementd (58.25, 78.03, 86, 87, 82,
y 81%) mientras que los porcentajes en biomasa disminuyeron (41.55, 21.67, 13, 7, 5,
7%), dado que ya se contaba con una biopelicula bien establecida en el empaque de
filtracion. El ligero aumento de porcentajes de carbono utilizado en biomasa para el
ultimo balance (dia 122), puede deberse a la repoblacion del filtro por nueva biomasa

tras los reempaques con perlita nueva en el dia 104.

Los porcentajes promedios de carbono medido como SS siempre fueron minimos y
nunca rebasaron al 1% del carbono entrante. El carbono presente en los lixiviados
hasta el dia 43 fue minimo e incrementd a partir de la medicion del dia 78. Esto puede

explicarse por el incremento de la carga del metanol. Al tener cargas altas se
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presentaron problemas con la ER, los microorganismos no podian degradar todo el
contaminante, por lo que el metanol o algunos subproductos de degradacion
pudieron incorporarse al lixiviado. Ademas, las altas cargas de metanol pudieron ser
inhibitorias (ver seccion 8.1.2.4.) y generar lisis celular, ocasionando un incremento
del COT. A partir del dia 74, no se observaron mas mosquitos en el aire saliente del
biofiltro, pero si larvas de mosquitos en los lixiviados y estos adquirieron una
coloracion mas amarillenta (ver seccion 8.1.3.1.). La muerte de los mosquitos y la
lixiviacion de larvas y de sus secreciones derivadas puede haber provocado un
incremento notable del COT desde el dia 78. E1 COT se estabilizé a partir del dia 105,
llegando a abarcar hasta un 11-12% del metanol consumido durante todo el periodo

de operacion del reactor.

Dia 9 Dia 24 Dia 43

Dia 105 Dia 122
1%

0CO2 @mCOT mSS mBiomasa
Figura 11. Balances de carbono ajustados.
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8.1.3. Parametros complementarios
8.1.3.1. Presencia de Megaselia Scalaris en el proceso de biofiltracion

En el dia 60 de la operacion del biofiltro se observaron seis moscas en la muestra de
aire tomada al final del primer modulo del biofiltro (M), estas moscas se siguieron
observando hasta el dia 73; mayoritariamente en las muestras M, con excepcion del
dia 67 donde la mayoria de las moscas se observaron en la muestra tomada a la salida
del biofilltro (S). Cabe mencionar que el corto tiempo de muestreo del gas (5 min) y el
volumen del bulbo de muestreo (500 mL) implican que la observacion de estos
organismos se debe a una gran proliferacion adentro del biorreactor. Los conteos de

las observaciones de moscas durante la toma de muestras gaseosas se reportan en la
Tabla 7.

Tabla 7. Conteo de moscas (Megaselia scalaris) en las muestras de aire tomadas en
entrada del primer mdédulo (E), en salida del primer mdédulo (M), y en salida
del segundo moédulo (S).

Dia Condiciones de E M S Total
operacion
60 Etapa III, CV de 0 6 0 6
63 211 g m® h' y FA 2 3 1 6
de 2.4 L min!
64 0 1 1 2
66 1 2 3
67 Etapa IV, CV de 0 4 10 14
70 3325gm?h'ly 0 12 0 12
71 FA de 2.4 L min*! 0 8 0 8
72 0 5 0 5
73 0 0 1 1

La mayor cantidad de moscas (14 y 12) se observé los dias 67 y 70 y el ultimo
mosquito se detectd en el dia 73. La desaparicién de moscas coincide con un cambio
del FA el dia de su desaparicion (dia 74), pasando de 2.4 a 1.3 L min™. Este cambio
incremento la concentracion de metanol en entrada de reactor, pudiendo ocasionar la
muerte de las moscas en fase adulta. A partir del dia 74, aparecieron larvas de mosca
en los lixiviados cuyo color adquirid una tonalidad amarillo oscuro. Ya se ha
reportado que para algunas especies de mosca la oviposicion puede inducirse por
condiciones de estrés, sin importar el futuro buen desarrollo de la descendencia ni si

se cumplen los requisitos apropiados en sustrato (Robeht & DeBishop, 1957). Asi, la
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alta concentracion de metanol aplicada pudo haber inducido una oviposicion rapida
de las moscas hembra antes de su muerte. Una foto de la mosca y de su larva tomada
con un microscopio (estereomicroscopio Carl Zeiss, Stemi 2000, 50x) se presenta en la
Figura 11. Por analisis morfologico, se ha podido identificar una gran similitud con la

mosca Megaselia scalaris.

f

b) . d

a)

Figura 12. Especimen observado por microscopia (Megaselia scalaris): a) larva, b)
adulto.

Una hembra de esta especie puede tener hasta 660 huevos, con un tiempo promedio
de incubacion de 16.3 h. El periodo larval es de 7.3 dias (Prawirodisastro & Benjamin,
1979). Este corto tiempo de incubacion sostiene la hipdtesis anterior que explica la
concomitancia entre el aumento de la concentracién de metanol, la desaparicién de

las moscas adultas y la aparicion de las larvas.

Megaselia scalaris es un insecto perteneciente al orden diptera y a la familia phoridae y
es polifago, de habito saprofago pero también puede ser parasito o depredador. Es
esencialmente de un clima cdlido, su distribucion se extiende al sur de Europa hasta
el norte de América del norte, sin embargo M. scalaris ha sido llevado
involuntariamente alrededor del mundo por los seres humanos (Campobasso et al.,
2004; Disney, 2008). M. scalaris pasa de la etapa de huevo a adulto en 22 dias a 22 °Cy
14-16 dias a 27 °C (Greenberg & Wells, 1998). A la temperatura de trabajo, 25 °C, dado
el reducido tiempo de incubacién y el tiempo a partir del cudl se empezaron a
observar moscas (dos meses después del arranque), se puede pensar que el origen de
las moscas no sea la presencia de huevos en el agua residual utilizada durante la

inoculacién. Asi, es posible que moscas adultas hayan entrado y se hayan
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multiplicado en el reactor alrededor de dos a tres semanas antes de la aparicion de
estas durante la toma de muestras gaseosas. Se sabe que los adultos son muy
pequenos (2-4 mm de longitud), y pueden explorar gran cantidad de habitats
ecologicos. Las hembras son atraidas fuertemente por olores desagradables y ponen
sus huevos sobre diferentes materiales tales como frutas, carne, excremento y carrona
(Ghavami & Dijalilvand, 2015). Las moscas escudo (Scuttle fly en inglés), o féridos
(Phoridae) son mucho mdas pequenias que las moscas comunes (califéridos
(Calliphoridae)) y pueden alcanzar zonas muy dificiles de acceso como por ejemplo
carrona inclusive dentro de bolsas selladas de plastico (Disney, 2008). El empaque del
biofiltro parece ser un ambiente favorable al desarrollo de este tipo de poblacion. En
particular, ya se ha reportado que el ciclo de vida de M. scalaris requiere una
humedad considerable para el desarrollo larval (Costa et al., 2007). Esta humedad es

mantenida en el soporte de biofiltracion.

De hecho, la comunidad de micrometazoos que se puede observar en un lecho de
biofiltracion incluye poblaciones dindmicas de nematodos (Caenorhabditis sp.),
rotiferos (Philodina sp.), tardigrados (Echiniscus sp.) y larvas de mosca (Krishnakumar
et al., 2008).Existen pocos estudios que mencionen la presencia de moscas en procesos
de biofiltracion. Won et al., (2004) observaron la invasion por unas moscas pequenas
(identificadas como Coboldia fuscipes en una primera etapa y Telmatoscopus
albipunctatus en una segunda etapa) en el biofiltro en el que degradaban tolueno.
Determinaron que el principal mecanismo de remocién de biomasa fue el
desprendimiento de la biopelicula aunque atn se desconoce la proporcion de la
biopelicula consumida por las larvas, se sugiere que la actividad larvaria afloja la

estructura de la biopelicula mejorando su desprendimiento.

En otro estudio, se reportd la aparicion de larvas de mosca en el soporte de
biofiltracidon, 6 semanas después de la inoculacién. Se menciona que estas larvas
pueden prevenir la acumulacién de un exceso de biomasa, y reciclar los nutrientes
(Krishnakumar et al., 2007). Similarmente, muy recientemente, Halecky et al. (2016)
reportaron que moscas y larvas de Lycoriella nigripes sobrevivieron medio afio durante
la operaciéon de un biofiltro alimentandose de la biopelicula y resultando en el

mantenimiento de una caida de presion casi constante.
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8.1.3.2. Seguimiento global del pH

En la Figura 13 se muestran los valores de pH obtenidos semanalmente a lo largo del
experimento. Al igual que en las figuras anteriores las lineas verticales representan

cada etapa del experimento.
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Figura 13. pH de los lixiviados.

El pH obtenido durante la primera semana fue ligeramente alcalino (7.4), y aumento
paulatinamente a 8.7 manteniéndose con valores cercanos durante la etapa II,
alcanzando un valor de 9 al finalizar la etapa IIl. Durante estas etapas los
microorganismos degradaban casi completamente el contaminante (ER del 95%, en
promedio). Ya se ha observado un aumento de pH similar a este estudio durante la
biofiltracién de tolueno (Jiménez et al., 2015), con el mismo medio mineral, y en
particular la misma fuente de nitrégeno NOs, que libera OH- durante la asimilacion

de nitrégeno por la biomasa (Wang et al., 2012).

En la primera semana de la etapa IV, se alcanz6 un valor de 9.23. Entre los dias 70 y
98, se observd una acidificacion del lixiviado, alcanzando un pH minimo de 6.7 el dia
91. La disminucion de pH en este experimento coincide con el periodo de mal
funcionamiento del biofiltro y de alto contenido de COT en los lixiviados. Esto puede
deberse a muerte celular, liberacion de productos de lisis celular y acumulacién de
subproductos acidos de la degradacion del contaminante (Mudliar et al., 2010). Tal
acidificacion ya ha sido reportada durante la biofiltraciéon de metanol, y puede estar
relacionada con una acumulacién de intermediarios de degradacién como el
formaldehido y el acido féormico (Arriaga, 2012). La acidificacion del lixiviado esta a

menudo relacionada con periodos de baja ER (Garcia-Pérez, 2013). En la etapa V,
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después del reempaque del biofiltro el valor de pH se increment6 nuevamente a 8.8
(dia 98), seguido por una recuperacion de la remocién. Durante la tltima etapa (VI) el
pH se mantuvo estable, aproximadamente en 9.1, observando nuevamente que en pH

alcalinos se mantuvo una buena degradacion del contaminante (ER del 95%).
8.1.3.3. Contenido de humedad

Durante la mayor parte del tiempo de operacion del biofiltro, la humedad vario en un

intervalo de 50 a 70% de humedad como se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Contenido de humedad en el biofiltro.

Globalmente, por efectos de la gravedad, la humedad del modulo inferior resultd
mayor a la del mdédulo superior. Al inicio del experimento, esta fue de 40% en ambos
modulos, en el dia 9 en el mdédulo superior disminuyd a 6%, y en el mdédulo inferior a
34 El hecho de que en esta semana la humedad haya sido baja es atribuido al bajo
volumen de riego aplicado (100 mL), combinado con la falta de riego el fin de semana
previo. En los dias 24 y 43 la humedad se estabiliz6 en valores promedios de 50 y 60%
para el modulo superior e inferior, respectivamente. Esta humedad es considerada
adecuada para el desarrollo de la biomasa, ya que para mantener una buena ER se
consideran adecuados valores entre 40 y 60% de humedad (Pinnette et al., 1993;
Abumaizar et al., 1998).

En el dia 78, la humedad del soporte incremento a 61 y 74% en el modulo superior e
inferior, debido a la reduccion del flujo de aire (de 2.4 a 1.3 L min™) que implicaba un
menor arrastre de agua. Los valores mads altos de humedad se midieron a partir de la
ultima etapa de operacion del reactor (Etapa VI, dia 105) cuando el flujo de aire era
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aun menor (0.9 L min?), con un promedio de humedad de 73% en ambos modulos.
Tal contenido de humedad es relativamente alto sin embargo algunos autores
mencionan haber obtenido altos porcentajes de remocion con contenidos de humedad
de 70%, ademas de observar un mejor desarrollo de las bacterias (Jiménez et al., 2015;
Sun et al., 2002).

8.1.3.4. Caida de presion

En general la caida de presion permanecio estable con valores menores a 10 cm de
H>0O m de reactor. La evolucion de la caida de presion en funcién del tiempo se

muestra en la figura siguiente.
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Figura 15. Caida de presion presentada por el biofiltro.

Los valores mas altos de caida de presion fueron de 32.7 (en el dia 91) y 57.7 (en los
dias 105 y 120) cm de H20 m de reactor, los cuales se sefialan en la Figura 15 con una
flecha. Esto coincide con un alto contenido de humedad (70% en promedio) y con
problemas con la ER; lo que llevo a la apertura del biofiltro y se observd alto
contenido de biomasa lo que pudo haber ocasionado los altos valores de caidas de
presion como lo menciona Lu et al. (2000). Después del reempaque realizado en cada
apertura del biofiltro las caidas de presion disminuyeron y las ER aumentaron. Se
puede notar que en el periodo en el que se observo mayor caida de presiéon y mayor
biomasa (ver 8.1.2.3), ya no existian moscas o larvas de mosca en el reactor, las que

podian servir como un regulador del exceso de biomasa (8.1.3.2).
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8.2. Cultivo de Arthrospira maxima

8.2.1. Evaluacion del crecimiento de A. maxima a diferentes temperaturas
El crecimiento de A. maxima a diferentes temperaturas en el fotobiorreactor se
muestra en la Figura 16. El mayor valor de densidad dptica (DO) fue de 3.1 y se
obtuvo a una temperatura de 30 °C al dia 15 del cultivo, comparado con el
crecimiento observado a las temperaturas de 25 y 35 °C, donde sus mayores valores
de DO fueron de 2.1 en el dia 18 y 1.33 en el dia 14. Cabe resaltar que a 25 °C se
presentod una fase de adaptacion de 5 dias, a diferencia de las temperaturas de 30 y 35
°C donde esta fase de latencia fue mas corta. Similar a esto, De Oliveira et al. (1999)
reportaron que a menores temperaturas la fase de adaptacion es mas acentuada y

disminuye al incrementar la temperatura.
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Figura 16. Curvas de crecimiento de A. maxima a diferentes temperaturas. Las
lineas punteadas representan un ajuste al modelo de Gompertz.

Por otra parte, se observo que a 25 °C la tasa de crecimiento especifica en el periodo
exponencial (0.203 d-!) fue similar que a 30 °C y casi el doble que a 35 °C (0.189 y 0.121
d?). El mayor contenido de biomasa se obtuvo a 30 °C con un valor de =1.1 g L7,
alcanzado al dia 16. Este valor fue mayor al obtenido 5 dias después a 25 °C (=0.94 g

L), por otra parte a 35 °C el maximo contenido de biomasa fue de =0.64 g L (al dia
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14), el cual estd por debajo de los antes mencionados (Tabla 8). De Oliveira et al.
(1999) realizaron un estudio para evaluar los efectos de la temperatura sobre el
crecimiento de A. maxima a una intensidad de 180 umol m? s, en medio Paoletti y
reportaron haber obtenido la mejor produccién de biomasa (2.4 g L) a temperaturas
de 30 y 35 °C, a diferencia del presente estudio donde la produccion de biomasa se
redujo casi a la mitad a 35 °C. Esta produccion de biomasa fue superior a la obtenida
en este estudio al igual que los reportados por Affan et al. (2015) quienes obtuvieron
una produccion maxima de 2.05 g L! probando 33 medios de cultivo bajo condiciones
ambientales y Pandey y Tiwari (2010), quienes obtuvieron una produccién de 1.46 g
L, utilizando medio Zarrouk y agitacion manual. El valor obtenido en este estudio se
encuentra entre los valores reportados por Romero et al. (2011) quienes obtuvieron
producciones de 0.94 g L'y 1.4 g L! en dos tipos de fotobiorreactores (el primero de

tipo helicoidal y el segundo cilindrico).

Tabla 8. Peso seco de la biomasa en g L (media + desviacion estandar) de A.
maxima obtenida en diferentes dias y a diferentes temperaturas.

Tiempo Temperatura (°C)
(dias) 25 30 35
2 - 0.1819 + 0.0086 -
3 0.1597 + 0.0021 - -
4 - - 0.2853 + 0.0043
6 - 0.3426 + 0.0084 -
8 - - 0.5068 + 0.0059
9 0.3311 + 0.0083 - -
10 - 0.6266 + 0.0019 -
12 - - 0.6336 + 0.018
14 - 0.8401 +0.0032  0.6458 + 0.0039
15 0.5939 + 0.0055 - -
16 - 1.0953 + 0.0012 -
21 0.9363 + 0.0083 - -

De esta etapa, se selecciono la temperatura de 30 °C para acoplar el cultivo al

biofiltro, debido a que en esta temperatura la A. maxima tuvo mayor produccion de

biomasa ademads de que se alcanz6 en menor tiempo.

8.2.2. Produccion de lipidos y proteinas

Al finalizar la fase exponencial en las diferentes temperaturas se observo una
disminucion significativa en el contenido de lipidos y proteinas al incrementar la
56



temperatura (Figura 17). Los porcentajes obtenidos a 25, 30 y 35 °C son de 64.5, 47.8 y
39.3% para proteinas y 17.0, 14.5 y 12.5% para lipidos, respectivamente.
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Figura 17. Contenido de proteinas y lipidos en la biomasa final de A. maxima

producida a diferentes temperaturas (media + desviacion estandar de tres
submuestras).

Similar a estos resultados Pandey y Tiwari (2010) obtuvieron valores de proteinas en
el intervalo de 47.4 a 63.8%, a 30 + 2°C a diferentes valores de pH, ademads indicaron
que la intensidad de luz es un factor importante en la composiciéon bioquimica de la
microalga. De Oliveira et al. (1999) obtuvieron 68.7 y 64.6% en temperaturas de 30 y
35 °C respectivamente, observandose asi una disminuciéon en el contenido de

proteinas al aumentar la temperatura, tal como ocurrié en el presente estudio.

En cuanto a los lipidos sus concentraciones son superiores a las reportadas por De
Oliveira et al. (1999) quienes obtuvieron valores entre 6.3 y 7.8% a temperaturas de 25
y 35 °C respectivamente; y a los obtenidos por Romero et al. (2011) quienes reportaron
valores de 6.05% en un fotobiorreactor helicoidal y 5.76% en un fotobiorreactor
cilindrico. Sin embargo, para esta misma especie, Hudson y Karis (1974) reportaron
un contenido de 11% mientras que Tornabene et al. (1985) obtuvieron un 16.6%, en A.

platensis, encontrandose entre estos valores los obtenidos en el presente estudio.
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8.2.3. Produccion de ficocianina
Se observd un mayor contenido de ficocianina en el cultivo a temperatura de 25 °C
con un valor de 9.17 + 1.37 mg g, comparado con el cultivo a 30 °C (6.96 + 1.31 mg g
)y 35 °C (5.7 + 1.67 mg g') aunque cabe resaltar que no hay una diferencia
significativa entre estos tratamientos (Figura 18). Esta tendencia concuerda con lo
reportado por Torzillo et al. (1984) quienes encontraron una mayor produccion de

ficocianina a 20 °C que a 30 °C.

El contenido de ficocianina obtenido en este estudio es bajo en comparacion con los
reportados por la literatura: Torzillo et al. (1984) reporta valores de 66 mg g'y 51 mg
g' a temperaturas de 20 y 30 °C respectivamente; Tomaselli et al. (1997) mencionan
que a irradiancias bajas, el contenido de ficocianina se incrementa para tener un
crecimiento relativamente alto, por lo que los valores bajos obtenidos en este estudio
pueden deberse a la irradiancia utilizada (350 pmol m= s!). Lamela y Marquez-Rocha
(2000) reportan valores de 15.2 a 45.3 mg g de ficocianina probando tres medios de
cultivo a 23 °C a una irradiancia de 230 pumol m= s, mientras que Santiago-Morales
(2004) reporta un contenido de 22.10 mg g a 30 °C a una irradiancia de 93 pumol m-2
s
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Figura 18. Contenido de ficocianina en la biomasa final de A. maxima cultivada a
diferentes temperaturas (media + desviacion estandar de tres submuestras
excepto para la biomasa obtenida a 35 °C donde se tienen dos submuestras).
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8.3. Cultivo de Artrhrospira maxima acoplado al biofiltro de aire

Después de 127 dias de operar el biofiltro de forma independiente, se procedié a
acoplarlo con el cultivo microalgal para el aprovechamiento del CO2 como fuente de

carbono. El cultivo tuvo una duracién de 22 dias.

8.3.1. Desempeiio del biofiltro acoplado
Durante el acoplamiento con el cultivo, el biofiltro oper6 con condiciones similares a
la etapa VI (descritas en el capitulo 7.1.2.), aplicando una carga de metanol de 157.5+
11.3 g m3 h?, un flujo de aire de 0.9 L min™., y un riego de 200 mL d. Como se ha
discutido anteriormente (capitulo 8.1.1.), estas condiciones permiten una eliminacion
casi completa del metanol, manteniendo una buena produccién de CO.. La ER
obtenida fue de 97.8 + 3.0%, excepto los dias 7 y 8 después del acoplamiento (dias 134
y 135 de operacion del biofiltro), donde las ER disminuyeron a 78.5 y 80.8%,
respectivamente. Tal reduccion de la remocion se relacioné con un aumento de la
caida de presion (alcanzando 9.61 cm de H:0O m™), lo que indicd un problema de
taponamiento del reactor por crecimiento excesivo de biomasa. Al igual que en las
ocasiones anteriores, para facilitar el paso del aire y evitar caminos preferenciales, el
dia 8 del acoplamiento, el biofiltro fue reempacado con 500 mL de perlita nueva,
obteniendo asi una ER de 99.8% al dia siguiente. El contenido de materia organica
indicd6 una produccion de biomasa de 125.0 y 75.4 mg g* dia?, en los modulos
superior e inferior, respectivamente (esto desde el anterior desempaque hecho el dia
122 de operacion del biofiltro). Una vez mads, se comprobd que un excesivo contenido

de biomasa afecta la ER del sistema.

En promedio, la CE de metanol fue de 150.1 + 16.4 g m® h!, manteniéndose similar a
la obtenida antes del acoplamiento (etapa VI: 141.3 g m? h'). Esto nos indica la
estabilidad del sistema de biofiltracion, manteniendo la remocion del metanol cuando
se limita la caida de presién mediante reempaque regular. La PCO: durante esta
etapa fue de 160.4 + 40.0g m™ h, generando una concentracion promedio de CO: de

8.9 £ 1.9 g m* para alimentar el cultivo de la microalga.

8.3.2. Evaluacion del crecimiento de A. maxima acoplado
Considerando que en los experimentos anteriores donde se evalta el crecimiento de
A. maxima a diferentes temperaturas, la mayor producciéon de biomasa en menor
tiempo se obtuvo a 30 °C (Capitulo 8.2.1.), se tomo esta temperatura para evaluar el

interés de subministrar CO2 como fuente de carbono. Para lo cual se comparé el
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crecimiento algal obtenido anteriormente con aporte inicial de NaHCOs, con el que se
obtiene administrando un flujo de aire atmosférico (pobre en CO:) y con aire
proveniente del biofiltro (rico en CO2). La Figura 19 reporta las DO obtenidas para las
curvas de crecimiento, a 30 °C, de los cultivos de A. maxima i) con carbono en el medio
de cultivo (NaHCOs) (ACM), ii) sin aporte inicial de carbono, con CO: proveniente
del aire atmosférico (0.9 L min!) (ACA), y iii) sin aporte inicial de NaHCOs, con CO:
residual del biofiltro (ACB).

Las curvas de crecimiento indican que, desde los primeros dias de cultivo, se obtuvo
un valor mayor de DO para el tratamiento alimentado con CO: proveniente del
biofiltro, que permaneci6 produciendo mas biomasa algal a lo largo del experimento,

seguido por el cultivo suplementado con NaHCO:s.

Con respecto a las fases de crecimiento, la fase de latencia mas prolongada se observo
al aplicar el tratamiento ACA que tuvo una duracion de 4 dias a diferencia de los
otros dos tratamientos donde esta fase no fue tan marcada (2 dias). Es posible que la
reducida cantidad de CO:aportada por el aire atmosférico haya aumentado el tiempo

necesario al arranque del cultivo, por limitacion de sustrato.

Durante la fase exponencial, la tasa de crecimiento en el tratamiento ACB (0.252 d*)
fue mayor a la obtenida en los tratamientos ACM y ACA (0.203 y 0.193 d7,
respectivamente). Cabe notar que De Morais y Vieira (2007) y Hoseini et al. (2014)
reportan tasas de crecimiento del mismo orden de magnitud (0.27 - 0.44 d-') al probar
diferentes concentraciones de CO.. El Primer estudio probo concentraciones de 0.038,
6 y 12% COg, la mayor tasa de crecimiento (0.44 d') se obtuvo al suministrar una
concentracion de 6% de CO, en el segundo estudio se probaron concentraciones de
0.036%, 4, 6, 8 y 10%, donde de igual forma la mayor tasa de crecimiento se obtuvo al
suministrar una concentracién de 6% de CO2 (0.41 d™).

El cultivo acoplado al biofiltro (ACB) obtuvo una de DO maxima de 3.5, manteniendo
la fase estacionaria con este valor (del dia 17 al dia 22, que fue cosechada). La DO
maxima del cultivo que tomamos como referencia (ACM) fue de 3.1 y el cultivo que
fue alimentado con CO:del aire atmosférico (ACA) presenté una DO maxima de 1.8.
Asi, el cultivo ACA tuvo una mayor duracion de la fase de latencia menor tasa de
crecimiento en el periodo exponencial, y menos dias de crecimiento que es atribuido
al bajo aporte de CO.. Por lo contrario, el aporte continuo de un mayor contenido de
CO: (ACB) permitié prolongar la duraciéon de la fase exponencial, evitando las
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limitaciones de carbono que pueden presentarse en el caso de un aporte de carbono

puntual dnicamente al inicio del experimento (ACM).
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Figura 19. Curvas de crecimiento de A. maxima con NaHCOs en el medio de cultivo

(ACM) con CO: atmosférico (ACA) y con CO: residual del biofiltro (ACB).
Las lineas punteadas representan un ajuste al modelo de Gompertz.

La Tabla 9 reporta el peso seco de biomasa durante el cultivo, y en la fase
estacionaria. El mayor contenido final de biomasa se obtuvo en el tratamiento ACB
(=1.3 g L), siendo 18 y 145% mayor a lo obtenido en los tratamientos ACM (=1.1 g L)
y ACA (=0.53 g L1), corroborando la mayor productividad obtenida en el caso del
subministro de aire proveniente del biofiltro. El contenido de biomasa obtenido en el
presente estudio se encuentra dentro del intervalo 0.7 — 4.54 g L' reportado en la
literatura (Pandey & Tiwari, 2010; Mastudo et al., 2011; Ferreira et al., 2012) al variar la
fuente y las concentraciones de CO: en el medio de cultivo (algunos estudios utilizan
CO: proveniente de la fermentacién alcoholica). Este contenido puede variar en
funcion del tipo de configuracion del fotobiorreactor, y es por lo tanto dificil
comparar diferentes sistemas (Da silva et al., 2016). Hoseini et al. (2014) reportan
valores de peso seco similares a los aqui obtenidos al suministrar aire atmosférico
como fuente de carbono (0.55 g L!). Sin embargo, en el mismo estudio, es necesario
aportar aire con hasta 6% de CO: para obtener un contenido de peso seco de 1.3 g L.

Cabe sefalar que el peso seco obtenido acoplando el biofiltro es equiparable,
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aportando tnicamente un porcentaje de CO2 en fase gas de cerca de 0.5% (equivalente
a8.9gm3, a25°C).

Tabla 9. Peso seco de la biomasa g L' (media + desviacion estandar) de A. maxima
en diferentes dias y cultivada con NaHCO:s en el medio de cultivo (ACM),
con CO: proveniente del aire atmosférico (ACA) y, con CO: residual del
biofiltro (ACB).

Tratamiento
Tiempo (d) ACM ACA ACB

2 0.1819 + 0.0086 - -

6 0.3426 + 0.0084 0.1147 + 0.0029 0.2491+ 0.0021
10 0.6266 + 0.0019 0.3652 +0.0011  0.4134 + 0.0059
14 0.8401 +0.0032 - -

16 1.0953 + 0.0012 0.5328 + 0.0002 1.2747 + 0024

22 - - 1.3050 + 0.0019

8.3.2.1. Seguimiento del pH

En la Figura 20 se muestra el comportamiento del pH a lo largo del tiempo de cultivo
para los tratamientos ACM, ACA y ACB. Cabe mencionar que el comportamiento del pH
fue muy similar entre los cultivos que crecieron a diferentes temperaturas por lo que en este
apartado solo se describe el comportamiento del pH en el cultivo a 30 °C (ACM). El pH
inicial fue de 9.12, manteniéndose estable hasta el dia 5. Algunos autores reportan un
pH cercano a 9 como Optimo para el crecimiento del alga (Ogbonda et al., 2007;
Pandey & Tiwari, 2010). Después del dia 5, el pH subi6 progresivamente hasta 9.55.
Se puede relacionar este aumento del pH con el periodo de mayor crecimiento algal.

Se ha reportado que el aumento del pH tiene que ver con el desarrollo y crecimiento
de la microalga, incluso puede ser utilizado para estimar el crecimiento, utilizando
una curva de calibracion (Pelizer et al., 2002). La absorcién de nitrato por las células
de la microalga requiere primero una reduccién al amoniaco, esto contribuye al
aumento del pH durante el proceso de cultivo; ademas, el bicarbonato del medio de
cultivo se transporta a las células y se convierte en diéxido de carbono y carbonato; el
primero se incorpora y se utiliza como fuente de carbono para el crecimiento, lo que

también contribuye al incremento del pH (Rodrigues et al., 2010; Zeng et al., 2012).

En el caso del cultivo ACA vy del cultivo ACB, el pH del medio fue menor al anterior

(8.35), debido a que se trata de un medio exento de HCOs, por lo que el pH fue
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ajustado a 9 con NaOH, para iniciar en un medio comparable al cultivo anterior. En
ambos casos se observo que el pH disminuia por la adicion del aire, ya que la
absorcion del CO: provocaba acidificacion, por lo que se reguld por medio de la
adicion automatizada de NaOH (2.0 M) cuando el pH disminuia por debajo del
adecuado para el crecimiento de la microalga (= 9). En el caso del cultivo ACM, a
partir del dia 4 increment6 el pH debido al crecimiento algal, por lo cual se dejo de
necesitar la adicion de NaOH. El pH alcanzo6 el maximo valor en el dia 11 (pH=10.22),
durante el periodo de crecimiento exponencial, después del cual hubo un pequefio
decremento (hasta 9.73). Para el cultivo ACB fue necesaria la adicion continua de
NaOH durante todo el tiempo de cultivo, lo cual es atribuido a la concentracion de
CO: en el aire de salida del biofiltro (0.5%) comparado con la cantidad presente en el
aire (0.08%).
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Figura 20. Seguimiento del pH en los cultivos de A. maxima cultivada con NaHCOs
en el medio de cultivo (ACM), con CO: proveniente del aire atmosférico
(ACA) y con CO: residual del biofiltro (ACB).

En todos los casos excepto en el tratamiento ACB, se observd que durante el tiempo
de cultivo en las horas con luz el pH aumentaba y en obscuridad disminuia; dicho

comportamiento se debe a la absorcion del nitrato (como se menciond en el primer
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parrafo del presente capitulo) y a la utilizaciéon de CO: en el proceso de fotosintesis
para la generacion de compuestos orgdnicos, mientras que por las noches el CO:
emitido por el biofiltro mas el expulsado durante proceso de respiracion celular

acidifican el medio (Bittencourt et al., 2010).

Globalmente, es importante notar que, para todos los cultivos el intervalo de pH se
mantuvo dentro de lo reportado por la mayoria de los autores (entre 9 y 11) (De
Olveira et al., 1999; Rodrigues et al., 2010; Gami et al., 2011; Romero et al., 2011; Zeng et
al., 2012; Shi et al., 2016).

8.3.3. Produccion de lipidos y proteinas
Como se puede observar en la Figura 21, el contenido de lipidos presente en la
biomasa del tratamiento ACM (14.5%) fue significativamente mayor al presentado
por los tratamientos ACA y ACB (11.3 y 12.1%). En cuanto al contenido de proteinas
el tratamiento ACM y el tratamiento ACB no tuvieron diferencias significativas (47.8
y 45.47%), y fueron significativamente mayor al obtenido en tratamiento ACA
(31.1%).
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Figura 21. Contenido de lipidos y proteinas de la biomasa final de A. maxima
cultivada con NaHCO: en el medio de cultivo (ACM), con CO: atmosférico
(ACA) y con CO: residual del biofiltro (ACB) (media + desviacion estandar
de tres submuestras).
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Por lo tanto, en este estudio, el aporte de aire atmosférico como fuente de COs,
ademas de limitar el crecimiento, disminuye el contenido lipidico y proteico del alga
con respecto al cultivo que tiene como fuente de carbono NaHCO:s en el medio y al
que se le suministra CO: proveniente del biofiltro. La limitacion de carbono, por el
bajo contenido de CO: en el aire atmosférico, reduce la produccion de estos
componentes. El incrementar el aporte de CO: acoplando el cultivo a la salida del
biofiltro permite obtener una mayor biomasa con un contenido en proteinas similar al

del cultivo con NaHCO:s en el medio y con un porcentaje menor de lipidos.

Los valores obtenidos en los cultivos ACB y ACA son semejantes a los obtenidos en
otros estudios. Asi, Bittencourt et al., (2010) reportan valores similares utilizando una
concentracion del 6% de CO: (11.0 + 2.2 para lipidos y 42.3 + 1.9 para proteinas).
Hoseini et al. (2014) reportan valores ligeramente superiores en el contenido de
lipidos (entre 14.4 y 16%, utilizando diferentes concentraciones de CO2 en el medio de
cultivo) y no observan diferencias entre tratamientos en el contenido de proteinas
obteniendo un valor promedio de 46%. Mastudo et al. (2011) reportan valores
ligeramente superiores, con un contenido de proteinas de 56 y 50%, al utilizar el CO2
liberado de la fermentacion alcohodlica, en un fotobiorreactor tubular. Asi mismo,
Ferreira et al., (2012) no encontraron diferencias significativas en la composicion de la
microalga al utilizar CO: de alta pureza y CO: de la fermentacién alcohdlica, por lo
que mencionan que el gas de combustion de la fermentacion alcohodlica puede ser
utilizada con éxito como fuente de carbono. Los resultados aqui obtenidos confortan
el hecho que el tipo de fuente de carbono no altera significativamente la composicion
en proteinas y lipidos del alga. Los contenidos de lipidos y proteinas reportados en el
presente estudio coinciden con los reportados para el alga de estudio, indicando que
las emisiones de biofiltros pueden ser utilizadas como fuente de carbono para el

cultivo algal, sin afectar su composicion.

8.3.4. Produccion de ficocianina
La ficocianina es un pigmento de gran interés comercial pues es utilizado como
colorante en productos alimenticios y cosméticos, y tiene un uso terapéutico (Sarada
et al., 1999). En la Figura 22 se reporta el contenido de ficocianina del alga para los
tratamientos evaluados Se observo un contenido de ficocianina significativamente
mayor para el cultivo acoplado al biofiltro (ACB: 10.74 + 0.96 mg g') con respecto a
los otros dos tratamientos (ACM: 6.96 + 1.31, ACA: 6.75+ 1.20 mg g'). Esto puede
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deberse a que la ficocianina puede funcionar como material de almacenamiento de
carbono (Miller & Hot, 1977), por lo que se considera que, al incrementar el aporte de
carbono, alimentando continuamente el cultivo con el gas residual del proceso de
biofiltracion, aumenta el contenido de ficocianina. Los valores obtenidos en este
estudio son menores a los reportados por Gordillo et al. (1999) al probar
concentraciones de CO2de 0.035y 1% (41.6 y 27.8 mg g™).
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Figura 22. Contenido de ficocianina en la biomasa final de A. maxima cultivada con
NaHCO:s en el medio de cultivo (ACM), con CO: atmosférico (ACA) y con
CO: residual del biofiltro (ACB) (media + desviacion estandar de tres
submuestras).

8.3.5. Fijacion de CO: en el cultivo de la microalga A. maxima

Muy pocos estudios han reportado la cantidad de CO: fijada durante el cultivo algal
(Bittencourt et al., 2010). Como se ha mencionado anteriormente, se han probado dos
fuentes gaseosas de carbono, una con CO: proveniente de aire atmosférico
(tratamiento ACA), otra con CO: proveniente del gas residual del biofiltro
(tratamiento ACB). Las concentraciones de entrada y salida de CO:z en ambos cultivos
se muestran en la Figura 23. Durante el tratamiento con aire atmosférico, la
concentracion de entrada fue en promedio de 1.42 + 0.27 g CO2 m™ de aire, mientras
que las concentraciones de salida se mantuvieron siempre inferiores (1.03 + 0.29 g CO2
m), fijando en promedio una concentracion de 0.40 + 0.11 g CO2m=de aire.
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Durante el tratamiento acoplado al biofiltro, la concentraciéon de CO: alimentada al
cultivo fue mayor, pero mas variable que para el aire atmosférico (8.95+ 2.05 g CO2m-
%), debido a que el CO:generado dependia del desempefio del biofiltro. En particular,
la concentracion de entrada de CO:al sistema de cultivo en el dia 1 fue de 11.37 g CO2
m? de aire y disminuyd a lo largo de la primera semana teniendo la concentracion
mas baja el dia 8 (5.76 g CO2 m?) en este dia se abrio el biofiltro para remover el
exceso de biomasa y volver a recuperar una buen paso del aire a través del lecho
filtrante, por lo que en los dias posteriores mejord la remocion e incremento
nuevamente la concentracion de CO: llegando a la concentracion maxima de 11.57 g
CO2m? de aire en el dia 13. Las concentraciones de salida variaron de 4.98 a 10.08 g
CO:2m*de aire (promedio de 7.90 + 1.82 g CO2m) mostrando que el sistema absorbe
en promedio 1.05 + 0.50 g CO2mde aire, lo que representa 2.6 veces mas que el CO:

absorbido del aire atmosférico.
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Figura 23. Concentraciones de entradas y salidas de CO: en el cultivo de A. maxima
alimentado CO: atmosférico (ACA) y con CO: residual del biofiltro (ACB).

En la Figura 24, se muestra el carbono acumulado por cada sistema, integrando desde

el inicio de cultivo a lo largo del tiempo. Cabe resaltar que para los calculos, conforme
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a lo expuesto en materiales y métodos (8.3.5) solo se tomo en cuenta las horas en las
que el cultivo tuvo luz, a pesar de que el biofiltro estaba acoplado también durante la
noche, debido a que la fotosintesis es llevada a cabo solo en los periodos de luz y es
cuando el COz es fijado en compuestos organicos (Bittencourt et al., 2010), mientras
que por la noche debido a la respiracion celular no se fija CO:z si no por el contrario

hay perdidas no cuantificadas (Scott & Huesemann, 2015).

En ambos cultivos se tuvo una acumulacion de carbono practicamente exponencial, lo
que es muy similar a lo que se muestra en las curvas de crecimiento durante la fase
exponencial, debido a que el género de Arthrospira contienen aproximadamente 55.7%
de carbono en su biomasa (Azizi et al., 2017), por lo que al incrementar su biomasa

incrementa también el carbono fijado.
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Figura 24. Carbono acumulado por el cultivo de A. maxima con CO: atmosférico
(ACA) y con CO:residual del biofiltro (ACB), antes del estado estacionario.

La Tabla 10 recopila los resultados obtenidos en cuanto al carbono entrante, saliente y

fijado en el cultivo y en la biomasa integrado desde el inicio hasta el final del periodo

68



de crecimiento algal, para los dos cultivos alimentados con CO: gaseoso (ACA y
ACB). Como se ha mencionado, Arthrospira mantuvo su fase de crecimiento durante
mas tiempo en el cultivo ACB que en el cultivo ACA (17 y 14 dias, respectivamente).
Como se puede ver en el ultimo punto de la Figura 24, y en la Tabla 10, la cantidad de
carbono que se mantuvo fijada en el medio fue de 2.8 gC (1.40 gC L) y de 0.92 gC
(0.46 gC L") para los cultivos ACB y ACA, respectivamente. La cantidad total de
carbono entrante al fotobiorreactor fue de 12.94 gC L' y 1.66 gC L' de cultivo, para el
tratamiento ACB y ACA, mientras que la cantidad saliente se redujo a 11.54 y 1.20 gC
L1 de cultivo. Asi para el cultivo ACB y ACA, se tijo 10.8 y 27.8% del CO: entrante,
respectivamente. Asi, la menor cantidad de CO: presente en el aire atmosférico
implicod que este fuera proporcionalmente mejor aprovechado que el gas saliente del

biofiltro (mayor tasa de fijacion de COz).

Por otro lado, la limitada fijacion del CO: del gas proveniente del biofiltro implica un
considerable remanente de carbono atin disponible para crecimiento algal. Asi, el aire
saliente del biofiltro podria permitir obtener una mayor cosecha algal, utilizando un
fotobiorreactor de volumen superior. Con base en la cantidad de biomasa seca
cosechada al final de cada cultivo (0.53 y 1.3 g L) y estimando un contenido de
carbono sobre peso seco del 55.7% (Azizi et al., 2017), se obtiene que el 52 y 64% del
carbono fijado fue utilizado para la obtencién de biomasa algal, para el caso del

tratamiento ACB y ACA, respectivamente.

Cabe mencionar que en el cultivo a 30 °C con bicarbonatos se aportaron 2.3 g L de
carbono al arranque del sistema (16.8 g L' de NaHCO:s), produciendo 1.1 g L' de peso
seco de microalga, que contiene 55.7% de carbono, es decir 0.61 g C, lo que
corresponde a un 27% del carbono inicialmente aportado. Para el tratamiento ACA se
uso el 18% del carbono entrante como CO:, mientras que para el tratamiento ACB, se
us6 unicamente alrededor del 6%. Sin embargo, el exceso de CO: en el tratamiento
ACB ha podido mejorar comparativamente la productividad de microalga,
posiblemente favoreciendo la transferencia de masa del carbono en fase gas hacia el

liquido de cultivo, ademas de favorecer el contenido de ficocianinas.
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Tabla 10. Fijacion de CO:en el cultivo de A. maxima con CO: atmosférico (ACA) y

en cultivo con CO: residual del biofiltro (ACB).

Tratamiento | Tiempo de | Concentracion | Carbono Carbono Carbono Carbono fijado en
cultivo de CO2 entrante saliente fijado biomasa (gC L(%))
(dias) entrante (%) (gCLY (gCLY) (gC L1 (%))
ACA 14 0.08+0.01 1.66 1.20 0.46 (27.9%) 0.29 (63%)
ACB 17 0.50+0.11 12.94 11.54 1.40 (10.8%) 0.72 (51%)

Aunque existen investigaciones sobre la fijacion de CO: en microalgas, son escasas las

que lo cuantifican. El porcentaje de carbono utilizado en la produccion de biomasa

sobre la totalidad de carbono fijado (64 y 52%) en el presente trabajo es menor que el

80.4% reportado para Spirulina platensis LEB-52 por Bittencourt et al. (2010) quienes

obtuvieron una fijacion de carbono de 1.3 gC L, muy similar a la obtenida en el

presente estudio en el tratamiento ACB (1.4 gC L?). Diferentes estudios mencionan

que el hecho de que el carbono no sea fijado totalmente en biomasa puede deberse a

que este se utiliza para la produccion de productos extracelulares, no cuantificados en

la biomasa (compuestos organicos volatiles,

organohaldgenos,

hormonas) (Bittencourt et al. 2010; Jacob-Lopes et al., 2008).

polisacaridos,
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9. CONCLUSIONES

Las condiciones de operacion del biofiltro seleccionadas para acoplarlo al
fotobiorreactor fueron: carga de metanol de 157.5 + 11.3 g m®h, flujo de aire de 0.9 L
min’, y un riego de 200 mL dia’, estas condiciones permiten una eliminacion casi
completa del metanol (ER promedio 97.8 + 3.0%), con una CE de 150.1 + 16.4 g m= h''.
El problema que se presentd en la operacion del biofiltro fue el crecimiento excesivo
de biomasa, lo que ocasion6 elevadas caidas de presion y una disminucién en la ER,
esto se soluciond cambiando, cada vez, parte del soporte por perlita nueva para

eliminar este exceso de biomasa.

En cuanto al cultivo de la microalga, el mayor contenido de biomasa se obtuvo a 30
°C (1.1 g L), por lo que esta fue la temperatura que se utiliz6 al acoplar el cultivo al
biofiltro. En cuanto a su composicion bioquimica se observo una disminucién en el
contenido de lipidos y proteinas al incrementar la temperatura, lo mismo sucedi6 con
el contenido de ficocianina, pues al incrementar la temperatura este pigmento
disminuyd. En el sistema acoplado se tuvo una mejora en la productividad de la A.
maxima, un contenido similar de lipidos y proteinas; y un mayor contenido de
ficocianinas, con respecto a los otros tratamientos probados. Sin embargo, el proceso
aun requiere ser optimizado para un mejor aprovechamiento del carbono presente en

el efluente del biofiltro.

Los resultados de la presente investigacion muestran que el sistema propuesto es
factible para la degradacion del metanol y aprovechamiento de su residuo (COz) por
medio de la produccion de A. maxima. Este cultivo es economicamente viable por el
uso de carbono libre de costos (Mastudo et al., 2011, Wang et al., 2008) y al mismo

tiempo se reduce la huella de carbono emitida al ambiente.
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10. RECOMENDACIONES

Para minimizar las caidas de presion debido a la acumulacion de biomasa, durante el
proceso de biofiltracion se sugiere utilizar otro material de empaque que tenga mayor
grado de espacio vacio, y que favorezca el desarrollo de la biopelicula.

Durante el trabajo con los sistemas acoplados se sugiere probar mds horas luz y
menos horas obscuridad para aprovechar lo mas que se pueda del CO: residual del
biofiltro. Ademas seria conveniente evitar que las emisiones del biofiltro pasen al
cultivo durante las horas de obscuridad para tener menor impacto en la disminucion
del pH del medio de cultivo de la microalga.

Considerando que el CO2 mejora significativamente el contenido de ficocianina en A.
maxima es necesario optimizar otros pardmetros como temperatura e irradiacia.

Por la cantidad de CO: presente en el flujo de aire a la salida del cultivo microalgal
seria bueno trabajar con un volumen de cultivo mayor para utilizar mas CO:
proveniente del biofiltro.
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12. ANEXO

Tabla 11. Caracterizacion de la perlita.

Parametro Valor
Densidad aparente de la perlita seca 146.5 g L1
Grado de vacio (¢, adimensional) 0.6
Densidad real 366.27 g L
Capacidad de retencion de agua (%) 58 %
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