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RESUMEN

La demanda en la obtencion de energia y biocombustibles a partir de fuentes
alternativas y sustentables es apremiante cada dia, tanto mundialmente como
para Panama, por ello al adoptar en el 2015 la agenda 2030 y los objetivos de
desarrollo sostenible (ODS), se busca contribuir en la generacion de
biocombustibles. Se reporta que las microalgas son foco de atencién en la
obtencion de biocombustibles de tercera generacion, es por esto que el Centro
de Investigaciones en Productos Naturales y Biotecnologia CIPNABIOT, con el
grupo BIOMI, realiza estudios de microalgas y considera al género de Chlorella
con este fin. Existen diferentes caracteristicas que las hacen atractivas como su
robustez ante temperatura, pH, capacidad para ser cultivada en concentraciones
celulares altas. En este estudio se evalud el potencial de produccién de biogas,
empleando biomasa de la microalga Chiorella sorokiniana obtenida en cultivos
con fotobiorreactores (FBRs). La primera fase de esta investigacion consistié en
el cultivo de Chlorella sorokiniana en sistemas batch, en medio de cultivo M8a
bajo condiciones controladas de T:23-27°C, pH: 6-8 y luz: 100-200 pmol/m?2s (fase
24 horas de luz). La cantidad de biomasa obtenida fue para FB1: 2.0 g/L, FB2:
1.96 g/L, FB3: 2.35 g/L y FB4: 2.47, g/L obteniéndose para carbohidratos
8.6410.33%, lipidos 27.41+3.33% y proteinas 46.06+1.14%. La produccién de
biogas se llevé a cabo utilizando bacterias metanogénicas presentes en estiércol
bovino, donde se emplearon tres condiciones distintas, (1) microalgas fresca
(EDM), (2) biomasa pretratada térmicamente (EDMP) y (3) control (EDC) sin
biomasa, la produccion de biogas estuvo entre 362+12.5 mL (EDM), 489+32.9 mL
(EDMP) y 5 mL (EDC) respectivamente. El contenido total de CO2 y CH4 se analizé
mediante GC/ FID, encontrandose para el CO2 <1% en ambos tratamientos (EDM
y EDMP), el contenido de CHs si fue significativo, dando como resultado una
produccién en el cultivo EDM de 51.7+1 mLCHa/g SV y EDMP de 87.4+5 mLCHa/g
SV. Queda demostrado el valioso aporte de emplear biomasa microalgal para la
produccién de biogas; como Panama cuenta con una alta diversidad microalgal,
resulta interesante a futuro estos estudios para la generacién de biocombustibles
alternativos y amigables al ambiente.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

En la actualidad el crecimiento econémico y social de las naciones demanda
grandes cantidades de recursos naturales entre los que se encuentran
mayormente la energia en forma de combustibles fésiles, ya que son
fundamentales para los sistemas de produccién. Esta gran necesidad cada vez va

en aumento y crea la posibilidad de su agotamiento constituyéndose un problema
ambiental de caracter energético.

En 1980, el consumo total de energia en el mundo fue de 282,817 cuatrillones de
BTU y super6 los 500 millones de BTU, en la década del 2010 se estima que para
el 2040 el consumo mundial de energia alcance los 815 cuatrillones de BTU lo
que representa un aumento del 48% (US Energy Information Administration,
2021).

El consumo de energia en América Latina y el Caribe ha aumentado
constantemente a lo largo del tiempo en una estrecha relacion con el aumento en
las actividades econdmicas en la regién. Entre el afio 1971 y 2013 el consumo de
energia en esta region se ha triplicado (Balza, Espinasa y Serebrisky. 2016). El
uso de los combustibles fésiles como el petréleo, carbén y el gas natural,
representaron en 1971 el 69.9% de la energia utilizada por la region, llegando a
aumentar hasta el 74.3% para el afio 2013; las energias renovables como la
energia hidroeléctrica, solar, edlica y biocombustibles disminuyeron su
participacion del 31% al 24% (Mahlknecht, 2020). El crecimiento de la poblacién
mundial y el aumento en la demanda de combustibles fésiles, ha provocado un
mayor interés en las fuentes de energia renovable basado en la transformacién
de la biomasa para producir biocombustibles (Collet. 2010). Seguin las fuentes de
materia prima y las tecnologias de generacion, se han clasificado en cuatro grupos
como se muestra en el cuadro 1 (Ruan, 2019).

En la busqueda de la biomasa mas adecuada para producir biocombustibles, el
concepto de cultivo y produccién de biomasa de microalgas (Chandrasekhar y
otros, 2021) apareci6 en el centro de atencion para la fabricacién de



biocombustibles, debido a varias perspectivas positivas que posee; una de las

mas importantes es la aplicabilidad al concepto de biorrefineria.

Cuadro 1. Caracteristicas distintivas de cada generacién de biocombustibles
(Siddiki y otros, 2022).

Primera generacién

Segunda generacién

Tercera generacion

Cuarta generacién

Fuentes relacionadas
con los alimentos

Fuentes no relacionadas
a los alimentos

Fuentes de microalgas

Fuentes de microalgas
modificadas
genéticamente

=  Requiere tierras
cultivables para la
generacion de
materias primas.

= Por el wuso de
fertilizantes y
pesticidas conllevan a
un impacto negativo
en el medio
ambiente.

* Tiene efecto adverso
en la  seguridad
alimentaria.

= Alta eficiencia
energética debidoa la
amplia  produccién
comercial.

= El agua salobre vy
salada son
inadecuadas para los
cultivos.

=  Requiere

=  Existe

= H

= No afecta la seguridad

alimentaria.
tierras
cultivables.

= Depende menos de los

fertilizantes.

= No conlleva impactos

en la biodiversidad.
una alta
produccién comercial.
agua salobre vy
salada son
inadecuadas para los
cultivos.

= No afecta la seguridad
alimentaria.

= No conlleva impactos
en la biodiversidad.

«  Nose requieren tierras
arables para el cultivo
de la materia prima.

= La materia prima se
puede cultivar en
aguas de desecho.

* La materia prima se
puede cultivar en
condiciones hostiles.

* No existe gran
produccion comercial;
existe una extensiva
investigacion al
respecto

= No afecta la seguridad
alimentaria

= No se requieren
tierras arables para el
cultivo de la materia
prima.

= La materia prima se
puede cultivar en
aguas de desecho.

* la materia prima se
puede cultivar en
condiciones hostiles.

= tecnologia en etapas
tempranas de
desarrollo.

Cherubini y otros (2007) hacen referencia a la IEA Bioenergy Task 42 on
biorefineries y a su definiciéon de biorrefineria como “El procesamiento sostenible

de biomasa en un espectro de productos comercializables y energia’. Ademas,

Cherubini en 2010 explica que el concepto de biorrefineria abarca una amplia

gama de tecnologias capaz de separar los recursos de biomasa en sus

componentes basicos (carbohidratos,

proteinas,

triglicéridos,

etc.) para

convertirlos en productos de valor agregado, biocombustibles y productos




quimicos. También se define que la biorrefineria es una instalacion (o red de
instalaciones) que integra procesos y equipos de conversién de biomasa para
producir biocombustibles de transporte, energia y productos quimicos.

En las biorrefinerias se han utilizado multiples tipos de biomasas para llevar a
cabo la produccién de biocombustibles ademas, se han utilizado biomasas
provenientes de cultivos agricolas destinados a la alimentaciéon humana (primera
generacion) tales como frutas (Manhongo y otros, 2021), Maiz (Gandam y otros,
2022), cafia de azucar (Freitas y otros, 2022), café (Atabani y otros, 2022), arroz
(Le y otros, 2022), entre otros. La desventaja de esta biomasa para la produccion
de energia es que causan una competencia indeseable entre alimentos y piensos
para cria de animales; ademas, se han utilizado aceites no comestibles y residuos
agricolas lignocelulésicos (segunda generacion) (Malani, Choudhury y Moholkar,
2020; Nitiéma-Yefanova y otros, 2017). Para la produccion de estos
biocombustibles existen varias dificultades como la baja productividad de la
biomasa, la necesidad de tierras arables y grandes cantidades de aguas, ademas
de sistemas de pretratamiento de la biomasa (Hackenberg, 2008).

Las microalgas ofrecen una materia prima prometedora para biocombustibles, ya
que tienen un inmenso potencial para contribuir a un futuro de energia y medio
ambiente limpio (Cheng y otros, 2022). El biocombustible de microalgas (tercera
y cuarta generacion) tiende a ser una fuente de energia alternativa viable para
sustituir o complementar los combustibles fésiles, basado en las desventajas
relacionadas con los biocombustibles de primera y segunda generacién tales
como las consecuencias perjudiciales que se generan en seguridad alimentaria,
disponibilidad de agua, mercados mundiales de alimentos, deforestacion y
extension de cobertura terrestre (Siddiki y otros, 2022).

Pessoba y otros (2021), mencionan que la biorrefineria basada en microalgas es
un enfoque que ha ganado atencién porque la produccién de biomasa se puede
realizar de manera integrada utilizando el marco de la bioeconomia circular,
ademas que estos microorganismos son candidatos prometedores como materia
prima para la biorrefineria debido a su versatilidad. Estos mismos autores hacen



mencién que, en comparacién con las plantas, las microalgas tienen una eficiencia
fotosintética superior, donde no requieren tierra cultivable, cantidades excesivas
de agua y dependencia de la estacionalidad. Otra ventaja en comparacién con las
plantas es que estos microorganismos llevan a cabo captura biolégica de CO2z con
una eficiencia diez veces mayor, siendo un proceso con mdltiples primacias tales
como: ser un método ambientalmente sostenible, utilizar directamente la energia
solar y coproducir materiales de alto valor afiadido a partir de la biomasa como los
biocombustibles (Pires y otros, 2012). Segun Javed y otro (2019), las microalgas
también pueden producir biomasa util para biorrefinerias al ser cultivadas en
aguas residuales, ya que este medio constituye una gran oportunidad para las
microalgas que puede considerarse de bajo costo y como un nuevo mercado
potencial. A través de sus diversos modos de nutricion (fototrofia, heterotrofia,
mixotrofia), las microalgas pueden eliminar eficazmente una amplia gama de
componentes quimicos de las matrices acuosas.

Varios estudios han demostrado que el uso de aguas residuales es una necesidad
para el desarrollo de la industria de produccion de biocombustibles con
microalgas, ésto debido a que favorece el costo de produccion. Ademas, los
nutrientes y el agua deben usarse racionalmente debido a tres hechos principales:
(1) los nutrientes tienen un alto impacto en la eficiencia ambiental de la produccién
de microalgas; (2) la escasez de agua es un problema global bien conocido; y (3)
el fésforo es un recurso no renovable. Estos inconvenientes econémicos y
medioambientales pueden superarse en parte mediante el uso de aguas
residuales (industriales, agricolas o urbanas) como sustrato de crecimiento para
la produccion de biomasa microalgal (Uggetti, Garcia, Alvarez, & Garcia-Galan,
2018).

Las microalgas autétrofas consumen CO2 y producen carbohidratos, proteinas y
lipidos, que pueden ser utilizado como materia prima de biocombustibles,
incluyendo biodiésel, biogas, biohidrégeno, bioetanol, butanol, bioaceite, carbén
e incluso energia (Peng y otros, 2020). En el cuadro 2 se pueden observar




especies de microalgas que son tipicas para la produccién de biocombustibles en
biorrefinerias.

Las biorrefinerias pueden convertir la biomasa de microalgas en fuentes de
energia aplicando métodos como la conversién bioquimica, reaccién quimica,
combustion directa y conversion termoquimica; siendo asi las microalgas una
fuente de materia prima para la produccion de combustibles liquidos y gaseosos
renovables tales como el biodiésel, bioetanol, biogas, entre otros.

Cuadro 2. Especies tipicas de microalgas para la produccién de biocombustibles
(Peng y otros, 2020).

Crecimiento de
Especies Biocombustibles mlcroalg-a.s v/o Cultivo/ Condiciones de reaccién
produccién de
biocombustibles
C. Biodiesel 55% de lipidos heterotrofia; limitacién de
protothecoides nitrégeno
S. obliques Biohidrogeno 300 umol proceso indirecto; biofotdlisis
Hz/(mg Chl*h) ligera; (Fe-Fe) enzimas
Nannochloropsis | Biogas 0.70 L biogas/g | Fotobiorreactor, gran escala, 35 °C.
salina
Chlorococum sp. | Bioetanol 38 wt% Fermentacion
Spirulina sp. Biometanol Gasificacion/fermentacién
anaerobica
Consorcio de Biocarboén 45.045.9% de Licuefaccién hidrotermal
microalgas biocarbdn sélido
(con densidad
de energia 8-10
Mi/kg)

La energia a partir de biogas es una tecnologia que se considera como
combustible moderno, el biogas procede de la degradacion natural de la materia
organica por parte de microorganismos en condiciones ausentes de oxigeno. Este
producto de la digestion anaerobia puede ser utilizado para generar calor,
electricidad o como combustible para vehiculos (Scarlat, Dallemand y Fahl, 2018),
esta tecnologia ha llamado la atencion en los Ultimos afios, ya que se ha
convertido en una de las vias de energia renovable mas atractivas, ademas de los



beneficios econdmicos de la generaciéon de energia también brinda beneficios
medioambientales como la disminucién de la contaminacion de fuentes de agua,

suelo y aire (Mgller, Sommer y Ahring, 2004).

La digestion anaerobia se utilizé principalmente como un proceso para estabilizar
y tratar desechos de alto contenido de demanda quimica de oxigeno (DQO), en
lugar de una alternativa para generar energia (biogas) (Abbasi, Tauseef y Abbasi,
2012). El biogas se puede producir a partir de diversos recursos de biomasa,
incluidas microalgas, desechos de alimentos, residuos agricolas, estiércol animal,
desechos avicolas, desechos sélidos municipales, desechos industriales,
desechos forestales y algunos cultivos energéticos dedicados a este fin; este
biocombustible generado por la digestion anaerobia esta compuesto por metano
principalmente (55-70%), CO2 (30-45%) y pequefias cantidades de H2S, H20 y H2
(50-2000ppm)(Braun, 2007). Aunque cada biomasa tiene su propio potencial y
factibilidad para generar biogas, las microalgas han mostrado mucho interés en
este proposito desde la década de 1950, particularmente por el rapido crecimiento
(Ward, Lewis, y Green, 2014) vy la alta captacion de CO:2 necesaria para su
crecimiento (Wang y otros , 2008).

La digestion anaerobia de biomasa de microalgas fue reportada por primera vez
en 1957 por Golueke y colaboradores usando Chlorella sp. y Scenedesmus sp.
que produjo 0.17-0.32 L CH4/g VS. Son muchos los estudios de produccién de
biogas aplicando microalgas que se han realizado desde 1957, y hasta la
actualidad se siguen realizando estas investigaciones como se muestran en el
cuadro 3. El género mas utilizado es Chlorella sp. como biomasa principal.
Gonzalez-Fernandez, Sialve, Bernet y Steyer en 2012, hace referencia a diversos
estudios con producciéon de biometano aplicando biomasas de microalgas del
genero Chiorella, estos estudios son los siguientes: produccion de biogas con
biomasa de Chiorella y Scenedesmus (0.17-0.32 L-CHa4/g VS, Golueke., Oswald,
& Gotaas (1957)); produccién de biogas con biomasa de Chlorella vulgaris (0.31-
0.35 L-CH4/g VS, Hemandez y Coérdoba (1993)); produccién de biogas con
biomasa Chlorella (0.35, 0.44, 0.47 y 0.60 L-CH4/g VS, De Schamphelaire y
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Verstraete (2009)); produccién de biogas con biomasa Chlorella Kessleri (0.22 L-
CHa/g VS, Mussgnug, Klassen, Schiiter, & Kruse (2010)).

En un estudio Fermoso y otros (2016) evaluaron el potencial de produccién de
biometano de distintas microalgas dominantes, entre estas microalgas se
encontraba Chlorella sorokiniana la cual presenté una producciéon de 211 + 2 mL-
CHs/g VS. Coérdova, Passos, y Chamy 2019 en un estudio aplicaron
pretratamientos enzimaticos para inducir el dafo/lisis celular y la solubilizacién de
la materia organica de Chlorella sorokiniana y asi aumentar la produccién de
biogas. Los cultivos de Chlorella sorokiniana se sometieron a tres pretratamientos
enzimaticos diferentes, cada uno bajo cuatro condiciones diferentes de relacion
enzima/sustrato, pH y tiempo de aplicacion. Los resultados mostraron aumentos
superiores al 21 % en la produccién de biogas para todos los pretratamientos
enzimaticos.

Cuadro 3. Investigaciones realizadas por distintos paises respecto a la produccion
de biogas a partir de biomasa de microalgas.

Microalga Pais Investigadores Ao
Chlorella sp., Estados Unidos Golueke C., Oswald W., 1957
Scenedesmus Gotaas H.

Chlorella sp.,
Scenedesmus, Euglena y Estados Unidos Golueke C. G. y Oswald W.J 1959

Oscillatoria

Spirulina maxima Canada RSamsona R. Leduy 1983
Macroystis pyrifera and Chile Vergara-Fernandez A.; 2008
Durvillea antartica Vargas G. y otros
Gonzdlez Fernandez C.;
Scenedesmus obliquus Francia Bernet N.; 2012 Steyer J.; 2012
Sialve B.
Arthrospira maxima Reino Unido Inglesbya A., Fisher A. 2012
= Zhao, Baisuo; Ma, Jingwei;
Chlorella vulgaris China Zhao, Quanbao; Y Otros 2014
Capson-Tojo, G., Torres, A.,
Nannochloropsis gaditana Chile Mufioz, R., Bartacek, J., & 2017
Jeison,
Arashiro, L. T., Ferrer, |.,
Mezcla Espafia/Bélgica Péniker, C. C., Gbmez- 2020
Pinchetti, otros.




Hamidian y Zamani (2021) llevaron a cabo un estudio de obtencién de biomasa
de Chlorella sorokiniana cultivada en aguas residuales de productos lacteos para
luego producir biogas, dando resultados de productividad teérica de biometano
que oscilaron entre 0,353 y 0,644 L-CHas/g VS.

En Panama ya se han realizado estudios sobre produccion de biogas en los que
se utilizan diferentes tipos de biomasa como lodos organicos de la planta de
Tratamiento de Aguas Residuales de Juan Diaz, Panama (Chen, Arias, y Deago,
2021), biosélidos de aguas residuales de una planta avicola (Ramirez, Deago, y
Tejedor, 2020), aguas residuales domesticas (Ramirez, Isaza, 2019), el ministerio
de ambiente también desarrolla programas de produccién sostenible en donde
fomenta la instalacion de sistema de aprovechamiento de desechos como es el
caso de una planta porcina a la que se le instal6 un sistema de digestion anaerobia
para producir biogas a partir de las aguas residuales (Mi Ambiente 2021).

A la fecha en Panama no se registran estudios de produccién de biogas utilizando
biomasa de microalgas, en el centro de Investigacion de Productos Naturales y
Biotecnologia (CIPNABIOT-UNACHI) se propuso esta investigacion donde se
buscoé producir biometano a partir de la biomasa microalgal de Chlorella
sorokiniana, con el propésito futuro de dar apoyo y alternativas para contrarrestar
los problemas medioambientales, energéticos y también colaborar con el

cumplimiento de los objetivos de desarrollo sostenible.

1.2 SITUACION ACTUAL DEL PROBLEMA

Panama proyecta un crecimiento econdémico del 8.2% para el afio 2022 segun
informe de la CEPAL (Comisién Econdémica para América Latina y El Caribe). La
demanda de energia en una sociedad guarda relacién con el grado de desarrollo
econémico del pais, por lo que, si un pais aumenta su economia mayor es la
demanda de energia. Segun el informe nacional de monitoreo de la eficiencia
energética de Panama 2020 la generacién de energia en el pais estuvo
compuesta por un 70.2% proveniente del sector hidroeléctrico, edlico 5.3%, solar
2.1% y biogas 0.2%, dentro de las no renovables esta el bunker C 11.8%, diésel




liviano 0.6%, carbon 4.3% y gas natural 5.6%. El total renovable fue de 77.7% y
no renovable 22.3% (CEPAL, 2020).

La problematica no es solo la demanda energética existente y cada vez en
aumento, también es el impacto y la contaminacién en el medio ambiente que se
genera al suplir la energia requerida; la contaminacién suele medirse en términos
de la concentracién de CO2 en la atmésfera en partes por millén (ppm) y las formas
en que las actividades humanas aportan mas CO:2 a la atmosfera es la quema de
combustibles fosiles y la deforestacién. El incremento en las concentraciones
atmosféricas de CO2 estd estrechamente relacionado con el aumento en la
temperatura media del planeta, debido a que es un gas de efecto invernadero lo
que provoca el cambio climatico.

En septiembre de 2015, Panaméa adopté mediante Decreto Ejecutivo la Agenda
2030 y los ODS (objetivos de desarrollo sostenible) como parte de su agenda de
desarrollo nacional; el ODS 7 (energia asequible y no contaminante) tiene entre
sus metas aumentar considerablemente la proporcién de energia renovable en el
conjunto de fuentes energéticas. En el informe nacional de monitoreo de Panama
2020 de la CEPAL se sugiere mejorar la utilizacién de biomasa para generacion
de energia y aumentar el esfuerzo en la utilizacién de fuentes de energia
renovable y disminucién de los gases de efecto invernadero.

Para lograr cumplir las metas de las ODS 7 y las sugerencias de la CEPAL existen
investigaciones que buscan tratar esos mismos objetivos empleando microalgas
como biomasa para generar biocombustible sumando el beneficio que en su
crecimiento, las microalgas fijan grandes cantidades de CO2. De momento en
Panama no se han registrado investigaciones utilizando esta tecnologia. Por ello
planteamos la siguiente pregunta de investigacion: ;Cual es el potencial que
tiene la biomasa de Chlorella sorokiniana para producir biogas?



1.3 JUSTIFICACION

El biogas es considerado una de las fuentes de energia renovable que presenta
un alto potencial para sustituir las energias convencionales y no renovables. Se
produce durante la biodegradacién de materia organica y puede utilizarse como
fuente de energia para diversos fines, tales como generacion eléctrica, produccion
de calor, alternativa al gas natural.

Las microalgas despiertan un creciente interés, ya que su composicion las hace
aptas para ser una buena fuente de biomasa y bioenergia. Ahora bien, para
convertir las microalgas en biogas, y asi en energia, es necesario realizar un
proceso conocido como digestibn anaerobia, que si bien naci6 como un
procedimiento de estabilizacion de residuos, hoy es considerada como una
tecnologia de recuperacion de recursos, con especial énfasis en la recuperacion
de energia mediante la produccién de biogas como biocarburante renovable.

En Panama se ha avanzado en la busqueda de biomasas optimas para su
conversion en biocombustibles utilizando la tecnologia de la digestién anaerobia,
El Centro De Investigaciones De Productos Naturales Y Biotecnologia
(CIPNABIOT) se plante6 el uso de biomasa de microalgas para producir
bioenergia por las caracteristicas positivas que poseen estos microrganismos;
entre las que mas resaltan estan su facil adaptacion al entorno, crecimiento celular

rapido y la gran captaciéon de CO:z necesaria para su rapido crecimiento celular.

1.4 HIPOTESIS

Ho: La biomasa de microalga Chlorella sorokiniana no tiene potencial como
sustrato para la produccién de biogés.

Ha: La biomasa de microalga Chlorella sorokiniana tiene potencial como sustrato
para la produccién de biogas.

1.5 OBJETIVOS
1.5.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la produccion de biogas a partir de la digestion de biomasa de la
microalga Chlorella sorokiniana con cultivos biotecnolégicos.



1.5.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la composicién quimica de la biomasa de microalga Chlorella
sorokiniana.

Emplear estiércol vacuno para generar inbéculo de bacterias
metanogénicas.

Generar biogas a partir de biomasa de la microalga Chlorella sorokiniana
empleando bacterias anaerobias de estiércol vacuno.

Comparar el rendimiento de produccion de biogas en la digestién de
biomasa de microalgas, segun tratamientos: biomasa tratada térmicamente
y biomasa no tratada térmicamente.

Caracterizar quimicamente el perfil de gases contenidos en el biogas

producido (porcentaje de metano contenido en el biogés).
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21 BIOENERGIA

La bioenergia es la energia que proviene de materia organica, de diferentes

fuentes, ya sea producida por organismos fotosintéticos que captan la energia

solar, dioxido de carbono y agua para producir biomasa; la energia queda

almacenada en los enlaces quimicos de la biomasa y puede ser liberada en
multiples procesos como la combustion, fermentacion, descomposicién, hidrélisis

ola digestion. Otras fuentes de materia organica para la produccién de bioenergia

son los residuos biolégicos de animales o humanos y la basura organica residual

de las sociedades humanas (Sampeiro y Jiménez, 2010).

La bioenergia ha estado con las civilizaciones humanas desde el principio, al
utilizar la lefia como biocombustible para producir calor y cocinar los alimentos
(Ruan y otros, 2019). En la actualidad los biocombustibles pueden ser producidos
bajo criterios de sustentabilidad teniendo las siguientes ventajas: son renovables
(Zhangy Ghaly, 2013), son neutros en CO2 y gases de efecto invernadero (Zhang
y Ghaly, 2012), generan pocas o nulas emisiones de SOx (Zhang y otros 2016),
son biodegradables (Chew y Bhatia, 2008) y generan menos emisiones de NOx
(Zhang y ofros, 2018). Si se aprovecha la capacidad de regeneraciéon de la
biomasa utilizada para fabricar biocombustibles se puede obtener energia util y

factible desde el punto de vista econémico y ambiental.

2.1. 1. MATERIAS PRIMAS PARA LA PRODUCCION DE
BIOCOMBUSTIBLES

e Biomasa lignoceluldsica: esta biomasa esta compuesta principalmente
por celulosa, hemicelulosa y lignina; en este tipo de biomasa se han
utilizado mayormente los residuos agricolas como paja de arroz (Sharma,
Singh y Arya, 2020), paja de trigo (Qureshi, Cotta y Singh, 2013), paja de
sorgo (Stamenkovi¢ y otros, 2020), Rastrojo de maiz (Qureshi y otros,
2010), bagazo de cafia de azucar (Ojeda, Avila, Suarez y Kafarov, 2011).
Los residuos forestales mas utilizados son la madera, aserrin, ramas,
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2.2

astillas de madera, (Ragauskas y otros, 2006). Entre los cultivos
energéticos los que mas se utilizan como sustratos son pasto varilla
(McLaughlin, 1992), miscanthus (Heaton, Dohleman y Long, 2008), pasto
(Slewinski, 2012).

Desechos sdlidos: las principales biomasas utilizadas para producir
energia de desechos sélidos son los lodos de aguas residuales
(Bharathiraja y otros, 2014), desechos sélidos municipales (Shi, Koh y Tan,
2009), desechos alimenticios (Karmee, 2016), estiércol animal (Harper,
Flesch, Weaver y Wilson, 2010).

Cultivos oleaginosos: esta biomasa como el nombre lo dice tiene un alto
contenido en aceites, los cultivos mas estudiados para la produccién de
energia son: el girasol (Requena y otros, 2011), maiz (Patzek, 2004), coco
(Suryanto, 2015), mani (Russo y Webber, 2012), canola (Baroi, Mahto, Niu,
y Dalai, 2014).

Algas: son organismos fotosintéticos acuaticos que se dividen en dos
clasificaciones, macro y microalgas; las algas son una materia prima muy
atractiva para la produccién de biocombustibles por los siguientes atributos
que las caracterizan: no son recursos alimentarios; no son toxicos; se
pueden cultivar en aguas de desecho como las aguas residuales; utilizan
CO2 como fuente de carbono; son altamente biodegradables y tienen un
rapido crecimiento (Suganya, Varman, Masjuki, y Renganathan, 2016).

MICROALGAS: CARACTERISTICAS Y UTILIDAD

Las microalgas son organismos microscopicos que tipicamente crecen
suspendidos en el agua y son impulsados por el mismo proceso fotosintético de
las plantas superiores (Hanelt, 2007). Son los organismos de mas rapido

crecimiento y necesitan aproximadamente 2 toneladas de CO:z para producir 1
tonelada de biomasa (Haag, 2007).

Estos microorganismos fueron los responsables del cambio en la composicion de

la atmosfera primitiva hace unos 3500 millones de afios, aumentando el nivel de
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oxigeno, originando una atmésfera rica en este gas, que ha permitido el desarrollo
de la vida tal como la conocemos (Demirbas y Demirbas, 2010).

Las células (microalgas) son fabricas impulsadas por la luz del sol que pueden
convertir el didxido de carbono (CO2) en materias primas para producir
biocombustibles (biohidrégeno, biodiesel, bioetanol, biogas y otros), alimentos de
origen quimico para animales y compuestos bioactivos de alto valor (Spolaore,
2006, Milledge, 2011, Razzak et al., 2013). La biomasa de microalgas contiene
tres componentes principales: proteinas, carbohidratos y lipidos, su composicion
de la biomasa varia segun la microalga (cuadro 4).

Cuadro 4. Composicién de microalgas basados en materia seca. (Um y Kim,
2009; Sydney, 2010; Sing, 2012).

Proteinas Lipidos
Especie Carbohidratos (%)
(%) (%)
Euglena gracilis 39-61 14-20 14-18
Chlamydomonas reinhardtti 48 21 17
Chiorella pyrenoidosa 57 2 26
Chlorella Vulgaris 51-58 14-22 12-17
Dunaliella salina 57 6 32
Spirulina platensis 46-63 4-9 8-14
Scenedesmus obliquus 50-56 12-14 10-17

2.3 BIOMASA DE MICROALGAS PARA LA PRODUCCION DE
BIOCOMBUSTIBLES.

Las microalgas generan un uso mucho mas eficiente de la energia solar que la

agricultura convencional, por lo tanto, tienen un mayor potencial para la

produccién de biomasa con menos necesidad de tierra (Benemann 2007).

La investigacion mas extensa sobre el desarrollo de biocombustibles a partir de
microalgas fue realizada por el Laboratorio Nacional de Energia Renovable
(NREL) de 1978 a 1996 (Sheehan, 1998), conciuyé que un enfoque mas practico




para la produccién a corto plazo de biocombustibles de microalgas es utilizar el
tratamiento de aguas residuales para su propagacién, una tecnologia ya bien
desarrollada (Sheehan, 1998; Oswald 2003). En la figura 1 se muestra un
flujograma para la obtencion de biocombustibles.

El alto potencial de las microalgas les convirtié en un sustrato deseable para varias
aplicaciones comerciales: en la alimentacién del ganado, cria de peces, cerdos y
aves de corral (Sukias, Craggs. 2007); la clorofila con fines cosméticos (Spolaore,
2006); los compuestos bioactivos como antioxidantes, antibidticos, toxinas para la
industria farmacéutica (Garcia-Casal, 2009) y en la industria de la salud para el
control del peso (Bumbak, 2011), también, debido a los altos contenidos de
vitaminas, polisacaridos y proteinas son utilizadas como suplemento nutricional
para el consumo humano. Ademas, se utilizan como fertilizantes o incluso
pigmentos (Borowitzka, 1988).
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Figura 1. Diagrama de flujo de la produccién de biocombustibles a partir de
microalgas. (Razzak, 2013; Costa, 2011)
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Para producir biocombustibles a partir de microalgas, la biomasa necesita ser
transformada por procesos de conversion bioquimica o termoquimica (Brennan,
Owende,2010; Demirbas, 2009). A través, de los métodos termoguimicos como la
gasificacion, la pirélisis, la hidrogenacién y la licuefaccion, se podrian generar
biocombustibles liquidos o gaseosos (McKendry, 2002; Miao, Wu, 2004). El
enfoque bioquimico consiste en los procesos de fermentacion y digestion
anaerobica. Mediante la transformacién bioquimica, las microalgas podrian
convertirse en etanol, metano, hidrégeno, gas natural sintético (SNG), alcoholes
y alcanos (Pittman, 2011).
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2.4 DIGESTION ANAEROBIA

La digestién anaerobia es un proceso natural que ocurre en ausencia de oxigeno
que usualmente ocurre en cursos de agua, suelos himedos y sedimentos, dando
como resultado una mezcla de gases llamada biogas (Kythreotou, Florides y
Tassou, 2014). La digestion anaerobia ha existido como tecnologia desde hace
mucho tiempo atras.

En el mundo industrializado, la digestion anaerobia ha sido mayormente empleada
para tratar aguas residuales y residuos humedos. Las principales aplicaciones
tecnolégicas de la digestion anaerobia han sido el tratamiento de los lodos
derivados de las aguas residuales, viéndose desde los afios 80 el uso mas
frecuente de aguas residuales provenientes de industrias (Van Lier y Lubberding
2002). Otras aplicaciones de la tecnologia son la estabilizacion de residuos y lodos

(semi) solidos, residuos de cultivos y residuos solidos urbanos (Mata-Alvarez,
2000).

La digestién anaerobia permite el tratamiento de residuos de alta carga organica
para reducir su volumen y su carga y a la vez recuperar biogas, que es util como
biocombustible (Awe y otros, 2017). Segun este mismo autor en la digestion
anaerobia la materia organica se transforma en CH4 (55-70%), CO2 (30-45%) y
trazas de otros gases como H2S, H2 y N2; ademas, puede variar segun los
microorganismos y las condiciones del proceso.

Durante el proceso de digestién anaerobia se consideran relevantes cuatro grupos
de bacterias: (1) las hidroliticas que descomponen los carbohidratos, lipidos y
proteinas en moléculas simples: azucares, acidos grasos de cadena larga y
aminoacidos respectivamente. (2) acidogénicas que convierten esas moléculas
en acidos grasos de cadena larga, alcoholes, CO2 y Hz. (3) acetogénicas que
convierten los acidos de cadena larga alcoholes en acido acético, H2y CO2. (4)
metanogénicas que transforman todos estos productos intermediarios en CHs y
CO:2 (Kwietniewska y Tys, 2014). En la figura 2 se muestra un flujograma de las
cuatro etapas basicas del proceso de digestion anaerobia.



Figura 2. Flujograma basico del proceso de digestion anaerobia. (Zabed y otros,
2020).
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2.4.1 DIGESTION ANAEROBIA DE MICROALGAS

La degradacién anaerébica de las microalgas es un proceso que ocurre
naturalmente en los ambientes acuaticos después que las células de las
microalgas se van al fondo de los cuerpos acuéaticos en las zonas andxicas y
aféticas donde finalmente mueren y se rompen. La remineralizaciéon de los
nutrientes en estas capas anéxicas de los ambientes acuaticos es responsable de
la liberacion de amonio y fosfato, por tanto, el reciclaje de estos elementos
nutritivos importantes, pueden eventualmente sostener el crecimiento de las
comunidades fitoplancténicas (Vandenbroucke y Largeau 2007). Las
caracteristicas que hacen mas atractivas a las microalgas en cuanto a la
generacién de biocombustibles, son que tienen una mayor capacidad de
absorcion de nutrientes y CO2 en comparacion con las plantas terrestres, alta tasa
de crecimiento y capacidad de utilizar el CO2 atmosférico para la produccion de
biomasa (Kumar y otros, 2016).



La biomasa de microalgas tiene gran cantidad de lipidos que va desde un 7-23%,
proteinas 6-71% y carbohidratos 5-64%, donde estas cantidades dependen de las
condiciones del cultivo durante el crecimiento y la especie de microalga (Becker,
2007; Elser, 2000). La estructura de la pared celular es importante por la
vulnerabilidad de las microalgas a la digestion. Segun Takeda (1996) en su
investigacion sobre las paredes celulares de algunas especies de Scenedesmus
dice que la estructura de la pared celular de las microalgas consiste en glucosa,
manosa y galactosa. Esos compuestos pueden formar celulosa y hemicelulosa,
que provocan una alta resistencia de las paredes celulares a la hidrolisis
enzimatica y limitan su disponibilidad para la digestion anaerébica.

2.5 MICROALGA EN ESTUDIO

Las microalgas verdes del género Chlorella son atractivas porque pueden crecer
tanto fototréfica como heterotréficamente con una alta concentracion de biomasa,
recientemente el cultivo de esta microalga se ha visto prometedora para la
produccién de biocombustibles por su elevada tasa de crecimiento (Liu y otros,
2010). Es un alga termotolerante con temperaturas soportadas de hasta 42°C y
crecimiento éptimo a 37°C (Li, Zheng, Yu, y Chen, 2013). Esta microalga
(figura 3) es una especie robusta, pequeria (diametro 2-4.5 uym), capaz de crecer
en varias fuentes de carbono y nitrégeno, lo que la hace ideal para el cultivo en
materias primas de desecho (Ramanna y otros, 2014, Bohutskyi y otros 2016) y
tiempos de duplicacién de entre 4 y 6 horas.

Figura 3. Chlorella sorokiniana
(Chader, Mahmah, Chetehouna,
& Mignolet, 2011).




CAPITULO 3

,___,,___
N
4l vy
| I—



3 METODOS

3.1 INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

Dentro de la instrumentacion utilizada para esta experiencia se emplearon vasos de 100
a 1000 mL (KIMAX-KIMBLE), matraces Erlenmeyer de 250 a 2000 mL, pipetas de 5y 10
mL, sistema de filtracion al vacio (KIMAX), filtros de membrana de microfibra (Grado F,
4.7cm-Thomas Scientific), micropipetas de 1000uL a 10000 pL (Eppendorf). Para la
circulacion de los medios de cultivo se utilizan bombas Whisper 20 (Tetra, china), la
temperatura y el pH fueron medidos con un medidor OAKTON 700 (OAKTON, USA). La
intensidad de la luz PAR se registr6 usando un medidor de luz LI-250A (LI-COR
Biosciences, Alemania). El horno utilizado fue un P-SELECTA (J.P. SELECTA, Espafia),
una centrifuga (Hettich MIKRO 220R, Alemania), una autoclave (Yamato SE-510). El
espectrofotometro utilizado para el analisis de DQO y proximales de biomasa es un HACH
DR3900 (HACH Company, Alemania) y para el andlisis del biogas se utilizd6 un
cromatégrafo de gases con detector de ionizacion de llamas (VARIAN 450-GC). Los
solidos totales y volatiles se realizaron utilizando la mufla Thermo Scientific, modelo
F6010.

3.2 DEFINICION DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion se centré en el uso de biomasa de microalgas como sustrato
para la produccion de biogas, una sustancia en cuya composicion predominé el
metano que es util como combustible o para la generacién de energia eléctrica o
caldrica aportando al uso de nuevas fuentes de energia.

El estudio consistié cultivar biomasa de la microalga Chlorella sorokiniana, su
cosecha y posterior aplicacion como sustrato para que bacterias metanogénicas
procedentes de excremento vacuno lo transformen y produzacan biogas; por
ultimo para conocer la concentraciéon de metano en el gas producido se llevd a
cabo el analisis del biogas.

3.3 MICROORGANISMOS

e Bacterias metanogénicas: Se utilizaron bacterias procedentes del
excremento bovino muestreado en la finca La Hermosa en el corregimiento
de Caldera en el distrito de Boquete.




e Microalga: Se utilizé Chlorella sorokiniana (CCAP211/8K) la cual reposa en
el banco de cepas del CIPNABIOT, la misma fue donada por el Dr. Carlos
Vilchez del grupo BITAL-Universidad de Huelva, Esparia.

3.4 PRODUCCION DE BIOMASA Y BACTERIAS METANOGENICAS

e Obtencion y adaptacion de indculo de bacterias metanogénicas
La muestra de excremento vacuno se diluy6 1:10 con agua destilada, se filtr6 y se
ajusté a pH neutro con bicarbonato de sodio. El caldo obtenido se constituy6 de
bacterias metanogénicas y nutrientes, colocado en oscuridad a temperatura de
35°C hasta la no generacién de biogas (20 dias). Acabado los nutrientes, se
enriquecio el caldo con sustrato a base de microalgas (biomasa) hasta lograr su
adaptacion (aproximadamente 25 dias).

e Crecimiento de inéculo de microalga
La microalga Chlorella sorokiniana se cultivé empleando un sistema estatico con
un volumen de 2 litros (figura 4) utilizando medio de cultivo M8a con agitacion
constante y burbujeo de aire, a temperatura de 27 a 30°C e iluminacién PAR

durante 25 dias para aumentar su concentracion celular.

Figura 4. Diagrama de crecimiento del inéculo de microalgas.

e Cultivo de la biomasa de microalgas
0.5 litros del inéculo de microalgas se colocaron en cuatro fotobiorreactores
estaticos de 10 litros y se le afiadié medio de cultivo M8 fresco hasta un volumen
de cultivo de 6 litros (figura 5); las condiciones del cultivo en los fotobiorreactores
fueron iguales a las utilizadas para el crecimiento del inéculo.
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Figura 5. Diagrama de produccién de biomasa de microalga.
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* Crecimiento celular
La evaluacibn de la cinética de crecimiento se realizd por técnicas
espectrofotométricas, evaluandose la cantidad de biomasa (Cuaresma y otros,
2009). El crecimiento fue evaluado diariamente, en un periodo de 30 dias. Las
mediciones de crecimiento se realizan utilizando 1 mL de cultivo y dependiendo
de la concentracion se agrega la cantidad de agua para la dilucién (Factor de
dilucién). Esta técnica se realizé con el espectrofotometro HACH DR3900 a una
longitud de onda de 680 nm.

e Cosechay almacenamiento de la biomasa de microalgas

Cada 30 dias se realiz6 cosecha de la biomasa, se recolecté de cada
fotobiorreactor 4 litros de cultivo bajo sedimentacion (Por medio del peso de las
células en el medio, estas van al fondo durante un periodo entre 24-48 horas) a
temperatura de 27 °C. La biomasa recolectada se centrifugé a 3500 rpm por 5
minutos, la pasta recolectada se llevé a refrigeracion (5-8 °C) (ver Figura 6). Esta
operacion se repitié (n=5), hasta obtener suficiente biomasa para los ensayos de
digestion y los analisis de la biomasa.
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Figura 6. Diagrama del sistema de cosecha de la biomasa de microalga.

3.5 PRODUCCION Y ANALISIS DE BIOGAS

Digestores anaerobios
v Ensayo de digestion control (EDC):se colocaron 220 mililitros de

inéculo bacteriano y se le afiadié 275 mililitros de agua destilada
hasta alcanzar un volumen total de 500 mL.

Ensayo de digestion de microalgas sin pretratamiento térmico de la
biomasa (EDM): se colocan 220 mililitros de inéculo bacteriano + 35
mililitros de concentrado de microalgas (sustrato) + 245 mililitros de
agua destilada (Volumen total: 500 mL)

Ensayo de digestion de microalgas con pretratamiento térmico (ver
descripcién en siguiente apartado) de la biomasa (EDMP): se
constituyd de 220 mililitros de inéculo bacteriano, mas 35 mililitros
de concentrado de microalgas (sustrato) con pretratamiento térmico
mas 245 mililitros de agua destilada para un volumen total de 500
mL.

Todos los digestores se mantuvieron en agitaciéon constante durante todo el

ensayo, utilizando agitadores magnéticos y gas nitrégeno para crear una

atmoésfera inerte. (burbuja de 60mL aproximadamente). El ensayo se realiz6 en

35 das, utilizando 3 réplicas en cada ensayo.



e Pretratamiento térmico de la biomasa

Se realizdé un pretratamiento, empleando 125 mL de biomasa concentrada, se
colocé en un matraz de 2L en una autoclave a 120°C durante 90 minutos a 18 psi.
La eficiencia del tratamiento térmico se analizé midiendo la demanda quimica de
oxigeno soluble (DQOs) utilizando el método HACH rango alto-bajo (20-1500
mg/L), Las muestras de la biomasa con pretratamiento y sin pretratamiento se
centrifugaron a 3500rpm por 5 minutos para cuantificar el aumento en la materia
organica oxidable disuelta.

 Ensayo de digestion anaerobia
Se colocaron 3 muestras en Erlenmeyer en oscuridad, sometidos a agitacion
constante y temperatura controlada de 35°C 1, durante 35 dias. El volumen fue

medido a través del agua desplazada en una probeta, tal como lo muestra la figura
7.

Figura 7. Diagrama del digestor anaerobio y sistema de recoleccién de gases.
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e Determinacion de biodegradabilidad de la biomasa
Al inicio y final del ensayo se analiz6 la DQO, tanto a la biomasa, inéculo
bacteriano y a la mezcla de biomasa e inéculo de bacterias en el digestor
anaerobio. La determinacién de este parametro se realizd utilizando el
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espectrofotémetro HACH DR3900 y el Digestor HACH DR200, viales DQO-HACH
20-1500 mg/L-Rango alto bajo, por medio del método colorimétrico por reduccion
del ion dicromato a ion crémico de color verde. Para este método se toman 2 mL
de la muestra y se agregan al vial de reaccion, se agita y se colocan en el reactor
HACH DR200 por un tiempo de 2 horas a una temperatura de 150 °C, pasado el
tiempo reposar hasta temperatura ambiente y medir en el equipo HACH DR3900.

e Analisis de biogas y fabricaciéon de curva de calibracién de metano y
diéxido de carbono
El analisis de biogas se realizd mediante cromatografia de gases utilizando
detector de ionizacion de llama (FID) y helio como gas de arrastre. E| CO2 de las
muestras fue convertido en metano y analizado como metano, empleando un
metanizador acoplado al cromatégrafo.

Para la curva de calibracion de metano y CO2 se utilizé el sistema descrito en la
figura 8 que consiste en una técnica de diluciones seriadas del gas metano y
diéxido de carbono con nitrégeno de la siguiente forma:

1) Se retira la jeringa del sistema y se abren las llaves A y B; C permanece
cerrada en todo momento.

2) Se lava el sistema con una corriente de nitrégeno que se hace pasar desde
el conducto que se conecta al cromatografo y sale por el conducto donde
estaba la jeringa.

3) Una vez el sistema estaba bien lavado con nitrégeno durante algunos
minutos se coloco la jeringa en su lugar, se cerré la llave B y luego la A
para que el bulbo quedara lleno de nitrégeno. Si el medidor de presion
detecto presion dentro del bulbo se abri6 la llave A para igualar la presién
interna del bulbo y la externa y se volvib a cerrar.

4) La bolsa se rellené con el gas (CH4 0 CO2 segun fue el caso), se abrid la
llave C, se llend la jeringa con el gas contenido en la bolsa y se cerré la
llave C.

5) Se abri6 la llave B y se inyecté en el bulbo el gas contenido en la jeringa,
se cerro la llave B.



6) Se repitié una vez mas el paso 4y 5.

7) Se anot6 la presion (P1) dentro luego de la segunda inyeccion de gas en el
bulbo.

8) Se abri6 la llave A para que se liberara la presidon y se inyectd el gas
automaticamente en el cromatografo y se cerré inmediatamente se iguald
la presién interna y externa del bulbo.

9) Una vez se realizé la primera inyeccién se repitieron los pasos del 4 al 8
pero sustituyendo el gas de la bolsa (metano) por nitrégeno. Esto para diluir
con nitrégeno el gas metano de la primera mezcla que se hizo en el bulbo.
La presién de cada una de las siguientes diluciones se rotula como P2, P3,
P4...

10)Las concentraciones del gas para crear la curva se determinaron
calculando las fracciones de cada gas con las presiones parciales.

Para calcular las fracciones del gas (CHs o CO2) en la mezcla se utilizaron las

siguientes formulas:

Calculo de fracciones (X):

P1 P2 P3 P4
X1l= ; 2= * X1 ; X3 = * X2 ; X4 =
P1+PA’ P1+PA ! P3+PA ! P4+PA

* X3 ; Etc..
PA= presion atmosférica.
Calculo del porcentaje de gas (CH4 0 COz2) en la mezcla

Conc (%) = X = 100

|



Figura 8. Diagrama del sistema para realizar la curva de calibracion de gases.
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3.6 ANALISIS DE BIOMASA (Arredondo y otros, 2017).

e Solidos totales (ST) y sélidos volatiles (SV)
El analisis de sdélidos totales se realizé por triplicado filtrando 10 mL de biomasa
liquida de microalgas, secada a 70°C hasta obtener masa constante. La
determinacion de sélidos volatiles se realizé calcinando la biomasa seca producto
del analisis de sdlidos totales a 600°C durante dos horas en una mufla (Thermo
Scientific, modelo F6010).

ST= masa de microalga seca y papel filtro — masa de papel filtro
SV= ST — masa de las cenizas.
e Determinacion de proteinas totales en la biomasa de microalga
(Arredondo y otros, 2017).

El analisis de proteinas se realizé por triplicado aplicando el método de Lowry
utilizando BSA como patrén (ver anexo 3).
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o Determinacién de lipidos totales en la biomasa de microalga
(Arredondo y otros, 2017).

La determinacién de lipidos se hizo por método gravimétrico realizando
extracciones por friplicado con una mezcla de cloroformo:metanol 1:2

volumen/volumen (ver anexo 4).

e Determinacion de carbohidratos totales en la biomasa de microalga
(Arredondo y otros, 2017).
El andlisis de carbohidratos se realizé por triplicados aplicando un método
colorimétrico con curva de calibracion de glucosa (ver anexo 5)

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentaron como valores medios + desviacion estandar de la media
y las diferencias significativas se evaluaron mediante analisis de varianza de un
factor (ANOVA) y prueba de Tuckey. Los valores se consideraron

estadisticamente significativos cuando el valor de p fue inferior a 0,05.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

41 CULTIVO DE LA BIOMASA DE MICROALGA

La biomasa fue cultivada en 4 fotobiorreactores (FBR 1, FBR 2, FBR3 y FBR 4)
de 10 litros utilizando medio de cultivo M8, controlando parametros fisicoquimicos
(pH, OD, TDS, Temperatura e intensidad de luz) durante 30 dias. Al finalizar el
tiempo la produccién maxima de biomasa fue de 2.47g/L de cultivo, que se obtuvo
en el FBR 4 como se observa en el cuadro 5 y obteniendo un promedio de
produccion de biomasa de 2.19 g/L.

Figura 9. Curva de crecimiento celular en la produccion de biomasa de
microalgas.
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Cuadro 5. Producciéon de biomasa en los reactores anaerobios.

Reactor FBR1 FBR 2 FBR 3 FBR 4 Promedio
Produccion
de biomasa 2.00 1.96 2.35 247 2.19
(/L)

Se presentd una curva de crecimiento de Chlorella sorokiniana que evidencia una
rapida adaptacion a este medio de cultivo. Para crecer y funcionar, las microalgas
requieren tres nutrientes principales: C, N y P. Mohsenpour y otros (2021)
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mencionan que la asimilacién de estos nutrientes se ve fuertemente afectada por
la composicién general de nutrientes que estan disponibles en el medio de cultivo,
muchas veces las tasas de utilizaciéon de nutrientes por parte de las microalgas
estan estrechamente relacionadas con su crecimiento, y un suministro limitado de
un nutriente primario puede reducir significativamente su tasa de crecimiento. En
este contexto, para garantizar una eficiencia 6ptima de eliminacion de nutrientes
del medio de cultivo, debe estar presente una proporcién éptima de nutrientes que
refleje las necesidades estequiométricas elementales de las microalgas (Li y otros,
2019)

Se utilizé el medio M8 de Mandalam y Palsson (1998) para llevar a cabo el
crecimiento del in6culo de Chlorella sorokiniana. Debido a la alta demanda de
biomasa necesitada se eligié este medio, el cual es un medio que aporta grandes
concentraciones de macronutrientes (N y P), micronutrientes (Ca, Mg, B, CI, S,
Zn, Cu, Fe), y otros componentes. Los macronutrientes presentes en este medio
son esenciales para un buen desarrollo de Chlorella sorokiniana, el nitrégeno
juega un papel importante en la sintesis de proteinas, lipidos y carbohidratos. En
general, la concentracion de nitrégeno influye significativamente en el crecimiento
de las microalgas y sus composiciones bioquimicas; al mismo tiempo, el
agotamiento del nitrégeno en el medio de cultivo provoca una disminucién en el
crecimiento con aumentos en la productividad de los lipidos. Las microalgas
pueden asimilar nitrégeno en la forma de nitrato, nitrito, urea y amonio; sin
embargo, el nitrato es ampliamente utilizado para el cultivo de microalgas en
comparacion con las sales de amonio, ya que es mas estable con menos
probabilidad de cambio de pH (Yaakob y otros, 2021). Yaakob y otros (2021)
también hacen mencién que el fésforo es otro compuesto esencial que juega un
papel importante en el crecimiento de las algas, produccion de lipidos, rendimiento
de acidos grasos y procesos metabélicos como la transferencia de energia y
fotosintesis. El fosforo es un nutriente esencial que constituye un poco menos del
1% de la biomasa total de algas y se requiere aproximadamente 0.03-0.06% en el
medio para sostener el crecimiento de algas. El fésforo es esencial para las
células de microalgas para la produccién de componentes celulares como



fosfolipidos, ADN, ARN y ATP para las rutas metabtlicas que implican la
transferencia de energia y la sintesis de acidos nucleicos. Por su parte los
micronutrientes como el Ca, Mg, B, CI, S, Zn, Cu, Fe presentes en el medio
utilizado ayudan a la construccioén de la pared celular, pigmentos, acidos nucleicos y
otras proteinas importantes (Kumar y otros, 2014). Gracias a los nutrientes presente en
el medio de cultivo utilizado se obtuvo una produccién de biomasa de Chlorella
sorokiniana por FBR1: 2.00 g/L, FBR2: 1.96 g/L, FBR3: 2.35 g/L y FBR4: 2.47 g/L. Estos
resultados son interesantes y comparables con los resultados presentados por Cérdova,
Ruiz-Filippi, Fermoso y Chamy (2018) donde se obtuvo una produccion de biomasa de
Chlorella sorokiniana por 2.02 g/L en 15 dias, cabe destacar que esta biomasa fue
utilizada con el mismo fin de nuestro proyecto, el cual fue para la obtencién de biogas.
Ademas, el medio utilizado por estos investigadores (medio de cultivo Sueoka) es un
medio con concentraciones de nutrientes muy similares al medio M8 de Mandalam y
Palsson (1998).

4.2 ANALISIS PROXIMALES DE LA BIOMASA PRODUCIDA

Los analisis proximales a la biomasa almacenada se realizaron anterior al montaje
del ensayo de digestion anaerobia. En el cuadro 6 se muestran los valores
obtenidos en los analisis de la biomasa.

Cuadro 6. Analisis proximales de la biomasa (himeda) de microalgas.

Carbohidratos Lipidos Proteinas ST SV
(%) (%) (%) (8/ml) (g/mL)

8.64 +0.33 27.41+3.33 46.06 +1.14  0.0644 +0.0011 0.0620 + 0.0005

Kannah y otros (2021) mencionan que en la produccion biogas de microalgas o
de cualquier otra biomasa, los constituyentes bioquimicos de la biomasa son muy
importantes, ya que éstos son bioconvertidos a través de reacciones secuenciales
debidas al metabolismo llevado a cabo por una variedad de microbios en el
digestor. En el primer paso (hidrélisis), se biodegradan los componentes
poliméricos (carbohidratos, proteinas y lipidos) de la biomasa de microalgas por
un grupo particular de microbios, que producen principalmente el monomérico o



pequefias cantidades de componentes oligoméricos de las macromoléculas
presentes en la biomasa. Eventualmente, los carbohidratos se convierten en
glucosa y fructosa, proteinas en aminoacidos y lipidos en acidos grasos de cadena
larga. Bose, O'Shea, Lin, y Murphy (2020) mencionan que la presencia de una
amplia gama de carbohidratos (7 a 69%), lipidos (1 a 63%) y proteinas (15 a 84%)
hacen a las microalgas un sustrato atractivo para la digestion anaerobia. La
biomasa de Chlorella sorokiniana obtenida en esta investigacion presenté un
porcentaje de carbohidratos por 8.64+0.33, lipidos por 27.41+3.33 y proteinas por
46.06+1.14, estos resultados son eficientes para la produccion de biogas, Zabed
y otros (2020) mencionan que tanto los lipidos, carbohidratos y proteinas
contribuyen a la produccion de biometano. Ademas, hacen referencia que el
rendimiento final de biogas depende en cierta medida de la composicién
bioguimica y biodegradabilidad de la biomasa, porque existe una relacion
estequiométrica entre el rendimiento de biogas y los componentes biodegradables

de la biomasa, como se muestra en las siguientes ecuaciones
CsH100s (Carbohidratos) — H20 + 3CH4 + 3CO2

CeH240sN4 (proteinas) — 14.5H20 + 8.25CHa4 + 3.75C0O2 + 4NH3
CsoHg00e (Lipidos) — 24.5H20 + 34.75CH4 + 12.25C0o.

La biomasa de Chlorella sorokiniana es prometedora para la produccion de
biometano, Jankowska, Zielinski, Debowski y Oleskowicz-Popiel (2019) hacen
referencia a estudios de Frigon y otros (2013) y Polakovi¢ova y otros (2012) donde
se utiliza biomasa de Chlorella sorokiniana como sustrato, los mismos presentan
produccion de biogas por 28344 CHs mL/gSV y 212 CHs4 mL/gSV respectivamente.

4.3 PRETRATAMIENTO TERMICO DE LA BIOMASA

El analisis de DQO es una medida indirecta de la materia organica y con los
resultados mostrados en el cuadro 7 se observa que aumenta la concentracion de
compuestos oxidables solubles en la muestra de biomasa pretratada
térmicamente, lo que también se evidencia en la figura 10 en donde se puede

apreciar células de microalgas destruidas por accién del pretratamiento.



Cuadro 7. Resultados del analisis de DQO a la biomasa de microalgas.

Demanda quimica de oxigeno

Muestrade biomasa ~ DQOtotal (g/L)  DQO soluble (g/L) % DQO soluble
Sin pretratamiento 78.4 7.4 9.44

Con pretratamiento 75.9 12 15.81

Figura 10. Microalgas vistas en el microscopio antes (izquierda) y después
(derecha) del pretratamiento térmico.

1

4.4 CONSUMO DE DQO EN LOS REACTORES ANAEROBIOS

En el cuadro 8 se muestran las concentraciones iniciales y finales de DQO en los
reactores, en donde se observa una reduccién en el DQO producto de la
bioconversion de estos compuestos oxidables a biogas.

Cuadro 8. Cambio en las concentraciones de DQO en los reactores anaerobios.

Muestra DQO g/L
Inicial Final Consumo
EDM 7.08 £0.05 6.23 +0.18 0.85
EDMP 8.13 +0.02 5.9 +0.07 2.23
EDC 1.61 +0.04 1.52 10.07 0.09

W —
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Gracias las pruebas estadisticas de ANOVA de un factor y prueba de Tuckey se
pudo observar que todos los ensayos de digestion (Cuadro 9) presentaron
produccién en volumen de biogas, pero con diferencias significativas
EDMP>EDM>EDC (P<0.05). La diferencia entre los ensayos EDMP-EDM radica
principalmente en el pretratamiento que se le da al sustrato de las microalgas.
Nuestra investigacién evalu6 el efecto de un pretratamiento en la biomasa de
Chlorella sorokiniana y su impacto en la cantidad de compuestos oxidables
liberados del interior de la microalga producto de la ruptura de la pared celular,
por lo tanto, favorece el proceso de digestién y la produccion de biogas. El analisis
de DQO soluble (Cuadro 7) y las imagenes de las células (Figura 10) mostraron
dos acciones principales de degradacion asociadas al pretratamiento térmico: (1)
dafio de la pared celular (2) degradacion de los constituyentes (biopolimeros) de
la pared celular con la liberacion de materia organica intracelular. Ometto y otros
(2014) mencionan que la digestion anaerdbica de las microalgas se inhibe
principalmente por la composicion quimica de sus paredes celulares que
contienen biopolimeros capaces de resistir la degradacion bacteriana. La
adopcién de tratamientos previos como la hidrélisis térmica, ultrasénica e hidrdlisis
enzimatica tiene el potencial de eliminar estos compuestos inhibidores y mejorar
los rendimientos de biogas al degradar la pared celular y liberar la materia
organica intracelular. El cuadro 8 hace referencia a lo mencionado anteriormente,
donde las bacterias en el ensayo EDMP utilizan mucha mas materia organica
disponible (DQO) en comparacién con el ensayo EDM, se puede observar que en
el ensayo EDMP la concentracion de DQO disminuy6é de 8.13+0.02 g/L a
5.89+0.07 g/L y en el ensayo EDM disminuy6 de 7.08+0.05 g/L. a 6.23+0.18 g/L.
Cabe destacar que las diferencias significativas (P<0.05) del ensayo EDC con
respecto a los ensayos EDMP y EDM radica principalmente en que este ensayo
no cuenta con sustrato de microalgas para que las bacterias puedan realizar la
produccion de biogas.




4.5 PRODUCCION DE BIOGAS EN EL ENSAYO DE DIGESTION
ANAEROBIA Y ANALISIS QUIMICO DEL BIOGAS

En la digestién anaerobia se realizaron tres pruebas por triplicado: Ensayo de
digestion de microalgas sin pretratamiento (EDM) con una produccién maxima de
362 mL, ensayo de digestion de microalgas con pretratamiento (EDMP) con una
produccion maxima de 489 mL y ensayo de digestién control (EDC) con una
producciéon maxima de 5 mL. Estos volimenes son los promedios de las tres
réplicas de cada ensayo y fueron medidos a una temperatura de 35°C en un
tiempo maximo de 35 dias.

Figura 11. Curva de produccién de biogas utilizando biomasa de microalgas.
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Cuadro 9. Produccién de biogéas en los reactores anaerobios.

Digestor EDC EDM EDMP

Produccion de
biogas (mL) 50 362 +£12.5 489 +32.9




Cuadro 10. Analisis quimico del biogas y evaluacién del potencial bioquimico de
metano (PBM).

Vmax de [CHa4) io PEM

" max 4 jPromed

Digestor biogas (mL) [CHa4] (%) [CO2] (%) (%) (m;c\;.;/g
EDM 1 372 35.19 <1

EDM 2 366 34.10 <1 35.5 51.7 £1
EDM 3 348 37.36 <1

EDMP 1 471 44.67 <1

EDMP 2 469 49.56 <1 44.67 87.4 15
EDMP 3 527 39.79 <1

En las pruebas estadisticas de ANOVA de un factor y la prueba de Tuckey se
pudo observar diferencias significativas entre ensayos con respecto a la
produccién de metano (P<0.05). En el ensayo EDM se obtuvo una produccién por
52+1 mLCH4CE/gSV, en el ensayo EDMP se obtuvo una produccién por
87+5 mLCH4CE/gSV y para el ensayo EDC no se obtuvo produccién, nuestros
resultados pueden ser comparados con los publicados por Cérdova y otros (2018)
donde obtienen una produccién final de metano por 242 mLCH4/g SV, cabe
destacar que estos investigadores utilizaron biomasa de Chlorella sorokiniana
como sustrato microalgal. Otro estudio comparable es el de Ayala-Parra, Liu, Field
y Sierra-Alvarez en 2017 donde se llevé a cabo un pretratamiento de biomasa de
Chlorella sorokiniana (célula completa, sonicacién y extraccion de lipidos) con
resultados de produccién de biogas por 298, 388 y 253 mLCH4/gSV
respectivamente. Dinnebier y otros en 2021 publicaron un estudio donde
remplazan los medios de cultivos convencionales por aguas residuales porcinas
para el crecimiento de Chlorella sorokiniana, gracias a las aguas residuales
obtuvieron una buena produccién de biomasa (198 mg ST/litros dias) y
produccion de biogas por 292+10 mLCH4/gSV. El estudio llevado a cabo por
Hamidian y Zamani (2021) utilizé aguas residuales de productos lacteos sin tratar
para el crecimiento de Chlorella sorokiniana, los resultados son llamativos al
momento de sustituir los medios de cultivos por las aguas residuales, Hamidian y
Zamani (2021) obtuvieron resultados de produccién de biometano por 353 y 644
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mLCH4/gVS. Las aguas residuales estan tomando fuerza en este tipo de estudios
debido a su gran contenido de nutriente (Amonio, nitratos, fosfatos, materia
organica, etc.) que favorecen el crecimiento algal y por consiguiente la produccion
de compuestos de interés (proteinas, lipidos, carbohidratos) que son favorable a
la hora de produccién de un biocombustible (Chen, Zhao y Qi, 2015). El biogas de
microalgas es producto de la digestion de los componentes bioquimicos de la
biomasa, que son degradados en reacciones secuenciales por el metabolismo de
una variedad de microbios en el digestor; el inéculo de estos microbios utilizados
en esta investigacion fue procedente de estiércol vacuno fresco. Segun Rastogi y
otros 2008, en un estudio de secuenciacion molecular de la diversidad de
microbios metanogénicos en el estiércol de ganado fresco y seco, llegaron a la
conclusion que en el estiércol fresco predominan bacterias de la familia
Methanomicrobiales entre las que predominaban las del género
Methanocorpusculum.  Estas son bacterias que utilizan Hz y alcoholes
secundarios como donantes de electrones, tienen rapida adaptacion y trabajan a
temperatura mesdfilo (Simankova y otros, 2003).




CAPITULO 5




5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

v

El medio de cultivo M8 utilizado para el crecimiento de las microalgas tiene
los nutrientes necesarios para el crecimiento adecuado de la microalga
Chiorella sorokiniana, por consiguiente, se observé una biomasa rica en
carbohidratos, lipidos y proteinas.

Las bacterias metanogénicas presentes en el estiércol vacuno presentaron
una buena adaptacion al sustrato de microalgas, permitiendo la produccién
de biogas.

La aplicacion del pretratamiento térmico a la biomasa de microalgas
favorecio la produccion de biogas, con respecto al tratamiento no tratado
térmicamente

El pretratamiento térmico de la biomasa no aumenté en gran medida la
concentracion de compuestos oxidables solubles (DQOs) en la biomasa de
microalgas, sin embargo, provocé el debilitamiento de la membrana celular
de la microalga y la muerte de las células, favoreciendo la produccién de
biogas.

La concentracion de metano en el biogas fue relativamente baja, esto pudo
ser causado por la dificultad de extraccién y almacenaje del biogas sin que
surjan contaminaciones con aire.

Se recomienda sustituir el medio de cultivo sintético para producir la
biomasa de microalgas por aguas residuales, ya que esta microalga en
otros estudios presenta resultados prometedores de crecimiento y
depuracién en estas aguas de desecho.

Otra recomendacion seria la utilizacion de microalgas nativas de la zona,
por ejemplo las que crecen de manera natural en las tinas de oxidacion de

aguas residuales de la localidad.
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ANEXOS

1) CURVA DE CALIBRACION DE CRECIMIENTO CELULAR
En la realizacién de la curva de calibracion se tomé una alicuota del cultivo
concentrado y se realizaron diluciones (10, 20, 30, 40, 60, 80 y 100%) a las que
se |le analiz6 masa seca y la absorbancia para la construccién de la curva de
calibracién.

Figura 12. Curva de calibracion utilizada para la determinar el crecimiento celular
de la microalga.
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2) CURVA DE CALIBRACION DE METANO (CHa) y DIOXIDO DE
CARBONO (CO2)
La curva de calibracién de metano fue realizada por el método de dilucién con
nitrégeno utilizando un sistema como el plasmado en la figura 8, las
concentraciones de los puntos de la curva son 100%, 41.6%, 17.2%, 7.1% y 2.9%
de metano.



Figura 13. Curva de calibracién utilizada para determinar la concentracion de

metano en las muestras de biogas.
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La curva de calibracion de diéxido de carbono se realizé con el método de dilucion
con nitrégeno utilizando el sistema de la figura 8, en la construccion de la grafica
se utiliza una funcién cuadratica. Las concentraciones porcentuales de CO:2
utilizadas para la construccion son 44.4%, 19.9%, 8,9%, 3.9% y 0%.

Figura 14. Curva de calibracién utilizada para determinar la concentracion de
diéxido de carbono en las muestras de biogas.
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3) PROTOCOLO PARA ANALISIS DE PROTEINAS TOTALES
Se colocaron 3 mL de cultivo fresco de la microalga en tubos de centrifuga, se
centrifugé a 4000 rpm por 5 min y se descart6 el sobrenadante. Los tubos con la
biomasa humeda se les adicionaron aproximadamente 2 mL de NaOH 1N, se
sonicaron y se colocaron en un bafio térmico a una temperatura entre 95y 100 °C
por 1 hora. Posteriormente se centrifugd la mezcla y se colocé una alicuota de
ésta en un nuevo tubo de vidrio junto con porciones de NaOH 1N y agua. A esta
mezcla se le adicioné el reactivo 3 (solucién de Cu-tartrato saturada), se mezclé
y se dejo reaccionar por 10 min. Seguidamente se adicion6 el reactivo 4 (Folin-
Ciocalteu diluido), se mezcl6é y se dejé reaccionar por 30 min a temperatura
ambiente. La absorbancia de las muestras se leyé a 750 nm y se correlacioné con

una curva de calibracioén con el estandar de BSA para determinar el contenido de
proteinas.

Curva de calibracion realizada:

Figura 15.Curva de calibracién utilizada para determinar la concentraciéon de
proteinas en la biomasa de microalgas.
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4)

PROTOCOLO PARA ANALISIS DE LIPIDOS.

Nota: es importante mantener tubo con rosa a peso constante para el analisis de

lipidos, esta condicién es importante para el calculo final.

a)

b)

d)

e)

f)

¢)

h)

)

Pesar entre 5 y 50 mg de microalgas liofilizada en un tubo de vidrio de 15
mL (tubo 1). Si es muestra fresca debe determinarse la proporcién de
humedad para referir los resultados a peso seco.

Adicionar 3 mL de una mezcla de solventes cloroformo: metanol (1:2) sin
agua, método de Bligh y Dyer, (1959) modificado para microalgas.
Sonicar por 15 minutos (3 ciclos) en frio en un bafio de agua con hielo.
Incubar los tubos al menos 24 h a 4 °C y protegidos de la luz, de esa
manera se favorece la extraccién completa de los lipidos.

Sonicar otros 15 minutos (3 ciclos) en frio antes de centrifugar

Centrifugar a 5000 rpm por 20 min. a 5 °C. Recuperar el extracto con una
pipeta Pasteur y pasarlo a un tubo de vidrio de 15 ml (tubo 2). Agregar 1.5
mL de CHCIs :CH3OH (1:2 V.V) a la biomasa residual y centrifugar
nuevamente a 5000 rpm por 20 min a 5§ °C, recuperando el extracto (tubo
2).

Agregar 2 mL de agua destilada al tubo 2, que contiene el extracto y agitar
con vortex. Eliminar el exceso de agua de la capa superior y centrifugar a
5000 rpm por 10 min a 5 °C y separar la fase inferior formada de cloroformo
y lipidos.

Agregar 1 ml de cloroformo y separar la fase inferior (CHCIs: lipido),
introduciendo con cuidado una pipeta Pasteur y burbujeando aire hasta el
fondo del tubo. Colocar la fase CHCIs :lipido en un tubo de 10 mL (tubo3,
tubo a peso constante necesario para calculo de peso final e inicial).

Lavar la fase acuosa con 1 mL de CHCI3, mezclar con el vortex y centrifugar
nuevamente a 5000 rpm durante 10 minutos, recuperar la fase inferior
(CHCI; :lipido) y colocarlo en el tubo 3.

En la campana de extraccién, secar la fase CHCIs: lipido (tubo 3) con
nitrogeno gaseoso. Proceder a la cuantificacion de lipidos totales.
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2 . . (peso final del tubo—peso inicial del tubo)
Cantidad de ”pldos' volumen de muestra utilizad

5) PROTOCOLO PARA ANALISIS DE CARBOHIDRATOS

Curva de calibracioén

La curva de concentracion se obtiene usando un gradiente de concentraciones
de glucosa anhidra preparada a partir de una solucién de 120 yg mL"

Cuadro 11. Concentracion de patrones para curva de calibracién de
carbohidratos.

Volumen de Volumen de Vol. Total (L) Glucosa (ug Asgs nm
__glucosa (ul) H2504 (uL) mL?) promedio
0 1000 1000 0 0
200 800 1000 24.08 0.190
400 600 1000 48.16 0.415
600 400 1000 72.24 0.617
800 200 1000 96.32 0.793
1000 0 1000 120.40 0.888

Una vez que se tienen las diferentes concentraciones se continua la curva de
calibracién utilizando los reactivos que se describen a partir del inicio del apartado
Analisis de muestra.

Los datos se grafican y se ajustan por minimos cuadrados a una ecuacién de
segundo grado, obteniendo la R?, el valor de la pendiente (m), utilizando el
intercepto (b) igual a cero. El valor de r debera ser superior a 0.98, si se obtiene
un valor inferior la curva se debe repetir.

Analisis de muestra

a) Tomar 3 mL de muestra y centrifugar a 6000 rpm.

b) Una vez terminada la centrifugacién, decantar el liquido sobrenadante para
solo utilizar la biomasa suspendida en el tubo de centrifuga.

c) Agregar 1 mL de H2SO4 1.0 M (Whyte, 1987) y mantener a temperatura
ambiente hasta que todos los tubos contengan el acido.

d) Agregar otros 4 mL de H2SO4 1.0 M (Total 5 mL de H2S0.).

]
| s4 |

]
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e)

e)
h)

)

k)

Colocar los tubos tapados individualmente con papel aluminio en un termo
bafio a 100°C durante 1 h.

Retirar los tubos del bafio y dejar en reposo hasta que alcancen la
temperatura ambiente.

Centrifugar a 1,200 g por 15 min.

Separar el extracto acido con una pipeta Pasteur limpia, teniendo cuidado
de no resuspender la pastilla celular adherida al fondo del tubo; medir el
volumen total y pasarlo en un tubo limpio.

Agregar 1 mL de fenol al 5% y mezclar y dejar reposar por 40 min.
Agregar lentamente 5 mL de H2SOs« concentrado y enfriar a temperatura
ambiente.

Leer a 485 nm, calibrando el espectrofotometro calibrando el
espectrofotometro con un blanco que se prepara de la misma manera,
sustituyendo el extracto acido de la muestra con 1 mL de H2SO4 1M.

Curva de calibracion realizada:

Figura 16. Curva de calibracién utilizada para determinar la concentraciéon de
carbohidratos en la biomasa de microalgas.
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6) DETERMINACION DEL POTENCIAL BIOQUIMICO DE METANO (PBM)
El PBM es un ensayo a escala de laboratorio que se realiza en batch, para

determinar la biodegradabilidad anaerobia y la maxima produccion de CH4 de
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diferentes sustratos que pueden estar en forma liquida o principalmente sélida.
(Cardenas, Parra, Torres y Vasquez. 2016)

Ecuaciones utilizada para la determinacion:

PEM = Volumen total de metano en condiciones de TPE

gramos de SV iniciales de sustrato

El volumen total de metano en condiciones estandares de presién y temperatura
se calcula utilizando la ley de los gases ideales de la siguiente manera.

e Calculo de moles de biogéas:

Bio it
nBiogas =
gas o7

P: presién a la que se realiza el ensayo de digestion
V: volumen de biogas medido en el ensayo de digestion
R: constante R de los gases ideales

T: Temperatura en la que fue realizado el ensayo

¢ Calculo de volumen de biogas en condiciones estandares de presion y
temperatura:

nBiogds * R+ T
P

VBiogés CE =

e (Calculo de volumen de metano en condiciones estandartes:

V Biogas CE * Conc. (%)

74 —
CH4 CE 100

Conc. (%): concentracion porcentual de metano en la muestra determinada
mediante cromatografia de gases.
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7) CONFIGURACION DEL CROMATOGRAFO DE GASES PARA ANALISIS
DEL BIOGAS.
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8) CROMATOGRAMAS
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9) FOTOGRAFIAS TOMADAS DURANTE EL DESARROLLO DE LA
INVESTIGACION
Figura 17. Finca La Hermosa, Caldera. Sitio de muestreo de estiércol vacuno.
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Figura 19. Inicio de ensayo de producciéon de biomasa de microalgas.

Figura 20. Finalizacién del ensayo de produccion de biomasa de microalgas.
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Figura 21. Pasta de microalgas producto de la cosecha de la biomasa.




Figura 23. Analisis espectrofotométrico del crecimiento del cultivo de microalgas.

Figura 24. Biomasa fresca (izquierda) y biomasa pretratada térmicamente
(derecha).




Figura 25. Armado de digestores anaerobios.
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Figura 26. Ensayo de digestion anaerobia.

Figura 27. Sistema de dilucién de gases utilizado para construccion de las
curvas de calibracion de CO2 y CHa.
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