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RESUMEN

En esta investigacion, los efectos que tienen los gases dxido nitrico (NO) y dioxido de azufre (SO,)
en la fijacion de dioxido de carbono (CO;) durante el crecimiento de la microalga Senedesmus
dimorphus fueron hechos. La microalga del presente estudio fue aislada del lago de Chapultepec en
la Ciudad de México. Los experimentos fueron llevados a cabo en tres reactores del tipo Airlift que
fueron suministrados con aire y cuatro diferentes mezclas de gases: (aire — 12% COy,), (aire — 12%
CO; — 100 ppm NO), (aire — 12% CO, — 60 ppm SO,) y (aire — 12% CO, — 100 ppm NO — 60 ppm
S0,). Las mezclas utilizadas fueron hechas con una composicion similar a la composicion de las

emisiones de una Planta Termoeléctrica.

En este estudio se encontré que la microalga S. dimorphus fue capaz de utilizar el NO como fuente
de nitrégeno para la formacion de biomasa, ya que el cultivo que se alimentd con la mezcla de 12%
CO; y 100 ppm NO mostro la mayor eficiencia de utilizacién de CO, (0.2 %) y la mayor velocidad
de fijacion de CO, (0.051 g CO, L™ d™).

Asi mismo, la microalga asimilé mejor el NO que los NO3™ que son utilizados en los medios de
cultivo comerciales. Sin embargo la adicion de NO redujo el tiempo del periodo de mantenimiento
celular después de que se alcanzé la méxima concentracion de biomasa. En los experimentos la
adicion de SO, a los reactores mostré un efecto inhibitorio en el crecimiento de la microalga y con

esto también la eficiencia de utilizacion de CO, (0.11%).

ABSTRACT

In this research, the effects of the nitric oxide (NO) and sulfur dioxide (SO,) gases in the fixation of
carbon dioxide (CO;) during the growth of the microalgae Senedesmus dimorphus were made. The
microalgae of this study were isolated from the Chapultepec Lake in Mexico City. The experiments
were conducted in three Airlift reactors which were supplied with air and four different gas mixtures:
(air - 12% CO,), (air - 12% CO; - 100 ppm NO), (air - 12% CO, - 60 ppm SO,) and (air - 12% CO, -
100 ppm NO - 60 ppm SOy). The mixtures used were made with a similar composition to the
composition of emissions from a power plant. In this study, the microalga S. dimorphus was able to
use the NO as a the nitrogen source for its biomass formation because the culture being fed with the
mixture of 12% CO, and 100 ppm showed an increased efficiency of use of CO; (0.2%) and also an
increased CO, fixation rate (CO, 0.051 g L™ d). Also, the microalgae assimilated NO better than

NO®* which was used in commercial culture media.
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However, the addition of NO reduced the period of time of cell maintenance after the maximum
concentration of biomass was reached. In these experiments, the addition of SO, gas to the reactors
showed an inhibitory effect on the growth of the microalgae, and thus also the efficiency of
utilization of CO, (0.11%).

INTRODUCCION

El calentamiento global es principalmente debido a la emisidn de gases de efecto invernadero y es un
tema de importancia ambiental. En la actualidad el diéxido de carbono (CO,) es el componente que
se encuentra en mayor concentracién entre los gases de efecto invernadero y es generado

principalmente a partir de la quema de combustibles fosiles (Metz et al., 2005).

La generacion de electricidad, el proceso de obtencidon de gas natural, la fabricacion de cemento,
fierro y acero son las actividades antropogénicas que mas contribuyen en la generacion del CO,
atmosfeérico, siendo las plantas termoeléctricas las responsables de alrededor del 22% de las
emisiones a nivel mundial (Siegaenthaler et al., 2005). Estas industrias requieren de la quema de
combustibles fésiles tales como carb6n mineral, aceite, gas natural y combustéleo, para poder llevar

a cabo sus procesos.

El gas de combustion emitido de estas fuentes contiene nitrogeno (N) principalmente y también en
menores cantidades, dioxido de carbono (CO,), oxigeno (O;), vapor de agua, monoxido de carbono
(CO), particulas, éxidos de nitrogeno (NOy) y 6xidos de azufre (SOy). Los dos Gltimos componentes,
NOyx Yy SOy, contribuyen a la formacion de smog fotoquimico y son los responsables de la lluvia

acida la cual puede dafar seriamente la salud de las personas (Berberoglou et al., 2009).

La generacion de electricidad en México ha mostrado ser una gran fuente de contaminacion
atmosférica a nivel nacional (Lépez et al., 2004). En el afio 2011, la capacidad efectiva instalada en
México era de 52,511 Mega Watts en todo el pais. La mayoria de la energia eléctrica producida
provino de la quema de gas natural (56.15%), seguida de la quema de combustdleo y diésel
(20.58%). La combustion de carbdn generd 14.14% de la electricidad, mientras que el uranio produjo
solo el 4.9% (SENER, 2012).



En el afio 2010 el sector eléctrico produjo las siguientes cantidades de contaminantes al aire: 115
millones de toneladas de CO,, 1.5 millones de toneladas de SO, y 357,500 toneladas de NOx
(SEMARNAT, 2012).

Como se puede observar el panorama se presenta dificil, desde el punto de vista ambiental, por lo
que se hace necesario buscar y aplicar procesos alternativos de obtencion de energia, que sean

sustentables y que permitan el desarrollo de tecnologias limpias.

El ciclo del carbono, uno de los principales ciclos biogeoquimicos, plantea la posibilidad de utilizar
el proceso de fijacion de CO,, ademas de SO, y NOy, utilizando organismos como las microalgas
(Radmann et al., 2011), siendo este proceso, un ejemplo de la forma sustentable con que deberian
realizarse los procesos industriales, ya que las emisiones de CO,, SO, y NOx pueden ser utilizadas
para el cultivo de microalgas y éstas a su vez pueden ser utilizadas para la obtencién de otros
productos de importancia industrial, asi se pueden reducir las emisiones de gases contaminantes a la

atmosfera y se aprovecha de manera integral a estos organismos.

Las microalgas de los géneros Anacystis, Botryococcus, Chlamydomonas, Chlorella, Emiliania,
Monoraphidium, Rhodobacter, Scenedesmus, Spirulina, Synechococus, y Tetraselmisnanocloropsis
entre muchas otras, se han estudiado con el proposito de fijar el CO, y se ha encontrado que tienen la
caracteristica de fijar CO, a concentraciones de aproximadamente 10 a 20% (Chang et al., 2003;
Jiang et al., 2013). Cabe mencionar que las microalgas tienen una eficiencia fotosintética mas alta
que las plantas verdes y pueden crecer en medios de composicion muy simple. Actualmente, las
microalgas son de interés comercial, ya que poseen una gran variedad de aplicaciones, desde
suplementos alimenticios hasta la produccion de biodiesel (Medina et al., 2012).



1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.1 HIPOTESIS

Las microalgas pueden ademas de utilizar CO, para su desarrollo, fijar ciertas cantidades de otros

gases como NO y SO,, los cuales son emitidos constantemente al aire por plantas termoeléctricas.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficiencia de fijacién de CO, de una microalga en presencia de NO y SO, de un

efluente gaseoso similar al de una Planta Termoeléctrica

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar una microalga a partir de un cuerpo de agua natural.

2. Emplear un fotobiorreactor tipo Airlift a nivel laboratorio para el desarrollo de la microalga

aislada.

3. Simular en el fotobiorreactor las condiciones de emision de CO,, NO y SO, similares a las de una

planta termoeléctrica.
4. Cuantificar las concentraciones de CO,, NO y SO, fijadas por la microalga.

5. Calcular el rendimiento de fijacion de los gases y las correlaciones cinéticas del estudio.



2. ANTECEDTES

2.1 Componentes de los Gases de Chimenea

El gas proveniente de los procesos de combustion contiene muchos compuestos: aquellos que no
estan restringidos por legislacion: nitrégeno (N3), oxigeno (O,) y vapor de agua (H20); y los que
estan restringidos por la legislacion y se deben remover con tratamientos: dioxido de carbono (CO,),
oxidos de nitr6geno (NOy), 6xidos de azufre (SOy), monodxido de carbono (CO), hidrocarburos,
particulas, metales pesados, cloruros (CI°), fluoruros (F") y sus derivados.

2.1.1 Compuestos no restringidos por legislacion

Ya que la mayoria de los procesos de combustion utilizan aire, a excepcion de los procesos en donde
se usa oxigeno puro, los gases generados contienen principalmente N, el cual no tiene una gran
participacion en el proceso de combustidn, pero a pequefias concentraciones (< 0.1 %), puede ser
oxidado a 6xidos de nitrogeno, los cuales si representan un riesgo para el ambiente (Merker et al.,
2006). Ya que un exceso de O, es necesario para un buen proceso de combustion, éste siempre esta
presente en el gas de chimenea a concentraciones relativamente elevadas. El vapor de agua también
estd presente en este gas, pero a pesar de ser un gas de efecto invernadero, no existe actualmente
ningun estandar en la legislacién para el vapor de agua en el gas de chimenea debido a su bajo

tiempo de residencia en la atmdsfera de alrededor de 9 dias (Schmidt et al., 2010).

2.1.2 Compuestos restringidos por legislacién

El CO;, es un gas de efecto invernadero con un tiempo de vida atmosférico de 50 a 200 afios
(Hammitt et al., 1996) y se forma durante la quema de los combustibles. Su concentracion en el gas
de chimenea depende principalmente del tipo de combustible, por ejemplo, los gases de combustion
de las plantas termoeléctricas que utilizan gas natural, contienen de 5 a 6% de CO, y 10 a 15% para
los que provienen de la combustién del carbén. En los procesos con combustion de O, las
concentraciones de CO; estan por encima del 75% en el gas hiumedo y 90% en el gas seco (Kanniche
et al., 2010).



Los gases de combustion contienen diferentes especies de NOx. El 6xido nitrico (NO) y dioxido de
nitrogeno (NO,) son las especies de NOy, mayoritariamente presentes, mientras que el 6xido nitroso
(N2O), el diéxido de dinitrégeno (N2Oy), el triéxido de dinitrégeno (N.O3), el tetradxido de
dinitrégeno (N204) v el tridxido de nitrogeno (NO3) no se encuentran en cantidades significativas en

el gas de chimenea (Shalska et al., 2010).

El NO y el NO; son de importancia ambiental, ya que ambos son los mayores contribuyentes del
“smog fotoquimico”, la formacién de lluvia acida y el ozono troposférico en el aire urbano (Kurvitz
y Marta, 1998). Ademas, participan en los procesos de eutroficacion y en la remocion de ozono de la
estratdsfera, resultando en un incremento de la radiacion ultravioleta que alcanza la superficie de la
tierra (Johnston, 1992).

Los &xidos de azufre (SOy) se presentan cuando el azufre, sulfuros de hidrogeno o compuestos
organosulfurados, tales como tiofenos, benzotiofenos, alquilbenzotiofenos, se queman. La principal
especie de SOy que se forma en los procesos de combustion es el didxido de azufre (SO;). Muchos
factores, como la temperatura, humedad, intensidad de luz, el transporte atmosférico y las
caracteristicas superficiales de la materia particulada, pueden influir en las reacciones quimicas
atmosfeéricas del didxido de azufre. Cualquiera que sea el proceso involucrado, la mayor parte del
dioxido de azufre en la atmosfera se oxida finalmente a &cido sulfurico y sales de sulfato (Manahan,
2007).

Algunas de las posibles maneras en que el SO, puede reaccionar en la atmésfera (Manahan, 2007)

son las siguientes:
= Reacciones fotoquimicas

= Reacciones fotoquimicas y quimicas en presencia de oxidos de nitrégeno y/o hidrocarburos

Procesos quimicos en las gotas de agua

= Reacciones en las particulas sélidas en la atmosfera

La reaccion en fase gaseosa mas importante que conduce a la oxidacion del SO, es la adicion del

radical OH" (Ecuacion 1).
OH* + S0, - HOSO; 1)

Formando un radical libre reactivo el cual se convierte finalmente a una forma de sulfato.



Algunos solutos disueltos en el agua catalizan la oxidacion del SO, acuoso. Tanto el ién ferroso Fe
(11) como el Mn (I1) tienen este efecto. Las reacciones catalizadas por estos iones son mas rapidas a
medida que aumenta el pH. Las especies disueltas de nitrégeno, NO,, y &cido nitroso (HNO,),
oxidan el SO, acuoso. El nitrito (NO;") disuelto puede reaccionar fotoquimicamente para producir

radicales OH" y esta especie a su vez puede actuar oxidando el sulfito disuelto (Manahan, 2007).

2.2 Las Microalgas

Las algas estan tipicamente subdivididas en microalgas y macroalgas de acuerdo a su tamafio. Las
macroalgas tienen células organizadas en estructuras parecidas a las hojas, tallos y raices de las
plantas superiores, algunas llegan a medir 60 m de longitud. Las microalgas son organismos
microscopicos fotosintéticos, cuyo tamafio va desde 3 a 10 um y se encuentran principalmente en
hébitats acuaticos, como: agua dulce, agua salobre (< 3.5% de sal), marina (3.5% de sal), e
hipersalina (> 3.5% de sal), asi como en ambientes con un amplio intervalo de temperaturas y pH
(Yang et al., 2006).

Pueden ser autotroficas o heterotréficas, las primeras requieren como fuente de carbono al CO,, sales
y una fuente de energia luminosa para desarrollarse, las Gltimas son no fotosintéticas por lo que su
fuente de carbono generalmente son los azlcares. Algunas microalgas son mixotroficas, como la
especie Chlorella, la cual tiene la habilidad de llevar a cabo la fotosintesis y puede asimilar
nutrientes organicos de otras fuentes (Wang et al., 2003; De-Bashan et al., 2002; Wen et al., 2010).

Las microalgas también se pueden subdividir en dos amplias categorias: las cianobacterias
procariotas y las verdaderas microalgas eucariotas. Las cianobacterias, frecuentemente referidas
como las algas verde-azules, tienen la clorofila 11 y no poseen cloroplastos. Tienen un elevado
contenido de proteinas, asi como un 70% de masa seca y un bajo contenido de grasas de
aproximadamente el 5%. Las microalgas eucariotas son ricas en lipidos y son consideradas las

principales especies de algas para la produccién de biocombustibles (Yang et al., 2006).



2.3 La Fotosintesis y la fijacion de carbono en las microalgas

Los organismos fotosintéticos atrapan la luz solar formando ATP (Adenosin Tri-Fosfato) y NADH
(Nicotinamida Dinucledtido reducido), que utilizan como fuente de energia para fabricar glucidos y
otros componentes organicos a partir de CO, y H,O; liberando O, a la atmdsfera en forma simultanea
(Lehninger, 1987).

La ecuacion global de la fotosintesis describe una reaccion de oxidacion-reduccion en la que el H,O
cede electrones (en forma de hidrdgeno) para la reduccion del CO, y formar una molécula de glucosa
(Ecuacion 2) (Lehninger, 1987; Smith 1997).

Energia luminosa (hv)

6602 + 6H20 4 CGHIZOG + 602 (2)

La fotosintesis abarca dos procesos: las reacciones luminosas y las reacciones oscuras. En las
reacciones luminosas se absorbe energia luminosa por la clorofila y otros pigmentos de las células
fotosintéticas conservandola en forma quimica mediante los dos productos ricos en energia ATP y
NADPH (Nicotinamida Dinucléotido fosforilado); simultdneamente se elimina O,. En las reacciones
oscuras, tiene lugar la fijacion de carbono, en donde se utilizan el ATP y el NADPH para reducir el
CO, formando glucosa y otros productos organicos. La formacién de O, s6lo se lleva a cabo en las

reacciones luminosas (Lehninger, 1987).

En las microalgas eucarioticas tanto las reacciones luminicas como de fijacion de carbono tienen
lugar en los cloroplastos. Estos estan rodeados de una membrana externa que es permeable a
pequefias moléculas e iones. Un sistema membranoso interno encierra el compartimiento interno en
el que hay muchas vesiculas o sacos aplanados y rodeados de membrana llamados tilacoides, que
estan normalmente ordenados en forma de pilas llamadas grana. Los pigmentos fotosintéticos y todas
las enzimas necesarias para las reacciones luminicas estan incrustradas en las membranas tilacoides.
El fluido del compartimento que rodea los tilacoides, el estroma, contiene la mayoria de las enzimas

requeridas para las reacciones de fijacion de carbono (Lehninger, 1987).

La fijacion del dioxido de carbono tiene lugar en tres fases, las cuales conforman el ciclo de Calvin
(Figura 1). La primera fase en la fijacion del CO, es la condensacion con un aceptor de cinco
carbonos, la ribulosa-1,5-bifosfato, formando dos moléculas de 3-fosfoglicerato. En la segunda fase
el 3-fosfoglicerato se reduce a gliceraldehido-3-fosfato: se fijan tres moléculas de CO; a tres
moléculas de ribulosa-1,5-bifosfato para formar seis moléculas de gliceraldehido-3-fosfato (18
carbonos) (Lehninger, 1987).



Una molécula de esta triosa fosfato (tres carbonos) puede utilizarse para condensarse dando hexosas
fosfato utilizadas en la sintesis de almidon y sacarosa. En la tercera fase se utilizan cinco de las seis
moléculas de gliceraldehido-3-fosfato (15 carbonos) en la regeneracién de tres moléculas de
ribulosa-1,5-bifosfato, el material inicial. De este modo el proceso es ciclico y permite la conversion

continua de CO; en triosas y hexosas (Lehninger, 1987).

ADP (3) Ribulosa-1,5-bifosfato
(3)
\\\ CO,
Fase 3: ~1(3)
Regeneracién
del aceptor “ | Fasel:
; \ | Fijacion
(5) 3-Fosfoglicerato
§ (6)
Sintesis de ‘\‘ /"

glicidos (1)

\ : Fase 2:

Gliceraldehido-3-fosfato .
(6) Reduccién
(6)

P{—\ NADPH+H"

(6) NADP+ (6)

Figura 1. Ciclo de Calvin para la fijacion de CO, en organismos fotosintéticos (Lehninger, 1987).



2.4 Utilizacion de las Microalgas

En los ultimos afios se han logrado avances importantes en la utilizacion de microalgas para diversos
fines como salud humana, cosmetologia, purificacion de aguas residuales, prevencion de
contaminacion acuatica, industria farmacéutica, acuicultura, produccion de pigmentos y antibidticos,
asi mismo, se plantea su utilizacion en granjas capturadoras de CO, por ser microorganismos
fotosintéticos muy eficientes. Se han reportado 439 especies que podrian ser utilizadas como

alternativas de alimentacion para el hombre y otros animales (Medina et al., 2012)

En paises como Alemania, Peru, India, Japon y México, se ha registrado que algunas especies de
microalgas son un excelente complemento alimenticio para el hombre. Por ejemplo, las harinas de
Spirulina y Scenedesmus se caracterizan por su alto valor proteico y sin efectos toxicos. Ademas,
como alimento para larvas de organismos acuaticos resaltan Chaetoceros y Thalassiosira y por su

interés comercial Dunaliella para la produccién de biodiesel (Medina et al., 2012).

2.5 Interaccion de los gases CO,, NO y SO, con las microalgas

2.5.1 Di6xido de carbono

2.5.1.1 Solubilidad del CO, en soluciones acuosas

La transferencia del CO; al liquido es réapida, debido a su relativamente elevada solubilidad (1.496 g
CO, L™ en agua a 25°C). La cual es dependiente del pH, incrementandose con la presién y
disminuyendo con el incremento en la concentracién de compuestos y el incremento en la

temperatura (Li et al., 2010).

Cuando el CO; se disuelve en un medio acuoso reacciona a través de varios equilibrios (Ecuaciones
3 a6). A un pH mas bajo de 8, la principal via es la hidratacion (Ecuacion 3) (Housecroft y Sharpe,
2005; Stumm y Morgan, 1981)

COz = COyaq) (3)
CO3(aq) + H20 — H,CO;4 (4)
H,CO3 = HCO3(4q) + H* (5)
HCO3(4q) = CO30qy + H* (6)



La hidratacion del CO, es lenta, mientras que la disociacion del acido carbénico (H,COg)
(Reacciones 4 y 5) es tan rapida que el H,COs y el ion carbonato (COs*) estan en equilibrio
(Ecuaciones 5 y 6) (Dreybrodt et al., 1996).

A un pH arriba de 10, la principal via es por el ataque de los iones hidréxido (OH") (Ecuaciones 7 y
8) (Housecroft y Sharpe, 2005):

CO3(aq) + OH(gq) = HCO3(4q ©)
HCO3(4q) + OHggy = CO304q) + H20 (8)

Asi, en medios acuosos con un pH entre 6 y 10 (el pH mas comun para los cultivos de microalgas), el
ion bicarbonato (HCO3") es la especie predominante, cuando el CO, es disuelto.

2.5.1.2 Metabolizacién del CO; por las microalgas

El carbon es el elemento mayoritario de las microalgas. El contenido de carbon de las microalgas
puede estar entre el 36 y 65% de su composicién. EI CO, se puede difundir libremente a través de la
membrana plasmatica (Figura 2). La Rubisco (ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa) es la
primera enzima en el Ciclo de Calvin que asimila el CO, convirtiéndolo a acido 3-fosfoglicérico (3-
GPA). Ademas de la actividad como carboxilasa, la Rubisco tiene actividad de oxigenasa, utilizando
el O, para formar 3-GPA vy fosfoglicolato. Este ultimo, es entonces metabolizado via
fotorrespiracién, conduciendo a una pérdida en la fijacion de CO,. Para que no exista esa pérdida

debe existir una elevada concentracion de CO, intracelular (Graham y Wilcox, 2000).

El ion bicarbonato (HCO3) también puede ser consumido por las microalgas, pero requiere un
sistema de transporte o su conversion previa a CO, (Giordano et al., 2005,). EI HCO3 y el CO,
pueden ser interconvertidos en la reaccion reversible catalizada por la enzima anhidraza carbénica
(CA) de acuerdo a la Ecuacién 9 (Lane et al., 2005):

HCO; + H" & €0, + H,0 9)

La CA interna se localiza en los cloroplastos y pirenoides en las microalgas eucariotas (Figura 2).
Otra forma en la que las microalgas pueden generar CO, a partir de bicarbonato es excretando H" a
través de la membrana, el cual reacciona con el HCOj3 para dar CO, y H,O (Graham y Wilcox,
2000).
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Figura 2. Modelos propuestos para el consumo de CO; por las microalgas (Jansson y Northen, 2010;
Mikhodyuk et al., 2008; Graham y Wilcox, 2000; Badger y Price, 2003)

Las microalgas pueden presentar calcificacion, esto es, la formacion de carbonato de calcio (CaCO3),

CO,

que también puede generar CO, de acuerdo a la Ecuacion 10 (Jansson y Northen, 2010).

Ca®* + 2HCO3; - CaCO0s + CO, + H,0

A valores de pH entre 8 y 10, la calcificacion puede proceder sin generar CO, de acuerdo a la

Ecuacion 11 (Jansson y Northen, 2010).

Ca** 4+ C03 - CaCO0y



En algunas investigaciones como en la de Anjos et al. (2013), se demostré que la maxima velocidad
de fijacion de CO, (2.22 g I'* d) se obtuvo utilizando 6.5% de CO, y una velocidad de aireacién de
0.5 vvm, después de 7 dias de cultivo a 30°C. Para esto, cultivaron a la microalga Chlorella vulgaris
P12 en fotobiorreactores de columna de burbujeo bajo concentraciones de CO; de 2 — 10% y

velocidades de aireacion de 0.1 a 0.7 vvm.

2.5.2 Oxidos de Nitrogeno
2.5.2.1 Solubilidad de los NOXx en soluciones acuosas

En general, las especies de NOy emitidas de los procesos de incineracion consisten generalmente del
95% de NO y 5% de NO, (Wang et al., 2008). El gas incoloro NO, es pobremente soluble en agua
(0.0068 g I a 1 atm y 25°C) (Perry y Chilton, 1973). Cuando cualquiera de estos NOy se disuelve en
agua, forman el &cido nitrico (HNO3) o el &cido nitroso (HNO,) de acuerdo a las Ecuaciones 12 a 16
(Stumm y Morgan, 1981):

NO(g) = NOgq) (12)
NO (qq) + Hy0 — HNO, (13)
NO3(g) = NOz(aq) (14)
2NOyaqy + H,0 —» HNO, + HNO, (15)
3HNO, = HNO;3 + 2N0(4q + H,0 (16)

En los reactores de microalgas, el pH es normalmente mayor a 4, y el HNO3z y el HNO; estan
principalmente en forma i6nica como nitratos (NOgz’) y nitritos (NO3"), respectivamente (Ecuaciones
17 y 18) (Stumm y Morgan, 1981)

HNO, » NO; + H* 17
2
HNO; - NO3 + H* (18)

También, el medio contiene oxigeno, y el NO y el NO, pueden reaccionar como sigue:

4NO(qq) + 2H,0 + 30, — 4HNO; (19)
ANO, + 2H,0 + 0, » 4HNO; (20)
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2.5.2.2 Consumo de NOy por las microalgas

En general, las microalgas pueden consumir el nitrégeno en varias formas: amonio (NH4"), NOz,
NO;, NO y N, (Figura 3). En 1997 Nagase et al. encontraron que la presencia de oxigeno
incrementaba la remocion de NO en los reactores de microalgas. Sin luz, y en ausencia de O,, no
ocurre la remocion de NO. También sugirieron que con la luz, el NO se disuelve primero en el agua,

después de lo cual es oxidado y asimilado por la biomasa de las microalgas, teniéndose las siguientes

ecuaciones:
NO(g) = NO(qq) (21)
NO(4q) + 0.50, > NO, (22)
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[
! NO; «—» HNO,
I ]
| I
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! :
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: ¢ Qﬁ? NH4+
I
|
| Citoplasma NO, «——+—» NO, NO,
b
l ' 4o,
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| . NOZ i 1
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Figura 3. Metabolismo del N,, NO y NO, en las microalgas (Nagase et al., 2001; Graham y Wilcox, 2000;
Stum y Morgan, 1981)
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Brown (1996) report6 que adicionando NO a un cultivo de la microalga Monoraphidium minutum se
obtenia una doble concentracion de nitrito y se retrasaba la utilizacion del nitrato en la curva de
crecimiento. Esto implicé que algo del NO disuelto estaba disponible como fuente de nitrégeno para

la microalga.

En otro estudio, Nagase et al. (2001) concluyeron que un poco de NO fue oxidado en el medio antes
de que fuese consumido por las algas y que el NO siendo una pequefia molécula no polar, se sugiere
que se puede difundir a través de las membranas celulares. Ademas concluyeron que el NO fue
utilizado preferentemente como fuente de nitrégeno para el crecimiento de la microalga méas que el

nitrato.

Las microalgas también pueden producir y emitir NO. En muchas especies de microalgas, este NO se
produce si el nitrato estd presente y el amonio ausente, y es mediado por la enzima nitrato reductasa
(Mallick et al., 1999).

2.5.2.3 Remocién del NO por las microalgas

El paso limitante para la remocion de NO en los sistemas de reaccion es su disolucion en el medio de
cultivo de microalgas. Jin et al. (2008) demostraron que la adicion de un agente secuestrante
mejoraba la remocion del NO en un cultivo de una microalga del género Scenedesmus, y

concluyeron que el agente secuestrante hacia que el NO fuera mas soluble en el medio.

Agentes secuestrantes bien conocidos que pueden formar complejos metélicos son el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), el &cido nitrilotriacético (NTA) y el acido metilaminodiacético
(MIDA). Particularmente, el complejo 4acido etilendiaminotetraacético-ferroso (Fe(I)EDTA)
reacciona rapidamente con el gas NO para formar un complejo metalico- nitrosil estable, como se

muestra en la siguiente ecuacion:
NOg + Fe(INEDTA — Fe(I)EDTA — NO (4 (23)

Los cultivos de microalgas y los gases de chimenea contienen oxigeno disuelto, por lo que el
Fe(INDEDTA es facilmente oxidable a complejo 4&cido etilendiaminotetraacético-férrico
(Fe(I1NEDTA) (Jin et al., 2008) de acuerdo a la Ecuacién 24. Ya que el Fe(IINEDTA no puede

secuestrar NO, esto disminuye la eficiencia del proceso.

4Fe(I)EDTA?*™ + 0, + 4H* > Fe(II1)EDTA™ + 2H,0 (24)
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2.5.3 Oxidos de Azufre
2.5.3.1 Solubilidad del SO, en soluciones acuosas

El SO, es un gas incoloro con una elevada solubilidad en agua (22.971 g por cada 100 g de H,O a
0°C) (Weil y Sandler, 1997). Después de que el SO, se disuelve en agua, forma una solucion acuosa
ligeramente &cida de acido sulfuroso (H,SO3) (Stumm y Morgan, 1981) de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
S0, + H,0 - H,S04 (25)

Esta acidez se debe a la formacion y la subsecuente ionizacién del H,SOs. La principal forma es el
ion sulfito (SO5%) a pH de 6 o superior; el ion bisulfito (HSO5") se encuentra a pH de 2 a 6 (Stumm y
Morgan, 1981).

El trioxido de azufre (SO3) también puede estar presente en el gas de chimenea (2 a 4% del azufre
contenido en el gas, (Niessen, 2002). EI SO3 reacciona rapidamente con el agua para formar acido
sulfurico (H,SO,4). Este ultimo también se puede formar a partir de la oxidacion del H,SO;
(Ecuaciones 26 a 28).

S0, + 0, > SO, (26)
SO; + H,0 - H,SO, 27)
H,S0; + 20, - H,S0, (28)

2.5.3.2 Consumo y metabolizacion del SO, por las microalgas

El azufre, un componente esencial de los aminoacidos cisteina y metionina, y de los lipidos de los
tilacoides, es indispensable para el crecimiento de las microalgas (Graham y Wilcox, 2000). Las
algas de agua dulce contienen alrededor del 0.15 a 1.96% de azufre por gramo de peso seco (Blaker
et al., 1989). Las microalgas adquieren azufre tomando sulfato dentro del citoplasma, por ejemplo,
mediante sistemas de transporte de elevada afinidad con el sulfato (Giordano et al., 2005,) de

acuerdo a lo que se presenta en la Figura 4.
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El sulfato es transportado dentro de los cloroplastos, o si esta en exceso, es almacenado en las
vacuolas. Este ion es reducido via activacion por el ATP al 5’-adenilsulfato (APS) catalizado por la
ATP sulfurilasa (ATP-S). El APS es entonces reducido a sulfito (SOs%). El sulfito producido es
todavia mas reducido por la enzima sulfito reductasa a sulfuro (S%), el cual es inmediatamente

incorporado a la cisteina (Figura 4) (Giordano et al., 2005,). 50, 50,
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Figura 4. Modelos propuestos para el metabolismo del azufre por microalgas (Giordano et al.,
2005,; Graham y Wilcox, 2000; Genium, 1999; Stum y Morgan, 1981)
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2.5.3.3 Efectos del SO, en las microalgas

El pH y la concentracion de sulfito, juegan un papel importante en la tolerancia de la microalga al
S0,. Los efectos bioquimicos del SO, surgen a partir de su habilidad para actuar como agente
reductor u oxidante. Yang et al. (2004) reportaron que a bajas concentraciones (< 104 mg bisulfato
de sodio L) el bisulfito era utilizado como fuente de azufre por la microalga Botryococcus braunii
después de su oxidacion a sulfato, pero elevadas concentraciones de bisulfito, eran tdxicas. Se
sugirié que en la conversion de bisulfito a sulfato, se formaron aniones de superoxido, radicales
hidroxilo y perdxido. Estas especies altamente oxidativas, dafian las membranas y los pigmentos,
ocasionando peroxidacion de los lipidos de membrana y la decoloracion de la clorofila Il, inhibiendo

el crecimiento de B. braunii (Giordano et al., 2005,).

Se han evaluado varias estrategias para disminuir la toxicidad del SO, suministrado a las microalgas.
Por ejemplo, mantener el pH arriba de 6 para prevenir la formacion de sulfitos, por la adicion de
soluciones alcalinas, ha sido exitoso (Lee et al., 2000), o utilizando especies acidofilicas tales como

Galdiera partita (Kurano et al., 1995).

2.6 Factores que Modifican el Proceso de Fijacion de CO, por microalgas

2.6.1 Temperatura

La temperatura del gas de combustion emitido de las plantas termoeléctricas estd alrededor de
120°C, la factibilidad de fijar CO, por las microalgas, proveniente de los gases de combustion
depende que se haya instalado un sistema de intercambio de calor o utilizar especies termofilicas. Se

han identificado muchas especies que pueden tolerar elevadas temperaturas, incluso arriba de 60°C.

Miyairi (1995) utilizé un cultivo de la cianobacteria Synechococcus elongates, y burbujeé CO; a
diferentes concentraciones, produciéndose una disminucion del pH a 52°C con 60% de CO; que fue
similar a una caida del pH a 25°C con 20% de CO,, lo que sugiere que la solubilidad del CO, a cierta

temperatura da una ventaja a S. elongates, de tolerar mayores concentraciones de CO..
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2.6.2 pH

El pH del medio de cultivo se puede ver influido por CO,, NOy y los SOy disueltos provenientes del
gas de combustion. Se ha observado que con elevadas concentraciones de CO,, el pH cae hasta un
valor de 5, y con concentraciones de SO, elevadas, incluso ha llegado a caer hasta el valor de 2.6.
Mientras el cambio de pH se deba al CO,, éste tiene un efecto menor en el crecimiento del alga, el
fuerte cambio de pH ocasionado por los SOy puede inhibir todo crecimiento (Maeda et al., 1995;
Westerhoff et al., 2010).

Jiang et al. (2013) reportaron que con la adicion de CaCOs3, la microalga Scenedesmus dimorphus
pudo tolerar concentraciones de CO,, NO y SO, de 10 — 20%, 100 — 500 ppm y 100 ppm,

respectivamente, ademas de que se pudo mantener el pH alrededor de 7.

2.6.3 Intensidad de Luz

Para la fijacion de CO, y la produccion de biomasa, es necesaria una intensidad de luz 6ptima. La luz
se convierte en el factor limitante para la productividad de las microalgas. Las plantas y las
microalgas tienen dos fotosistemas: el fotosistema | con un pico de absorcion a 680 nm y el
fotosistema 1l con un pico de absorcién a 700 nm. Se ha reportado (Rubio et al., 2003), que una
exposicion de las células a largos periodos con elevada intensidad de luz ocasiona fotoinhibicion
debido al dafio del fotosistema Il, conduciendo a una inactivacién de otros sistemas incluyendo los

sistemas evolutivos de oxigeno y los acarreadores de electrones.

La intensidad de la luz al fondo de una densa suspension de algas se reduce enormemente debido a la
absorcion y a la dispersion de la luz. La atenuacion de la intensidad de luz es dependiente de su
longitud de onda, la concentracion celular, la distancia de penetracion de la luz y la geometria del
fotobiorreactor. Fernandes et al. (2010) estudiaron el efecto de la geometria circular y plana de los
fotobiorreactores sobre la penetracién de luz y encontraron que para concentraciones similares de
celulas de microalgas, la geometria circular permite una mejor penetracion de luz que la geometria

plana, sin embargo, la geometria plana ayuda a una distribucion uniforme de la luz.
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La intensidad de luz de saturacion (ls) es uno de los parametros que determina la eficiencia de la
utilizacion de la luz y sobre todo la eficiencia fotosintética. Si los pigmentos presentes en el
fotosistema estdn sobrecargados con la luz entrante se interrumpe la sintesis y degradacion del
sistema de captacion de luz. Esto resulta en la produccién de especies oxigénicas reactivas, causando
fotoinhibicion y/o muerte foto oxidativa (Torzillo et al., 2003). La intensidad de luz de saturacion
varfa entre los 140-210 HE m™ s con una buena estimacion. Por ejemplo, de acuerdo a Hanagata et

al., 1992, la I para Chlorella sp. y Scenedesmus sp. esta alrededor de 200 pE m2 s™.

2.7 Tipos de biorreactores mas utilizados en el cultivo de microalgas

La mayoria de los biorreactores para la produccion de microalgas se basan en cultivos suspendidos.
Estos incluyen las lagunas abiertas y los reactores cerrados. Dentro de los reactores cerrados
principalmente se encuentran los reactores tubulares, de columna de burbujeo y los reactores Airlift
(Christenson y Sims, 2011).

2.7.1 Estanques de algas de alta tasa

Los sistemas de produccién a gran escala mas comunes y que estan en practica son los estanques de
algas de alta tasa, también conocidos como HRAPs por sus siglas en inglés. En uso desde 1950, los
HRAPs son estangues abiertos y poco profundos provistos de una rueda de paletas que sirve para
proporcionar la circulacion de las algas y sus nutrientes. Estos estanques son de construccion simple,
tienen bajos costos de operacion y son faciles de mantener, pero frecuentemente experimentan baja
productividad debido a contaminacion, pobre mezclado, zonas oscuras y una ineficiente utilizacion
de CO; (Chisti, 2007; Mata et al., 2010).

(a)

Figura 5. a) Estanque de algas de alta tasa (HRAP) y b) rueda de paletas que proporciona el
mezclado al HRAP (Chisti, 2013)
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2.7.2 Fotobiorreactor tubular horizontal

Los reactores tubulares horizontales estan colocados horizontalmente mostrando un disefio de un
conjunto de tubos paralelos o de circuito. Su forma tiene la ventaja, si se ocupa un cultivo al aire
libre, de dirigir su orientacion hacia la luz del sol, resultando en una elevada eficiencia de
conversion. El gas es introducido dentro del tubo de conexion mediante un intercambiador de gases.
Para mantener la temperatura de estos sistemas y evitar que por exposicion al sol, lleguen a
evaporarse 0 enfriarse de una manera drastica, se han desarrollado varios métodos, tales como, el
dispersar agua en la superficie de los tubos, cubrirlos, o colocarlos dentro de una piscina de
temperatura controlada (Posten, 2009).

Figura 6. Sistema de fotobiorreactores tubulares horizontales (Chisti, 2013)

2.7.3 Fotobiorreactor vertical tubular

Este tipo de biorreactor consiste de un tubo vertical que es transparente para permitir la penetracion
de la luz. Un dispersor se encuentra fijo en el fondo del reactor, el cual convierte el gas disperso en
pequefias burbujas de gas. La dispersion con gas provee todo el mezclado, la transferencia masica del
CO; y también remueve el O, producido durante la fotosintesis. Los fotobiorreactores verticales
tubulares se pueden dividir en columnas de burbujeo y reactores Airlift, basados en la forma en que

el liquido fluye (Kummar et al., 2011).
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2.7.3.1 Fotobiorreactor de columna de burbujeo

Los reactores de columna de burbujeo son recipientes cilindricos con la altura de minimo dos veces
mas grandes que el didmetro. Tiene la ventaja de bajo costo, elevada area superficial en razén al
volumen, carencia de partes maviles, transferencia satisfactoria de calor y masa, eficiente liberacion
de O, y gas residual. El mezclado y la transferencia masica de CO; se hace a través del burbujeo del

gas que proviene de un dispersor (Doran, 1995). La luz es provista externamente.

Figura 7. Fotobiorreactores de columna de burbujeo (Chisti, 2013)

2.7.3.2 Fotobiorreactor Airlift

Los reactores Airlift son recipientes con dos zonas interconectadas. Una de las zonas es llamada
“riser” donde la mezcla gaseosa es dispersada mientras que la otra region es llamada “downcomer”,
la cual no recibe el gas (Figura 8). Generalmente existen en dos formas: de circuito interno y de
circuito externo. En los reactores de circuito interno, las regiones estan separadas entre ellas por un
tubo de aspiracion o un deflector mientras que en los de circuito externo, el riser y el downcomer
estan separados fisicamente por dos diferentes tubos. EI mezclado es hecho por burbujeo del gas a

través de un dispersor en el riser. (Kumar et al., 2011).

Los reactores Airlift han sido exitosamente empleados en muchos tipos de bioprocesos, tales como,
en el cultivo de levaduras, fermentaciones de hongos filamentosos, cultivos inmovilizados de

enzimas, cultivos de microalgas y en el tratamiento de aguas residuales (Chisti, 1989).
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Figura 8. Diagrama de las diferentes configuraciones de los biorreactores Airlift. a) se muestran los
dos circuidos, b) circuito interno y c) circuito externo (Chisti, 1989)

Degen et al. (2001) desarrollaron un fotobiorreactor Airlift plano con varias etapas de recirculacion
para el cultivo de la microalga Chlorella vulgaris. El biorreactor expuso las células a luz intermitente
para mejorar la eficiencia de utilizacion de luz a través del efecto flash. Durante los cultivos por lote,
la productividad de biomasa fue 1.7 veces mayor que en una columna de burbujeo convencional de
idénticas dimensiones. Una reduccion en el camino de la luz de 30 a 15 mm incremento la
productividad de biomasa 2.5 veces. Se obtuvo una productividad maxima de 0.11 g I"* h™* con una

iluminacion artificial de 980 PE m™?s™.

2.8 Modelado del crecimiento de microorganismos

La investigacion del comportamiento cinético de un microorganismo en un biorreactor se puede
llevar a cabo mediante el empleo de modelos. Estos deben derivarse de teorias bien establecidas y
describirse en términos matematicos de tal forma que se expresen como ecuaciones de trabajo para el

proceso (Galindez y Ruiz, 1994).
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Una etapa esencial en el desarrollo de cualquier modelo es la formulacion adecuada de las

ecuaciones de balance de masa y energia. A éstas deben agregarse las ecuaciones cinéticas de

velocidad de crecimiento celular, de consumo de sustrato y/o formacion de producto, las ecuaciones

que representan velocidades de transferencia de calor y masa y ecuaciones que representan a los

cambios propios del sistema. Dentro de las expresiones matematicas mas utilizadas para la

descripcion del crecimiento microbiano, se encuentra la ecuacién de Monod (Ecuacion 29), que nos

relaciona la velocidad de crecimiento con el sustrato limitante (Galindez y Ruiz, 1994).

U= Umax CS (29)

ks+Cs

Donde:

1 = Velocidad especifica de crecimiento [h™]

Hma= Velocidad especifica maxima de crecimiento [h™]
Cs= Concentracion de sustrato limitante [g/L]

Ks= Constante de Monod [g/L]

La velocidad con que mueren las células esta dada por la Ecuacién 30:

rq = (kq + k:CC, (30)

Ecuacion de decaimiento celular (Fogler, 2001)
Donde

Ct= concentracion de una sustancia que es tdxica para la célula [g/L].
Kd = constante de velocidad de fallecimiento natural [h™]

Kt = constante de velocidad de fallecimiento debida a una toxina [h™].
Cc = concentracion celular [g/L]

2.8.1 Balance de biomasa
Velocidad de acumulacion de células = Velocidad neta de generacion de células vivas

(Ecuaciones 31y 32)
(31)

vV (%) = (Tg - Td)V
Ty =uCe (32)

Sustituyendo la ecuacion de Monod y la ecuacion de muerte celular en el balance (Ecuacién 33)

v(EE) = | (A=) ¢ — (kd + ke COC| v (39)

dt ks+Cs
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3. METODOLOGIA

3.1 MATERIALES Y EQUIPO

3.1.1 Equipo experimental

Se instald un equipo experimental que consta de 3 fotobiorreactores tipo Airlift de vidrio de 3.721 L
de capacidad. Estos reactores se conectaron a una linea de aire y gases estériles. Para mantener los
cultivos en agitacion constante se utilizaron dispersores de aire hechos de vidrio sinterizado. El flujo
de aire y de gases, fue controlado mediante valvulas de aguja y rotametros. Los biorreactores se
colocaron dentro de un compartimiento hecho de acrilico que sirve de material aislante,
manteniéndolos a temperatura constante. Para conseguir la temperatura de 27°C, se utiliz6 un
sistema de control de temperatura conectado a unas resistencias colocadas alrededor de cada
fotobiorreactor. Para controlar el flujo de la salida de los gases, se utiliz6 una tuberia de PVC. La luz
fue provista por ldmparas fluorescentes de 14 W que proporcionaron 1300 lux de intensidad (Olguin,
2013) (Figuras 9 y 10).

Toma de muestra

gaseosa

Toma de muestra
liquida

Dispersor

de aire

Figura 9. Fotobiorreactor tipo Airlift (modelo similar al de Galindez y Ruiz, 1994)
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Figura 10. Equipo experimental

3.1.2 Microorganismo
3.1.2.1 Aislamiento e Identificacion del microorganismo

Se tomaron muestras de agua del lago de Chapultepec, localizado en la ciudad de México D.F., y se
transportaron al laboratorio de Microbiologia Ambiental de la UAM-Azcapotzalco. Para el
aislamiento, se tomaron alicuotas de 1.0 ml y se sembraron en tubos de ensaye y matraces
Erlenmeyer conteniendo el medio BG-11 (Jiang et al., 2013) con el fin de propagar las células.
Posteriormente, se procedid a su aislamiento en cajas Petri conteniendo el mismo medio BG-11, por
el método de la estria cruzada. Las placas se incubaron a 28°C por 15 dias, con luz continua y 1300
luxes de intensidad, provistos por lamparas fluorescentes de 8 W. Después del periodo de
incubacidn, se seleccionaron las colonias aisladas de cada microalga para inocularse por separado
tanto en tubos de agar inclinado como en medio liquido para preservarlas y proliferarlas.
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Para la identificacién de las microalgas aisladas, se utilizO un microscopio Optico adaptado con
contraste de fases, lograndose diferenciar 3 tipos de microalgas, las cuales se identificaron como:
Chlorella vulgaris, Scenedesmus dimorphus y Botryococcus braunii, realizando la comparacion de
las micrografias con la base de datos obtenida de http://www.algaebase.org .

Para este estudio se utiliz6 Scenedesmus dimorphus, ya que se ha reportado (Jiang et al., 2013) que
tolera elevadas concentraciones de SO, y NO (100 y 500 ppm, respectivamente). A continuacion, se
observa la micrografia de S. dimorphus tomada con la técnica de contraste de fases, en el laboratorio

de Microbiologia Ambiental (Figura 11):

G

Figura 11. Micrografia de la microalga Scenedesmus dimorphus
3.1.2.2 Indculo

Los fotobiorreactores se inocularon con una suspension de la microalga S. dimorphus (Figura 12)
desarrollada durante 15 dias a 27°C, en medio de cultivo BG-11 (Jiang et al., 2013), con un
fotoperiodo de luz/oscuridad de 12 h'y 1300 lux de intensidad de luz. EIl in6culo represento el 20 %

(v/v) del volumen de operacidon del reactor (Olguin, 2013).

Figura 12. In6culo de Scenedesmus dimorphus
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3.1.3 Medio de Cultivo y Preservacion de la cepa

Para el cultivo y preservacion de la cepa S. dimorphus, se utilizé el medio BG-11, en medio acuoso y
tubos de agar inclinado. EI medio BG-11 contenia (mg/L): NaNOs;, 1500; MgSO, 7H,0, 75;
K,HPO,, 40; CaCl, 2H,0, 36; Na,COs, 20; Ac. Citrico, 6; citrato de amonio férrico, 6; EDTA, 1;
H3BO3, 2.86; MnCl, 4H,0, 1.81; Na,MoO, 2H,0, 0.39; ZnSO, 7H,0, 0.222; CuSO, 5H,0, 0.079;
Co(NO3), 6H,0, 0.049 (Jiang et al., 2013).

El medio de cultivo se esterilizé en autoclave a 121°C y 15 Ib/in? por 15 min, para finalmente ser

inoculado en los biorreactores.

3.2CULTIVO

Se llevaron a cabo cinco cultivos, en cuatro de ellos se observaron los efectos que tienen los gases
CO,, NO y SO, sobre el crecimiento de la microalga S. dimorphus y se compararon con el cultivo
donde no hubo presencia de los gases anteriores. Los cultivos se llevaron a cabo utilizando corrientes
de gases constituidas por: aire del medio ambiente (A) conteniendo una baja concentracién de CO,
(0.038%), y cuatro mezclas de gases compuestas de acuerdo a la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de las diferentes mezclas de gases suministradas a los biorreactores

Mezcla Gas Nomenclatura
Aire (%) | CO2 (%) | NO (ppm) | SO2 (ppm)
1 88 12 (A+CO,)
2 87.99 12 100 (A+CO,+NO)
3 87.99 12 60 (A+CO,+S0,)
4 87.98 12 100 60 (A+CO,+NO+S0,)

El CO,, NO y SO, sustituyeron las fuentes de carbono, nitrogeno y azufre correspondientes al medio

de cultivo BG-11 que se utiliz en estos experimentos.

El procedimiento de obtencion de las mezclas gaseosas se encuentra en el Apéndice A. Cabe hacer
mencion que en el caso de los gases: NO y del SO, se obtuvieron en el laboratorio utilizando

reacciones conocidas que generan dichos gases.
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La velocidad de aireacion fue de 0.2 vvm (Li et al., 2011). Se utiliz6 un periodo de luz/oscuridad de
12 h y una intensidad de luz de 1300 lux (Olguin, 2013). Los cultivos fueron alimentados con las
mezclas de gases, durante el periodo de luz, mientras que en la oscuridad, solo se utilizd aire
(Radmann et al., 2011). La temperatura se mantuvo a 27°C + 1°C y el pH se mantuvo a 7 £ 1. Los

cultivos se llevaron a cabo por 30 dias, tomandose muestra cada 24 h.

Con el fin de mantener el pH en niveles adecuados para el crecimiento del alga (pH entre 6-8) hubo
la necesidad de adicionar pequefias cantidades de NaOH en solucién al 5% para los cultivos donde se
adiciono CO,, SO,y NO. En el caso del cultivo de testigo, solo se adiciond aire y no se adicionaron
estos gases. Debido a que se incremento el pH en este cultivo, se adiciond al reactor una solucion de
HCI 0.05N para ajustar el pH.

3.3 METODOS ANALITICOS
3.3.1 Andlisis de CO; en la corriente gaseosa

Para la determinacion de CO, en las corrientes de aire se utilizd un Cromatdgrafo de gases Gow-Mac
550 con detector de conductividad térmica (TCD, por sus siglas en inglés). La columna de
separacion que se utilizd fue de silica-gel de 18 pies por 1/8 pulg. de diametro (Altech). Las
condiciones de operacion fueron: temperatura del inyector de 56°C, temperatura de la columna de
50°C y temperatura del detector de 150°C. El gas acarreador fue Nitrégeno, que fue administrado a
un flujo de 30 mL/min. La cantidad de CO, alimentado a los biorreactores, se determiné inyectando
al cromatdgrafo, muestras tomadas de la entrada de la fase gaseosa del sistema. Las lecturas
obtenidas se interpolaron en una curva de calibracién que correlaciona las unidades de area con las

moles de CO, gaseoso (Apéndices By C).

3.3.2 Determinacion de Biomasa por Densidad Optica

La concentracién de biomasa (g/L) se determiné midiendo la densidad dptica a 678 nm de longitud
de onda, utilizando un espectrofotometro visible Spectronic Instruments modelo 21D. Las lecturas
obtenidas se interpolaron en una curva de calibracion que relaciona la densidad Optica con el peso
seco de S. dimorphus (Apéndice D). El peso seco de la microalga se midio filtrando alicuotas de 10
mL a través de filtros de Papel Watman No. CF/A de 1.5 um de tamafio de poro. Cada filtro se seco

a 50°C hasta llegar a peso constante.
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La relacion entre la densidad dptica y la concentracion de biomasa de S. dimorphus se obtuvo

mediante la siguiente ecuacion:
y = 1.6795x + 0.0306 (R? = 0.9995) (34)

Donde y se refiere a la concentracion de biomasa (g/L) y X a la densidad 6ptica (ODg7s).

3.3.3 Alcalinidad

Se determiné la alcalinidad por el método de titulacién con una solucién de HCI 0.05 N, con la
finalidad de determinar la cantidad de carbdn inorganico disponible para la microalga (APHA, 1992)
(Apéndice E).

Procedimiento

Se tomaron 10 mL de muestra liquida (previamente filtrada) de cada reactor, que se transfirieron a
matraces Erlenmeyer de 250 mL, y se diluyeron a un volumen aproximado de 50 mL. Después se
agregaron 2 gotas de indicador de fenolftaleina y se titul6 con una solucién de HCI 0.05N hasta
decoloracion. Posteriormente, se agregaron 2 gotas de anaranjado de metilo en la misma muestra. Se
valor6 con el mismo &cido hasta obtener una coloracion canela. Segun el volumen de acido gastado
usando fenolftaleina y anaranjado de metilo se pueden identificar 5 casos diferentes de aniones

presentes en las muestras (Tabla 2).

Tabla 2. Identificacion de aniones en la determinacion de alcalinidad.

Caso | F* y A** | lones encontrados Y

1 F>A OH", CO3~ OH =F-A
COs% =2A

2 F<A CO;*,HCO; | COs“=A-F
HCO5 = 2F

3 F=A CO5” 2F; 2A : A+F

4 F=0 HCO4 HCO; = A

5 A=0 OH OH =F

*F = Volumen de HCI gastado utilizando Fenolftaleina
**A = Volumen de HCI gastado utilizando Anaranjado de Metilo
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Calculos:
g aniéon = (Y) (N) (pmeq) (35)

Donde:

Y= mL de HCI gastados

N = normalidad del HCI

Pmeq = peso mili equivalente del anion que se busca

3.3.4 Determinacién de NO,

La determinacion de NO;" disueltos en el medio de cultivo se realiz6 mediante el método de Griess y
la adicion de VCI; en solucién acuosa. Este método se basa en la reduccion del NO3 hacia la
formacion de NO;™ en presencia de VCl;. Una vez dado este proceso de reduccion, se pueden medir
los NO;" utilizando el reactivo de Griess (Miranda et al., 2001) (Apéndice F).

Procedimiento

Se tomaron alicuotas de 1.0 mL de las muestras liquidas previamente filtradas, a las que se les
adicion6 1.0 mL de reactivo VCls, se mezclaron y posteriormente se les adiciond 1.0 mL de reactivo
de Griess. Las muestras se dejaron reposar por 15 minutos y se midio la absorbancia a 540 nm en un

espectrofotometro Visible Spectronic Instruments modelo 21D.

3.3.5 Determinacion de SO,*

La determinacién del ion 8042' disuelto en el medio de cultivo se realiz6 mediante la medicién de la
turbidez de BaSO4 (APHA, 1992) (Apéndice G)

Procedimiento

Se tomaron 10 mL de muestra previamente filtrada y se aforaron a 100 mL con agua desionizada.
Posteriormente, estos 100 mL se vaciaron en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se afiadieron 20 mL
de solucion tampon (APHA, 1992) y se mezclaron. Mientras se estaba agitando, se afiadieron 0.419 g
de BaCl, y se continud agitando durante 1 minuto. Se midio la turbidez a los 5 minutos en un

espectrofotometro a 420 nm de longitud de onda.
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3.4 Calculos de Eficiencia de Utilizacion de CO; y Velocidad especifica de Crecimiento Maxima

3.4.1 Calculo de la eficiencia de utilizacién de CO,

Para obtener de la eficiencia de utilizacion de CO, (Ec) se requirié calcular la productividad maxima

de biomasa y la velocidad de fijacion de CO,

La productividad méxima de biomasa de acuerdo a Jiang et al., 2013 [g cel L d™] se calcula
Productividad max = i—f, donde AX = Xmax -Xo (36)

y At = tiempo de cultivo

Donde X = La concentracion de biomasa [g L™].
AX = (Concentracion de biomasa Maxima) — (Concentracion de biomasa Inicial)
t = Tiempo de cultivo [dias]

At = (Tiempo de cultivo para obtener la maxima biomasa)-(Tiempo de inicio del cultivo)

La velocidad de fijacién de CO, (Fc) [gCO, L™ d], representa la concentracién de CO, que la

microalga puede consumir por dia y esta dada por (Jiang et al., 2013):

Productividad max *50%
Fc = - * 44 (37)

De acuerdo con Jiang et al. (2013) con Scenedesmus dimorphus el 50% de la biomasa seca (0
productividad maxima) corresponde a carbén y por ello la relacion de pesos moleculares de CO, a

carbén (44 g/mol /12 g/atm) aparece en la ecuacion.
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La eficiencia de utilizacién de CO, es el porcentaje de CO, que la microalga consumié respecto del

CO; que se suministro, y esta dada por:

_ Fc
" Mc1+Mc2

Ec + 100 (38)

Donde Mc1 y Mc2 corresponden a la concentracion de CO, (en g L™ d™) en la mezcla gaseosa y en el
aire respectivamente (12% y 0.038% de CO,).

3.4.2 Célculo de la velocidad especifica de crecimiento maxima (Mmax)

La velocidad especifica de crecimiento maxima se calculé mediante regresion exponencial de la

parte logaritmica del grafico de concentracion de biomasa contra tiempo (Moraris y Costa, 2007).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Efecto de la adicion de CO, en el crecimiento de biomasa

La concentracion inicial de indculo fue alrededor de 0.15 g/L dependiendo del experimento y el pH
del cultivo fue regulado a 6 y 8. El crecimiento de S. dimorphus cambié dependiendo de la adicion
de CO, gaseoso, asi se encontr6 que en el caso en que se suministré aire del medio ambiente
(0.038% concentracion de CO;) se alcanz6 una concentracién de biomasa de 0.5 g/l (Figura 13),
mientras que el cultivo donde se adicion6 12% CO; en la corriente gaseosa, las células mostraron un
mayor crecimiento, llegando a 0.73 g/L de biomasa. También, podemos identificar diferencias en
los periodos de crecimiento de la biomasa (Figura 13). Se observa una corta y baja fase de
crecimiento exponencial en el cultivo suministrado solo con aire (A), mientras que en el cultivo
suministrado con la mezcla (A+CO,) la fase de crecimiento exponencial fue mas prolongada y de

mayor produccion de biomasa gue la anterior.
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Figura 13. Crecimiento de S. dimorphus con suministro de aire (A) y con mezcla gaseosa (A+COy)
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4.2 Efecto de la adicion de NO en el crecimiento de biomasa

El efecto mas importante en estos experimentos fue que la presencia de NO en la fase gaseosa

produjo mayor cantidad de biomasa respecto del experimento en donde no se adicioné NO.

Cuando se alimento el cultivo con la mezcla (A+CO,+NQ) se encontré una concentracion maxima
de biomasa de 0.77 g/L (Figura 14) y cuando se alimentd con la mezcla (A+CO;) se encontrd una
concentracion maxima de biomasa de 0.73g/L. Para esto, los dos cultivos se alimentaron con 12%
CO,, y como fuente de nitrégeno se utilizaron los nitratos en solucion (NOs) en el cultivo (A+CO,)
y 100 ppm NO en el cultivo (A+CO,+NO).

En la Figura 14, se observa que las células en el cultivo alimentado con la mezcla gaseosa
(A+CO2+NO) mostraron un rapido crecimiento, mientras que cuando se alimentd con la mezcla
(A+COy) la microalga solo pudo disponer de los nitratos en solucion (NO3") y el crecimiento fue mas
lento.

Este comportamiento se llevo a cabo con la ausencia de una fase de adaptacion para el cultivo con
NO, gaseoso, mientras que para el cultivo que pudo disponer de nitratos en solucion (NO3), dicha
fase se prolongd hasta 8 dias. Asi mismo se observa que la pendiente de la fase de crecimiento
exponencial es mas pronunciada en el cultivo con NO gaseoso. Esto sugiere que la microalga S.
dimorphus puede utilizar el NO como fuente de nitrégeno, lo que coincide con lo reportado por Jiang
et al. (2013) y Kumar et al. (2010).

Por otra parte, Nagase et al. (2001) estudiaron las vias de consumo del NO en un cultivo con
suministro continuo de este gas utilizando la microalga Dunaliella tertiolecta y encontraron que una
pequefia porcion de NO era oxidada en el medio de cultivo antes de su consumo por las células de la
microalga y que la mayoria del NO permeaba directamente dentro de las células por difusion. Asi, la
microalga puede incorporarlo rapidamente a sus células, favoreciendo su crecimiento. Los mismos
autores estudiaron el consumo de NO gaseoso comparado con el consumo de nitratos en solucion
NOj'. Para esto se llevaron a cabo dos cultivos con suministro continuo de NO gaseoso Y nitratos en
solucion NOjs'. Ellos encontraron que la cantidad de NO3™ consumida fue menor que la cantidad de
NO. Asi, llegaron a la conclusion de que el NO es preferentemente utilizado como fuente de
nitrégeno mas que el nitrato, el cual es una de las fuentes de nitrogeno generales contenidas en el

medio de cultivo convencional.
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Por otro lado, se observa en el experimento que se alimenté con mezcla gaseosa (A+CO,+NO) un
decaimiento en la concentracion celular, cuando el cultivo con NO llega a una fase estacionara
minima a los 21 dias (Figura 14). La poca solubilidad del NO en el medio de cultivo (0.0068 g/L, a
25°C y 1 atm, Perry y Chilton, 1973), da como consecuencia que dicho gas se encuentre en una baja

concentracion, que no sea la adecuada para mantener el crecimiento celular.
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Figura 14. Crecimiento de S. dimorphus con suministro de las mezclas gaseosas (A+CO,) y
(A+CO,+NO).

4.3 Efecto de la adicion de SO, en el crecimiento de biomasa

El efecto mas importante que se observé cuando se adiciond SO, gaseoso en los cultivos consistié en
que el crecimiento de la biomasa a los 30 dias disminuye, ademas se observé una fase estacionaria

prolongada con un poco de crecimiento celular (Figura 15).

Se observd que la biomasa en el cultivo suministrado con la mezcla (A+C0O,+S0O,) mostrd un rapido
crecimiento, mientras que el crecimiento del cultivo cuando se alimento con la mezcla (A+CO,), fue

mas lento, con una fase de adaptacion.
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Este comportamiento se corrobora por la presencia de una corta fase de adaptacion para el cultivo
donde se alimentd con mezcla gaseosa (A+CO,+S0,), mientras que para el cultivo donde se

aliment6 mezcla (A+CQO,) esta fase se prolong6 aproximadamente 8 dias.

También se observa la fase exponencial del cultivo con SO, muy pronunciada en los primeros 9 dias
y comienza a disminuir entre los 10 y 15 dias y finalmente llega a su fase estacionaria a partir del dia
20. Mientras que en el cultivo alimentado con la mezcla (A+CQO,) el crecimiento celular se mantuvo
en la fase exponencial hasta el dia 26 y comenzo la fase estacionaria después del dia 30. Se puede
decir que S. dimorphus toleré la adicion continua de SO, en los primeros dias, ademas de que pudo
incorporarlo a sus células rdpidamente. Sin embargo, después del 15° dia de cultivo, ya no pudo
tolerarlo. Este comportamiento probablemente se puede explicar debido a que en la conversion de
sulfito a sulfato existe la formacion de aniones de superdxido, radicales hidroxilo, y peroxidos. Estas
especies altamente oxidativas, dafian las membranas y los pigmentos, ocasionando peroxidacion de
los lipidos de membrana y la decoloracion de la clorofila Il, inhibiendo el crecimiento de la
microalga (Giordano et al., 2005,). La presencia de sulfitos se debe a la formacion de acido sulfuroso

derivado de la disolucién de SO, en agua (Stumm y Morgan, 1981), de acuerdo a la siguiente

reaccion:
S0, + H,0 - H,S0, (39)
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Figura 15. Crecimiento de S. dimorphus con suministro de las mezclas gaseosas (A+COy) y
(A+C0O,+S0y)
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4.4 Efecto de la adicion simultanea de NO y SO, en el crecimiento de biomasa

El efecto mas importante cuando se alimenta la mezcla de gases (A+CO,+NO+S0O,) respecto del
cultivo cuando se alimenta con la mezcla de gases (A+CO,+NO), es que la presencia de SO,
disminuye la produccién de biomasa desde 0.77 g/L hasta 0.58¢/L (Figura 16). Ademas se observa
una fase estacionaria mas larga que la fase estacionaria que presenta el cultivo con mezcla
(A+CO2+NO).

Estos resultados podrian interpretarse considerando que el crecimiento de S. dimorphus cuando se
suministra (A+CO,+NO+S0O,) es muy parecido al crecimiento que tiene lugar cuando se suministra
solamente SO, (Figura 16) y es méas bajo que cuando se suministra la mezcla (A+CO,+NO). Esto en
parte debido a la poca solubilidad del NO y probablemente a la toxicidad que pudiera traer consigo la
conversion del SO, a SO,* (Giordano et al., 2005,). Esto sugiere que la incorporacién de estos gases
en los cultivos de microalgas puede ayudar a disminuir el periodo de cultivo, potenciar su
crecimiento (cuando no presentan toxicidad y son solubles), ya que los incorporan mas rapidamente

que si estuvieran en forma de sal disuelta.
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Figura 16. Crecimiento de S. dimorphus con suministro de las mezclas gaseosas (A+CO,+NO),
(A+CO,+S0y) y (A+CO2+NO+S05,).
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4.5 Eficiencia de Utilizacion de CO, y Velocidad de fijacion de CO,

Las mayores eficiencias de utilizacién de CO, (Ec) y velocidad de fijacion de CO; (Fc) fueron de
0.2% y 0.051 g CO, L™ d™ para el cultivo que tuvo una alimentacién de mezcla (A+CO,+NO)
(Tabla 3 y Figura 17).

Por otra parte los valores mas bajos de Ec y Fc fueron de 0.11% y 0.0283 g CO, L*d™ (Tabla 3)
correspondientes al cultivo donde se alimentd la mezcla (A+CO,+NO+S0,). Si tomamos como base
el cultivo donde se alimenté con mezcla (A+CO,) la presencia del SO, inhibe la velocidad de
crecimiento maxima (Umax) Y 1a eficiencia de utilizacion del CO,, (Figura 17) y se podria decir que el

SO, es un componente toxico.

Jiang et al. (2013) reportaron una eficiencia de utilizacion de CO; del 0.17% y una velocidad de
fijacion de CO, de 0.068 g CO, L™ d* cuando S. dimorphus fue cultivada con alimentacién de una
mezcla gaseosa compuesta de 15% CO,, 400 ppm SO, y 300 ppm NO.

Otra razon de la diferencia entre el trabajo de Jiang et al. (2013) y este estudio, puede ser debida a
que el indculo no se adaptd previamente a las condiciones que tendria en los cultivos dentro de los
biorreactores. Por su parte, Yun et al. (1997) mostraron que la aclimatacion del inéculo fue
importante y encontraron que cultivos de Chlorella vulgaris mantenida con aire, crecié menos en un
medio que contenia 15% CO, (v/v) sin adaptacién, pero cuando el in6culo fue adaptado previamente
en presencia de aire con 5% CO,, la microalga crecié mejor en el medio alimentado con gas al 15%
CO..

4.6 Velocidades de crecimiento maximo (pmax).

El cultivo alimentado con la mezcla (A+CO;) mostr6 la mayor velocidad de crecimiento maximo de
0.093 d*, por el contrario el cultivo alimentado con aire (A) mostré la menor velocidad de
crecimiento con un valor de 0.066 d. Los cultivos alimentados con las mezclas gaseosas
(A+CO,+NO), (A+CO,+S0,) y (A+CO,+NO+S0O;) quedaron en valores intermedios entre estos dos

ultimos.
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Comparando nuestros resultados con los de Raddmann et al. (2011) para una cepa aislada de S.
obliquus, cultivada con alimentacion de 12% CO,, 100 ppm NO y 60 ppm SO,, los autores
encontraron una velocidad especifica de crecimiento méxima de 0.24 h™, una productividad de 0.04
g cel L™ d™ y una Eficiencia de utilizacién de CO, del 8.6%. Este estudio muestra que S. obliquus es
capaz de crecer a mayor velocidad que S. dimorphus ademas que tiene una productividad con valor

cercano a la productividad promedio de nuestros dos mejores estudios (0.026 g L™*d™).

Tabla 3. Velocidades de crecimiento maximas (Umax), productividades, velocidades de fijacion de
CO; (Fc) y eficiencias de utilizacién de CO; (Ec), por S. dimorphus alimentada con las diferentes
mezclas de gases

Mezcla de gases Mmax | Productividad Fc Ec
(@d?) | (geelL*d?) | (@CO, L dh) | (%)
0.038% CO, (A) 0.066 0.019 0.035 0.1
12% CO, (A+CO,) 0.093 0.024 0.045 0.18
12% CO, — 100 ppm NO (A+CO,+NO) | 0.082 0.028 0.051 0.20
12% CO, - 60 ppm SO, (A+CO,+S0,) | 0.079 0.0157 0.0288 0.11
12% CO, — 100 ppm NO - 60 ppm SO, | 0.074 0.0154 0.0283 0.11
(A+CO,+NO+S0,)
0.2 1 O umax
% 0.15 - W Ec
-
_ 011
3
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0
v & & R
v ¥ &
?.

Figura 17. Velocidades de crecimiento maximas (Umax), Y eficiencias de utilizacion de CO;, (Ec)
para todos los cultivos.
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4.7 Efecto de los gases CO,, NO y SO, en el pH del medio de cultivo

Durante el crecimiento de S. dimorphus en los diferentes cultivos alimentados con las mezclas de
gases (A), (A+COy), (A+C0O,+NO), (A+CO,+S0;) y (A+CO,+NO+S0O;), se llevaron a cabo
mediciones de pH, en el periodo en donde se suministraban los gases.

En estos experimentos se observéd que cuando se suministrd la mezcla (A+CO,), el pH tiende a bajar

hasta 6.4 en los primeros 5 dias de cultivo, a partir de ahi, el pH estuvo variando en un intervalo de

6.4 a 7.2 durante los 30 dias de cultivo. Esto debido a la formacién de HCO3™ por la continua adicion

de CO,. En contraste, cuando se suministrd solamente aire el pH del medio de cultivo se encontraba

en un intervalo de 7 a 8, esto debido a la oxidacion que los compuestos presentes en el medio por

accion del oxigeno del aire (Figura 18).

En la literatura se mencionan por lo menos 14 reacciones en el equilibrio quimico que suceden en la

fase liquida o el medio de cultivo de las microalgas (Tabla 4).

Tabla 4. Reacciones mas relevantes y su pK en el equilibrio quimico que se pueden tener en los

biorreactores. (Adaptada de Concas et al., 2012)

Reaccidn en el equilibrio quimico pK Referencias Ecuacion No.
CO,; + H,0 < H,CO4 2.77 Welch et al., 1969 40
CO, +O0H™ & HCO3 6.32 Johnson, 1982 41
H,CO; & HY + HCO3 6.35 Perrin, 1972 42
HCO3 & H* 4+ €05~ 10.33 Perrin, 1972 43
H;PO, & H* + H,PO; 2.16 Perrin, 1972 44
H,PO; & H*HPOZ~ 7.2 Perrin, 1972 45
HPO; & H* 4+ PO;~ 12.32 Perrin, 1972 46
H,SO, & H* + HSO; -3.10 Perrin, 1972 47
HSO, < H* 4+ S0;~ 2.04 Perrin, 1972 48
Mg?* + H,0 & MgOH* + H* 12.0 Perrin, 1972 49
MgOH* + H,0 & Mg(0OH),, + H* | 16.5 | Rijck y Schrevens, 1997 50
Ca’** + H,0 & CaOH* + H* 13.04 Perrin, 1972 51
CaOH* 4+ H,0 < Ca(OH),, + H* | 15.3 | Rijcky Schrevens, 1997 52
H,0 & H* + OH~ 14.0 Perrin, 1972 53
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También se observé que en el suministro de la mezcla (A+CO,+NO), el pH bajo a 6 en el primer dia
de cultivo, debido a que la disolucion del NO en medio acuoso forma HNO., lo que le proporciona

aln mayor acidez.

Con el fin de contrarrestar el efecto del pH &cido en el medio de cultivo, se adicion6 una solucion de
NaOH al 5%. El pH del medio de cultivo donde se usé la mezcla de (A+CO,+NO) se mantuvo en un
intervalo de 6.8 a 8 (Figura 18).

Finalmente, en los cultivos con suministro de las mezclas (A+CO,+S0;) y (A+CO,+NO+S0Oy),
también se observd una caida del pH hasta un valor de 6, esto en el primer dia de cultivo debido a
que la disolucion de NO en agua forma HNO,, y la disolucion del SO, forma HSOs. Estos dos acidos

contribuyeron a aumentar la acidez del medio de cultivo.

En toda la operacién de los cultivos (30 dias) no se observaron cambios drasticos de pH, el cual no
bajé méas alla de 6 y se mantuvo entre 7 a 8.8 (Figuras 18 y 19). Esto probablemente debido a las
especies quimicas disueltas de nitrégeno, NO,, y HNO,, ya que oxidan el SO, acuoso. EIl nitrito
disuelto puede reaccionar fotoquimicamente para producir radicales OH" y éstos a su vez pueden

reaccionar oxidando el sulfito disuelto (Manahan, 2007).

L 4
8 - ¢ o000 . °
* L 4
7TAR®,%0 00000004 RERRAR

EEEEm -II.
- (] -
--“--.II-I-

6 - [ ]
I
Q.S |
4 - *A
m A+CO2
3 7 A+CO2+NO
2 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura 18. Variacion del pH en los cultivos suministrados con aire (A) y las mezclas gaseosas
(A+C02) Yy (A+C02+NO)
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Figura 19. Variacion del pH en los cultivos suministrados con las mezclas gaseosas (A+C0O,+S0,) y
(A+CO,+NO+S0,)

4.8 Anadlisis del CO; residual expresado como HCO3 y CO3".

Las concentraciones de HCOj3™ que fueron evaluadas por titulacion con HCI en la fase liquida (Figura

20) son una medida del CO; residual dentro del medio de cultivo.

El cultivo donde se aliment6 solo aire (A) mostro una clara disminucion del ion HCO3™ en funcién
del tiempo a diferencia de los otros dos cultivos donde se alimenté CO, y (CO,+NO) donde no se
observa una clara tendencia del ion HCO3 en funcidon del tiempo debido a que existié una continua
transferencia de CO; entre lo absorbido por el organismo y lo absorbido por la fase liquida, es decir
que en estos dos cultivos siempre estuvo presente el suministro de CO; a diferencia del cultivo donde

solo se aliment6 aire.

En estos experimentos el cultivo que mas biomasa produjo y que fue alimentado con el gas
(A+CO,+NO) tuvo una concentracion promedio de HCO3 de 0.22 g/L, mientras que el cultivo que
fue alimentado con la mezcla (A+CQO;) mostré una concentracion mayor de HCO3™ (0.35 g/L). Estos
resultados se explican porque el cultivo donde se adicion6 la mezcla gaseosa (A+CO,+NO), tuvo
lugar una mayor absorcion del CO, desde la fase liquida hasta la microalga (0.77 g de biomasa/L)
mientras que en el cultivo alimentado con la mezcla (A+CO,) S. dimorphus no asimilo tanto CO, de

la fase liquida, por lo tanto mostré un menor incremento en la biomasa (0.68 g/L).
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Figura 20. Carbon inorgénico disuelto en los cultivos suministrados con aire (A), y las mezclas

gaseosas (A+CO,) y (A+CO,+NO)

En el caso de la variacion del ion bicarbonato para los cultivos (A+CO,+S0;) y (A+CO,+NO+S0Oy)
que se muestran en la Figura 21 se observé un incremento de la concentracion de HCO3 vy la
presencia de iones CO3™ en funcién del tiempo a diferencia de los cultivos donde no se adiciond SO,
(Figura 20). En aquéllos cultivos solo se detecto la presencia del ion HCO3;  mientras que en los
cultivos donde se adiciond SO, aparece también el ion CO;3".
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Figura 21. Carbon inorganico disuelto en los cultivos suministrados con las mezclas gaseosas
(A+CO,+S0;) y (A+CO,+NO+S05,)

Las curvas de los dos cultivos conteniendo SO, muestran la misma tendencia que el cultivo de
(HCO3z+ COj3) durante todo el intervalo de evaluacién (Figura 21) y no se encontré ninguna
diferencia, el valor méaximo fue de (1.2 g de HCO3+CQO;37/L) pero al comparar estas curvas de
concentracion con las correspondientes curvas de HCO3™ de los cultivos alimentados con las mezclas
(A+CO,+NO) y (A+COy,), se observa que las concentraciones de ion HCOj3™ de estos Gltimos son
mucho menores (0.35 g/L), lo cual esté relacionado con la formacion de biomasa. Es decir que en los
cultivos donde esta presente el SO,, la biomasa es menor (0.58 g/L, Figura 16) pero la cantidad de

CO; disuelto en agua (representado por el HCOz+ COs3”) es mayor (1.2 g/L, Figura 21).

4.9 Analisis de Nitritos y Nitratos

La evidencia del consumo de nitrégeno por parte de la microalga en funcién del tiempo de cultivo se
muestra en la Figura 22, es decir la fuente de nitr6geno expresado como concentracion de nitritos
(NO7) muestra que en un periodo de tiempo cercano a 30 dias el cultivo alimentado con la mezcla
(A+COy) disminuy6 a 0.022 g/L e inici6 en 0.05 g/L.
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Por su parte el cultivo alimentado con la mezcla (A+CO,+S0,) disminuyo 0.015 g¢g/L y de igual
manera este cultivo inicio con una concentracion similar al primer cultivo (0.05g/L). Es decir este
altimo cultivo conteniendo SO,, removid mas nitrégeno del medio liquido. No sabemos si parte del
nitrégeno reacciond con el SO, en fase liquida formado otros compuestos que no son detectados por

el reactivo de Griess.

En el caso de los otros cultivos en donde se inyectaron las corrientes gaseosas restantes, (Figura 23)
se observan pequefias variaciones de nitrogeno en el transcurso de 30 dias. La disminucion en el caso
del cultivo alimentado con la mezcla (A+CO,+NO) fue de 0.009 g de NO, /L mientras que en el
cultivo alimentado con (A+CO,+NO+S0,) la variacion fue de 0.008 g de NO, /L.

En un estudio del efecto que tiene la presencia de altas y bajas concentraciones de nitrégeno sobre el
crecimiento de Scenedesmus obliquus (Guido et al., 2015) se menciona que medios de cultivo donde
no se suministra una concentracion optima de nitrégeno (inorganico) la composicion del organismo
se inclina a tener acidos grasos, existiendo también la formacion de almidones con una relacion de 1

de acidos grasos por 4 partes de almidén.
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Figura 22. Nitritos disueltos en los cultivos con suministro de las mezclas gaseosas (A+CO,),
(A+CO,+S0,) la fuente de nitrogeno que se adiciond en el medio de cultivo fue NaNOs.
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Figura 23. Nitritos disueltos en los cultivos con suministro de las mezclas gaseosas (A+CO,+NO) y
(A+CO,+NO+S0,)

4.10 Analisis de Sulfatos

La concentracién de SO, absorbido en el medio de cultivo y transformado a SO,*, se puede
observar en la Figura 24. Aqui se observan como el medio de cultivo se va saturando de SO,* debido
a la oxidacion del SO, por la gran cantidad de oxigeno, NO y NOgs™ presentes en el medio de cultivo.
Esto sugiere que en el proceso de oxidacion de SO, a SO,> pudieran formarse especies quimicas
toxicas (Giordano et al., 2005;) para S. dimorphus, lo cual se ve reflejado en la disminucién de su

crecimiento.

También se observd que el SO, en el medio de cultivo se encontraba en concentraciones de hasta 0.5
g/L, esto debido a la alta solubilidad del SO, en agua (222 g/L) y ya que se alimentd en una
concentracion de 60 mg/L es probable que todo este SO, se haya disuelto en el medio de cultivo
encontrandose éste en concentraciones excesivas, ya que la concentracién de SO4> en un medio de

cultivo convencional es de 0.075 g/I.

Jiang et al. (2013) mencionaron que esta microalga tolera concentraciones de hasta 100 mg/l de SO,
en los gases de chimenea pero fue necesario neutralizar el medio de cultivo con sales basicas como
el CaCOg utilizando un sistema de inyeccion no continua (sparging) mantuvieron su cultivo a pH de

7, obteniendo crecimientos de hasta 3.2 g/l de microalga.
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Figura 24. Variacion del SO, absorbido en los cultivos con suministro de las mezclas gaseosas
(A+C02+SOZ) Yy (A+C02+NO+SOZ)

4.11 Analisis CO, y O; a la salida de los biorreactores

Los anélisis de CO; en la fase gaseosa para el cultivo que se alimentd con aire (A) y la mezcla
(A+CO,) muestra que conforme aumenta el tiempo, la cantidad de CO; en fase gaseosa a la salida de
los biorreactores, aumenta debido a que el medio de cultivo se va saturando de biomasa y de CO,
disuelto (Figura 25).
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Figura 25. CO; en la fase gaseosa a la salida de los reactores con alimentacion de aire (A) y la
mezcla (A+CQOy,)

45



Por otra parte, la concentracion de O, a la salida de los reactores alimentados con aire (A) y la
mezcla (A+CO,), (Figura 26) va aumentando conforme pasa el tiempo de cultivo. Cabe mencionar
que estos resultados representan la concentracion de O, contenido en las mezclas y el O, producido
por S. dimorphus.
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Figura 26. Oxigeno en la fase gaseosa a la salida de los reactores con alimentacion de aire (A) y la

mezcla gaseosa (A+CO,)

4.12 Andlisis Cinético de crecimiento.

Las curvas de crecimiento de biomasa en funcion del tiempo sugieren una cinética del tipo Monod:

r,=pCc (54)
Donde: W=y ﬁ (55)
Donde: ry = velocidad de crecimiento celular [g/L]

C. = concentracion de células o de biomasa [g/L]

1 = velocidad de crecimiento especifica [d™]

C, = concentracion de sustrato [g/L]

w = velocidad de crecimiento especifica maxima [d™]
Ks = constante de la ecuacion de Monod [g/L]
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Los valores calculados de la ecuacion de Monod para el cultivo donde solo se alimentd aire (A)

(Figura 21) mostraron un valor de Ks = 0.03 g/L, el valor de p,= 0.066h™. Para estos calculos se

requirio del ajuste exponencial de los datos experimentales (polinomio de orden 3) y a partir de estos

polinomios se calculé la derivada, la cual corresponde con la velocidad de crecimiento celular

(dCc/dt) o también ry
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Figura 27. Concentracién de biomasa y de sustrato del cultivo alimentado con aire (A) en el que se

aplicé la ecuacion de Monod.

Tabla 5. Ecuaciones de los polinomios de ajuste de datos experimentales para calcular la derivada y
con ello calcular la velocidad de crecimiento celular para los cultivos alimentados con las diferentes

mezclas de gases.

Mezclas Gaseosas Polinomio Ecuacion
Alimentadas No.
(A) Cc = —0.00004t3 + 0.0016t2 + 0.0062t + 0.0879 56
(A+CO,) Cc = 0.00004Cc> — 0.00003t* + 0.0009¢t3 57

— 0.0074t% + 0.0225¢

(A+CO,+NO) Cc = —0.00007t3 + 0.0021t% + 0.0118t + 0.1582 58
(A+CO,+S0y) Cc = 0.00003t3 — 0.002t% + 0.0488t + 0.1238 59
(A+CO,+NO+S0,) Cc = 0.00001t3 — 0.001t% + 0.0369t + 0.192 60
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Tabla 6. Derivadas de los polinomios de ajuste de datos experimentales (o rg) para los cultivos
alimentados con las diferentes mezclas de gases.

Mezclas Gaseosas Alimentadas Derivada del polinomio No.
(A) % — _0.00012¢2 +0.0032t +0.0062 | -

(A+CO2) % = 0.00021¢2 + 0.0072¢ — 0.0246 | O
(A+CO,+NO) % = —0.00021t% + 0.0042t + 0.0118 03
(A+CO2+S0) % — 0.00009¢2 — 0.004¢ +0.0488 | O
(A+CO2+NO+S0) % — 0.00003t2 — 0.002¢ +0.0369 |

Estos valores de las derivadas sirven para calcular las constantes de la ecuacion de Monond.

4.13 Balance de CO»

En esta seccidén se agrega el balance de masa para comprobar el metabolismo del CO, por la

microalga Scenedesmus dimorphus.

El balance de masa se realizo para el CO; en la fase liquida y en la fase gaseosa, y se basé en el

modelo previamente utilizado por Concas et al. (2007) (Ecuacion 66).

4.13.1Balance de CO; en la fase liquida

(Acumulacion de CO; en la fase liquida) = (CO, proveniente de la transferencia gas-liquido) — (CO,

consumido por la microalga)

dco
Vi * ‘= Vszcozav(['“Eco2 * [COZg] - [5021]) - Yg uv € (66)

at
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Donde

dCO,/dt = velocidad de acumulacién de CO; en la fase liquida(g CO, d™)
V) = volumen del liquido (L)

Klcoa= Coeficiente de transferencia de masa gas — liquido (m s™)

a, = Area interfacial gas — liquido (m™)

He = Constante de Henry para el equilibrio gas — liquido (adimensional)
[CO,4] = Concentracion de CO; en la fase gaseosa (g LY

[CO2] = Concentracion de CO, en la fase liquida (g L™)

Y os= Rendimiento maximo de carbono en biomasa (%)

u = Velocidad especifica de crecimiento (d™)

C = Biomasa (g L)

Para el calculo del Coeficiente de transferencia de masa gas — liquido (Klco2) se utilizo la ecuacion
de Calderbank (Smith, 1991).

1/3 2/3
A P Deo
Kicoz = 0.31 (—”/:lzgl> (—l " 2) (67)

Donde

Ap = densidad del liquido — densidad del CO, (g cm™)
w = viscosidad del liquido (g cm™ s

g1= constante de aceleracion de la gravedad (cm s)

Dcoz = difusividad del CO, en agua (cm*s™)

El calculo del area interfacial (a,) (Smith, 1991), esta dado por:

a, _  mdb? ] QgL
Vg1 (mabd)/e’ B2 T upvyy

;0 Vg1 = Vg, (68 y 69)

49



Donde

Vg1 = volumen de burbuja (cm®)

dy = didmetro de burbuja (cm)

Vg2 = retencion del gas (adimensional)

Qg = flujo volumétrico de la mezcla gaseosa (L min™)
L = longitud del liquido (cm)

V| = volumen del liquido (L)

Para el calculo de la concentracion de CO, alimentado, se utilizd la ecuacion de la ley general de los

gases ideales
Pcozv = TLRT (70)
Despejando

Tl/PM _ PCOZ

Concentracién de CO, =
v RT

(71)
Donde

Pcoz = presion parcial del CO, en la mezcla gaseosa (atm)
V =volumen del gas (L)

n = numero de moles

R = constante de los gases ideales (L atm mol™ K™

T = temperatura del gas (K)

PM = peso molecular del CO, (g mol™)
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4.13.2 Balance de CO, en la fase gaseosa

Acumulacion de CO, en la fase gaseosa = CO, alimentado — CO, a la salida del reactor — CO,

proveniente de la transferencia gas-liquido
(72)

dCco2
Vg =09

— ViKico,ay(HE(o,[|CO24] — [CO4])

alimentado [Coglimentado] _ Qgsalida [Cogalida]

Donde

Vg = volumen del reactor correspondiente a la fase gaseosa (L)

Qg alimentado = flujo volumétrico del gas alimentado (L min™)
[CO,alimentado]= Concentracién de CO, alimentado (g L™)

Qg salida = flujo volumétrico de CO; a la salida del reactor (L min™)

[CO, salida] = Concentracién de CO; a la salida del reactor (g L™)

Tabla 7. Variables utilizadas en el calculo del balance de CO, en la fase liquida y en la fase gaseosa

Variable usada Valor Unidades Referencia

V| 2.844 L medido

Yc/s 0.5 adimensional Jiang et al., 2013
Klcoz 0078 ms? Calculado

ay 52.224 m™ Calculado

He 0.832 adimensional Zeebe, 2011

[CO0] 1673 gL* Calculado

Pco2 0.96 Kg cm™ Calculado

T 298 K Medido

R 0.082  Latmmol*K? Perryy Chilton, 1973
PM 44 g mol™ Perry y Chilton, 1973
Qg 0495 L min? Medido

dp 0.001 m Smith, 1991

01 980 cm s™ Smith, 1991
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Dco2
P
pco2

M

0.041 cm®s™
1 gcm?
0.00702 gcm®?
0.00578 b ft's™

Welty et al., 1994
Perry y Chilton, 1973
calculado

Welty et al., 1994

4.13.3 Resultados del balance de CO; en la fase liquida

La variacion de la concentracién de CO;, en funcion del tiempo en la fase liquida disminuye

conforme pasa el tiempo desde 520 g/d hasta 23.3 g/d (Tabla 8) mientras que la cantidad de CO,

transferida desde la fase gas a la fase liquida tiene un comportamiento muy parecido. Por su parte la

cantidad de CO,acumulada por dia en la biomasa tiene valores pequefios.

Tabla 8. Resultados de la acumulacion de CO; en el medio liquido

Tiempo | COzenla | CO, por transferencia gas- V|
(dias) biomasa lig (dCO,/dt)

(9/d) (@d?) (gd?
0 0.0034 520.72 520.72
1 0.0025 503.57 503.57
2 0.0042 486.42 486.41
3 0.0034 469.27 469.26
4 0.0067 452.11 452.11
5 0.0075 434.96 434.96
6 -0.0043 417.81 417.82
7 0.0163 400.66 400.64
8 0.0132 383.51 383.50
9 0.0203 366.36 366.34
10 0.0211 349.21 349.18
11 0.0439 332.05 332.01
12 0.0368 314.90 314.87
13 0.0644 297.75 297.69
14 0.0504 280.60 280.55
15 0.0896 263.45 263.36
16 0.0313 246.30 246.26
17 0.0742 229.14 229.07
18 0.0355 211.99 211.96
19 0.0217 194.84 194.82
20 0.0695 177.69 177.62
21 0.0573 160.54 160.48
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22 0.0137 143.39 143.40
23 0.0778 126.24 126.16
24 0.0094 109.08 109.09
25 0.0257 91.93 91.96
26 0.1101 74.78 74.67
27 0.0068 57.63 57.64
28 0.0276 40.48 40.45
29 0.0110 23.33 23.32

4.13.4 Resultados del balance de CO, en la fase gaseosa

La variacion de la concentracion de CO, en funcion del tiempo en la fase gas aumenta conforme pasa
el tiempo desde 71.39 g/d hasta 566.41 g/d (Tabla 9) mientras que la cantidad de CO, transferida

desde la fase gas a la fase liquida disminuye debido al consumo que se experimenta conforme

aumenta la masa celular. Por su parte la diferencia entre la cantidad de CO, que entra menos la que

sale del reactor practicamente permanece constante.

Tabla 9. Resultados de la acumulacién de CO, en la fase gaseosa

Tiempo | (CO, alimentado) —(CO, | CO, por transferencia
(dias) a la salida del reactor) gas-lig Vg (dCO,/dt)

(@d?) (gd? (@d?)
0 592.12 520.72 71.39
1 591.69 503.57 88.12
2 591.62 486.42 105.21
3 591.36 469.27 122.10
4 591.27 452.11 139.15
S 591.13 434.96 156.16
6 590.87 417.81 173.05
7 591.27 400.66 190.61
8 590.69 383.51 207.19
9 590.91 366.36 224.55
10 590.77 349.21 241.56
11 591.24 332.05 259.18
12 591.45 314.90 276.54
13 591.27 297.75 293.52
14 591.27 280.60 310.67
15 591.48 263.45 328.03
16 591.27 246.30 344.97
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17 590.91 229.14 361.77
18 590.55 211.99 378.56
19 591.14 194.84 396.30
20 590.69 177.69 413.00
21 590.55 160.54 430.02
22 590.20 143.39 446.81
23 590.02 126.24 463.78
24 589.84 109.08 480.76
25 590.02 91.93 498.09
26 589.84 74.78 515.06
27 589.84 57.63 532.21
28 589.77 40.48 549.29
29 589.74 23.33 566.41
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5 CONCLUSIONES

La adicién de CO; en forma gaseosa a los cultivos de la microalga Scenedesmus dimorphus
contribuyé a incrementar la concentracion de biomasa respecto del cultivo en donde no se

adiciono CO..

La microalga S. dimorphus fue capaz de utilizar el NO que se aliment6 en forma gaseosa como

fuente de nitrogeno para la formacién de biomasa.

La adicion de NO a la mezcla gaseosa de aire y CO, que se aliment6 al cultivo redujo el periodo

de adaptacion y el tiempo de cultivo en que se alcanzé la maxima concentracion de biomasa.

Con la adicion de NO el crecimiento de S. dimorphus se dio inmediatamente, mientras que
cuando sélo se adiciond la mezcla aire y CO; el crecimiento de la concentracion celular se

presento a los 8 dias de iniciado el cultivo.

La microalga asimil6 mejor el 6xido nitrico (NO) que los nitratos (NO3) como fuente de
nitrégeno, debido a que el cultivo en que se utilizé aire y CO; solo contenia nitratos (NO3) en la
fase liquida y no mostrd el crecimiento mayor que se observo en el cultivo donde se adiciond el

NO gaseoso.

En todos los cultivos, la adicién 60 ppm de SO, en la fase gaseosa inhibid el crecimiento de S.

dimorphus y con esto también la eficiencia de utilizacion del CO,.

El cultivo que se alimentd con la mezcla de 12% CO, mas 100 ppm NO mostro la mayor

eficiencia de utilizacion de CO, y la mayor velocidad de fijacion de CO,.

El cultivo que fue alimentado con la mezcla de Aire mas 12% CO, mostr6é la mayor velocidad

especifica de crecimiento maxima (Umax)-

Los resultados de crecimiento celular en funcion del tiempo y de las concentraciones de biomasa
y de sustrato, se ajustan al modelo de Monod. Sin embargo dicho modelo obtenido en su forma
matematica méas simple parece estar afectado por otro término de inhibicion de crecimiento de

biomasa que falta por estudiar.
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APENDICES

APENDICE A

Obtencidn de los gases CO,, NO y SO,

Dioxido de Carbono (COy)
Se compr6 un cilindro de CO, (INFRA) puro.

Oxido Nitrico (NO)
El NO se obtuvo en el laboratorio y se almacend en un recipiente de vidrio libre de humedad.

La obtencidn del NO se llevo a cabo a partir de la siguiente reaccion:

2NaNO, + 2FeSO, + 3H,S0, - 2NO T +Fe,(S0,); + NaHSO, + 2H,0

El procedimiento fue el siguiente:

En un reactor de vidrio se coloc6 NaNO, disuelto en la minima cantidad de agua. Este reactor se
conectd a un recipiente de vidrio, al que previamente se le habia hecho vacio. Para que la reaccion se
llevara a cabo, se adiciond FeSO, disuelto en acido (poco a poco) por la parte superior del reactor.
Para poder apreciar la formacion de NO, el sistema de reaccion tenia una salida alterna que daba a un
recipiente con agua desionizada. Asi, cuando empez6 a burbujear gas, y midiéndose la caida del pH
del agua, se confirmo la presencia del gas. Para evitar que el gas formado entrara con humedad al

recipiente con vacio, a la salida del reactor estaba conectada una trampa de humedad.

Dioxido de Azufre (SOy)

La produccién de SO, se llevo a cabo a partir de la siguiente reaccion:

o

A3 Cc
Cu + 2H,S0, —— CuS0, + SO, T +2H,0
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El procedimiento fue el siguiente:

En un reactor de vidrio se coloc6 Cu metalico con H,SO,4 concentrado. Este reactor se conecto a un
recipiente de vidrio, al que previamente se le habia hecho vacio. Para que la reaccion se llevara a
cabo, el reactor se calentd hasta los 300°C. Para poder apreciar la formacion de SO, el sistema de
reaccion tenia una salida alterna que daba a un recipiente con agua desionizada. Asi, cuando empezé
a burbujear gas, y midiéndose la caida del pH del agua, se confirmo la presencia del gas. Para evitar
que el gas formado entrara con humedad al recipiente con vacid, a la salida del reactor estaba

conectada una trampa de humedad.

Elaboracion y almacenamiento de las mezclas

Para la elaboracién de las mezclas gaseosas se tomd la fraccion correspondiente de cada gas (NO y
S0O,, calculada) y se inyectaron en dos tanques de gas estacionario con capacidad de 300 L (cada
uno), a los que se les habia hecho vacio. Posteriormente se cargaron con CO, (INFRA) hasta llegar a
una presion de 0.96 kg/ cm?, que corresponde al 12% CO, (v/v) y finalmente se Ilenaron con aire que
provenia de un compresor para llegar a una presion total de 8 kg/cm? Los tanques estaban
conectados a filtros para aire comprimido, que a su vez, estaban conectados a la linea de
alimentacion de los fotobiorreactores.

APENDICE B
Andlisis de CO, por Cromatografia Gaseosa

La cromatografia de gases es una técnica utilizada para la separacion y analisis de mezclas de
sustancias volatiles. La muestra es vaporizada e introducida en un flujo de un gas apropiado llamado
la fase movil o gas acarreador. El flujo de gas con la muestra vaporizada pasa a traves de un tubo
que contiene la fase estacionaria dentro de una columna cromatografica, donde ocurre la separacion

de la mezcla.

La fase estacionaria puede ser un solido adsorbente, una pelicula de liquido no volatil, soportado en
un sélido inerte o en la pared interna de un tubo. Las sustancias separadas abandonan la columna en
el gas acarreador y pasan a traves de un detector, un dispositivo que genera una sefial eléctrica

proporcional a la cantidad del material eluido. El registro de esta sefial como funcion del tiempo es el
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cromatograma, siendo que cada sustancia aparezca en el cromatograma como un area proporcional a

su masa, permitiendo un analisis cuantitativo (Oliveria, 2011).

En este estudio se utilizO un cromatografo de gases Gow-Mac, que utiliza un detector de

conductividad térmica (TCD).

El detector de TCD responde con una diferencia de milivoltaje, la presencia de una muestra
midiendo su conductividad térmica y comparandola con la conductividad térmica del gas acarreador.
Consiste de dos o cuatro filamentos colocados en estrechas cavidades dentro de un bloque de metal

que les sirve de piscina de calentamiento.

La mitad de los filamentos son expuestos solamente al gas acarreador y sirven de referencia. Los
otros dos son expuestos al efluente que proviene de la columna y son contactados por los
componentes de la muestra mientras estos eluyen. Una corriente directa es utilizada para calentarlos
a una temperatura arriba de la temperatura del bloque. Su resistencia varia directamente con su
temperatura, la cual depende de la naturaleza del gas contenido en las cavidades. Si un gas con
elevada conductividad térmica, como el helio, es utilizado como gas acarreador, los filamentos seran
enfriados y la resistencia sera relativamente baja. La presencia de vapor de la muestra con una baja

conductividad térmica causara que la temperatura y la resistencia se eleven.

Para detectar cambios en la resistencia, los filamentos estan colocados dentro de un puente de
Wheastone. Cuando ninguna muestra esta presente, los filamentos estan bafiados en helio y el zero
en el control puede ser ajustado para balancear el puente (se fija cromatograficamente la linea base).
Cuando una muestra eluye y pasa sobre los filamentos, su resistencia se eleva, el puente se

desbalancea y un voltaje es registrado como una sefial que da lugar al cromatograma (Hillard, 2004).

APENDICE C
Elaboracion del método cromatogréafico para la identificacion de CO,

A partir de una mezcla de gases (Hy, aire, CO, CH,4, C,Hg, CO,) de concentracion conocida
(INFRA), se determiné el tiempo de residencia del CO, en el cromatdgrafo de gases Gow-Mac. Este
utiliza un detector de conductividad térmica (TCD). La columna de separacion que se utilizo fue una
columna empacada de silica-gel de 18 ft por 1/8 in de diametro (Altech). La temperatura de la
columna fue de 52°C, y se manej6 un flujo de Nitrdgeno (gas acarreador) de 30 ml/min. El tiempo de

residencia del CO, fue de 18 min.
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Figura 1C. Cromatograma de referencia.

y =70246x - 1.3465
R?=0.9994

0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025

moles CO2/L

Figura 2C. Curva de calibracién para la determinacion cromatogréfica de CO,
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APENDICE D
Determinacion de Biomasa por Densidad Optica

Con el fin de determinar la mejor sefial para evaluar la concentracion de biomasa se midio la
densidad dptica en un espectrofotometro visible Spectronic Instruments modelo 21D a varias

longitudes de onda (Figura 1D) y se encontré un maximo a 678 nm.

Las lecturas obtenidas se interpolaron en una curva de calibracion (Figura 2D) que relaciona la

densidad dptica con el peso seco de S. dimorphus.

El peso seco de la microalga se midi6 filtrando alicuotas de 10 mL a través de filtros de Papel
Watman No. CF/A de 1.5 pum de tamafio de poro. Cada filtro se sec6 a 50°C hasta llegar a peso
constante. La relacién entre la densidad dptica y la concentracion de biomasa de S. dimorphus se

obtuvo mediante la siguiente ecuacion:
y = 1.6795x + 0.0306 (R? = 0.9995)

Donde y se refiere a la concentracion de biomasa (g/L) y x a la densidad optica (ODg7g).

0.14 -
0.12

0.1
0.08

0.06

0.04 -

Absorbancia

0.02 -

0 T T T T T
505 555 605 655 705 755

A (nm)

Figura 1D. Espectro visible para la determinacion de biomasa por Densidad Optica
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Figura 2D. Curva de calibracion para la determinacion de biomasa por Densidad Optica.

APENDICE E
Determinacién de Alcalinidad

La alcalinidad de un agua es su capacidad para neutralizar &cidos y constituye la suma de todas las
bases titulables. La alcalinidad de muchas aguas de superficie depende primordialmente de su
contenido en carbonatos, bicarbonatos e hidroxidos, por lo que suele tomarse como una indicacién de
estos componentes (APHA, 1992).

APENDICE F
Determinacion de NO;" y NOg', utilizando el reactivo de Griess

En esta determinacion, los nitritos primero son tratados con un reactivo de diazotacion, la
sulfanilamida (SA), en medio &cido para formar una sal de diazonio transitoria. Este intermediario
reacciona con un reactivo acoplante, el N-naftil-etilendiamino (NED), para formar un compuesto azo
estable (Figura 1F), que se puede medir a 540 nm (Sun et al., 2003). Sin embargo, la reaccion
convencional tiene limitaciones en lo que respecta a la sensibilidad (1 — 5 uM) y la incapacidad de
detectar nitratos. Para la reduccion de NOz™ a NO; se utiliz6 el VCl; (Miranda et al., 2001)
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Figura 1F. Reaccion de Griess para la determinacion de NO’
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Figura 2F. Curva de calibracién para la determinacion de NOy’
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APENDICE G

Determinacion de SO,*

El ion sulfato precipita con BaCl,, en un medio acido (HCI), formando cristales de BaSO, de tamafio

uniforme. La reaccion es la siguiente:

SO; + BaCl, & BaS0, | +2Cl~

La absorbancia de la suspension del sulfato de bario se puede medir con un espectrofotometro. La

concentracion del ion sulfato se determina por comparacion de la lectura con una curva patron
(APHA, 1992).
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Figura 1G. Curva de Calibracion para la determinacion de SO,*
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