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RESUMEN

La contaminacion atmosférica por compuestos organicos volatiles (COVs) y el
aumento de la temperatura global debido a gases de efecto invernadero (GEI)
como el diéxido de carbono (CO2), afectan la calidad del aire y la salud de la
poblacion, debido a esto, se requieren alternativas de tratamiento de aire,
econdémicas y ambientalmente viables como los procesos biolégicos. El uso
de cultivos de microalgas como principal herramienta de captura y
aprovechamiento de carbono, ha ganado terreno como microorganismos
utilizados en una gran variedad de sistemas de valorizacion de emisiones y
biorrefineria. Sin embargo, existen limitaciones relacionadas con la operacién
y monitoreo de biorreactores que se estan estudiando para posibles
escalamientos y usos industriales. Dilucidar los diferentes fenomenos que
ocurren dentro del sistema, pardmetros cinéticos y posible aprovechamiento
de biomasa residual son los principales retos a estudiar como biotecnologias

ambientales.

En este trabajo se estudian dos diferentes sistemas de cultivos de microalgas
para el tratamiento y valorizacion biolégica de emisiones. En la primera parte,
se estudia un biotrickling filter (BTF) inoculado con un cultivo de microalgas-
bacterias, con capacidad de remover contaminantes como COVs y olores
emanados de una gran variedad de compuestos. En este estudio, se evaluo el
uso de un BTF para el tratamiento de vapores de acetato de etilo (EA) y control
de emisiones de CO: derivado de la mineralizacion biolégica de un COV
modelo. El sistema presentd eficiencias de eliminacion de EA (RE) de hasta el
90 % y una produccion real de CO2 con respecto a la tedrica de hasta el 5 %
a cargas de entrada (IL) de 34 a 54 g m=3 h'' y tiempo de residencia en lecho
vacio (EBRT) de 45y 106 s.



En la segunda etapa de esta investigacion se evaluo el efecto de un campo
magneético estatico (SMF) como estimulante en la fijacion de CO:2 por
microalgas en un fotorreactor AirLift (ARL). Se evaluaron diferentes tiempos
de exposicion, 6, 4 y 2 h a 45 mT como post-tratamiento de un reactor de
tanque agitado semi-continuo (S-CSTR) que trataba vapores de tolueno. El
CO2 producido en el S-CSTR se alimento al ARL, que se evalué en funciéon de
la sintesis biomasa, pigmentos y otras biomoléculas producidas, asi como del
rendimiento con respecto a la captura de CO:z y la eliminacion de tolueno
remanente. La captura de CO:2 a las 4 h de exposicion aumento hasta un 96
% respecto al ARL control (sin SMF), mientras que eliminé hasta un 45 % del
tolueno remanente. Sin embargo, la exposicion a las 6 h produjo el mayor
crecimiento de biomasa (12 % mas) en relaciébn con el ARL control. El
contenido en pigmentos a las 4 h de exposiciéon fue de 18.36 mg L' como
clorofila total contra 6.8 mg L del ARL sin SMF. Por lo tanto, la exposicion a
45 mT durante 4 h fue 6ptima considerando la disminucion de emisiones de
tolueno y COz2; asi como una alta produccion de pigmentos como subproducto

de valor afadido.

Finalmente, los resultados presentados en este trabajo, demuestran el
potencial del uso de cultivos de microalgas como solucién prometedora y
versétil en el tratamiento biolégico de aire, asi como en la valorizacién de
emisiones, sin mencionar que son procesos facilmente adaptables debido a
sus capacidades de asimilacion de diferentes fuentes de carbono,
favoreciendo modelos de economia circular a través del aprovechamiento de
biomasa microalgal generada para la obtenciéon de biomoléculas de valor

afadido.

Palabras clave: C0O., COVs, acetato de etilo, tolueno, biotrickling filter,

fotorreactor AirLift, microalgas, biomasa, emisiones, valorizacion.



ABSTRACT

Atmospheric pollution by volatile organic compounds (VOCs) and the increase
in global temperature due to greenhouse gases (GHGSs) such as carbon dioxide
(CO2) affect air quality and the health of the population, thus requiring
economical and environmentally viable air treatment alternatives such as
biological processes. The use of microalgae cultures as the main carbon
capture and utilization tool, has gained ground as microorganisms used in a
wide variety of emission valorization and biorefinery systems. However, there
are limitations related to the operation and monitoring of bioreactors that are
being studied for possible scale-up and industrial uses. Elucidating the different
phenomena occurring within the system, kinetic parameters and possible
utilization of residual biomass are the main challenges to be studied as

environmental biotechnologies.

In this work, two different microalgae culture systems for the treatment and
biological valorization of emissions are studied. In the first part, a biotrickling
filter (BTF) inoculated with a microalgae-bacteria culture, with the capacity to
remove pollutants such as VOCs and odors emanating from a wide variety of
compounds, was studied. In this study, the use of a BTF for the treatment of
ethyl acetate (EA) vapors and control of CO2 emissions derived from the
biological mineralization of a model VOC was evaluated. The system exhibited
EA removal efficiencies (RE) of up to 90 % and actual CO:2 production relative
to theoretical of up to 5 % at inlet loadings (IL) of 34 to 54 g m-3 h-1 and empty
bed residence time (EBRT) of 45 and 106 s.

In the second stage of this research, the effect of a static magnetic field (SMF)
as a stimulant in CO2 fixation by microalgae in an AirLift photoreactor (ARL)
was evaluated. Different exposure times, 6, 4 and 2 h at 45 mT were evaluated

as post-treatment of a semi-continuous stirred tank reactor (S-CSTR) treating

Vi



toluene vapors. The CO:2 produced in the S-CSTR was fed to the ARL, which
was evaluated in terms of biomass synthesis, pigments and other biomolecules
produced, as well as performance with respect to CO2 capture and removal of
remaining toluene. CO2 capture at 4 h of exposure increased up to 96 % with
respect to the control ARL (without SMF), while it removed up to 45 % of the
remaining toluene. However, exposure at 6 h produced the highest biomass
growth (12 % more) relative to the control ARL. Pigment content at 4 h of
exposure was 18.36 mg L as total chlorophyll versus 6.8 mg L of the ARL
without SMF. Therefore, exposure at 45 mT for 4 h was optimal considering
the decrease in toluene and CO2 emissions; as well as high pigment production

as a value-added by-product.

Finally, the results presented in this work demonstrate the potential of using
microalgae cultures as a promising and versatile solution in the biological
treatment of air, as well as in the valorization of emissions, not to mention that
they are easily adaptable processes due to their capacity to assimilate different
carbon sources, favoring circular economy models through the use of

microalgal biomass generated to obtain value-added biomolecules.

Keywords: CO2, VOCs, ethyl acetate, toluene, biotrickling filter, AirLift

photoreactor, microalgae, biomass, emissions, valorization.
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1 Antecedentes

1.1 Contaminacion atmosférica

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la contaminacion
atmosférica es responsable de 6.7 millones de muertes anuales [129]. En la
atmésfera se encuentran frecuentemente numerosos compuestos no
deseados que causan problemas en diversos ecosistemas. Esta mezcla
compleja de compuestos se conoce como contaminacion del aire, tanto en
ambientes exteriores como interiores. Aunque incluye una amplia gama de
agentes toxicos (Tabla 1.1), los principales y mas comunes son los
compuestos organicos volatiles (COVs) y los 6xidos de nitrégeno (NOx), que
son los principales precursores del smog fotoquimico. También se incluyen el
material particulado (PM), el ozono troposférico (Os), los 6xidos de azufre
(SOx), el monoxido de carbono (CO) y los gases de efecto invernadero (GEI),
como el diéxido de carbono (COz2), que representa hasta el 77 % de los GEI.
Las emisiones de CO:2 han aumentado significativamente desde 1960,
pasando de 9.34 millones de toneladas (Mt) a 36.44 Mt en 2019 [9, 77, 105].

Hablar sobre las fuentes de emisiébn de contaminantes gaseosos resulta
complicado debido a su amplia naturaleza y diversidad sectorial. Estas fuentes
varian segun su ubicacién geografica, la temporada del afio y el tipo de
contaminante. No obstante, podemos clasificarlas principalmente en fuentes
fijas y moéviles. Entre las fuentes fijas se incluyen centrales energéticas,
parques industriales, refinerias, el sector petroquimico, el sector agricola y
areas residenciales. Las fuentes moviles abarcan todo el sector del transporte,
impulsado por motores de combustion. Se estima que los automadviles, como

fuente mavil, son responsables de aproximadamente el 80 % de la
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contaminacion atmosférica actual. Ademas, existen otras fuentes
contaminantes de menor impacto, pero significativas, como las erupciones

volcanicas, los incendios forestales y las tormentas de arena [89].

Sin embargo, los niveles actuales de contaminantes en el aire continuaran
aumentando a medida que crezca la poblacion mundial y las actividades
humanas. Por lo tanto, es crucial desarrollar tecnologias econémicamente
viables y respetuosas con el medio ambiente para reducir los niveles de

contaminacion atmosférica tanto en entornos exteriores como interiores.

hv

/

COVs + NOx — 0,

Figura 1.1. Representacion de la emision de contaminantes atmosféricos y sus
principales reacciones quimicas (formacion de Oz troposférico como contaminante

secundario y principal causante del smog fotoquimico).

1.1.1 Efectos a la salud y medio ambiente

En términos de impacto en la salud humana, el dafio causado por estos
contaminantes esta estrechamente relacionado con el tipo de contaminante,

la poblacién afectaday, principalmente, con el tipo y duracién de la exposicion.
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Hay una notable diferencia en como el cuerpo humano responde a la
exposicion crénica o aguda. Incluso en dias con bajas concentraciones de
contaminantes, la poblacion susceptible y sensible a la contaminacion

atmosférica puede experimentar efectos adversos significativos.

La exposicion a corto plazo se asocia comunmente con sintomas como tos,
dificultad para respirar y otras enfermedades respiratorias, aumentando asi la
tasa de hospitalizaciones por problemas respiratorios. Por otro lado, la
exposicidon crénica puede conducir a condiciones como el asma crénica o la
insuficiencia pulmonar. Ademas, investigaciones recientes han vinculado los
contaminantes del aire con enfermedades cardiovasculares y mortalidad en
las ultimas dos décadas [77, 89]. Otros efectos adversos de los contaminantes
atmosféricos incluyen diabetes, impactos negativos en la salud mental y
trastornos perinatales que pueden resultar en mortalidad infantil y

enfermedades croénicas en la edad adulta [89].

Las particulas en suspensién estdn estrechamente relacionadas con
problemas respiratorios como el asma y otras enfermedades pulmonares.
Ademas, estas particulas pueden provocar problemas oculares y, debido a la
complejidad de sus componentes, reducir la esperanza de vida de la poblacion
expuesta. Los SOx y los NOx, como contaminantes primarios, contribuyen
significativamente a la formacion de lluvia &cida al reaccionar con el oxigeno
del aire, lo cual afecta principalmente los suelos agricolas y los ecosistemas

en general [70].

En cuanto a los COVs, estan principalmente asociados con varios tipos de
cancer y problemas del sistema nervioso debido a la exposicion crénica. Estos
compuestos son emitidos no solo por procesos industriales, sino que también
se han detectado concentraciones cada vez mayores en entornos interiores,

aumentando asi la exposicién de la poblacion a estos contaminantes. La
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exposicion a corto plazo puede causar irritacion en los ojos, la nariz, la

garganta y las membranas mucosas [89].

Los GEI como el CO2, ademéas de ser indicadores de la calidad del aire,
impactan directa e indirectamente en la salud humana cuando se encuentran
en altas concentraciones. Se ha documentado que concentraciones de CO2
superiores al 5 % pueden provocar acidosis respiratoria e hipercapnia, y
concentraciones superiores al 10 % pueden desencadenar convulsiones e
incluso causar la muerte en casos graves [74]. Estos gases también
contribuyen significativamente al aceleramiento de los procesos del

calentamiento global.

Tabla 1.1. Principales contaminantes atmosféricos. Adaptado de Koolen &
Rothenberg, (2019) [70].

Formula
Contaminante o Fuente Efecto a la salud
quimica
La exposicion cronica al amoniaco en el
aire puede aumentar el riesgo de irritacion
Amoniaco NH3 Agricultura respiratoria, tos, sibilancias, opresion en el
pecho y deterioro de la funcién pulmonar
en humanos [53].
El efecto fisiopatolégico més reconocido
Mornéxido de Quema de combustible  del mondxido de carbono es la hipoxia
CcoO comercial, institucional tisular, debido a su capacidad para unirse
carbono y doméstico a la hemoglobina para formar
carboxihemoglobina [78].
Afectan perjudicialmente la salud de las
Oxidos de Sectores de transporte  personas, incluida la funcién respiratoria,
nitrégeno NOx y energia el ingreso hospitalario y la muerte

prematura [66].




CAPITULO 1: INTRODUCCION

Tabla 1.1. Principales contaminantes atmosféricos (continuacién). Adaptado de

Koolen & Rothenberg, (2019) [70].

Contaminante

Formula

quimica

Fuente

Efecto a la salud

Compuestos
organicos

volatiles

Ozono

Material

particulado

Oxidos de

azufre

Gases de efecto

invernadero

COVs

PMioy
PMz2.s

SOx

CHa,
N20, CO2

Industria en general

COVs y NOx

Sector transporte,
comercial, institucional

y residencial

Sector energético

Sectores industriales,
agricultura y
actividades
antropogénicas en

general

Se ha reporta una gran variedad de
efectos a la salud por COVs debido
principalmente a su amplia gama de
grupos funcionales usos tanto domésticos
e industriales, sin embargo, generalmente,
a corto plazo pueden causar irritacion en
vias respiratorias, o0jos e incluso mareos,
por otro lado, la exposicion cronica suele
estar relacionada con  problemas
cerebrales ademés de distintos tipos de
cancer.

Afecta perjudicialmente la salud de las
personas, incluida la funcion respiratoria,
el ingreso hospitalario y la muerte
prematura [66].

Las PMs son capaces de penetrar
profundamente en los pulmones y entrar
al torrente sanguineo causando
problemas cardiovasculares,
cerebrovasculares y respiratorios. La
exposicion a largo plazo se ha
relacionado ademas con resultados
perinatales adversos y cancer de pulmon
[129].

La exposicion al SO2 se asocia
principalmente con asistencias
hospitalarias y visitas a salas de
emergencia por asma [129].

Los GEI afectan principalmente de
manera indirecta la salud de la poblacién,
por ejemplo, provocando muertes y
enfermedades por fendmenos
meteoroldgicos extremos cada vez mas

frecuentes, como las olas de calor [130].
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NH;
Irritacién respiratoria, tos,
opresion en el pecho y
daiios pulmonares.

co
Hipoxia tisular, debido a que
se une a la hemoglobina para
formar carboxihemoglobina.

NOx
Disminucion de la funcion
respiratoria. COVs
Irritacion en vias respiratorias,
ojos e incluso mareos, problemas
cerebrales ademas de distintos
tipos de cancer.

0;
Daiios en la funcion respiratoria.

SOx
La exposicion al SO, se asocia
principalmente con visitas a
. PM,, Yy PM, 5
salas de emergencia por asma.
Dafios pulmonares, ademas de
ingresar al torrente  sanguineo
causando problemas cardiovasculares,

cerebrovasculares y respiratorios.

GEI
Altas concentraciones puede llegar
a provocar acidosis respiratoria e
hipercapnia, incluso convulsiones.

Figura 1.2. Resumen grafico de los diferentes contaminantes en la atmosfera y

sus dafos a la salud.

1.1.1.1 Compuestos organicos volatiles (COVSs)

La OMS, clasifica a los COVs, como compuestos con un punto de ebullicién
inferior a 250 °C a presiones atmosféricas estandar de 101.3 kPa, sin
embargo, esta clasificacion también se subdivide en puntos de ebullicién de 0
a 100 ° C para COVs muy volatiles como gases, 100 a 250 °C para COVs que
se encuentran principalmente distribuidos en la superficie de cuerpos de agua,
aire e incluso superficies sélidas. Estos compuestos incluyen hidrocarburos
aromaticos, alifaticos, alcoholes, cetonas, aldehidos, éteres o halégenos y
provienen principalmente de fuentes naturales como transformaciones
biogénicas o incendios forestales, sin embargo, procesos antropogénicos
también emiten una importante cantidad de COVs, como procesos de refineria
y extraccién de petréleo, chimeneas industriales, fuentes méviles como

automoviles o de area como zonas residenciales y procesos de agricolas.

Debido a sus propiedades fisico-quimicas, estos compuestos tienen vida

media en la atmosfera desde pocos minutos hasta meses, recorriendo grandes




CAPITULO 1: INTRODUCCION

distancias en la atmosfera terrestre y causando dafios a la salud de la
poblacidn expuesta. Los COVs ingresan al organismo humano principalmente
mediante dos vias, nasal y a través de la piel, y aunque su toxicidad varia, en
general estos compuestos, causan desde patologias como asma, dermatitis o
problemas neuroldgicos, por otro lado, la sintomatologia incluye parestesias,
deficiencia visual y auditiva, pérdida de memoria a corto y largo plazo,
confusion, desorientacion, cambios emocionales y problemas motrices.
Ademas, COVs como el benceno, 1,3-butadieno y cloruro de vinilo estan
clasificados en el grupo 1 como cancerigenos para los seres humanos por la

agencia internacional para la investigacion del cancer [99, 100].

Debido a la gran variedad de grupos funcionales que componen los COVs, en
la atmosfera juegan un papel importante para los procesos de oxidacion
fotoquimica. Los COVs, en primera instancia se ven afectados por fotolisis o
reaccion con oxidantes como radicales OH, NOs y Oz, en presencia de Oz y
NOx, promoviendo luego de una serie de reacciones en fase gas, el smog
fotoquimico, estas reacciones, son dependientes de tres factores principales:
Energia en forma de radiacion UV solar, combustible como CO y COVs, y por
altimos un catalizador como los NOx [73, 122]. Las Ec. 1.1-1.7, presentan un
resumen de las reacciones quimicas en la atmosfera para la degradacion de
COVs y formacién de Os [12, 73, 110].

0; + hv - 0, + "'0(*D) (1.2)
'0(*D) + H,0 - 2'0H (1.2)

'OH + RCH, — H,0 + RCH;j (1.3)
RCH; + 0, —» RCH,0, (1.4)
RCH;0; + NO - RCH;0" + NO, (1.5)
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NO, + hv > NO' + ‘0(3P) (1.6)
‘0CP) + 0, - 0, (1.7)
e hv‘ \.
NO, 0; NO
Productos NO ; Carbonilo g HO,
(HNO;) (OH) (HO,) (H,0,)
D RO,
%O\o == — 0, 000@
N\ K

COVs , OH/NO,/0,/hv ‘ R'(H')

Fuentes biogénicas Fuentes antropogénicas

Figura 1.3. Reacciones en la atmosfera de COVs en fase gas. Modificado de (Shen
et al., 2013) [122].

1.1.1.2 Acetato de etilo (EA) como contaminante modelo

El acetato de etilo (EA) es un solvente orgénico volatil ampliamente utilizado
en diversas aplicaciones industriales como recubrimientos, fabricacién de
pinturas, esencias artificiales, productos de limpieza, aplicaciones
farmacéuticas e industria textil. Segun la Conferencia Americana de
Higienistas Gubernamentales e Industriales (ACGIH), el EA se considera un
compuesto de baja toxicidad. Sin embargo, estudios en animales de
laboratorio han demostrado que exposiciones agudas a altas concentraciones
de vapores de EA pueden causar narcosis transitoria, posiblemente debido a
efectos depresores sobre las funciones del sistema nervioso central. Ademas,

este compuesto es irritante y altamente explosivo, con un distintivo olor a frutas




& | &

CAPITULO 1: INTRODUCCION

[29, 31, 83, 140]. En la Tabla 1.2 se presentan las principales propiedades

fisico-quimicas del EA.

Tabla 1.2. Propiedades fisico-quimicas del acetato de etilo [52, 116].

Estructura )OLO A~
Formula empirica C4aHsO2
Peso molecular 88.11 g mol?
Punto de fusion -83°C
Punto de ebullicion 77 °C
Solubilidad en agua 0.1lgmLta21°C
Densidad relativa 0.902 a 20 °C
Presién de vapor 74.4 mm Hg a 20 °C
Constante de solubilidad de Henry (HeP) 6.2x102 mol m= Pa

1.1.1.3 Tolueno como contaminante modelo

El tolueno es un disolvente organico, incoloro y con un olor aromatico,
ampliamente utilizado en la industria. Se emplea en la produccion de
cosmeéticos, tintas, pegamentos, pinturas y gasolina. Aunque el tolueno se
puede absorber a través de la piel o el tracto gastrointestinal, la via tipica de
exposicién es por inhalacion. Después de la inhalacién, el tolueno puede
atravesar facilmente la barrera hematoencefalica y producir efectos similares
a los sedantes hipnoéticos, como las benzodiazepinas o el alcohol. Esta
exposicion afecta principalmente al sistema nervioso central, provocando
frecuentes dolores de cabeza, pérdida de memoria, mareos, depresion, fatiga,
atrofia cerebral e hipocampal, irritacion en los 0jos y una mayor tendencia a
dormir. Incluso, exposiciones cronicas al tolueno pueden provocar pérdida de

volumen cerebral.

Ademas, la exposicion por inhalacion a bajas concentraciones disminuye la

capacidad de aprendizaje espacial. En mujeres embarazadas, la exposicion

10
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cronica al tolueno puede provocar embriopatia, retrasando el crecimiento y
causando microcefalia en los recién nacidos. Estos nifios pueden presentar
una apariencia caracteristica de ojos hundidos, orejas bajas, puente nasal
plano, micrognatia y deficiencias cognitivas [132]. En la Tabla 1.3 se presentan

las principales propiedades fisico-quimicas del tolueno.

Tabla 1.3. Propiedades fisico-quimicas del acetato de tolueno [108, 116, 131].

Estructura @
Formula empirica C7Hs
Peso molecular 92.14 g mol?
Punto de fusion -95 °C
Punto de ebullicién 110.6 °C
Solubilidad en agua 0.535x102gmLta25°C
Densidad relativa 0.867 a 20 °C
Presién de vapor 28.7mmHga25°C
Constante de solubilidad de Henry (H¢P) 1.5x10° mol m3 Pal

1.1.1.4 Gases de efecto invernadero (GEI)

Los gases de efecto invernadero (GEI) son gases que absorben y emiten
radiacion infrarroja. Este efecto se produce cuando la energia solar calienta la
superficie de la Tierra, que emite radiacion infrarroja hacia la atmésfera, donde
es absorbida por los GEI. Esta absorcion provoca procesos de conveccion y
evaporacion. Sin embargo, las emisiones indiscriminadas de estos gases
atrapan el calor en la atmésfera, contribuyendo de manera significativa al

aumento de la temperatura global.

Estos cambios de temperatura provocan climas irregulares, aumentan el nivel
del mar y dafian los ecosistemas marinos, ademas de afectar las actividades
cotidianas de los seres humanos. Todos estos efectos causan lo que

conocemos como "cambio climatico global". Entre los principales GEI en la

11
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atmosfera se encuentran el vapor de agua, CO2, CH4, N2O, SO2y Os [51, 67,
139].

Debido al aumento de la poblacidon global, la urbanizacién y las actividades
industriales, se requiere una mayor cantidad de energia. Actualmente, esta
energia se obtiene principalmente de la quema de combustibles fésiles, los
cuales emiten grandes cantidades de gases de efecto invernadero como CO2
y CHa, incrementando la huella de carbono y generando una amplia gama de
impactos negativos en el medio ambiente. Se ha documentado que las
centrales eléctricas que utilizan combustibles fésiles como materia prima
contribuyen con alrededor del 33 al 40 % de las emisiones totales de CO:2 a

nivel mundial, lo que las convierte en el principal emisor de GEI.

Ademas, el cambio climatico produce sequias, degradacion del suelo y
acidificacion de los océanos. Segun el Acuerdo de Paris de 2015, el aumento
de la temperatura de la Tierra debe mantenerse por debajo de los 2 °C. Para
alcanzar este objetivo, es necesario capturar o almacenar al menos 1
gigatonelada (Gt) de CO:2 al afio hasta 2030 [40, 67, 139].

Tabla 1.4. Gases de efecto invernadero y sus principales fuentes de emision [139].

Gases de efecto invernadero Fuente de emision % de emision
en 2019

Di6xido de carbono (CO») %‘;ﬂ"ebsuyszoe?o‘:zsﬁggss“b'es 76

Combustiéon de biomasa y

Metano (CH.) . . 13
residuos agricolas
o Combustion de carbon,
Di6xido de azufre (SO,) . HSt . 7
petréleo y diésel
Oxido nitroso (N20) Uso de fertilizantes 3
Gases fluorados (CFCs, HCFs)  Refrigeracion 1

12
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1.1.1.4.1 Di6xido de carbono (CO2)

El CO2 en la atmosfera es un gas no téxico, incoloro e inodoro. Cada molécula
esta compuesta por un atomo de carbono unido mediante un doble enlace
covalente a dos atomos de oxigeno. El CO: es soluble en agua, donde forma
acido carbonico (H2COs) segun la reaccion reversible (Ec. 1.8), afectando el
pH del agua. La alta solubilidad y reactividad quimica del CO: facilita el
intercambio y equilibrio entre los océanos y la atmésfera [51]. En la tabla 1.5

Se presentan las propiedades fisico-quimicas del COx.

CO, + H,0 & H,CO, (1.8)

Tabla 1.5. Propiedades fisico-quimicas del diéxido de carbono (CO3) [102, 116].

C
Estructura O/ \\O
Formula empirica CO2
Peso molecular 44.01 g mol?
Punto de fusion -78.5°C
Punto de ebullicion -56.5 °C
Solubilidad en agua 0.003gmL?*a25°C
Densidad relativa 1.976 a0 °C
Presion de vapor 4.83x10* mm Hg a 25 °C
Constante de solubilidad de Henry (H¢p) 3.3x10** mol m= Pa?

El CO2 se emite en grandes cantidades a la atmosfera y es el principal GEI
responsable de los efectos directos e indirectos ocasionados por el cambio
climatico. Con respecto al siglo pasado, las emisiones de CO2 han aumentado
significativamente. Desde 1960, han aumentado de 9.4 Gt a 36.44 Gt en 2019,
y aunque en 2020 disminuyeron a 31.5 Gt, atribuido al confinamiento por
COVID-19, se espera que la tendencia a la baja rapidamente vuelva a
aumentar debido al acelerado desarrollo global. Este gas se emite
principalmente cuando se queman combustibles fosiles como carbon, gas

natural o petroleo. Sin embargo, otras fuentes de emisiones abarcan los

13
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desechos sélidos e incluso materiales o procesos bioldgicos [40, 64, 67, 105,
127, 139].

Un amplio abanico de procesos y fuentes emiten COg, las cuales se pueden
clasificar en antropogénicas y naturales. Se considera que las actividades
humanas son responsables de aproximadamente 1 °C del calentamiento del
planeta. El 70 % de las emisiones globales de CO:2 se atribuyen al uso de
combustibles fosiles en la generacion de energia, transporte y diferentes
procesos industriales. Sin embargo, las emisiones de CO:2 provienen de
fuentes moviles, fijas y de area, lo que requiere diferentes enfoques para su
combate (Fig. 1.4) [64].

Otras
energias 21%

10% Industria
25%

Electricidad y
Produccion de
calor

Figura 1.4. Contribucion de diferentes fuentes individuales a las emisiones totales
globales de CO,. Modificado de (Gur, 2022) [64].

La contribucion individual del CO2 y otros GEI se expresa en términos de su
potencial de calentamiento global (PCG), una medida de la cantidad de
energia absorbida por 1 tonelada de CO2 durante un tiempo determinado. El
CO2 se define con un PCG = 1, comparado con el CH4, que tiene un PCG

14
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aproximado de 25 en un horizonte temporal de 100 afios. Esto implica que el
GEI mas potente no es el COz, pero en términos de volumen, es el que mas

impacta sobre el cambio climético global [64].

Tabla 1.6. Principales fuentes de emision de CO; y sus métodos de prevencién

[139].
L Emisién de CO» .
Fuente de emision (GY) Propuesta de prevencion
Fuentes antropogénicas
Motores de combustién de 392 Captura de carbono.
combustibles fosiles Almacenamiento y utilizacion
Plantas de produccion de 113 Captura de carbono.
cemento Almacenamiento y utilizacion
Captura de carbono.
Generacion de energia 279 Almacenamiento y utilizacion,
(centrales eléctricas de carbon) integracion en la planta de
metanol
Transporte 191 Mezcla de combustibles con
biomasa
Manufactura industrial 178 Captura de Farbono. S
Almacenamiento y utilizaciéon
Cambios en el uso del suelo 13 -
Fuentes naturales
Respiracion vegetal, animal y 2 -
humana
Intercambio océano-atmésfera 7 -
Respiracion y descomposicién -
1.54
del suelo
Erupciones volcanicas 0.15 -

15
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1.1.2 Tratamiento y utilizacion de contaminantes
atmosféricos

El tratamiento de contaminantes atmosféricos como los COVs dependera en
gran medida de sus propiedades fisico-quimicas y termodinamicas, asi como
de las condiciones de la emision gaseosa. Los métodos de eliminacién de
COVs en fase gaseosa se pueden clasificar en procesos fisicos, quimicos e
incluso bioldgicos [111]. La eliminacion de COVs se lleva a cabo
principalmente mediante procesos de recuperacion o destruccion. Entre las
principales técnicas fisicoquimicas para la remocion de COVs se encuentran
la absorcién, adsorcién, procesos de oxidacion e incluso procesos

fotocataliticos.

Sin embargo, la seleccion del método de tratamiento dependera en gran
medida de la concentracion del contaminante, el consumo de energia y los
impactos ambientales, lo que puede convertir a los procesos fisico-quimicos
en tecnologias poco viables para emisiones diluidas de COVs. Los métodos
de separacion, principalmente fisicos, implican la captura del contaminante
mediante procesos de recuperacion como la absorcién y la adsorcion. Los
métodos de destruccion de COVs se basan en la incineracion térmica,
asociada al alto consumo energético debido a las altas temperaturas
empleadas. Aunque normalmente se utilizan catalizadores para contrarrestar
la alta demanda energética, aun se requieren temperaturas de 150 a 250 °C,
sin mencionar el costo e impacto ambiental por el uso de catalizadores. En la
Fig. 1.5 se muestran los principales sistemas de remocion de COVs en fase
gaseosa [72].
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Procesos convencionales de
tratamiento de COVs
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Figura 1.5. Procesos convencionales para el tratamiento de COVs. Modificado de
Revah & Morgan-Sagastume, (2005) y Krishnamurthy et al., (2020) [72, 111].

Respecto a las tecnologias para combatir los GEI, se emplean procesos de
captura y almacenamiento de carbono, con eficiencias de hasta el 90 % del
CO2 emitido. Estos procesos incluyen: captura, separacion y almacenamiento
(ej. subsuelo). Sin embargo, estos procesos resultan econémicamente poco
viables debido a los altos costos. Es por esto que las tecnologias emergentes
utilizan GEI como el CO2 como una fuente de carbono renovable para la
produccion de productos con valor agregado en diversos sectores econdémicos
e industriales. Las tecnologias convencionales de utilizacion se clasifican en:
reduccion electroquimica, reduccion fotocatalitica, metanizacion catalitica y

tecnologias de plasma [67].

Otros métodos quimicos utilizados para la separacion de CO:2 incluyen

absorcion para la formacién de sales, adsorcion mediante materiales solidos y
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captura mediante hidratacion a temperatura y presion determinadas. El CO2
también es utilizado para la produccion de bioenergia, donde el mecanismo
implica el cultivo, cosecha y posterior procesamiento de biomasa para
convertirla en biocombustibles [40].

1.2 Tratamiento biologico de aire

Los procesos de tratamiento bioldgico de aire se basan en el uso de
microorganismos con la capacidad de transformar los contaminantes en fase
gaseosa en compuestos menos téxicos, principalmente mediante reacciones
de oxidacion en fase liquida debido a la presencia de Oz en el aire y nutrientes

en la fase acuosa, produciendo generalmente CO:z y nuevas células.

En lo que respecta a la eliminacion de COVs en su fase vapor, la
biodegradacion implica principalmente mecanismos de transferencia de masa
gas-liquido. En primer lugar, los vapores de COVs y el Oz se solubilizan de la
emision gaseosa a la fase acuosa, donde los microorganismos llevan a cabo
las reacciones de biodegradacion. En dichas reacciones, los microorganismos
utilizan a los COVs como fuente de carbono y energia [111]. La fase de

equilibrio gas-liquido del contaminante se describe por la ley de Henry como:
Cgi = HiCCCli (19)

Donde Cg; es la concentracion del contaminante en la fase gaseosa, Hi“ es la

constante de solubilidad de Henry del contaminante y C;; es la concentracion
del contaminante en la fase liquida. La constante de Henry se encuentra en la
literatura en diferentes unidades, para la Ec. 1.8 se utiliza un coeficiente
adimensional C¢/C.. En este sentido, los compuestos con coeficientes mayores

a 0.01 se consideran volatiles, y a medida que el coeficiente aumenta, menos
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soluble es el compuesto [101, 111, 116]. Coeficientes de Henry menores a
0.01 adimensional, se recomienda tratarlos en biorreactores de crecimiento
suspendido, por el contrario, COVs mas insolubles en agua o con H superior
a 1 se recomienda eliminarlos en biorreactores de biomasa adherida [79, 134].

En este sentido, el mecanismo de transferencia va a depender del gradiente,
superficie y coeficiente de transferencia de masa general. El gradiente se
refiere a la diferencia entre el equilibrio y la concentracién real del
contaminante en la fase liquida (Ec. 1.9). Aunque los coeficientes de Henry se
pueden encontrar en la literatura, se ha reportado que los microorganismos
favorecen la solubilizacion de compuestos hidrofobos. Asi pues, la
transferencia de masa gas-liquido del contaminante, se describe por la Ec.
1.10 [111].

dc;; ) Coi
d_tl = kpa (Cj; — Cy) =ka (H_?C

1.10
—Cy) (1.10)

Donde kja es el coeficiente volumétrico de transferencia de masa (h?) y Cj; es

la concentracion de equilibrio del contaminante en la fase liquida.

Una vez que el contaminante se encuentra en la fase liquida, los
microorganismos se encargan de llevar a cabo la transformaciéon mediante
reacciones bioldgicas. En los procesos biolégicos para la eliminacion de
contaminantes se emplea una gran variedad de microorganismos, que
incluyen bacterias, levaduras y hongos. La seleccién del microorganismo
dependera en gran medida del sistema de tratamiento, el tipo y la carga del
contaminante, asi como de las condiciones y parametros operativos del
proceso. Sin embargo, debido a las caracteristicas de los sistemas de
tratamiento, especialmente a mayor escala, se utilizan comunidades mixtas de
microorganismos, conocidas como consorcios microbianos. Un ejemplo de

estos cultivos son los lodos activados.
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Entre las ventajas del tratamiento biolégico de aire sobre los métodos fisico-
quimicos se encuentra la temperatura, ya que los procesos biolégicos pueden
desempeiarse adecuadamente bajo rangos de temperatura de 10 — 40 °C y
presiones atmosféricas. Ademas, estos métodos son ecoldégicamente limpios
y econOmicamente viables debido a su bajo costo en comparacion con los
procesos fisico-quimicos convencionales. Sin embargo, uno de los parametros
mas importantes en los sistemas de tratamiento bioldgico es la solubilidad y la
biodegradabilidad del contaminante. Esto implica que dentro de los procesos
bioldgicos también se debe elegir el especifico a utilizar dependiendo de las
propiedades y caracteristicas del contaminante y de la emisién objetivo [111,
114].

Entre los diferentes sistemas de tratamiento biolégico, podemos encontrar
principalmente sistemas de biomasa suspendida o de biomasa adherida. No
obstante, la seleccion del sistema dependera del contaminante a tratar, del tipo
de microorganismos y del metabolismo implicado en la biotransformacién del
contaminante. Dentro de los sistemas de biofiltracion o de biomasa
suspendida, podemos encontrar variantes como los biorreactores AirLift (ARL),
donde el disefio del biorreactor provee una mejor homogeneidad del medio, o
los biorreactores de dos fases (TPPB), donde se adiciona una fase no acuosa
para mejorar la transferencia de masa gas-liquido de compuestos altamente

hidréfobos.

Los pardmetros operativos de sistemas de tratamiento biolégico de aire se
relacionan directamente con el desempefio del biorreactor, ademas, cada
sistema requiere de monitoreo especifico, sin embargo, los parametros de
operacion para evaluar el desempefio, se pueden resumir en las ecuaciones

gue se presentan en Ec. 1.11 — 1.15 [54].
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- QxCi, (1.11)
Vr

EC = QX (Cin - COut) (1-12)
Vr

C.— C 1.13

RE — in Out 100 ( )

Cin

1.14

EBRT = — (1.14)

1.15

GRT = — (1.15)

Donde IL, es la carga de entrada del contaminante (g m= h?); Q, es el flujo de
gas (m3 hY); ¢, y Cour, €S la concentracion de entrada y salida del contaminante (g
m-3); Vr es el volumen del reactor (m?); EC, es la capacidad de eliminacion del
contaminante (g m=2 hl); RE, es la eficiencia de remocién del contaminante
(%); EBRT, tiempo de residencia en el lecho vacio (biofiltros) (s); GRT, tiempo

de residencia del gas (biomasa suspendida) (s).
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Figura 1.6. Resumen de diferentes biotecnologias empleadas en el tratamiento de

aire y valorizacién de emisiones.

1.2.1 Biofiltracion

Entre los diferentes biorreactores utilizados en el tratamiento biolégico de aire
se encuentran los biofiltros. Desde hace casi un siglo, se han empleado los
biofiltros para la eliminacién de compuestos olorosos provenientes de plantas
de tratamiento de aguas residuales (PTARS). En la actualidad, los biofiltros y
sus diferentes configuraciones siguen siendo los biorreactores mas utilizados
para eliminar compuestos toxicos presentes en el aire. Estos biorreactores
consisten en la inmovilizacion de microorganismos activos en materiales de
soporte. Los microorganismos presentes en el biofiltro transforman los
contaminantes mediante diversos mecanismos como absorcion, adsorcion,
difusién y biodegradacion, convirtiendo contaminantes como los COVs en

productos como COz, agua y nuevas células.
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La transformacion de los contaminantes se lleva a cabo por el flujo de
contaminantes a través del material de soporte, la transferencia a la fase
liquida y posteriormente a la biopelicula, donde tiene lugar la oxidacion
biolégica de los COVs (Fig. 1.7). Sin embargo, en los biofiltros convencionales
(BF) no se utiliza una fase acuosa movil; el gas contaminado se humidifica
previamente en una camara separada del biofiltro, lo que facilita la
biodegradacion de COVs hidrofobicos. Normalmente, la biopelicula que se
forma adherida a los materiales de soporte esta compuesta por mezclas de
microorganismos [13, 101, 114, 123].

Metabolitos

y CO, e

Contaminantes
y O, ’

Gas | Liquido \ Biopelicula

Figura 1.7. Mecanismo general de emocién de contaminantes en procesos de
biofiltracién. Modificado de Gabaldén et al., (2020) [60].

Una de las grandes ventajas en la utilizacidon de biofiltros son los bajos costos
de inversion y operacion. Ademas, la ausencia de emisiones residuales, las
bajas caidas de presion y las altas eficiencias registradas bajo el tratamiento
de altos volumenes de aire, convierten a los biofiltros en sistemas rentables
para el tratamiento de contaminantes atmosféricos. Sin embargo, entre las
desventajas se puede presentar la obstruccion del medio debido a particulas

finas en suspension, el deterioro y envejecimiento del material de soporte, la
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baja eficiencia a altas concentraciones de contaminante e incluso la dificultad
en el control de humedad y pH [13, 101, 123, 134].

La biopelicula es un factor clave en el disefio y operacion de biofiltros. El
espesor de la biopelicula depende de diferentes factores, entre los que
destacan el tipo de contaminante, la velocidad del flujo, el tipo de material de
soporte y la configuracion del biorreactor. El espesor suele variar desde
micrometros hasta 1 cm, aunque normalmente los espesores de biopelicula se
observan en promedios de 1 mm o menos. Este factor es importante, ya que
afecta directamente la penetracion del sustrato, el oxigeno y los nutrientes
necesarios para el crecimiento microbiano. Respecto al material filtrante o de
soporte, es importante que tenga caracteristicas como una alta area superficial
especifica, alta porosidad, alta capacidad de retencion de agua y disponibilidad
de nutrientes. Materiales como turba, suelo, compost y astillas de madera son
basicos en el uso de lechos filtrantes debido a su alta disponibilidad y viabilidad
econdmica [101, 134].

Los niveles de oxigeno son cruciales para el rendimiento de los biofiltros,
aungue su importancia varia segun el caso. Se ha encontrado que el aire
enriquecido con oxigeno mejora el rendimiento, sefialando al oxigeno como
un factor limitante. En contraste, otros estudios no observaron mejoras en la
eliminacién de cetonas con mayor oxigeno, indicando que los efectos cinéticos
eran mas importantes que los de difusion. Los biofiltros de alto rendimiento o
con biopeliculas gruesas son mas susceptibles a los efectos del oxigeno, ya
gue pueden existir zonas profundas de la biopelicula a las cuales no llega
suficiente oxigeno. Nutrientes esenciales como el N, P y S son necesarios para
el desarrollo metabdlico de los microorganismos y deben mantenerse en
constante adicion para llevar a cabo los procesos de biodegradacién de COVs.

Estos nutrientes se agregan al medio mediante una solucion rica en sales, la
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cual contiene macro y micronutrientes especificos segun el objetivo, el

contaminante y la configuracion del biorreactor [101, 114, 134].

El pH es crucial en la biofiltracion, ya que afecta directamente la actividad
microbiana. La mayoria de los microorganismos en biofiltros son neutrofilos,
con un pH optimo alrededor de 7. Estudios muestran que la degradacion de
BTEX es maxima entre pH 7,0 y 8,0. Sin embargo, la degradacion de
alquilbenceno mejora con un pH mas alto, y la eliminacion de estireno es mas
eficiente en medios neutros. Los COVs con heterodtomos forman productos
acidos que reducen el pH, afectando a los microorganismos y causando
corrosion. Observaciones similares se han reportado durante la degradacion
de COVs debido a la formacion de intermediarios acidos. Entre los materiales
organicos empleados en los biofiltros, el suelo tiene la mejor capacidad
intrinseca de amortiguacion del pH, seguido por el compost y las astillas de
madera. Para mantener un pH neutro, se insertan materiales tampon en los
lechos filtrantes, como carbonato de calcio y dolomita. El pH también se puede
controlar mediante el riego del lecho con soluciones nutritivas que contienen
tampones de pH, como acidos y bases fuertes, ademas de buffer de fosfatos.
La optimizacion de estas soluciones nutritivas sigue siendo un area de estudio
desafiante [101, 114].

1.2.1.1 Biotrickling filter (BTF)

Una variante de los biofiltros es el biotrickling filter (BTF) (Fig. 1.8). En este
tipo de biorreactor, el gas se transporta a través de un lecho filtrante mientras
se irriga continuamente una solucidon acuosa con los nutrientes esenciales
requeridos por los microorganismos para llevar a cabo las reacciones
bioldgicas de transformacion de contaminantes. Respecto al flujo de gas y fase
acuosa, estos pueden fluir en contracorriente o de manera descendente, y se
ha demostrado que estos diferentes flujos no afectan el desempefio del

biorreactor. Los materiales filtrantes en el BTF deben permitir ambos flujos
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para favorecer el desarrollo de la biopelicula sin causar desprendimientos
debido a flujos turbulentos. Por esta razén, a diferencia de los BF, en los BTF
se utilizan materiales inertes como resina, ceramica, poliuretano o espuma [13,
101, 114, 123.

Debido a la irrigacion continua en el BTF, estos biorreactores son mas
adecuados para la remocién de COVs solubles en agua. La fase acuosa
constante que fluye a lo largo del biofiltro permite una flexibilidad y un mejor
control de parametros como el pH en los lixiviados del biofiltro. Los BTF se
pueden aplicar a una amplia variedad de contaminantes, y en estos sistemas
se controlan de manera mas efectiva variables criticas del proceso. Gracias a
los mecanismos de lixiviacion, se eliminan del sistema metabolitos
potencialmente toxicos o no deseados en el biorreactor [13, 101, 114]. En un
BTF, los COVs son la unica fuente de carbono y energia disponible para los
microorganismos, al igual que en los BF. El primer paso para la transformacion
del contaminante es la transferencia del compuesto gas-liquido, donde el
contaminante es absorbido primero por la fase liquida que rodea la pelicula
microbiana. Posteriormente, se difunde hacia la biopelicula mediante
mecanismos de difusion de Fick, donde finalmente ocurren los procesos de

biodegradacion del contaminante [13].

La biopelicula responsable de la biodegradacion de COVs esta compuesta por
diversos microorganismos como bacterias, hongos, algas y protozoos de tipos
aerobios, anaerobios y facultativos. Estos microorganismos se adhieren a la
superficie del medio filtrante formando una capa delgada, viscosa y gelatinosa.
Debido a los altos niveles de oxigeno suministrados en la emision gaseosa,
los organismos que predominan en el biorreactor son los de metabolismo
aerobio. Sin embargo, en las zonas mas profundas de la biopelicula pueden
desarrollarse condiciones anaerobias que permiten la eliminacion de

contaminantes en ausencia o limitacion de oxigeno. El oxigeno es una variable
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crucial en la operacion de BTF, ya que afecta el rendimiento del biorreactor.
La limitacién de oxigeno puede ocurrir si la profundidad de penetracion del

oxigeno en la biopelicula es menor que la del contaminante [13, 114].

Goteo continuo
Aire
tratado

L

Z

Material de
empaque
inoculado con
micreorganismos

Solucion de
nutrientes

Aire y
contaminado

Recirculacion de lixiviados

Figura 1.8. Representacion esquematica de un biotrickling filter (BTF).

1.2.1.1.1 Biofiltracion de vapores de acetato de etilo

El acetato de etilo se considera un compuesto afin a medios acuosos debido
a su constante de la ley de Henry y su solubilidad de 0.1 g mL* a 21°C [52].
Estas propiedades favorecen su biodegradacion en sistemas con alto
contenido de agua como los BTF. La biodegradacién completa esta dada
principalmente por la Ec. 1.16;

C,Hg0, + 50, > 4C0, + 4H,0 (1.16)

Sin embargo, cuando el acetato de etilo no se degrada completamente, se
producen compuestos intermedios como etanol y acido acético, debido a la

accion de la enzima acetilesterasa, como se ha reportado en estudios previos.
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Estos compuestos intermedios provocan variaciones de pH en el medio, lo que

hace necesario monitorear constantemente el biorreactor [31, 48, 71].

Otra variable critica en la biofiltracibn de compuestos hidrofilicos como el

acetato de etilo es el EBRT. Se requieren tiempos de contacto especificos

entre las diferentes fases para lograr una transferencia de masa eficiente de

gas-liquido y posteriormente liquido-biopelicula. EBRTs demasiado cortos

impediran los procesos de difusién, principalmente hacia la biopelicula. En la

tabla 1.3 se presentan trabajos previos de biofiltracion de vapores de acetato

de etilo.

Tabla 1.7. Trabajos previos respecto al tratamiento por biofiltracion de vapores de
acetato de etilo.

Confiquracion Carga de Capacidad de Eflc;eenma Produccion de Referencia
9 entrada eliminacion y CO2
remocion
Biofiltro
convencional y 60 g m23ht 60 g m=ht 100 % 400gm3ht [128]
lodos activados
Biofiltro
. 2 -
convencional y 85gm=ht 76.5gm=3h1 ~90 % S:iogtacl:egoz [59]
lodos activados
Biofiltro
convencional y 180gm=hl 180gm=3hl* ~100 % N.R. [32]
lodos activados
Biofiltro
convencional y 120gm=htl 120gm=3hl* ~100 % 70?09[;':(;;:02 [31]
lodos activados
Biofiltro
;c;r;ﬁ(‘)%oonnig 421gm3h? 320 gm3ht ~80 % N.R. [140]
putida
Biofiltro
convencional y 250gm3ht 250gm3ht* 100 % 350 g m3ht [5]
lodos activados
SlIJ(I)tti:/ngrlrI]ri])?t(f)”ter Y 600gmihl 600gmihi*r  >97% N.R. [71]
Biowrickling fitery e o maht  400gm3ht  ~95% N.R. [86]
lodos activados
Biofiltro
f:enzvggcd'znal y 160gm3ht 160gm3hi*  ~100 % N.R. [48]
bacterias

* Tasas reportadas como valor maximo del total de operacion.
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1.2.2 Biorreactores de biomasa suspendida

Los biorreactores de biomasa suspendida, como el reactor de tanque agitado
semi-continuo (S-CSTR), son una configuracion ampliamente utilizada en
biotecnologias ambientales (Fig. 1.9). Este sistema emplea biomasa en
suspension y una fase liquida en lote con agitacibn magnética. La
caracteristica principal del S-CSTR es la adicion continua de una fase gaseosa
que puede contener el sustrato/contaminante o simplemente aire (oxigeno)
necesario para que los microorganismos lleven a cabo procesos metabdlicos
aerobios. Esta alimentacién implica la transferencia inicial del gas a la fase
liquida, seguida de las reacciones de biodegradacion en la fase acuosa del
biorreactor, donde los COVs se transforman en productos inocuos como CO2

y agua [17].

La principal diferencia entre los biorreactores de crecimiento suspendido (S-
CSTR) y los empacados (biofiltros), radica en el crecimiento y desarrollo de
los microorganismos, asi como en la aplicacion del biorreactor y las
propiedades fisico-quimicas de los contaminantes objetivo. Una de estas
propiedades es la solubilidad del COV. Se ha demostrado que cuando el
coeficiente de Henry del COV es menor a 0.01, se pueden biodegradar de
manera mas efectiva en biorreactores de crecimiento suspendido, mientras
gue los contaminantes mas insolubles en agua o con H superior a 1 se pueden
eliminar de manera mas efectiva en biofiltros [79]. Ademas, en los sistemas de
biomasa suspendida, aunque existe la posibilidad de acumulacién de
metabolitos téxicos, se observa una notable mejora en los parametros criticos

de operacion para el tratamiento de emisiones [17].

Sin embargo, no siempre el Gnico objetivo de un biorreactor es la eliminacién
de un contaminante. En el caso de las biotecnologias ambientales, también se
pueden utilizar para la valorizacion de emisiones mediante la biomasa

producida. En este sentido, un S-CSTR presenta ventajas sobre otros
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biorreactores en cuanto a la produccién y aprovechamiento de la biomasa. Un
S-CSTR es capaz de producir cantidades significativas de biomasa,
dependiendo del tipo de contaminante y las condiciones operativas del

sistema, si asi se requiere.

Puerto de muestreo
fase liquida

S — —b
Aire Aire
contaminado tratado

Agitador

Figura 1.9. Representacién esquematica de un reactor de tanque agitado semi-
continuo (S-CSTR).

1.2.2.1 Tratamiento semi-continuo de vapores de tolueno

La eliminacion de vapores de tolueno se ha estudiado ampliamente; sin
embargo, los procesos aplicados para su eliminacién dependen de factores
como la concentracidon, las condiciones del sistema y consideraciones
econdémicas. En lo que respecta a la biodegradacion de tolueno sin el uso de
biofiltros y sus variantes, hay menos investigaciones disponibles. Se ha
demostrado que los biorreactores de biomasa suspendida muestran buenos
resultados en la eliminacion de tolueno. No obstante, los sistemas de biomasa
suspendida aun enfrentan desafios como la limitada transferencia gas-liquido

debido al alto coeficiente de Henry del tolueno (1.5x103 mol m3 Pal) [76, 116].
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La baja transferencia de masa conlleva varios efectos adversos: menor
disponibilidad de contaminantes, posible inhibicion microbiana y limitacion de
oxigeno en altas cargas de tolueno. Ademas, aumentar el flujo de aire para
suministrar mas oxigeno puede resultar contraproducente debido al
incremento en costos o a la volatilizacion del contaminante [76]. La completa
transformacién del tolueno esta representada por la Ec. 1.17 Sin embargo, la
degradacion incompleta del tolueno puede llevar a la acumulacién de
metabolitos toxicos en el sistema; Lebrero et al., (2016) [76], detectaron oxime-
metoxi-fenilbenceno, acido 1,2 benceno dicarboxilico, 2-(2-etoxietoxi) etanol,
a-dimetilamino 4-etoxi o-cresol, lo que sugiere, diferentes rutas metabdlicas

para la biodegradacion de tolueno, segun la comunidad microbiana empleada.

CcH<CH; + 90, - 7CO, + 4H,0 (1.17)

En la actualidad, los estudios sobre biodegradacion de tolueno se enfocan
principalmente en el uso de cultivos de bacterias y hongos, sin embargo, en la
tabla 1.8 se presentan trabajos respecto a la utilizacion de tratamientos

basados en microalgas como alternativa a los cultivos convencionales.

Tabla 1.8. Trabajos previos respecto al tratamiento de vapores de tolueno por

biorreactores de biomasa suspendida.

Eficienci
. . Carga de Capacidad de iciencia Produccion .
Configuracion . . de Referencia
entrada eliminacion ., de CO2

remocion

Biorreactor de
3 p-1 3 Kl ~ 0 3%
lecho fluidizado 120gm=h 120gm=h 100 % 4.33gm [104]
Biorreactor de
tanque agitado 6 gm3ht 54gm3ht  ~90% N.R. [23]
(utilizado en aire
de interior)
Biorreactor de 289 g C-CO2
. ~1200g m3 ht 242 gm3nt ~20 % 87

lecho fluidizado 9 9 0 totales [87]
Fotobiorreactor
tubular alga- ~23gm3ht ~20gm3ht ~ 88 % -8.2gm3ht [103]

bacteria
* Tasas reportadas como valor maximo del total de operacion.
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Tabla 1.8. Trabajos previos respecto al tratamiento de vapores de tolueno por

biorreactores de biomasa suspendida (continuacion).

. Eficiencia .
Carga de Capacidad de Produccion .
L . de Referencia
entrada eliminacioén ., de CO>
remocion

Configuracion

Fotobiorreactor

AirLift alga- 330gm=3ht 300gm3ht ~90 % ~17 g m3* [76]
bacteria

Biorreactor de

pelicula 272 g m3 hl* 113 g m=3 h'1* > 90 % N.R. [27]
suspendida
Biorreactor de
tanque agitado
(tratamiento de
tolueno en
mezclas
provenientes la
industria del
cuero)

* Tasas reportadas como valor maximo del total de operacion.

42 g m3 hix 42 g m3 hix ~100 % N.R. [24]

1.2.3 Emisiones de CO: por sistemas de tratamiento

biologico de aire

Los sistemas de tratamiento bioldgico de COVs y olores, como los biofiltros,
representan una tecnologia rentable, limpia y respetuosa con el medio
ambiente, especialmente efectiva para la eliminacion de contaminantes
diluidos (< 1000 ppm) en grandes volumenes de aire. En este contexto, el
crecimiento microbiano suele estar limitado por la transferencia del
contaminante, la disponibilidad de nutrientes y otros paradmetros criticos de
operacion. Una vez transformado el contaminante, los productos finales del
carbono se distribuyen entre CO2, biomasa activa y sustancias poliméricas
extracelulares (EPS). En algunos casos, la biomasa puede ser aprovechada
para la obtencion de productos de valor agregado, lo cual reduce los costos

operativos y puede generar beneficios econdmicos.
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En estos sistemas, no es sencillo cuadrar los balances de carbono, ya que se
estima que entre el 10 % y el 50 % del carbono degradado sigue sin ser
completamente rastreado. Esto se debe a aspectos como la actividad
metabdlica del cultivo que ain no estan completamente entendidos. Se ha
observado que el carbono faltante puede terminar en otros productos
microbianos solubles, metabolitos, polimeros de almacenamiento interno e
incluso en compuestos volatiles como el CO, aunque los informes especificos
sobre CO son limitados [18, 34].

Gas
s COQ
Volatiles
A
4 Solido
o - 24
. ® . « EPS
Contaminante [—] » °* Biomasa
Biopelicula Destino final del carbono
ek @
] ®
Aire e
—
Liquido
- SMP

« Metabolitos

Figura 1.10. Conceptualizacion esquematica de los posibles puntos finales del
carbono en sistemas bioldgicos posterior a la biodegradacion de COVs. Modificado
de Bordoloi & Gostomski, (2019) [18].

Sistemas de tratamiento como los biofiltros, reportan recuperaciones de CO2
de entre 40 y 90 % por la mineralizacién de COVs, estos porcentajes pueden
variar segun el tipo de contaminante, configuracion y parametros de operacion
[18]. Si bien, el CO2 que proviene de sistemas de tratamiento bilégico de aire,
no se encuentra entre los principales emisores de este GEl, la valorizacion del
CO2 como principal destino final del carbono, puede representar una
alternativa prometedora. En este sentido, se han reportado pocos trabajos
respecto a la valorizacion de emisiones de CO2 que provienen de biofiltros [34].
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1.3 Valorizacion de emisiones y
biorrefineria

En la actualidad, la mera biorremediacion ambiental ya no es suficiente dado
el agotamiento acelerado de recursos finitos. Nos encontramos en una era que
demanda la implementacion de modelos de economia circular. En este
contexto, las biotecnologias para el tratamiento de contaminantes
atmosféricos no solo ofrecen ventajas econdmicas y ambientales sobre
sistemas fisicos o termoquimicos, sino que diversos estudios han demostrado
su potencial para la obtencion de moléculas precursoras de productos de valor
agregado en la industria a partir de la biomasa utilizada en la biodegradacion.
La valorizacién de emisiones presenta multiples ventajas. Dependiendo del
sistema bioldgico, los microorganismos y la operacion del biorreactor, es
posible obtener una amplia gama de productos con valor agregado. Ademas
de eliminar los contaminantes presentes en el aire, que constituyen una fuente
de numerosos problemas de salud, estos sistemas de valorizacion de

emisiones contribuyen significativamente a mitigar estos impactos.

En este contexto, los sistemas de captura de carbono no se limitan inicamente
a estrategias para combatir el cambio climatico; también representan enfoques
integrados para obtener beneficios econdmicos a partir de emisiones
residuales, dentro del marco de la biorrefineria. Este concepto se define como
el procesamiento sostenible de biomasa para generar una variedad de
productos comercializables y energia. Este enfoque promueve la produccion
biolégica sin residuos al valorizar emisiones secundarias en procesos
productivos. En consecuencia, la biorrefineria se establece como el método

mas eficiente para el procesamiento de la biomasa residual [38].

Un ejemplo notable de estos productos de valor agregado se encuentra en los

biofiltros y otros biorreactores que promueven el crecimiento de biomasa en
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forma de biopelicula. Estos sistemas han sido estudiados por su potencial en
la produccién de EPS, biopolimeros con diversas aplicaciones en los sectores
ambiental, alimentario y médico. Ademas, se ha investigado ampliamente el
uso de cultivos de microalgas para la obtencion de moléculas de interés
industrial como antioxidantes, lipidos, carbohidratos y proteinas. La
versatilidad de estos cultivos permite su aplicacion utilizando diferentes
sustratos, incluyendo contaminantes, modificando asi la fuente de carbono de
acuerdo con la ruta metabdlica del compuesto de interés que se desea

sintetizar.

1.3.1 Cultivos de microalgas

Se han propuesto diversos métodos para la eliminacion del CO2, como la
absorcion quimica, la inyeccién directa al subsuelo o la retencién en materiales
porosos. No obstante, una tecnologia innovadora es el uso de procesos
biolégicos, donde los microorganismos, especificamente las microalgas,
contribuyen a la eliminacion de contaminantes en el agua y el aire. Las
microalgas son organismos fotosintéticos con una alta capacidad para capturar
y utilizar CO2 como fuente de carbono inorganico para su crecimiento. Estos
microorganismos aprovechan energia luminica natural o artificial, exhibiendo
tasas de crecimiento y capacidades de captura de CO2 superiores a las plantas
terrestres. A través del proceso de fijacion de carbono, las microalgas
convierten el CO2 en Oz, moléculas organicas y nuevas células (Fig. 1.11).
Algunos géneros ampliamente utilizados en estos procesos bioldgicos

incluyen Chlorella, Spirulina, Nannochloropsis y Scenedesmus [65, 80, 136].

6CO, + 6H,0 + Luz — C4H;,04 + 60, (1.18)

La fotosintesis oxigénica se divide en dos fases: las reacciones de luz y las de

oscuridad. En las reacciones de luz, la energia luminica es captada por
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pigmentos (clorofila, carotenoides y ficobilina) en las membranas de los
tilacoides de los cloroplastos. Los electrones excitados se transportan a través
de la cadena de transporte de electrones, dividiendo una molécula de agua en
protones, electrones y oxigeno (liberado a la atmdsfera). Los protones generan
energia en forma de ATP y NADPH, esenciales para las reacciones de
oscuridad, donde el CO:2 se reduce a carbohidratos en el estroma a través del
ciclo de Calvin-Benson [41]. La fijacion de carbono por microalgas representa
beneficios econdémicos debido a su estructura celular simple y poco
requerimiento de espacio, ademas de consumir grandes cantidades de
nutrientes. Esta tecnologia es amigable con el medio ambiente y

ambientalmente sustentable [141].

El carbono contenido en las células de microalgas representa mas del 50 %
del peso seco, lo que significa que estas células necesitan aproximadamente
2 unidades de CO: para producir una unidad de biomasa de microalgas [136].
La biomasa se refiere a la cantidad de células nuevas listas para continuar con
la transformacion biolégica. Ademas de su capacidad para capturar CO2, esta
biomasa puede generar compuestos de valor agregado para la industria. Las
microalgas contienen una amplia variedad de metabolitos primarios como
lipidos, proteinas y carbohidratos, asi como metabolitos secundarios como
pigmentos (ej. clorofila) y compuestos fendlicos. Estos compuestos son
utilizados en varios sectores como bioenergia, alimentos, cosmética y
farmacéutica, entre otros. Esto convierte a los cultivos de microalgas en una
excelente alternativa no solo en tecnologias de captura de carbono, sino

también en tecnologias de biorrefineria [80].
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Figura 1.11. Representacion esquematica de fotosintesis por microalgas.

El aprovechamiento del CO2 antes de su emision a la atmdsfera aporta
beneficios econdmicos a través de las microalgas, gracias a sus altas tasas de
crecimiento y produccion de biomasa. Esto promueve modelos de economia
circular y contribuye a reducir la huella de carbono. Las microalgas son
fundamentales para la vida tal como la conocemos, ya que constituyen la base
de la cadena tréfica. Son unos de los organismos mas eficientes en la
asimilacion de CO: en el planeta, con rendimientos fotosintéticos hasta 10 - 50
veces superiores a los de las plantas terrestres, lo que las convierte en objeto
de gran interés para la investigacion [65]. Ademas de su papel en la captura
de COz, los cultivos de microalgas también presentan importantes ventajas en
la biodegradacion de COVs, otro tipo de contaminante atmosférico. Estos
microorganismos pueden mostrar capacidades mixotroficas, lo que significa
que pueden utilizar diferentes fuentes de energia, como compuestos

organicos, con una minima necesidad de luz [25, 109].
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1.3.1.1 Captura de CO2

La evolucion de los cloroplastos dentro de las células microalgales permitio
gue estos organismos se convirtieran en fabricas consumidoras de CO2 como
fuente de carbono, para la producciéon de una amplia variedad de compuestos
organicos. Durante los procesos de captura de carbono, se llevan a cabo
multiples reacciones biolégicas que dependen tanto de la luz como de otras
fuentes de energia, con el objetivo de realizar la fotosintesis y capturar COo..
Estas reacciones tienen lugar especificamente en los cloroplastos, organulos
que poseen una membrana de dos capas que contiene tilacoides y estroma.
Los tilacoides son estructuras en forma de sacos dispuestos en discos y
rodeados por el estroma, la matriz liguida donde ocurren las reacciones
dependientes de la luz. Estas proporcionan la energia necesaria para los
procesos de fijacion de carbono, como el ciclo de Calvin-Benson [38].

En los biorreactores con alimentacion en fase gaseosa, la captura simple y
difusiva de CO:2 disuelto por microalgas es relativamente poco comun en la
naturaleza. Aunque estos cultivos tienen una alta afinidad por las moléculas
de COz2, el carbono inorgénico disuelto generalmente se encuentra en forma
de H,CO5,HCO3,CO3~ . La mayoria de los cultivos de microalgas prosperan en
un rango de pH de 7 a 8.4, condiciones en las cuales el carbono inorganico
estd mayormente disponible como ion bicarbonato (HCO3) (Fig. 1.12), En este
contexto, el CO2 disuelto en el medio liquido representa menos del 1% del

carbono inorganico total disuelto.

Asi pues, las microalgas pueden asimilar carbono por captura activa y directa
del ion HCO3, transporte activo de CO:2 y finalmente a través de la enzima
anhidrasa carbonica externa a la membrana plasmatica [38]. Las Ec. 1.19 —
1.21y la Fig. 1.12, muestran la distribucién del carbono inorganico respecto al
pH del medio, considerando constantes de disociacion del H,CO5; en agua de
mar en un rango de salinidad de 0 —45°Cy 5 —45g L1 [95].
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[H,CO5] =1 —[HCO3] — [CO%‘] (1.19)
c03) = <2 (1.21)
H,C0; HCO; coz-

Fraccion de la especie

Figura 1.12. Diagrama de especiacion del &cido carboénico (H,CO3).

1.3.2 Fotobiorreactor AirLift (ARL)

Los microorganismos como las microalgas requieren condiciones especificas
para su crecimiento y desarrollo, como un medio de crecimiento ligeramente
alcalino, temperatura y presion ambiental, ciclos de luz/oscuridad, y una
adecuada aireacion. Estas condiciones se logran mediante el disefio de
fotobiorreactores (PBR), sistemas de cultivo enfocados principalmente en la
captura de CO2 o la produccion de productos con valor afiadido para diversas

industrias.
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Los cultivos de microalgas pueden cultivarse en PBR abiertos o cerrados. En
los estudios de valorizacion y tratamiento de emisiones, los PBR mas
utilizados son los sistemas cerrados, ya que no permiten el intercambio de
gases con el ambiente exterior, presentan bajo riesgo de contaminacion,
flexibilidad metabdlica y una hidrodinamica controlable. Ademas, estos
sistemas suelen tener una mayor superficie expuesta a la luz, reduciendo el
efecto de sombra, que es una de las principales causas de inhibicién en los
sistemas de cultivo abiertos. En general, estos biorreactores proporcionan a
las microalgas un entorno adecuado para su crecimiento y desarrollo. En el
disefio de los PBR se consideran y monitorean parametros criticos como la
temperatura, luz (natural o artificial), pH, nutrientes y la mezcla del medio, con
el objetivo de maximizar el rendimiento de captura de carbono y el crecimiento
de biomasa. En la actualidad, existen diferentes disefios de PBR con la
finalidad de aumentar el desempefio del reactor y obtener beneficios

econdémicos y de sustentabilidad [6, 65].

Los PBR mas utilizados son los tubulares verticales, donde se produce una
gran cantidad de biomasa en tiempos cortos de cultivo, gracias a su eficiencia
en la recepcién de luz utilizando materiales transparentes como plastico o
vidrio y agitacibn neumética. Los fotorreactores verticales mejoran la
transferencia de masa gas-liquido al ubicar el difusor de aire en la parte inferior
de la columna. En este contexto, el fotorreactor ARL (Fig. 1.13) representa un
avance sobre los reactores convencionales de columna de aire. Su disefio
divide verticalmente la columna en zonas de flujo ascendente y descendente
de aire. Esta configuracion permite dirigir el flujo de gas contaminado desde
las zonas oscuras hacia las zonas iluminadas, logrando una mejor
homogeneidad del medio liquido y una exposiciébn mas uniforme a la luz y otros
factores externos. La tabla 1.9 presenta las ventajas y limitaciones de utilizar

un ARL para el cultivo de microalgas [6, 65].
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Figura 1.13. Representacion esquematica de un fotobiorreactor AirLift (ARL).

Tabla 1.9. Ventajas y limitaciones en el uso de fotobiorreactores AirLift [6].

Fotobiorreactor Ventajas Limitaciones

Estrés por lisis celular

e Excelente productividad de

biomasa e Baja exposicionalaluzy
e Alta eficiencia fotosintética areas de iluminacion
e Limitacion de fotoinhibicion y e Susceptible a bio-
fotooxidacion incrustaciones en las
Poco espacio requerido para paredes del reactor

Fotobiorreactor
vertical
(AirLift)

Su construccion
Apropiado para cultivos al aire
libre
e Bajo riesgo de contaminacion
e Baja energia requerida
e Bajo costo debido al tamafio y
facil mantenimiento
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1.3.3 Biomasa de microalgas y biomoléculas de valor
anadido

Desde tiempos ancestrales, las microalgas han sido utilizadas por el hombre
como alimento. Su evolucion y desarrollo las han dotado de una gran
diversidad y aplicaciones. Fue en la década de 1940 cuando la investigacion
aplicada y la produccion de biomasa de algas se convirtieron en una realidad.
Para el final de la Segunda Guerra Mundial, los cultivos de microalgas
aumentaron con fines de produccion de lipidos para obtener energia,
tratamiento de aguas residuales y una gran variedad de productos
bioquimicos. Desde 1970, la investigacion se ha centrado en su produccion
rentable, y la escasez de recursos ha incrementado su relevancia debido a los

bioproductos derivados de la biomasa de microalgas [21, 62].

Un sistema sostenible de microalgas no debe tener Unicamente la funcién de
capturar COz, sino también de convertir la biomasa en diversos productos con
valor afadido. Una vez capturado el carbono como COg2, las células de
microalgas incorporan el carbono en una amplia variedad de macromoléculas,
metabolitos y otros compuestos bioquimicos, como lipidos, proteinas,
polisacéaridos, pigmentos, celulosa, ARN y ADN. La composicién celular
incluye aproximadamente entre 7 % a 65 % de lipidos, 5 % a 74 % de
proteinas, 8 % a 69 % de carbohidratos, y 1 % a 14% de metabolitos como
pigmentos y vitaminas. Este abanico de moléculas enriquece el valor de la
biomasa de microalgas resultante de los procesos de captura de carbono [21,
38].

Ademas, la biomasa de microalgas almacena grandes cantidades de energia
que se puede convertir en diésel, hidrégeno, metano, etanol, butanol, entre
otros, convirtiendo a las microalgas en sistemas de transformacién de residuos
en beneficios econdmicos. Estos bioproductos generados son de interés en

industrias como la alimentaria, médica, agricola, energética, farmacéutica,
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entre otras. En este contexto, las biorrefinerias rentables incluyen la
valorizacion de fracciones lipidicas, carbohidratos, proteinas y otros
microcomponentes. La biomasa producida en un PBR se puede cosechar por
diferentes métodos, dependiendo en gran medida del producto final que se
desee obtener. Estos métodos incluyen centrifugacion, filtracion, floculacién o

simplemente sedimentacion por gravedad [21, 65].

Microalgas

Cre

“Wie

Figura 1.14. Bioproductos de biomasa de microalgas.
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1.3.3.1 Carbohidratos

Los carbohidratos se sintetizan intracelularmente a través de complejas
reacciones fotosintéticas y son el principal producto de la fotosintesis de las
microalgas, desempefiando diversas funciones metabdlicas. Se encuentran
principalmente como polisacaridos de reserva dentro de los plastos y como
componentes estructurales de la pared celular. El ciclo de Calvin-Benson se
divide en tres fases para la produccion de carbohidratos: fijacion, reduccion y
regeneracion. En la primera etapa, el CO:2 se afiade a la ribulosa 1,5-bisfosfato
en una reaccién catalizada por la enzima RuBisCo, formando dos moléculas
de fosfoglicerato, un compuesto de tres carbonos. Estas moléculas se
convierten en gliceraldehido-3-fosfato (triosa-P) utilizando ATP y NADPH. Una
molécula de triosa-P se destina a la formacion de carbohidratos, mientras que
la otra se mantiene en el ciclo para regenerar ribulosa fosfato y continuar la
fijacion de COz2 [41].

En este contexto, aunque la cantidad y composicion de carbohidratos
sintetizados dependen de la especie y de las condiciones de crecimiento de
las microalgas, el principal polisacarido de reserva sintetizado y almacenado
es el almidon. Este polisacarido sirve para almacenar carbono y energia,
proporcionando soporte para el crecimiento celular. Por otro lado, organismos
como las cianobacterias acumulan glucégeno. La pared celular de las
microalgas esta compuesta por una capa interna, principalmente de celulosa,
y una capa externa que contiene pectina, agar o alginato. En cuanto a los
monosacaridos, las microalgas sintetizan principalmente glucosa, manosa,
ramnosa, xilosa, galactosa, fucosa y arabinosa, aunque su presencia también

depende de la especie en cuestion [41].

44



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.3.3.2 Lipidos

Los lipidos se clasifican en dos grupos: polares y neutros. Son insolubles en
agua, pero solubles en la mayoria de los disolventes organicos. Los lipidos
polares incluyen fosfolipidos y glicolipidos, mientras que los lipidos neutros
abarcan acilglicéridos (tri, di y monoglicéridos) y acidos grasos libres. Las
microalgas utilizan lipidos neutros como fuente de energia y lipidos polares
para formar membranas celulares. Ademas, contienen componentes como
esteroides y pigmentos; sin embargo, estos no se convierten en biodiésel. Una
mayor produccién de pigmentos puede reducir la produccién de acidos grasos.
Por lo tanto, aunque algunas microalgas tienen un alto contenido de lipidos,
esto no garantiza una alta produccion de biodiésel. El contenido de lipidos en
microalgas puede variar del 1.5 % al 75 % del peso seco, dependiendo del
medio de cultivo, la especie y el procedimiento utilizado. Debido a su rapida
tasa de crecimiento, la productividad de lipidos en microalgas es mayor que

en otras divisiones [36].

Las microalgas almacenan acilglicéridos durante el dia a través de la
fotosintesis y los consumen durante la noche mediante la respiracion para
mantener y reproducir sus células. La acumulaciéon de lipidos inducida por
estrés depende de factores como la concentracion de nutrientes (nitrégeno,
fésforo, hierro), alta salinidad, alta temperatura, intensidad de la luz y fuentes
alternativas de carbono orgénico. Sin embargo, aunque el estrés aumenta la
acumulacion de lipidos, también reduce la tasa de crecimiento, afectando la

productividad total de lipidos [36].

1.3.3.3 Proteinas

Las microalgas verdes son una fuente rica en proteinas, representando
aproximadamente el 60 — 70 % de su biomasa, dependiendo de la especie del

cultivo y las condiciones de crecimiento. Estas proteinas provenientes de
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microalgas superan en beneficios productivos y nutricionales a fuentes
tradicionales como legumbres, huevo, leche, carne y soja. Contienen altos
niveles de aminoacidos esenciales como el acido glutamico y aspartico, y
mayores cantidades de metionina, lisina, histidina, triptéfano, treonina vy
cisteina en comparacion con las plantas terrestres. En este contexto, estas
proteinas se utilizan principalmente como alimento animal y suplementos
alimenticios para humanos. Ademas, las proteinas, péptidos y aminoacidos
basados en microalgas tienen aplicaciones farmacéuticas, ya que pueden
estimular el sistema inmunoldgico, mejorar la digestion, aumentar los niveles
de energia, reducir la fatiga y mejorar las funciones renales, hepaticas y
cardiovasculares, ademas de desintoxicar el cuerpo de antinutrientes [42,
121].

Un factor importante en la sintesis de proteinas por microalgas, mas alla de
variables criticas como la dosificacion de COg, la temperatura o la intensidad
de luz, es la concentracion de nitrato. Esto se debe a que el contenido de
aminoécidos tiene una fuerte relacion con las fases de crecimiento de los
cultivos de microalgas. En este sentido, cuando el nitrégeno se agota en el
medio de cultivo, el contenido de proteinas disminuye, aumentando la

proporcién de biomoléculas como carbohidratos o lipidos [125].

1.3.3.4 Pigmentos

Los pigmentos naturales son esenciales para el metabolismo fotosintético y la
coloracibn de las microalgas, ofreciendo ademas mudltiples beneficios
biolégicos como efectos antioxidantes, anticancerigenos y antiinflamatorios.
Se ha descubierto que la clorofila y la clorofilina, un derivado de la clorofila,
poseen propiedades antimutagénicas y anticancerigenas. En las microalgas,
se encuentran principalmente tres tipos de pigmentos: ficobilinas, clorofilas y

carotenoides [36].
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Las clorofilas son pigmentos verdes, liposolubles y que poseen un anillo de
porfirina. Son fundamentales en los procesos fotosintéticos, donde convierten
la energia solar en energia quimica. Las células de microalgas generalmente
sintetizan clorofila a, aunque también pueden contener clorofila b y c. Estas
biomoléculas representan entre el 0.5% y el 1% del peso seco de las

microalgas [36].
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Figura 1.15. Estructura de clorofilas [36].

Los carotenoides son compuestos liposolubles que muestran una amplia gama
de colores, desde tonos marrones hasta amarillos, rojos y naranjas. Cumplen
dos roles cruciales en la fotosintesis: primero, absorben luz en regiones del
espectro visible donde la clorofila no lo hace eficazmente; segundo, protegen
los sistemas fotosintéticos al disipar estados de energia elevada de la clorofila,
causados por una absorcidn excesiva de luz solar. Este proceso reduce la
formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), convirtiendo a los
carotenoides en antioxidantes efectivos. Entre los carotenoides mas
estudiados en las microalgas se encuentran el B-caroteno, la luteina y la

astaxantina [36].
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1.3.4 Microalgas bajo exposicion a campos
magneticos estaticos (SMF)

Se ha investigado el uso de campos magnéticos estaticos (SMF) como
estimulantes para mejorar la fijacion de CO: en las microalgas. Esta técnica,
de bajo costo, emplea materiales con propiedades magnéticas para influir en
ciertas rutas metabdlicas [118]. Aunque la estimulacion con SMF puede
aumentar la produccion de moléculas de alto valor, no se puede atribuir un
efecto especifico de los SMF a ciertos biocompuestos. La produccién vy
composicién de la biomasa dependen de varios factores, como la cepa
utilizada, el tiempo de exposicion, la intensidad del campo magnético, el pH'y

la configuracion del sistema [44].

Se han estudiado diversos estilos de PBR bajo SMF para cultivos de
microalgas, que incluyen imanes fijos en los laterales del reactor, placas
magneéticas en la parte superior e inferior y solenoides alrededor del reactor
[44, 118]. La configuracion del sistema, asi como la intensidad y el tiempo de
exposicion, dependen del objetivo del estudio o de la aplicacion de los

microorganismos.
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Figura 1.16. Diferentes configuraciones de fotobiorreactores y SMF: a) Iman en
zona inferior de biorreactor; b) Biorreactor con bobinas laterales; ¢) Biorreactor con
imanes laterales; d) biorreactor automatizado con iman en zona inferior; e)

Biorreactor tubular horizontal; f) Biorreactor tubular vertical [118].

Aungque los mecanismos de accion en sistemas biolégicos no estan
completamente esclarecidos, se ha observado que los efectos sobre el
metabolismo celular estan relacionados con los parametros de cultivo. Estos
efectos influyen en la activacién de sistemas enzimaticos y vias metabdlicas,
asi como en la alteracion del flujo de electrones en la membrana plasmaética,

debido al estrés celular provocado por la aplicacién de un SMF [44].
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Figura 1.17. Principales efectos del SMF sobre el metabolismo celular de microalgas
para la sintesis de biomoléculas [118].

En este contexto, existe un creciente interés en investigar la fijacion de CO2
bajo la influencia de un SMF, aunque los estudios en esta area son limitados,
lo que resalta la necesidad de mas investigacion. Deamici et al., (2019) [45],
examinaron la fijaciébn de CO:2 en cultivos de Chlorella fusca sometidos a un
SMF con una intensidad de 60 mT. Descubrieron que el SMF estimuld
positivamente el cultivo, aumentando la asimilacion de CO2 en un 50 %. Esto
demuestra que la aplicacion de un SMF puede reducir las emisiones de CO2
y, al mismo tiempo, incrementar la produccion de biomasa para posibles

aplicaciones comerciales.
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2 Justificacion

La contaminacion atmosférica por compuestos orgénicos volatiles (COVs) y el
incremento de los gases de efecto invernadero (GEI), como el dioxido de
carbono (COz2), constituyen preocupaciones ambientales urgentes a nivel
global. Estos contaminantes no solo afectan la calidad del aire, sino que
también tienen un impacto directo en la salud publica y contribuyen
significativamente al calentamiento global. En respuesta a estos desafios, es
imperativo desarrollar alternativas efectivas y sostenibles para el tratamiento
del aire, que sean econdmicamente viables y respetuosas con el medio

ambiente.

Los procesos bioldgicos han emergido como una solucion prometedora para
abordar la contaminacion atmosférica y la gestion de GEI. Dentro de estos
procesos, el uso de cultivos de microalgas ha ganado considerable atencién
debido a su capacidad Unica para capturar CO2 y convertirlo en biomasa
utilizable. Las microalgas no solo pueden mitigar las emisiones de COz2, sino
gue también tienen el potencial de convertirse en una fuente sostenible de

biocombustibles, productos quimicos y otros productos de alto valor agregado.

Sin embargo, a pesar de sus ventajas, la implementacion comercial y
escalamiento industrial de los cultivos de microalgas enfrenta desafios
significativos. Estos incluyen limitaciones técnicas en el disefio de
biorreactores, monitoreo y control de procesos, asi como la optimizacién de
parametros clave para maximizar la eficiencia y la productividad. Ademas, la
comprension completa de los mecanismos subyacentes en la interaccion entre
las microalgas y su entorno es fundamental para mejorar la efectividad de

estos sistemas en condiciones variables.
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Este proyecto se enfoca en abordar estas limitaciones a través de dos
enfoques principales. Primero, se investiga el uso de un biotrickling filter (BTF)
inoculado con microalgas-bacterias para la remocion de COVs y la reduccion
de emisiones de CO2. Este sistema no solo demuestra eficiencias de
eliminacién significativas, sino que también explora el potencial de la
mineralizacion biolégica como una estrategia viable para la gestion de

contaminantes atmosféricos.

En segundo lugar, se explora el impacto de un campo magnético estéatico
(SMF) como estimulante en la captura de CO:2 por microalgas en un
fotorreactor AirLift (ARL). Este enfoque innovador no solo busca mejorar la
captura de COg2, sino que también evalla la producciébn de biomasa y
biomoléculas como subproductos valiosos, esenciales para aplicaciones

industriales y comerciales.

Los resultados esperados de este estudio no solo contribuiran al avance
cientifico en biotecnologias ambientales, sino que también proporcionaran
perspectivas clave para la optimizacion y escalado de cultivos de microalgas
en la gestién de la contaminacién atmosférica y la valorizacién de emisiones.
Al mejorar la comprension de estos sistemas bioldgicos y su aplicabilidad
practica, este proyecto promueve el desarrollo de soluciones innovadoras y
sostenibles para los desafios ambientales actuales, apoyando asi la transicién

hacia una economia mas verde y resiliente.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Estudiar el uso de cultivos de microalgas como biotecnologia ambiental para

el tratamiento de COVs, captura CO:2 y la valorizacion biologica de emisiones

contaminantes, mediante la aplicacion integrada de biotrickling filter (BTF),

fotorreactor AirLift (ARL) y campos magnéticos estaticos (SMF), con el fin de

establecer una solucién sostenible y econémicamente viable para la mitigacion

de la contaminacién atmosférica y la gestion de gases de efecto invernadero.

3.1.1 Objetivo especifico

1.

Evaluar el rendimiento de un biotrickling filter inoculado con un cultivo mixto
de microalgas-bacterias en la eliminaciéon del acetato de etilo como

contaminante modelo y en el control de emisiones de COo..

Determinar el desempefio tedrico de produccién y consumo mediante la
estequiometria del cultivo de microalgas-bacterias en un biotrickling filter,

considerando diferentes metabolismos y fuentes de carbono.

Acoplar un sistema de fotorreactores AirLift inoculados con un consorcio
de microalgas y expuestos a SMF como post-tratamiento bioldgico de un
reactor de tanque agitado semi-continuo (S-CSTR) que trata vapores de

tolueno como contaminante modelo.

Evaluar el rendimiento de un sistema AirLift bajo exposicion a SMF en
términos de captura de CO:2 y degradacion de vapores de tolueno

remanente, mediante el monitoreo de la fase gaseosa.
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5. Estudiar el efecto del SMF en la caracterizacion de la biomasa de
microalgas del fotorreactor AirLift, respecto a balances de carbono y
produccion de biomoléculas como pigmentos, proteinas, carbohidratos,

lipidos, asi como la evaluacion de parametros cinéticos.

4 Hipotesis

El uso de cultivos de microalgas en sistemas de tratamiento de aire,
combinado con técnicas como el biotrickling filter y la aplicacion de SMF en
fotorreactores AirLift, mejorard significativamente el tratamiento de vapores de
COVs, la eficiencia de captura de CO:2y la valorizacién biologica de emisiones

contaminantes, demostrando su viabilidad para aplicaciones industriales y

comerciales.
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Capitulo 2:

Tratamiento de vapores de acetato de etilo y
control de emisiones de CO: en un biotrickling
filter mediante un consorcio mixto microalgas-

bacterias: monitoreo y evaluacion estequiométrica

Treatment of ethyl acetate vapors and emission
control of CO- in a biotrickling filter by mixed
consortium microalgae-bacteria: monitoring and
stoichiometric assessment
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Resumen

Debido a la baja calidad del aire en los ultimos tiempos, al mismo tiempo que
las industrias se fortalecen con nuevas tecnologias y procesos productivos, se
requiere de tecnologias de tratamiento de aire, econdmicas y ambientalmente
viables; tales como, el biotrickling filter (BTF) el cual tiene la capacidad de
remover contaminantes como: compuestos organicos volatiles (COVs) y olores
emanados de una gran variedad de compuestos. Ademas, con el objetivo de
reducir la huella de carbono, surge una alternativa a los cultivos microbianos
convencionales, utilizando microorganismos autotrofos como las microalgas
con una alta capacidad para asimilar carbono como CO:2 derivado de la
biodegradacion de COVs. En este trabajo, evaluamos el uso de un BTF
inoculado con un consorcio mixto de microalgas-bacterias para el tratamiento
de vapores de acetato de etilo (EA). Encontramos eficiencias de eliminacién
de EA (RE) de hasta el 90 % y una produccion real de CO:2 respecto a la tedrica
del 5 % a cargas de entrada (IL) de 34 a 54 g m h'ly tiempo de residencia en
lecho vacio (EBRT) de 45 y 106 s. Los cultivos de microalgas son una
alternativa prometedora en el tratamiento de vapores de COVs debido a su
adaptabilidad en la asimilacion de diferentes fuentes de carbono, reduccion de
la huella de carbono e incluso el favorecimiento de modelos de economia
circular a través de la valorizacion de la biomasa microalgal generada para la
obtencion de biomoléculas de valor afiadido (carotenoides, acidos grasos,

proteinas, entre otros).

Palabras clave: calidad del aire, biotrickling filter, COVs, acetato de etilo, CO»,

estequiometria, heterotrofo, autétrofo.
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Nomenclatura

Q
Cin

COut

fe

fs

Ra

Rc

Rd

Flujo de gas (L mint)

Concentracion de entrada (g m™)
Concentracion de salida (g m-3)

Volumen del reactor (m?®)
Normalidad

Factor de error (adimensional)
Reaccidn general de estequiometria
Coeficiente de energia
(adimensional)

Coeficiente de sintesis celular
(adimensional)

Semi-reaccion de aceptor de

electrones
Semi-reaccion de sintesis celular

Semi-reaccion de donador de
electrones

tiempo

Abreviaciones

COVs
EA

PTARs

GEI
BTF
MM
RE

EBRT

PBR

EC

pCO:2

ThCOzPr

ThO2Pr
CA
SSV

TOC
DIC

EPS

Compuestos organicos volatiles
Acetato de etilo

Planta de tratamiento de aguas
residuales

Gases de efecto invernadero
Biotrickling filter

Medio mineral

Eficiencia de remocién (%)
Tiempo de residencia en el lecho

vacio

Fotobiorreactor

Carga de entrada (g m= h?)

Capacidad de eliminacion (g m=h-
Y

Tasa de produccion real de CO; (g
m=3h?)

Tasa de produccion teérica de CO»
(gm?3h?)

Tasa de produccion tedrica de Oz (g
m3h?)

Carbon activado

Solidos suspendidos volatiles (mg
LY

Carbono orgénico total (mg L™?)
Carbono orgénico disuelto (mg L)
Sustancias poliméricas

extracelulares
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1 Introduccidon

El Biotrickling filter (BTF) es una opcion ampliamente utilizada para el
tratamiento de diversos compuestos organicos volatiles (COVs) [19, 57, 75,
114], estos biorreactores presentan ventajas sobre configuraciones similares,
tales como, bajos costos de operacion, menor caida de presion ya que no se
acumula exceso de biomasa debido a la recirculacion de la fase liquida e
incluso el tratamiento de subproductos de degradaciéon de COVs. Ademas,
debido a la adicion continua de una fase acuosa, son una alternativa favorable
en el tratamiento de COVs hidrofilicos como el Acetato de Etilo (EA) [58, 74,
133].

En este tipo de biofiltro, un flujo de gas con el contaminante objetivo pasa a
través de un lecho empacado donde los microorganismos forman una
biopelicula, con irrigacion continua de una fase acuosa con un medio mineral
de nutrientes (MM) especifico. Finalmente, la degradacién del contaminante
viene dada principalmente por la transferencia del contaminante de la fase
gaseosa a la fase liquida que rodea a la biopelicula y, a continuacion, a la

biopelicula, donde se produce la biodegradacion [101, 133].

El crecimiento de microorganismos en estos sistemas estad regulado por
pardmetros operativos como la humedad del aire, el pH del MM, la
temperatura, la relacion N:P, el tiempo de residencia en lecho vacio (EBRT) y
las caracteristicas fisicoquimicas de los COVs tratados [19, 57, 75, 114]. En
general, los microorganismos utilizados en estos sistemas, principalmente son
comunidades mixtas de microorganismos procedentes de lodos de lugares
contaminados o de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTARS) [107],
También pueden utilizarse cultivos puros, principalmente bacterias y hongos

filamentosos [133].
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Trabajos previos relacionados con el tratamiento biolégico de vapores de EA
han reportado altas eficiencias de remocion (RE). Por ejemplo, Zare et al.,
(2012) [140], reporta una RE del 99 % en un biofiltro empacado con céscara
de nuez y un cultivo de Pseudomonas putida con 60 s de EBRT, Covarrubias-
Garcia et al., (2017) [31] y Flores-Barbosa et al. (2020) [59] alcanzaron RE de
hasta el 100 %. Sin embargo, se reportan producciones de C-CO:2 de hasta
~700.4 g y 253.4 g en la operacién total del biofiltro con 230 y 171 dias,

respectivamente.

El tratamiento bioldgico de residuos organicos conlleva la generacion de
diversos gases como dioxido de carbono (CO2z), metano (CH4), 0xido nitroso
(N20), mondxido de carbono (CO) o amoniaco (NHs), que pueden clasificarse
como gases de efecto invernadero (GEI) contribuyendo al cambio climatico
global. Por su parte, el CO2 se produce a través de la degradacion de la materia
organica mediante procesos tanto aerdbicos como anaerébicos. Aunque las
emisiones directas de CO2 de los biorreactores se clasifican como emisiones
biogénicas de carbono de vida corta que no contribuyen significativamente a
las emisiones totales de GEI [39, 68, 82].

La liberacion no controlada de CO: requiere la puesta en marcha de
estrategias para la mejora en la produccion, captura y su transformacion in-
situ, con el fin de reducir las emisiones asociadas a otras fuentes dentro del
proceso de eliminacion, especialmente el consumo energético [10, 113]. Estas
reducciones pueden lograrse mediante diversas tecnologias, como la captura
y el almacenamiento subterraneo, procesos fisicoquimicos o mediante el uso
de organismos fotosintéticos [10, 69, 92]. Todas las plantas terrestres fijan CO2
bioldgicamente mediante la fotosintesis, aunque microorganismos como las
microalgas y las cianobacterias pueden hacerlo a tasas mas altas y con una

eficacia entre 10 y 50 veces superior [74, 80, 84, 136].
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Entre ellas, las especies y cultivos de microalgas también pueden exhibir
capacidades mixotroficas utilizando carbono organico junto con CO2 como
fuente de carbono, o cultivos heterotréficos que utilizan moléculas organicas
como fuente de energia con requerimientos minimos de luz, estos cultivos de
microalgas heterotroficas muestran tasas de crecimiento de biomasa hasta
100 veces superiores a los cultivos en condiciones autotroficas y por lo tanto
también un aumento en la captura de CO:2 debido a que estos cultivos son
menos dependientes de la capacidad fotosintética, es decir, el crecimiento de
la biomasa no esté limitado por la disponibilidad de luz o los efectos inhibitorios
de la luz. Sin embargo, existen pocos reportes con especies, tales como,
Chlorella spp., Chlorella protothecoides, Neochloris oleabundans, Nitzschia
laevis y Crypthecodinium cohnii, que presentan estas capacidades
mixotroéficas [25, 109].

Sin embargo, algunas desventajas de la utilizacion de microalgas incluyen que
el rendimiento de las microalgas en la eliminacion de COVs generalmente no
alcanzan RE tan altos como los de los cultivos de bacterias u hongos solos
[103], y el requisito de condiciones especificas de cultivo, como medios
ligeramente alcalinos, temperatura y presion controladas, asi como ciclos
definidos de luz-oscuridad [37]. Estos requisitos previos exigen el disefio y la
puesta en marcha de fotobiorreactores (PBR) especializados. Sin embargo,
una alternativa prometedora consiste en el uso de BTF inoculados con
consorcios de microalgas-bacterias. Este enfoque ofrece ventajas como el uso
de condiciones de cultivo menos controladas o la utilizacion simultdnea de
carbono organico y COg, reduciendo asi las emisiones totales de carbono.
Ademas, la biomasa producida puede ser tratada para extraer biomoléculas
de interés que pueden ser utilizadas como materia prima para diferentes
industrias [137].
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Sin embargo, la mayoria de los informes sobre procesos duales microalgas-
bacterias se han aplicado en sistemas de tratamiento de aguas residuales o
en la purificacion de biogas [3, 20, 93, 106]. Hasta donde se sabe, faltan
informes relacionados con la implementacion de procesos microalgas-
bacterias en sistemas de tratamiento de COVs atmosféricos. Por ejemplo,
estudios como el de Soreanu et al. (2021) [124], reportan impresionantes RE
de casi el 100 % para vapor de etanol a cargas de entrada (IL) de
aproximadamente 50 g m= h'! usando un BTF inoculado con una mezcla de
compost y microalgas, soportado sobre perlas de alginato. Lebrero et al.
(2016) [76], evaluaron la simbiosis microalga-bacteria durante el tratamiento
de vapores de tolueno con ~90 % de RE en un PBR de biomasa suspendida.
Asimismo, Oliva et al., (2019) [103], destacaron el potencial de eliminacion
significativa de CO2 en un PBR tubular que involucra lodos activados y un
consorcio de microalgas, con RE alrededor del 90 % para vapores de tolueno.

Este capitulo explora estos hallazgos mediante el uso de un BTF inoculado
con un consorcio de microalgas-bacterias para el tratamiento de vapores de
EA (como contaminante COVs modelo) y el control de emisiones de CO2 con
el objetivo de monitorear el rendimiento del biorreactor a través de las fases
gaseosa y acuosa, asi como determinar las evaluaciones estequiométricas a
lo largo del tiempo, haciendo hincapié en la viabilidad operativa y los beneficios
potenciales para el medio ambiente de la produccion de biomasa de

microalgas en aplicaciones industriales.
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2 Materiales y métodos

2.1 In6culo y medio mineral

Se obtuvo un consorcio mixto de microalgas-bacterias a partir de una muestra
de lodos del rio Turbio en Ledn Guanajuato, México. Antes de iniciar el
sistema, el consorcio fue aclimatado durante 14 dias con aire atmosférico
comprimido como fuente de carbono inorganico (CO2), oxigeno y glucosa 1
0.5 g L%, asi como MM Bold Basal selectivo para microalgas modificado. El
MM estaba compuesto por 0.075 g Lt K2HPOs4, 0.175 g L't KH2PO4, 0.25 g L
(NH4)2S04, 0.025 g Lt NaCl, 0.075 g L't MgSO4-7H20, 0.01142 g L* H3BOs3,
0.05 g L't EDTA, 0.031 g L't KOH, 0.00144 g L' MnCl2:4H20, 0.00119 g L*
NaMoO4-2H20, 0.0004 g L* CoCl-6H20, 0.00882 g L* ZnSO4-7H20, 0.00157
g L't CuS04-5H20, 0.00498 g L' FeSO4-7H20, 0.001 mL Lt H2SO4, 0.025 g L
1 CaCl2:2H20. El pH del MM se ajust6 a 7.

2.2 Configuracion del Biotrickling filter

La configuracion del BTF se describe en la Fig. 2.1. Consiste en una columna
de vidrio, con 0.07 m de didmetro interno, 1 m de altura, empacada con 3.0 L
de soporte efectivo (anillos Kaldnes K1), irradiada con dos ldmparas LED de
5.5 W laterales a la columna (Fig. A2.1, imagen real del sistema), la
dosificacion de MM se realiz6 mediante un reservorio de liquido de vidrio con
1 L de MM, sin agitacion que alimenta al BTF intermitentemente (1 hora cada
2 horas durante 12 horas) mediante una bomba peristaltica (Masterflex 77200-
62). El sistema integra un flujo de aire comprimido medido con un rotdmetro,

un filtro de carbon activado (CA) como pretratamiento del aire para eliminar
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impurezas y particulas, una vez filtrado el aire, pasa por un humidificador y
después por un saturador de vapor EA para entrar en el BTF en sentido
descendente por la parte superior. Una vez tratado, el aire es expulsado por la
parte inferior del BTF para ser liberado a la atmoésfera.

3

o
-]

o

Figure 2.1. Configuracién experimental del sistema BTF. 1) Compresor, 2) Valvula,

3) Filtro CA, 4) Humidificador, 5) Saturador de EA, 6) Rotametro, 7) BTF, 8) Puerto

de muestreo de gases, 9) Lamparas LED, 10) Reservorio de liquidos, 11) Bomba
peristaltica, 12) Puerto de muestreo de liquidos, 13) Material de empaque.

2.3 Operacion del sistema

Se realizaron tres etapas operativas a lo largo de 101 dias en las que se
monitored diariamente la carga de EA, la intensidad de luz, el pH del MM, la
densidad 6ptica (ODess) y la produccion de biomasa tanto en fase gaseosa
como liquida. Durante la primera etapa, la puesta en marcha del sistema

comenzo con la inoculacion del biorreactor con biomasa adaptada, tras lo cual
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se establecieron los flujos y concentraciones iniciales. La etapa 1 consistio en
un IL de 34.74 + 7.36 g m3 h'%, un flujo de gas de 4 L min't y un EBRT de 45
s. El contenido de carbono organico total (TOC) asi como de carbono
inorganico disuelto (DIC) se midié en los lixiviados como mg L cada semana.
Una vez completada la etapa de adaptacion, se incremento el IL a 42.58 *
12.29y53.96 +11.46 g m3 h! paralas etapas Il y Il respectivamente, ademas,
se disminuy¢ el flujo de gas a 1.7 L min! lo que incrementé el EBRT a 106 s.
Se presentan las condiciones de operacion del sistema en cada etapa
operativa (Tabla 2.1), asi como las ecuaciones para la evaluacion del

rendimiento [138]:

RE = % x 100 2.1)
IL = Q)‘(/RC“‘ (2.2)

EC = Qx (Cir{/R_ Cout) 2.3)

bCO, = Qx (Co\l;;— Cin) 2.4)

Donde RE es la eficiencia de remocion de EA (%), Cin y Cout €s la
concentracion inicial y final respectivamente (g m=), IL es la carga de entrada
de EA (g m3 h?), Q es el flujo de gas (m® h'1), Vr es el volumen del reactor,
EC es la capacidad de eliminacién de EA (g m=3 h') y pCO: es la produccién
real de CO2 (g m= h).
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Tabla 2.1. Condiciones operativas del BTF.

Intensidad de
luz
(umol m2 s?)

I 0-30 34.74 + 7.36 4,1.7 45,106 234.20 +0.65
Il 31-60 4258 +12.29 1.7 106 269.82 + 26.80
1] 61-101 53.96 + 11.46 1.7 106 293.61 + 15.28

IL: Carga de entrada; Q: Flujo de gas; EBRT: Tiempo de residencia en lecho vacio.

Tiempo IL Q EBRT

Etapa (Dias) (g meh?) (Lmin?) (s)

2.4 Métodos analiticos

2.4.1 Monitoreo de gases

La concentracion de gases se midio de forma continua y en tiempo real durante
el funcionamiento del sistema. La concentracion de EA se midié mediante un
sensor catalitico (CO2METER/CM-0151) que detecta valores de COVs en
ppm. La concentracion de CO2 se midi6 mediante un sensor de deteccion
infrarroja no dispersiva (CO2METER/CM-0187) que registra unidades también
en ppm [143].

2.4.2 Acidos organicos volatiles

El contenido de acidos organicos volatiles se determiné por el método de
destilacion simple establecido por Métodos estandar 17 edicion [8], reportando
los resultados como mg de acido acético (CH;COOH). Para ello, se
centrifugaron 200 mL de muestra (fase acuosa del biorreactor) durante 5 min
y se recogi6 el sobrenadante, 100 mL del mismo se colocaron en un matraz
de destilacion y se afiadieron 100 mL de agua destilada, posteriormente se
acidifico la muestra con 5 mL de H2SO4 1:1, una vez homogeneizada la

muestra, se conectd0 el matraz al sistema de destilacion (Fig. A2.2),
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desechando los primeros 15 mL de destilado para eliminar interferencias y se
recogieron 150 mL de destilado para posteriormente titular con NaOH 0.1 N
utilizando indicador de fenolftaleina hasta observar una coloracion rosada y un
pH de 8.3.

(mL NaOH * N * 60,000)
(mL de muestra * f)

CH;COOH (mgL™1) = (2.5)

Donde N es la normalidad de la solucion de NaOH y f es el factor de error

determinado por destilacion de una solucion patron de CH;COOH.

2.4.3 Analisis elemental, TOC y SSV

La formula empirica de la biomasa en lixiviados y por etapas de operacion se
determind por el contenido de CHNS. Se pesaron 2 mg de muestra seca a 105
°C y 10 mg de catalizador V20s en cépsulas de estafio para su analisis en el
analizador elemental (Thermo scientific flash 2000). El contenido de TOC y
DIC en los lixiviados se determind con muestras previamente centrifugadas a
5500 rpm por 15 min vy filtradas a través de membranas de 0,45 um en el
analizador TOC-VCSN SHIDADZU ASI-V. El contenido de biomasa se
cuantific6 como SSV por el método reportado en APHA (1989) [7]. Una vez
filtrada la muestra y secada a 105 °C, se inciner6 a 550 °C en una mufla,

registrando el contenido de biomasa como solidos volatiles en suspension.

2.5 Produccion teodrica de CO2 y
evaluacion estequiomeétrica

La produccion teorica de CO2 debido a la mineralizacion completa (ThCO2Pr)
se estimd con respecto al EA consumido a lo largo de la etapa operativa,
asumiendo un metabolismo heterétrofo con EA como fuente de energia y

donador de electrones, N — NH} como fuente de nitrégeno, ademas, dentro de
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la evaluacion estequiométrica, se utilizaron las medias reacciones para la
fotosintesis oxigénica con H20 como donador de electrones, NADP+ como
aceptor de electrones y CO2 como fuente de carbono mediante las ecuaciones
de Rittman & McCarty (2020) [112] (Ec. 2.6). Se utiliz6 la férmula empirica de
la biomasa determinada experimentalmente mediante analisis elemental
(C,H,OpN).

R =feRa+ fsRc—Rd (2.6)

Donde R es la reaccion global dada la estequiometria del sistema, fe es el
coeficiente energético, Ra es la semirreaccion del aceptor de electrones (Oz2y
NADP+), fs es el coeficiente de sintesis celular, Rc es la semirreaccion de
sintesis celular con N — NH} como fuente de nitrégeno, Rd es la semirreaccion
del donador de electrones (EA y H20). La tabla 2.2 muestra las variables

utilizadas para la evaluacién estequiométrica.

Table 2.2. Variables utilizadas para la evaluacion estequiométrica.

Metabolismo

Variable
Heterotrofico Autotréfico
Fuente de carbono C — C4HgO, C—CO,
Fuente de
N — NH} N — NH}
nitrégeno
fe 0.86 0.4
fs 0.14 0.6
. ., 1 1 1 1
R, (semi-reaccion) Z02 +Ht+e > E1—[20 H* + Z()2 +e o> EHzo
23C0+1NH++1HC0‘+H++‘ 1C0+1NH++1HCO‘+H++‘
100 2720 4+ Tzp s € 52T g5 e Tag s €
R, (semi-reaccion)
1C11+9HO 1Cll+3HO
- — — - — —
20 " T 252 25 ¢ Tg2
. -, 1 L1 3 1 1 .
R, (semi-reaccion) §C02 +H*+e > Ec41-1802 + EHZO EHZO - ZOZ +H" +e

* Fraccion molar celular calculada con la formula empirica de la biomasa [112].
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2.2.6 Analisis estadistico

La significacion de las medias de las distintas etapas operativas del BTF se
analizé mediante un analisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de
Tukey (p = 0,05) y un analisis de medidas repetidas seguido de una prueba de
Tukey (p = 0,05) en el software Minitab Satistical. Cada conjunto de datos a lo

largo de la fase experimental contenia al menos tres réplicas.

3 Resultados y discusion

3.1 Perfil de eliminacidon de acetato de

etilo

La Fig. 2.2 y 2.3 muestran el rendimiento del BTF con respecto a la eliminacion
de EA. EIl sistema operé durante 101 dias, seccionado en tres etapas
modificando variables criticas del proceso, tales como EBRT e IL, ademas, se
inicio la etapa Il con la adicién de fosfatos como amortiguadores de pH (0.2 g
L't) debido a los cambios presentados en el lixiviado del BTF (Fig. 2.4),
especialmente acidificacion causada por la produccion de metabolitos acidos
provenientes de la degradacion incompleta del EA [103]. Se reporta que estos
metabolitos son principalmente etanol y acido acético, posiblemente debido a
la hidrélisis con la enzima acetilesterasa [31, 48, 71]. Fue posible detectar
hasta 144 mg L de &cidos organicos volatiles como acido acético en la etapa
Il [8]. Finalmente, en la etapa lll, el IL se incrementd hasta 53.96 + 11.46 g m"
3 h'l de COVs, ya que el sistema registré un mejor rendimiento en la etapa I
con el tandem microalga-bacteria aclimatado.
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Figura 2.3. Eficiencia de remocion de EA (RE).
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Figura 2.4. Cambio del pH en lixiviados a través del tiempo.

El BTF presenté baja RE en la primera etapa con ~24 % respecto a las
posteriores debido a la baja transferencia de masa gas-liquido causada por el
bajo EBRT inicial (45 s). Sin embargo, podemos observar una notable mejora
a partir del dia 31, registrando RE de 65.32 + 3.48 y 80.35 + 12.40 % en la
etapa Il y lll respectivamente (Fig. 2.5, p < 0.05), este cambio en el rendimiento
del biofiltro puede atribuirse entre otras cosas al aumento del EBRT vy la alta
solubilidad del EA (0.1 g mL* a 21°C) [58, 128]. Se observé que el consorcio
se adapté a una fuente de carbono organico como el EA, el biofiltro comenz6
a tener un aspecto completamente verde derivado de la proliferacion de
microalgas observada a mediados de la etapa |, estas se adaptaron al carbono
organico como fuente de energia y carbono favorecido por el metabolismo
mixotrofico y heterotrofico del consorcio. Los intercambios especificos de
carbono dados por la simbiosis microalga-bacteria no solo podrian mejorar la
produccion de biomasa y la eliminacién de contaminantes, sino que también

podrian favorecer la produccion de moléculas de valor afiadido [28].
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Figura 2.5. Perfil estadistico de RE y EC en las diferentes fases de la operacion.

Media + desviacion estandar (SD, n = dias de operacién). Donde medias que no

comparten letra son significativamente diferentes (p < 0,05).

Sin embargo, se pueden registrar altos porcentajes de RE con bajo EBRT,
como lo reportan Moe & Qi, (2004) [98], con 15 s para una mezcla de COVsy
un soporte de cubos de espuma de poliuretano reticulado, pero con
microorganismos puramente heterétrofos, lo que sugiere que nuestro sistema,
al ser un cultivo hibrido, el desempefio en la remocion de EA esta relacionado
principalmente con la adaptacion del cultivo a una fuente de carbono organico,
lo cual tarda aproximadamente 14 dias. Otros estudios han mostrado RE
estables desde los primeros dias de operacién, Valdez-Castillo et al., (2021)
[128], presentaron RE de 99 % desde el segundo dia de operacion, mientras
que Flores-Barbosa et al., (2020) [59], reporta un RE promedio de 87 % con
cargas de entrada similares al presente trabajo, Covarrubias-Garcia et al.,
(2017) [31], reporta valores de RE de ~100 % hasta el dia 28 o Covarrubias-
Garcia et al., (2019) [32], con RE del 100 % hasta el dia 40, estableciéndose

luego en 60 %, todos con un EBRT de 60 s, empacados con perlita e
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inoculados con lodos activados. En este estudio encontramos que el consorcio
microalgas-bacterias alcanzé RE de hasta el 90 % demostrando la versatilidad

de un cultivo mixto de microorganismos con diferentes metabolismos.

3.2 Evaluacion estequiométrica y

formula empirica de biomasa

Como perfil de prediccion molar de productos y reactantes dentro del sistema
bioldgico, se presentan las ecuaciones estequiomeétricas tedricas (Ec. 2.7-
2.12) para las diferentes etapas operativas con la formula empirica de biomasa
para el cultivo mixto microalga-bacteria, con respecto al consumo de EA y
asimilacion de CO2 como fuente de carbono asumiendo un consorcio
mixotréfico, asi como el contenido elemental en la biomasa (Tabla 2.3) que,
para efectos de esta investigacion, aplica para ambos grupos de
microorganismos. En este sentido, aunque existe una diferencia significativa
en el carbono para al menos una etapa, no hay diferencias estadisticamente
significativas (p=0,854) entre las férmulas empiricas generales de las tres

etapas.
Etapa I:
0.050C,Hg0, + 0.022NH} + 0.022HCO3 + 0.10, (2.7)
— 0.078C0, 4 0.022Cg 46H11 7303 g,N(Cell) + 0.125H,0
Etapa Il:
0.050C,Hg0, + 0.027NH7 + 0.027HCO3 + 0.10, (2.8)
— 0.064C0, 4 0.027Cg 14H11 2505 1,N(Cell) + 0.117H,0
Etapa Il1I:
0.050C,Hg0, + 0.027NHF + 0.027HCO3 + 0.10, (2.9)

- 0.065C0, + 0.027Cg o1 Hy1 0504 99N (Cell) + 0.119H,0
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Etapa I:
0.028C0, + 0.018H,0 + 0.005NH} + 0.005HCO3
— 0.005Cg 46H11.7303g7N(Cell) + 0.0350,
Etapa Il:
0.032C0, + 0.019H,0 + 0.006NH} + 0.006HCO3
— 0.006Cg 14H11.250511N(Cell) + 0.0350,
Etapa Il1:

0.031CO, + 0.019H,0 + 0.006NH; + 0.006HCO;
— 0.006C4 01 Hy1.05049oN(Cell) + 0.0350,

Tabla 2.3. Contenido elemental en las diferentes etapas experimentales.

Etapa C H @)

I 6.46 +0.042 11.73+0.522 3.87 +0.962
I 6.14 +£0.19° 11.28+0.102 5.11+ 1.462
1l 6.01+£0.03* 11.05+0.03* 5.00+ 0.362

(2.10)

(2.11)

(2.12)

C: Carbono; H: Hidrégeno; O: Oxigeno; Media * desviacion estandar (SD, n = 3).

Las medias que no comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

Estos resultados indican que el contenido elemental del cultivo no se ve

afectado por las diferentes tasas de consumo de EA en el tiempo y la

asimilacion de diferentes fuentes de carbono, por lo tanto, no afecta el

rendimiento del sistema y la férmula determinada en cualquier etapa operativa

puede ser utilizada para futuros estudios. Ademas, estas ecuaciones

proporcionan una apertura para un mejor disefio de sistemas hibridos para el

tratamiento del aire con diferentes compuestos de carbono, Koutinas et al.,

(2005) [71], reporta valores similares de Oz requerido para la oxidacion

completa de EA con 2.07 moles de O2 por mol de EA con un consorcio mixto,

mientras que el presente estudio reporta 2 moles de O2 por mol de EA para las
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tres etapas experimentales, sin embargo, para una mejor caracterizacion
estequiométrica, es posible aislar los diferentes microorganismos con respecto
a sus capacidades metabolicas. En este sentido, una vez mas podemos
asumir el metabolismo mixotréfico del cultivo ya que, la sintesis celular no
podria ser soportada Unicamente por el consumo de CO2 de forma autotrofica,
la evaluacion estequiométrica para ambos metabolismos muestra que por
consumo de EA se produce hasta 4.5 veces méas biomasa que si el cultivo de

microalgas consumiera Unicamente carbono inorganico en forma de COs..

3.3 Modelo predictivo de variables
estequiometricas

La tasa de produccion tedrica de Oz (ThO2zPr), ThCO2Pr y consumo total de
COg, por el cultivo mixto de microalgas-bacterias en el BTF, se determinaron
bajo el supuesto de un estado estacionario en cada etapa experimental
durante el funcionamiento continuo del sistema. EI modelo utilizado no tiene
en cuenta las variaciones a lo largo del dia ni los intervalos de tiempo cortos,
previos a las mediciones experimentales (monitoreo de gases). Sin embargo,
a pesar de presentar datos de diferentes etapas, el modelo se aplica de

manera uniforme al sistema durante todo el tiempo de funcionamiento.

El modelo propuesto permite predecir individualmente el comportamiento de
varios metabolismos implicados en la bioconversion de EA, asi como la
reduccion de emisiones de CO: al tratar los vapores de COVs. Es importante
sefalar que, si bien el modelo predice la ThO2Pr, se requieren técnicas mas
avanzadas y precisas para determinar la particion de O2 (consumo para la
oxidacion de COVs, oxigeno disuelto (DO) y fase gaseosa). El modelo utiliza
la evaluacién estequiométrica presentada anteriormente, junto con valores
experimentales como las tasas de consumo y produccion de diferentes

especies quimicas (tabla 2.4). El céalculo relativo a los dias totales de

74



58 CAPITULO 2: BIOTRICKLING FILTER (BTF)

funcionamiento del BTF se realizé integrando las tasas experimentales y

tedricas, segun Cruz-Garcia et al.,, (2019) [35]. Finalmente, el modelo

propuesto es una herramienta valiosa para predecir el comportamiento de

diversos metabolismos en la bioconversion de emisiones de aire y la reduccion

de CO:z: al tratar vapores de COVSs.

d[ThCO,] _ d(Cin — Cou)ra Nco, Mc

dt dt Mgp Nga

d[cCO,] _ d[ThCO,] _ d(Cout — Cin)co2
dt dt dt

t
ThCO, gy = f ThCO,Pr dt - Vg

to

t1

PCOZTotal = (Cout — Cin)COZdt VR
t

0

d[cCO, ]
dt

CCOZTotal = = ThCOZTotal - pCOZTotal

d[ThO d[cCO n m
(Th0s) _ dfeCO:] B, moy _ .
dt dt mcoz nCO2

t
pOZTotal == .]- ThOZPI‘ dt - VR

to

92 = ThCO,Pr

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)
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Tabla 2.4. Variables estequiométricas para el modelo predictivo.

Variable Nomenclatura Unidades Referencia
ThCO, CO2 tedrico producido gms Calculado

Cin Concentracion de entrada gm3 Experimental

Cout Concentracion de salida gm3 Experimental

n Fraccion molar mol Estequiometria

m Masa molar g mol? Literatura
cCO, CO:z tedrico consumido gm? Calculado
ThCOzp,,; CO2 tedrico producido en el total de dias de operacion g CO2 Calculado

Vr Volumen del reactor m?3 Experimental
pCOz1.1  COzreal producido en el total de dias de operacion g CO2 Calculado
€COz10ta  COz2 tedrico consumido en el total de dias de operacion g CO2 Calculado
ThO, Oz tedrico producido gm3 Calculado
PO27gcal Oz real producido en el total de dias de operacion g 02 Calculado

3.4 Produccion tedrica y real de CO>

La Fig. 2.6 muestra el perfil de CO2 y Oz en el BTF, a través de los 101 dias
de operacion y las tres etapas operativas, donde se registran producciones de
CO:2 al inicio de la etapa | de hasta ~ 20 g m™ h', asociadas principalmente a
la mezcla de biomasa en el biorreactor, asi como a la toxicidad causada por el
EA y sus metabolitos secundarios provocados en el cultivo vy
consecuentemente muerte celular, debido a que el cultivo se encontraba en
una etapa de adaptacion y transformacion metabdlica. Sin embargo, a medida
gue avanza la etapa I, se confirma la adaptabilidad y alto rendimiento del
cultivo en el BTF con la disminucion de COz2, asi como el aumento de ThCO2zPr
calculada con las ecuaciones estequiométricas para cada etapa con hasta un
5 % de CO: real respecto al tedrico (Tabla 2.5), validando el uso de cultivos

mixtos en un BTF para el tratamiento de vapores organicos como el EA.
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Figura 2.6. Perfil real y predictivo de CO; y O a través del tiempo.

Tabla 2.5. Estimacion de variables estequiométricas mediante el modelo predictivo.

Etapa Tiempo pCO: ThCO2Pr Recuperacion  ¢COz,,.i POzp00m
(Dias) (@m*h?)  (@m3h?) (%) ) (9
I 0-30 7.28+8.43 6.53+145 170.31+105.43 1.43 N.A.
Il 31-60 2.03+0.98 17.60+4.91 1241 +7.84 32.72 13.09
1 61-101 146+061 27.92+7.41 524 +1.62 78.97 32.00

pCO.: Tasa de produccion real de CO2; ThCO,Pr: Tasa de produccion tedrica de
CO:a.

Ademas, las bajas concentraciones de CO2 debidas a la fotosintesis oxigénica
de la fraccion fotoautotrofa del cultivo también sugieren altas concentraciones
de DO en todo el lecho empacado [22, 76], mejorando el rendimiento del
sistema al no existir limitaciones en la transferencia de CO:2 del gas a la
biopelicula, con produccion de hasta un 35 % de Oz por consumo de CO:2

respecto al requerido para la biodegradacion de EA segun la evaluacion
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estequiométrica (Ec. 2.7-2.12). Aunque el gas a tratar suele contener altas
concentraciones de Oz, su constante de Henry es relativamente alta y puede
no transferirse adecuadamente a la biopelicula, siendo estequiométricamente
insuficiente para la biodegradacion aerobia de COVs [120]. En este sentido, la
ThO2Pr también muestra un notable incremento de la etapa Il a la lll, con la
completa adaptacion del cultivo, sin embargo, podemos suponer que el
aumento de la capacidad de eliminacion (EC) en la etapa lll también esta
relacionado con el aumento de la produccién de Oz, ya que la baja limitacion
de O2 también es una variable limitante en la biofiltracion de COVs [71]. Dado
gue esta variable se determind mediante evaluacion estequiométrica, no se
presentan los valores de ThO2Pr en la etapa | (sin consumo de CO:2 ni
adaptacién del cultivo). La representacion propuesta del mecanismo de

biodegradacion de COVs por microalgas-bacterias se muestra en la Fig. 2.7.

Figura 2.7. Fendmeno general de biodegradacion de COVs en un biotrickling filter

Interaccion

Miecroalza-Bacteria Proceso de

Biopelicula hiudegradaci&n

Material
de
empague

(BTF) por microalgas-bacterias.
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3.5 Analisis de lixiviados (TOC, DIC y
SSV)

La Fig. 2.8 muestra el perfil del contenido de SSV como biomasa en lixiviados
con una notable disminucién de la concentracion para la etapa Il respecto a
la etapa Il, lo que sugiere que en la etapa Il en un estado pseudo-estacionario,
una fraccion importante de biomasa terminaba en lixiviados, presumiblemente
porque el tandem microalga-bacteria no estaba completamente adaptado a las
diferentes fuentes de carbono y en consecuencia, habia una baja produccién
de biomoléculas que favorecen la formacién de biopeliculas como las
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) [91, 134]. Una vez que el
consumo de carbono como EA por el cultivo aumenté, la concentracion de SSV
como biomasa en los lixiviados disminuy6 considerablemente, atribuido a la
simbiosis celular del cultivo y tales biomoléculas como EPS reflejado en la

aparicion del BTF en la etapa lll.
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Figura 2.8. Contenido de biomasa como SSV en lixiviados a través del tiempo.
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Otra variable que indica una mejora en el rendimiento del BTF a lo largo del
tiempo, es el contenido de TOC y DIC, la Fig. 2.9 muestra una disminucion en
la concentracion de carbono disuelto en el lixiviado, siguiendo la tendencia de
bajo contenido de carbono en la etapa Ill cuando el BTF eliminé méas carbono
como EA y el consumo de CO:2 por la mineralizacion del EA.

Etapa II Etapa III

|H ‘H ‘I‘I El IH ‘F"I ‘m ‘1‘1

6

mg L
=

Tiempo (Dias)
8 TOoC O DIC

Figura 2.9. Contenido de carbono como TOC y DIC en lixiviados a través del tiempo.

4 Conclusiodn capitulo 2

El presente trabajo se centra en el uso de un BTF para el tratamiento de COVs
como EA y el control de las emisiones de CO2 mediante cultivos mixtos de
microalgas y bacterias, con el objetivo de reducir las emisiones totales de
carbono a la atmosfera. Durante 101 dias de funcionamiento, se monitoreo la

fase gaseosa, la fraccion liquida como lixiviado y la biomasa para comprender
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los fendmenos estequiométricos en un sistema con metabolismo diverso. Se
identificaron variables criticas como Q, EBRT e IL. En este contexto,
modificando el flujo de gas y aumentando el EBRT, se observé una notable
mejora del rendimiento en las etapas posteriores. Ademas, la eliminacion de
EA aumentd a medida que se incrementaba la IL, alcanzando altos porcentajes
de eliminaciéon. También se consigui6 el objetivo de controlar las emisiones de
COg2, con concentraciones hasta 20 veces inferiores a la ThCO2Pr debido a la
mineralizacion completa del EA.

Los cultivos mixtos ofrecen una solucion prometedora y versétil en el
tratamiento bioldgico del aire. Gracias a sus capacidades metabdlicas
mixotroéficas, estos cultivos pueden tratar tanto COVs como COz. La captura
de CO:2 durante el tratamiento de EA muestra una notable eficacia en la
reduccion de emisiones de GEI y COVs. Sin embargo, todavia hay margen
para liderar el uso de biorreactores como los BTF para tratar compuestos en
fase gaseosa como SOx, NOx e incluso Os. Los resultados respaldan la
capacidad de los -cultivos mixtos para hacer frente a los retos
medioambientales y generar beneficios econdmicos mediante la produccién
sostenible de biomoléculas de valor afiadido. Con aplicaciones escalables y
una amplia gama de beneficios, los cultivos de microalgas ofrecen una via

hacia un futuro mas limpio y sostenible en la gestion de la calidad del aire.
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Capitulo 3:

Mejora de la captura de CO. y caracterizacion de
la biomasa en un fotorreactor AirLift de
microalgas bajo exposicion a campos magneticos
estaticos

Enhancement of CO, capture and biomass
characterization in a microalgae-cultured AirL.ift
photoreactor under static magnetic field exposure

magnético
Microalsas

Imanes

Fotorreactor
AirLift
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Resumen

La contaminacion atmosférica por compuestos organicos volatiles (COVs) y el
aumento de la temperatura global debido a gases de efecto invernadero (GEI)
como el diéxido de carbono (CO2), afectan a la calidad del aire y a la salud de
la poblacion. Los sistemas biolégicos pueden tratar los COVs, produciendo
CO2 que puede ser asimilado por microalgas en sistemas acoplados. Se ha
observado que la estimulacion con campos magnéticos estaticos (SMF)
modifica la tasa de crecimiento de las microalgas y aumenta la fijacion de COz-.
El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de un SMF en la fijacién
de CO:2 por microalgas en un fotorreactor AirLift (ARL). Se evaluaron diferentes
tiempos de exposicién de 6, 4y 2 h al dia a 45 mT en un ARL como post-
tratamiento de un reactor de tanque agitado semicontinuo (S-CSTR) que trata
vapores de tolueno. ElI CO:2 producido en el S-CSTR se introdujo en el ARL,
gue se evalué en funcion de la biomasa, pigmentos y otras biomoléculas
producidas, asi como del rendimiento respecto a la captura de CO:2 y la
eliminaciéon de tolueno remanente. La captura de CO:2 a las 4 h de exposicién
aumentd hasta un 96 % en comparacion con el ARL de control, mientras que
elimind hasta un 45 % del tolueno remanente. Sin embargo, la exposicion a
las 6 h produjo el mayor crecimiento de biomasa (12 % mas) en relacion con
el control. El contenido en pigmentos a las 4 h de exposicion fue de 18.36 mg
Lt de clorofila total frente a los 6.80 mg L del ARL sin SMF. Por lo tanto, la
exposicion a 45 mT durante 4 h fue éptima teniendo en cuenta la disminucién
de las emisiones de CO: y tolueno remanente; asi como una elevada
produccion de pigmentos como subproducto de valor afiadido. Por ultimo, el
uso de cultivos de microalgas bajo SMF representa una solucién prometedora

y versétil para el tratamiento biolégico del aire y la valorizacidon de emisiones.

Palabras clave: calidad del aire, fotorreactor AirLift, GEIl, CO», post-

tratamiento, SMF, microalgas, mixotréfico, biomasa, valorizacion.
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Nomenclatura Abreviaciones
Q Flujo de aire (L min) COVs Compuestos organicos volatiles
Cin Concentracion de entrada (g m) BTF Biotrickling filter
Cout Concentracion de salida (g m) oL Carga de salida de CO2 (g m= ht)
Vr Volumen del reactor (m?) BS Bioscrubbers
d(C, — Cour) Tasa de cambio en la captura de carbono .
—in _Out’Co, FBR Reactor de lecho fluidizado
dt como CO2 (g m3 h?)
d(Cy, — Cour) Tasa de cambio en la eliminacion de L y
—~Zin __“Outjol RE Eficiencia de remocion (%)

dt carbono como tolueno (g m= h?)

Concentracion de SSV como biomasa en t L .
Px ) EC Elimination capacity (g m=h?)
determinado (mg L)

t Tiempo (d) MBBR Biorreactor de lecho movil
Xa Concentracion de biomasa (mg L) IL Carga de entrada (g m3 h?)
) Planta de tratamiento de aguas
ChIT Clorofila total (mg L?) PTARs )
residuales
At Gradiente de tiempo (d) Chl Clorofila
Vinax Tasa maxima de produccion (mg L d1) PBR Fotobiorreactor
ARL Fotorreactor Airlift
SMF Campo magnético estatico
. Reactor de tanque agitado semi-
Letras griegas S-CSTR ,
continuo
a Concentraciéon maxima ent — oo (mg L) MM Medio mineral

Pardmetro relacionado con las . ) )
B o o GRT Tiempo de residencia del gas (S)
condiciones iniciales

k Tasa de produccion (d?) ES Set experimental
o . Solidos suspendidos volatiles (mg
u Tasa de crecimiento especifico (d?) SSv L)
Sustancias poliméricas
EPS
extracelulares
TOC Carbono organico total (mg L)
Carbono inorgénico disuelto (mg L~
DIC )
FE Eficiencia de fijacion (%)
FC Capacidad de fijacion (g m= h?)
Tasa de produccion teérica de CO2
ThCOzPr
(@m3ht)

Tasa de fijacion tedrica de CO2 por
ThCO2F biodegradacion de tolueno (g m= h-

Y
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1 Introduccion

El aumento considerable de la contaminacion atmosférica por compuestos
organicos volatiles (COVs) emitidos por diversas industrias, plantea
importantes problemas medioambientales y de salud publica. Estas emisiones
aumentan con el desarrollo industrial y el crecimiento de la poblacién mundial,
lo que exige tecnologias de tratamiento del aire nuevas, econdomicas y
respetuosas con el medio ambiente [101]. Un ejemplo de estos compuestos
es el tolueno, un hidrocarburo aromatico utilizado principalmente como
disolvente en industrias (ej. refinerias, industria quimica o gasolina). Este
compuesto es peligroso para la salud humana, con propiedades narcoticas y
neurotoéxicas, afectando principalmente al sistema nervioso central [119]. Entre
los diferentes sistemas de tratamiento de emisiones de COVs, los sistemas
biolégicos destacan como una tecnologia econ6micamente viable a escala
industrial [49]. Estos sistemas aprovechan la capacidad de los
microorganismos para convertir los contaminantes organicos en productos no
téxicos como agua y nueva biomasa, asi como subproductos como el diéxido
de carbono (CO2) [35]. Entre las diferentes configuraciones de reactores para
el tratamiento de COVs en fase gas destacan los Bioscrubbers (BS) y los
Reactores de lecho fluidizado (FBR), que se caracterizan por el uso de

microorganismos suspendidos en un medio liquido [87, 101].

Aunqgue estas biotecnologias han sido ampliamente estudiadas, las emisiones
residuales de estos sistemas contienen CO:2 de origen biolégico procedente de
la biodegradacion de COVs, contribuyendo a las emisiones globales de CO:
[141]. Emisiones que no solo tienen implicaciones para el medio ambiente,
sino también politicas, pues cada vez causan mas problemas y preocupacion
en los gobiernos del mundo, ya que requieren esfuerzos para combatirlas al
incrementarse junto con las actividades humanas e industriales diarias [94].

Bordoloi & Gostomski, (2019) [18], reportan que en sistemas biologicos de
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tratamiento de COVs, el destino principal del carbono convertido va a C-COz,
con porcentajes de mineralizacion del 44 al 90 %, en estudios previos de
tratamiento de vapores de tolueno por sistemas de biofiltracion. Trabajos
previos con respecto a sistemas de biomasa suspendida, como Lu et al.,
(2022) [87], reportan 289 g de C-CO: total en 45 dias de operacion para un
FBR que trata vapores de tolueno; Oliva et al., (2023) [104], informan de una
concentracion maxima de CO2 de 4.33 g m= en el gas de salida con un RE de
99,9 % de tolueno en un biorreactor de lecho mévil (MBBR), con una carga de
entrada maxima de ~ 600 mg m-3 empleando un in6culo de lodos activados de

una planta de tratamiento de aguas residuales (PTARS).

Las estrategias de eliminacion de CO: se centran principalmente en
reacciones quimicas, inyeccion directa en el subsuelo o en el océano, asi
como en la mitigacion biolégica mediante su conversion en materia organica
[65]. En este sentido, los cultivos de microalgas y cianobacterias como
organismos fotosintéticos tienen una alta capacidad para capturar y utilizar el
CO2 como fuente de carbono inorganico, incluyendo gases procedentes de la
combustién industrial, utilizando energia luminica natural o artificial, con tasas
de crecimiento y capacidades de captura superiores a las plantas terrestres,
convirtiendo el CO2 en Oz, carbono organico, ademas de en nueva biomasa,
en un proceso denominado fijacion de carbono [80, 136]. Esta fijacion por
microalgas representa beneficios econémicos debido a su estructura celular
simple y una adecuada relacién area-volumen, consumen grandes cantidades
de nutrientes, lo que disminuye el tiempo de crecimiento, ademas de ser una
tecnologia amigable y ambientalmente sostenible [141]. El carbono contenido
en las células de microalgas representa mas del 50 % del peso seco,
requiriendo aproximadamente 2 unidades de fijacién de CO2 para producir una
unidad de biomasa de microalgas [136]. Esta biomasa tiene la capacidad de
proporcionar compuestos de alto valor para la industria, ya que contiene una

gran variedad de metabolitos primarios como: lipidos, proteinas,
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carbohidratos, y secundarios como: pigmentos (clorofilas, carotenoides,
ficocianina), compuestos fendlicos, siendo utilizados en sectores como el
bioenergético, alimentario, cosmético, farmacéutico, entre otros, convirtiendo
estos cultivos en tecnologias de captura de carbono, asi como tecnologias de

biorrefineria para la obtencién de biomoléculas con valor afiadido [80].

Sin embargo, es esencial proporcionar a estos organismos condiciones
especificas para su crecimiento y desarrollo, como un medio ligeramente
alcalino, temperatura y presion ambiente, ciclos de luz/oscuridad, asi como
una aireacioén adecuada, nutrientes en solucion, tiempos de residencia de los
gases (GRT) y una homogeneizacion eficiente del medio, lo que se consigue
mediante el disefio de fotobiorreactores (PBR), un reactor en el que se utiliza
una fuente de energia luminosa para el crecimiento y desarrollo de organismos
fotosintéticos, como los cultivos de microalgas. Existen diferentes
configuraciones de reactores en funcion de la aplicacion o de los parametros
de funcionamiento. Un PBR muy utilizado es el fotorreactor AirLift (ARL), un
disefio mejorado del reactor de columna de aire convencional, su disefio
consiste en una estructura interna, que divide verticalmente la columna en
zonas de flujo de aire ascendente y descendente, con el objetivo de dirigir el
flujo de gas contaminado de las zonas oscuras a las zonas iluminadas,
permitiendo una mejor homogeneidad del medio liquido y la exposicion a la luz

u otros factores externos [6].

En general, la eleccion del PBR depende de su finalidad, ya sea la produccion
de compuestos valiosos, la generacion de biocombustibles o la captura de CO2
y biodegradacion de COVs. Es importante que se monitoreen variables como
el pH, ya que, aunque la mayoria de las cepas proliferan a pH neutro, un
aumento indica indirectamente el rendimiento del reactor, ya que tiende a
aumentar su valor debido a la liberacién de iones OH- procedentes de la
conversion de bicarbonatos en solucién a CO2 y la accion de enzimas como la

anhidrasa carbonica, por lo que el pH aumenta con respecto al consumo de
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carbono, principalmente en forma de CO: [61]. Ademas, los ciclos de
luz/oscuridad son de vital importancia ya que sin una fuente de energia
luminosa no se produce la fotosintesis, pero un exceso de irradiacion luminica
puede causar estrés metabdlico en estos cultivos, lo que lleva a un bajo

rendimiento del sistema.

Estos cultivos también presentan ventajas significativas en la biodegradacion
de COVs, ya que pueden mostrar capacidades mixotréficas al utilizar
compuestos organicos como fuente de energia y requieren una cantidad
minima de luz. Ademas, pueden capturar CO2 como fuente de carbono
inorganico mientras biodegradan carbono organico en forma de COVs [109].
Los informes indican una eliminacion de COVs en sistemas con cultivos de
microalgas de hasta ~ 89 % en un PBR tubular para el tratamiento de tolueno,
aungue con un cultivo mixto de microalgas y bacterias [103]; Soreanu et al.,
(2021) [124], informan de hasta un 100 % de eliminacion de etanol como COV
modelo en un biotrickling filter (BTF) en el que se utilizan cultivos de microalgas
y aproximadamente un 12 % menos de produccién de CO2 en comparacion
con el BTF sin microalgas.

En este sentido, estos sistemas pueden aplicarse como postratamiento a
sistemas de tratamiento bioldgico como PTARs para eliminar CO2 y COVs
causantes de olores, en biodigestores para refinar biogas o simplemente para
la produccién de moléculas de alto valor, PBR aplicados como postratamiento
reportan eficiencias de captura de CO:2 del 64 al 84 % acoplados a
biodigestores donde se tratan lodos de PTARs, refinando el metano (CHa)
producido [63, 97, 135, 142]. Ademas, con respecto al tratamiento biolégico
del aire y la valorizacién de emisiones, se han reportado pocos estudios sobre
el acoplamiento de sistemas biolégico-biolégico, Oliva et al., (2023) [104],
reportan una captura de CO2 de hasta 95.8 % a partir de un MBBR que

remueve casi por completo vapores de tolueno y una produccion promedio de
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biomasa de 1.3 g L por un cultivo de Chlorella vulgaris, por otro lado Cruz-
Garcia & Aizpuru, (2021) [34], reportan una tasa de fijacion de carbono como
CO2 de 302 mg L h't producida en un biofiltro debido a la bioconversién de
vapores de metanol y una productividad de 76.5 mg L* d* en peso seco como
biomasa de un cultivo de Arthrospira maxima, incluso un 117 % superior al
cultivo alimentado con aire ambiente, lo que indica el potencial de los sistemas
biolégicos acoplados como modelo no sélo de tratamiento de emisiones, sino

también de economia circular a través de la valorizacién de las mismas.

Sin embargo, con el fin de mejorar la fijacion de CO:2 por las microalgas, se ha
estudiado la aplicacibn de campos magnéticos estaticos (SMF) como
estimulante utilizando materiales con capacidades magnéticas como una
tecnologia de bajo costo para estimular o inhibir ciertas rutas metabdlicas
[118]. Estos efectos debidos al estrés causado por la estimulacion del SMF
pueden resultar en beneficios en cuanto a la produccion de moléculas de alto
valor, sin embargo, no podemos asociar un efecto del SMF a biocompuestos
especificos, ya que la produccién y composicién de la biomasa dependera de
un conjunto de factores como la cepa estudiada, el tiempo de exposicion, la
intensidad del campo, el pH e incluso la configuracion del sistema [44]. Dado
que se han estudiado diferentes estilos de PBR bajo SMF para su aplicacion
en cultivos de microalgas, se pueden utilizar imanes fijos en los laterales del
reactor, con placas magnéticas por encima y por debajo con sistemas, de
ajuste en espiral y alrededor de la circunferencia del reactor con solenoides
[44, 118].

La configuracion del sistema, asi como la intensidad o el tiempo de exposicion,
dependeran de la finalidad del estudio o de la aplicacion de los
microorganismos. Sin embargo, aunque los mecanismos de accion en
sistemas bioldgicos no estan completamente esclarecidos, los efectos sobre

el metabolismo celular estan relacionados con los pardmetros de cultivo,
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influyendo principalmente en la activacion de sistemas enzimaticos, rutas
metabdlicas e incluso alterando el flujo de electrones a la membrana
plasmética, provocado por mecanismos de defensa celular debido al estrés
por la aplicacion de un SMF [44]. En este sentido, existe interés en estudiar la
fijacion de CO:2 bajo el efecto de un SMF, aunque existen pocos estudios al
respecto, lo que indica la necesidad de trabajar en esta direccion, Deamici et
al., (2019) [45], estudiaron la fijacion de CO:2 por un cultivo de Chlorella fusca
bajo un SMF de 60 mT de intensidad, encontraron una estimulacion positiva
del cultivo ya que aumentd la asimilacion en un 50 % bajo la exposicion al
SMF, demostrando que la aplicacion de un SMF reduce las emisiones de COz,
ademas de aumentar la produccién de biomasa para posibles usos

comerciales futuros.

Teniendo en cuenta lo anterior, este capitulo pretende acoplar un ARL bajo el
efecto de un SMF como post-tratamiento a un reactor de tanque agitado semi-
continuo (S-CSTR) que trata vapores de tolueno como COV modelo. El
objetivo es mejorar la fijacion de CO2 y examinar los efectos de diferentes
tiempos de exposicion en la produccién y composicion de la biomasa, asi como

en el tratamiento y utilizacién de las emisiones gaseosas del S-CSTR.
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2 Materiales y metodos

2.1 In6culo y medio mineral

El S-CSTR se inoculd con un cultivo de bacterias previamente aclimatadas y
aisladas de una muestra de lodos de la PTAR de la Universidad del Mar
campus Puerto Angel, San Pedro Pochutla, Oaxaca, México. Para los
reactores ARL se utilizé un consorcio de microalgas obtenidas de una muestra
de lodos del rio Turbio en Ledn, Guanajuato, México. Previo a la puesta en
marcha del sistema, el consorcio de microalgas fue aclimatado durante 14 dias
con aire atmosférico comprimido y medio mineral Bold Basal (MM) compuesto
por 0.075 g L't K2HPO4, 0.175 g Lt KH2PO4, 0.25 g L™t NaNOgs, 0.025 g L?
NaCl, 0.075 g L' MgSO4-7H20, 0.01142 g L* H3BOs, 0.05 g Lt EDTA, 0.031
g L1 KOH, 0.00144 g L't MnCl2-4H20, 0.00119 g L1 Na2M004-2H20, 0.0004 g
Lt CoCl-6H20, 0.00882 g L*! ZnS047H20, 0.00157 g L CuSO4-5H20,
0.00498 g L* FeS04-7H20, 0.001 mL Lt H2S0s, 0.025 g L CaClz2:2H20,
cloranfenicol (Sigma-Aldrich) como antibi6tico para la inhibiciébn bacteriana
(0,01 g mL* en 1000 mL de MM) y ajuste pH = 7.

2.2 Configuracion del sistema acoplado

El sistema acoplado consiste en dos reactores ARL de vidrio de operacion
semi-continua, con 0,07 m de didmetro interno y 0,33 m de altura, acoplados
como post-tratamiento a un S-CSTR de acrilico de 2 L de MM efectivo con
agitacion magnética (Fig. 3.1). El flujo de aire (Q) de 1 L min- con vapores de
tolueno previamente tratados y regulados con un controlador de flujo masico
entra por la parte inferior del ARL, con 1 L de volumen efectivo, agitaciéon
neumatica, una esponja de poliuretano para favorecer la distribucién del gas,

asi como el crecimiento de biopelicula, y un mezclado eficiente; los puertos de
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muestreo gaseoso estan situados en la parte superior y en la entrada del ARL,
el muestreo de liquidos asi como el de biomasa esta situado en la parte
inferior. EI ARL expuesto a SMF estd enchaquetado durante el periodo de
exposicion con 12 imanes de Neodimio (Nd) (50 x 30 x 3 mm) como fuente de
SMF, distribuidos en cuatro secciones de la columna. La fuente de iluminacion
consiste en dos focos LED de 6 W situados a los lados de la columna. La Fig.

A3.1 muestra el sistema real de pre y post-tratamiento a escala de laboratorio.

(P

Figura 3.1. Configuracion experimental del sistema acoplado S-CSTR-ARL: 1) S-
CSTR; 2) Puerto de muestreo de liquidos; 3) Rotametro; 4) Puerto de muestreo de
gases; 5) ARL; 6) Fuente de campo magnético; 7) Fuente de iluminacion; 8) Esponja
de poliuretano.

2.3 Caracterizacion del SMF

La intensidad del SMF se caracterizo utilizando un teslametro (HT20) en los
ejes X, Yy Z de la columna ARL, con 5 zonas diferentes en la altura total del
reactor debido a la posicién de los imanes de Nd como fuente de SMF. Las

intensidades de campo medidas en todas las zonas del eje Z se promediaron

92



-

CAPITULO 3: FOTORREACTOR AIRLIFT (ARL)

considerando el area dada por la intensidad medida y resultante en el gréafico
de mapa de calor (OriginPro2024, MATLAB) para obtener la intensidad media
en el volumen total del ARL.

2.4 Operacion del sistema acoplado

El S-CSTR oper6 en un estado estacionario diferente durante cada etapa
experimental durante el total de operacidon del sistema acoplado. El
funcionamiento de los reactores ARL (control y expuesto) como post-
tratamiento se dividié en tres sets experimentales (ES) variando el tiempo de
exposicion al SMF: 6, 4y 2 h d. La puesta en marcha del sistema comienza
con la inoculacién del ARL con biomasa adaptada, después se establecieron
el Qyla GRT.

En ES-I el ILtoL procedente de la salida del S-CSTR oscil6 en 12.79 + 3.80 ¢
m= h?1, Qde 1L min?t, GRT de 60 s e intensidad luminosa de 164,49 + 6,16
umol m2? sty pH de 7. A partir de la segunda ES el ILtoL aumenté a, 13.70 +
6.66 y 19.87 + 9.30 g m™ h'? para ES-Il y Ill, respectivamente. Durante cada
ES se monitoreod la fase gaseosa y el pH, asi como la cuantificacion de SSV
como contenido de biomasa (mg L) al inicio y al final del experimento. El
contenido de pigmentos, sustancias poliméricas extracelulares (EPS),
carbohidratos, proteinas, lipidos, asi como el carbono organico total (TOC) y
el carbono inorgéanico disuelto (DIC) se cuantificaron al final de cada ES. Las
condiciones de operacién del sistema en cada ES se presentan en Tabla 3.1,
asi como las ecuaciones modificadas para la evaluacion del desempefio
reportadas por Yan et al., (2021) [138] (Eq. 3.1-3.5):

Ci,— C
RE = =% v 100 (3.1)
Cin
Ciy,— C
FE = 2“9y 100 (3.2)
Cin
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_ Q X Cin
IL = T (3.3)
EC = QX (Cin - COut) (3.4)
Vk
FC = QX (Cin - COut) (3.5)
Vk

Donde RE es la eficiencia de eliminacion de tolueno (%), Cin y Cout €s la
concentracion inicial y final respectivamente (g m=3), FE es la eficiencia de
fijacion de COz2 (%), IL es la carga de entrada (tolueno y CO2) (g m= h?), Q es
el flujo de aire (m3 ht), Vr es el volumen del reactor, EC es la capacidad de

eliminacioén de tolueno (g m3 h't), FC es la capacidad de fijacién de CO2 (g m-

Table 3.1. Condiciones de operacion del ARL (control y expuesto).

., ILco2 ILtoL
ES Exposicion (g m3h) (g m?h?)
| 4?:(r)nn-[rglh 3263+8.05  12.79+3.80
I 4ignn-[rglh 31.62+7.57  13.70 + 6.66
45mT 2 h
Il f:;"mrol 3385+626  19.87 +9.30

ES: Set experimental; IL: Carga de entrada (tolueno/CO; producido en S-CSTR).

2.5 Métodos analiticos

2.5.1 Fase gas

La concentracion de tolueno se determind mediante cromatografia de gases
(Agilent Technologies-6890N) con un detector de ionizacion de flama (GC-FID)
con temperaturas de 250, 250, 140 °C para el detector, inyector y horno

respectivamente, utilizando nitrégeno como gas portador. La concentracion de
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CO2 se midi6 utilizando un sensor (CO2METER-CM-0187) con método de
deteccion infrarroja no dispersiva (NDIR) con Optica chapada en oro
registrando las unidades en ppm utilizando el software GasLab donde los

valores se visualizan en tiempo real.
2.5.2 Fase liquida

El contenido de TOC y DIC en la fase liquida del ARL se analiz6 con muestras
previamente centrifugadas a 5500 rpm durante 15 min vy filtradas a través de
membranas de 0.45 pm utilizando un analizador de TOC (TOC-VCSN
SHIMADZU ASI-V). La concentracion de biomasa se determin6 como SSV por
el método reportado en APHA, (1989) [7], para muestras en fase liquida de
ARL, donde una vez filtrada y secada a 105 °C, se incineré a 550 °C en mufla

registrando el contenido de biomasa como SSV.
2.5.3 Biomoléculas

La extraccion y cuantificacion de EPS se realizé por el método reportado por
Liu & Fang, (2002) [81], con formaldehido y NaOH, carbohidratos en EPS por
el método de Dubois et al., (1956) [50], con H2SO4 concentrado y 5 % de fenol;
proteinas en EPS por el método de Lowry et al., (1951) [85], asi como lipidos
neutros por los métodos Sulfo-Fosfo-Vainillina reportados por Mishra et al.,
(2014) [96]. Los pigmentos como clorofila a, b y carotenoides se determinaron
por extraccion con metanol reportado por Fallahi et al., (2020) [55], para una
mezcla de microalgas (C. vulgaris, S. Obliguus y Nannochloropsis sp.)
provenientes de lodos de aguas residuales municipales. Se presentan las
ecuaciones para la cuantificacion de biomoléculas (Eq. 3.6-3.11);

mg Carbohidratos

Carbohidratos (mg g~! Biomasa) = 2SSV (3.6)
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mg Proteinas
g SSV
mg Lipidos
g SSV

Proteinas (mg g~! Biomasa) =
Lipidos (mg g~ Biomasa) =
Chla (mg L_l) = 15.65 OD666 - 7.34‘ OD653

Chlb (mg L_l) - 27.05 OD653 - 11.21 OD666

1000 0D, — 2.27 Chl, — 129.2 Chl,,

Carotenoides (mgL™1) = 221

(3.7)

(3.8)

(3.9)

(3.10)

(3.11)

Ademas, se realiz6 una tincion multiple mediante el método modificado de Luo

etal., (2020) [88] y Adav et al., (2010) [2], para observar la distribucion espacial

de los diferentes componentes en la célula de microalgas utilizando un

microscopio de fluorescencia Zeiss Axio Imager.M2 con un objetivo EC Plan-

Neofluar. Se utilizé un conjunto de fluorocromos (Sigma-Aldrich): fluorescein-

isothiocyanate (FITC) para observar las proteinas con longitudes de onda de

excitacién/emision de 488/520 (verde); concanavalin A (Con A) para observar

el polisacérido a-D-glucopyranose con longitudes de onda de 561/580 nm

(rojo); calcofluor white (CW) para observar el polisacarido 8-D-glucopyranose

polysaccharide con longitudes de onda de 400/435 (azul); rojo nilo para

observar lipidos con longitudes de onda de 530/585 nm (amarillo).

2.6 Balances de carbono y produccion

tedrica de CO»

Los balances de carbono se calcularon en cada ES del sistema siguiendo la

metodologia reportada por Cruz-Garcia et al., (2019) [35], en el total de dias

de operacion, donde la cantidad total de carbono como FC (C-CO2) y EC (C-
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tolueno) se obtuvo integrando el consumo con respecto al tiempo, asumiendo
un 50 % de carbono en biomasa como SSV [4]. La tasa de produccion teorica
de CO:2 debida a la mineralizacién del tolueno (ThCO2Pr) se estimé respecto
al tolueno consumido durante el funcionamiento del sistema acoplado,
asumiendo un metabolismo heteroétrofo con tolueno como fuente de energia
en el ciclo oscuro y donador de electrones, NO3 como fuente de nitrégeno, y
Cse1H10370475N como férmula empirica de la biomasa mediante analisis
elemental previo al presente trabajo [126]. Se presentan las ecuaciones para
el balance general de carbono (Eq. 3.12) y la ecuacion estequiométrica para
ThCO2Pr (Eg. 3.13):

d(Cin — Cout)co, N d(Cin — Coutltol

= 3.12
= - TOC + DIC + Csgy  (3.12)

0.031 C4HsCH; + 0.022 NO3 + 0.022 H* + 0.100 O,
(3.13)
- 0.100 CO, + 0.022 Cell + 0.025 H,0

Donde Ciny Cout €s la concentracion de carbono inicial y final respectivamente,
TOC es el carbono organico total, DIC es el carbono inorganico y Cssv es el

carbono en soélidos suspendidos volatiles como biomasa.

2.7 Parametros cinéticos

Los parametros cinéticos se estimaron utilizando el modelo sigmoidal de
Gompertz reportado por Covarrubias-Garcia et al., (2020) [33] y el ajuste de
Monod reportado por Delgadillo-Mirquez et al., (2016) [47], expresado en
funcién del tiempo de acuerdo a las ecuaciones (Eq. 3.14-3.17) con respecto

a la sintesis de biomasa y la produccion total de clorofila.
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P, = ae B (3.14)
In(Xa;) — In (Xa,)
_ 3.15
H At (3.13)
ChIT = aeBe™ (3.16)
In(ChIT,) — In (ChIT
Hchit = (ChIT,) AC (ChiTo) (3.17)

Donde Px es la concentracion de SSV como biomasa en un determinado t (mg
L'Y), @ es la concentracion maxima (en t— o) (mg L?), g es el parametro
relacionado con las condiciones iniciales, k es la tasa de produccion de
biomasa/ChIT (d'), 1 es la tasa de crecimiento especifica (d!), Xa es la
concentracion de biomasa como SSV (mg L), ucnr €s la tasa de produccion
especifica de clorofila (d') y ChIT es la concentracién de pigmentos como
clorofila total en un determinado t (mg L?). El ajuste Gompertz se obtuvo
utilizando regresion no lineal (OriginPro2024), la tasa maxima de produccién
(Vmax) se determiné a partir del modelo reportado por Acuiia et al., (1999) [1],
como Vmax = 0.368ak (mg Lt d?).

2.8 Analisis estadistico

La significancia de medias para las etapas experimentales del ARL (control y
expuesto) se analizé mediante analisis de la varianza (ANOVA) seguido de
una prueba de Tukey (p < 0,05) y un analisis de medidas repetidas y prueba
de Tukey (p =< 0,05) realizado en el software Minitab Statistical. Cada conjunto
de datos a lo largo de la fase experimental contenia al menos cinco, tres y dos

réplicas para COg, tolueno y biomoléculas, respectivamente.
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3 Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion del SMF

La distribucion del campo magnético se maped radialmente en cinco zonas
diferentes del reactor (eje Z), revelando variaciones en la intensidad de los ejes
X, Yy Z (Fig. 3.2). Cuatro zonas distintas dentro del volumen del reactor
exhibieron una mayor intensidad y homogeneidad del SMF, particularmente
cerca de la pared del reactor debido a la configuracién de los imanes de Nd.
Las intensidades maximas registradas en estas zonas de alta intensidad
(zonas rojas) fueron de 35, 336, 316, 141 y 37 mT para las zonas Z1 a Z5,
respectivamente. La Fig. 3.2f ilustra la disminucion de SMF en zonas mas
alejadas de los imanes y mas cercanas al centro del reactor (eje X). El campo
magnético vario significativamente, con intensidades hasta 10 veces mayores
en ciertas areas en comparacion con otras a lo largo de la altura del iman (50

mm), particularmente en la zona inferior y el centro del iman.
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(urs) >0 2

Figura 3.2. Caracterizacion del campo magnético por medio de 5 zonas en la
longitud total del reactor (eje Z); a) Z1: zona media del reactor sin imanes (entre los
dos conjuntos de imanes); b) Z2: zona inferior del iman; ¢) Z3: zona media del iman;
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d) Z4: zona alta del iman; e) Z5: zona alta del reactor sin imanes; f) Distribucién 3D
de SMF en la columna ARL.

La caracterizacion y el modelado preciso del SMF son cruciales, ya que
estudios anteriores han demostrado que los campos magnéticos de fuentes
como los imanes Nd no son homogéneos y varian a lo largo de los ejes X, Y y
Z [11]. El disefio de ARL ayuda a mejorar la distribucion de SMF. Mediante el
uso de agitacibn magnética y deflectores de gas, el ARL aumenta la
homogeneidad del medio liquido, reduciendo la variabilidad en los parametros
fisicos, quimicos y biolégicos causada por la baja homogeneidad del SMF

como estimulante biolégico.

3.2 Desempeno del sistema (COo,

tolueno y pH)

Las Fig. 3.3 y 3.4 muestran el perfil de captura de carbono y eliminacién de
tolueno remanente. El ARL expuesto a 45 mT generalmente mostré un mayor
consumo de COz2. En ES-Il con 4 h de exposicion, el sistema registré6 un FE
promedio de aproximadamente 60 % durante 14 dias, con un FC promedio de
19.10 + 3.53 g m3 hl y picos superiores al 80 %, asi como 22.88 g m= h.
Ademas, el sistema mostré6 un aumento significativo de la FE, de hasta un 96
% superior al ARL control (p < 0,05). Esta etapa con 4 h de exposicidn sugiere
un mejor desempefio con respecto a ES-l y Ill, ya que si bien comienza con
eficiencias de casi el 80 % y posteriormente desciende hasta quedarse en ~

60 %, presenta una mayor diferencia con respecto al ARL control.
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Figura 3.3. Perfil de captura de CO: a) FC de CO; en reactor control y expuesto
respecto al tiempo en las diferentes etapas experimentales; b) FE de CO; en reactor
de control y expuesto; Media * desviacion estandar (SD, n = 3). Donde las medias

gue no comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0,05).

Por el contrario, ES-IIl con dos horas de exposicion disminuye a ~ 50 % y con
menos diferencia con respecto al sistema de control. Esta diferencia en la
fijacion de COz2, sugiere una alteracion del flujo de electrones a la membrana
plasmatica por estimulacién con un SMF y la posterior entrada de nutrientes
como el ion Ca?* en el citoplasma. Es posible que este consumo altere el flujo
de electrones aumentando la tasa de consumo de nutrientes y el posterior
crecimiento celular, precedido por el consumo de carbono en forma de CO2
[30, 44]. Ademas, aunque no se ha evaluado en el presente trabajo, se ha

reportado que la aplicacion de un SMF aumenta la solubilidad y la difusion de
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compuestos como el COz2, posiblemente también proporcionando una mayor

disponibilidad de carbono en el medio [56].

Sin embargo, cuando los nutrientes presentes en el medio se agotan, el efecto
de la alteracion del flujo de electrones, causada por la estimulacion del SMF
disminuye, provocando un decaimiento en la produccion de biomasa y un
menor consumo que al inicio de la ES, es posible que, debido a este fendmeno,
veamos fluctuaciones en el FC a lo largo del tiempo. En la Fig. 3.3b también
se observa una disminucion de la FE con respecto a la puesta en marcha de
las ES Il y Ill, sin embargo, esto se asocia también a variaciones en la
produccion de CO:2 de origen bioldgico en el S-CSTR, ya que, siempre pueden
ocurrir variaciones en estos sistemas. En este sentido, son escasos los
trabajos enfocados en cultivos estimulados con un SMF con el objetivo de
mejorar las tasas de captura de CO2. Deamici et al., (2019) [45], reporta tasas
maximas de fijacion de hasta ~ 9y 10 g m? h'! a intensidades de 30 y 60 mT
respectivamente con 1 h de exposicion, con la importante variante de que es
un sistema sin condiciones de estrés, como los vapores de tolueno mas alla
de un SMF.

Cabe sefalar que los sistemas de post-tratamiento siempre dependeran del
sistema primario, en este caso los vapores remanentes de tolueno no
biodegradado en el S-CSTR. Aunque no se ha informado sobre el uso de SMF
en sistemas biol6gico-biologicos, Lebrero et al., (2016) [76], reportan bajo
rendimiento y fluctuaciones con respecto a RE en un sistema ARL similar pero
cultivado con un consorcio mixto microalgas-bacterias, con concentraciones
de biomasa en los primeros 15 dias de 1 a 2 g L1, similar a lo registrado para
las etapas | y Il del presente trabajo, incluso reportan biomasa adherida a las
paredes del reactor, asociada a estrés por metabolitos toxicos como alcoholes
derivados del tolueno, fenbmeno que también se presentd en nuestro sistema,
floculos adheridos y biomasa formando una especie de biopelicula en las

paredes del reactor y en la esponja de poliuretano (Fig. A3.2), sin embargo,

103



-

CAPITULO 3: FOTORREACTOR AIRLIFT (ARL)

cuando el cultivo se expone a bajas concentraciones o a un SMF especifico,
como 45 mT durante 4 h, como se inform6 en ES-II, la biomasa permanece en
suspension, lo que favorece un mejor rendimiento general del ARL y una
biomasa de mejor calidad, debido principalmente a la homogeneidad del

medio.

Respecto al perfil de remocién de tolueno (Fig. 4), la diferencia en RE entre el
ARL expuesto a 45 mT y el ARL control no es notable, ambos reactores
registran porcentajes de RE relativamente buenos como sistema de post-
tratamiento, con porcentajes incluso superiores al 80 % y promedios de 40 -
50 %. Sin embargo, es importante destacar que es dificil alcanzar un estado
estacionario en este tipo de sistemas (acoplados), ya que esto depende
directamente del desempefio del sistema de pretratamiento, en este caso el S-
CSTR. Oliva et al., (2019) [103], reporta hasta ~ 90 % de RE de tolueno a una
IL de 4 - 23 g m3 h1, similar al registrado por el presente sistema, aunque con
un cultivo microalgas-bacterias, sugiriendo el potencial de cultivos mixtos de
microalgas para asimilar diferentes fuentes de carbono, a través de

metabolismos mixotréficos mas alla de la exposicion a un SMF.
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Figura 3.4. Perfil de remocién de tolueno: a) EC de tolueno en reactor de control y
expuesto con respecto al tiempo en las diferentes etapas experimentales; b) RE de
tolueno en reactor de control y expuesto con respecto al tiempo en las diferentes

etapas experimentales.
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Un fendmeno interesante que presento el sistema fue el cambio de pH a través
del tiempo, ya que en un sistema bioldgico el pH suele variar por diferentes
razones, aunque los cultivos de microalgas prefieren un medio ligeramente
basico, en este caso iniciamos la operacion de cada ES con valores de ~ 7,
sin embargo, sin monitoreo y respectivo ajuste, el medio se alcalinizé durante
todo el ensayo experimental con valores hasta por encima de 8.5 durante ES-
I, a partir de ES-Il se adicioné buffer fosfato al MM (0.2 g L) para evitar
cambios tan grandes en el pH, no obstante, el medio se continué alcalinizando
presentando valores hasta pH=8 (Fig. 5). Si bien en los sistemas bioldgicos de
captura de CO2 el medio suele acidificarse inicialmente por la formacion de
H2COs derivado de la disolucion de CO:2 en agua, los iones OH" presentes en
el medio provenientes de la conversion de HCO3 a CO: incrementan los
valores de pH, lo que indica que hay mayor consumo de carbono como CO:
que H2COs disuelto en el medio, como se verific6 mediante andlisis DIC en el
medio liquido (Tabla A3.1). Respecto a la aplicacion de un SMF, en el presente
trabajo no se reportan variaciones de pH en los sistemas expuestos y control.
Deamici et al., (2016) [43], reportan que un SMF no influye en el cambio de
pH, ya que un SMF posiblemente no cambia el mecanismo de fijacion de

carbono como CO: por las microalgas.
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ESI(6h) ESTI (4 h) ES I (2 h)

8.5

1.5

pH

6.5

] 3 G 9 12 0 3 7 10 14 2 6 9 13 16
Tiempo (Dias)
=45 mT =&-Conirol

Figura 3.5. Cambio de pH en ARL expuesta y control a lo largo del tiempo para cada
etapa.

3.3 Balances de carbono y CO; tedrico

Los balances de carbono, asi como las fracciones de carbono recuperadas, se
presentan en la Tabla A3.2, con recuperaciones en el orden de 63 a 99 %,
indicando una subestimacién del carbono debido principalmente a la
capacidad mixotréfica del cultivo, los diferentes ciclos de luz/oscuridad, las
diferentes fuentes de carbono e incluso la formacion de biopelicula y
crecimiento plancténico del cultivo. Sin embargo, estos balances nos brindan
informacion valiosa sobre el destino del carbono (organico e inorganico),
recuperandose el carbono contenido en la fase gaseosa, principalmente como
nuevas celulas y, en consecuencia, produccion de biomoléculas de valor
agregado, como se muestra en ES-1 (45 mT 6 h) con la mayor recuperacion
de carbono con 94 y 99 % para expuesto y control respectivamente, estos

experimentos presentaron la mayor produccion de SSV como biomasa (Tabla
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A3.1). En el ES-l y control de ES-Il, los resultados muestran una mayor
produccion de biomasa en comparacion con ES-Il expuesto, esto se asume
principalmente al efecto del SMF con 4 h de exposicion, que evita la adhesion
y la formaciéon de biopeliculas debido al estrés inducido por una fuente de

carbono organico toxico (tolueno) (Fig. A3.2).

Pero no siempre demasiada biomasa es buena, el exceso de biomasa en el
ARL disminuye el rendimiento fotosintético [76], estudios previos incluso han
reportado que cultivos mixotroficos de microalgas adaptados al carbono
organico pueden inhibir la fijacién de carbono inorganico [14]. Los sistemas de
cultivo de microalgas tienen como objetivo producir biomasa de calidad que
sea facil de cosechar. ES-Il expuesto a SMF (45 mT 4 h) present6 biomasa
aparentemente de mejor calidad (Fig. A3.3) y aunque presentd menor
contenido, asi como porcentaje en la particion de carbono total (Fig. 3.6), la
biomasa permanecié suspendida y con un tono verde brillante, caracteristico
de pigmentos como la clorofila. En este sentido, ES-III no presenté diferencias
aparentes en el aspecto biomasa respecto al control y ARL expuesto, pues si
bien no presento tanta adhesion y formacion de biopelicula como ES-1 'y ES-II
(control), presentdé menor produccién de biomasa, donde el maximo porcentaje
de la fraccion de carbono se registro6 en la fraccion DIC, esto implica que la
exposicion a SMF en ES-IIl no fue estimulante para el desempefio del cultivo
mixto. Por el contrario, ES-II presento resultados interesantes y prometedores
con la aplicacion de SMF (45 mT 4 h), especialmente en las caracteristicas de

biomasa.
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Figura 3.6. Distribucion del carbono total en tiina CON respecto a las diferentes fases
presentes en el ARL (45 mT y Control).

Una de las ventajas de utilizar cultivos de microalgas es la versatilidad en la
asimilacion de carbono total a travées de diferentes metabolismos,
principalmente en cultivos mixtos y si bien, como se menciond anteriormente,
es posible que el rendimiento del cultivo bajo una fuente de carbono organico
pueda disminuir e incluso bajar los indices de rendimiento con respecto a
cepas puras, es una realidad que la implementacibn de ARL como post-
tratamiento con el objetivo de valorizar las emisiones, presenta ventajas en la
reduccion de la huella de carbono, en sistemas con cultivos de microalgas, una
fraccion significativa del CO2 producido durante la mineralizacién de vapores
organicos es asimilado por las microalgas, resultando en indices de consumo
neto y produccion menores a los indices de salida tedricos [103]. La Fig. 3.7
muestra los perfiles de carga de salida de CO2 (OL) y ThCO2zPr a través de los
tres ES.
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Figura 3.7. Perfil de tetrico de COy; carga real de salida (OL), tasa de produccion
tedrica (ThCO2Pr) y tasa de fijaciéon teérica de CO por biodegradacién de tolueno
(ThCO2F); Media + desviacién estandar (SD, n = 3). Donde las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0,05).

La tasa de fijacion tedrica de CO:2 por el perfil de biodegradacion de tolueno
(ThCO2F) aparentemente no fue afectada por la aplicacion de un SMF. La Fig.
3.7 muestra que no hay diferencia significativa (p > 0,05) entre ES-l y Il para
ARL expuesto y control, mientras que ES-1lIl muestra diferencias entre si y los
otros ES, lo que es consistente con la disminucién del rendimiento fotosintético
en ES-lll debido al aumento de IL remanente en el S-CSTR. En este caso,
ThCO:2F difiere del monitoreado (FC y FE) debido al origen y fuente de energia
utilizada, ya que se asume que la remocion de carbono como tolueno ocurre
principalmente en la fase oscura del cultivo. Ademas, como estos resultados
tedricos fueron calculados con la EC monitoreada, son consistentes con la
similitud de los cultivos expuestos y control con respecto a la remocion de
vapores de tolueno remanentes, donde ambos ARL no mostraron diferencia.
Sin embargo, un fenémeno interesante ocurri6 en ES-Il donde en dias
aproximadamente a la mitad del ensayo, el sistema presentd mayor consumo
de CO:2 proveniente de la biodegradacion de tolueno en ARL-control que en
ARL-45 mT, esto sugiere que con la aplicacién de SMF-45 mT durante 4 h de

exposicién, parte de la energia almacenada se utiliza para contrarrestar el

estrés por SMF.
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3.4 Influencia del SMF en la produccion

y composicion de biomoléculas

La composicion celular de los cultivos de microalgas puede verse afectada por
la aplicacion de un SMF, aumentando o disminuyendo productos especificos
de sintesis celular debido al estrés causado por la intensidad especifica,
configuracion o tiempos de exposicion. En este sentido, la caracterizacion de
la biomasa nos brinda una vision mas detallada de los posibles efectos de un
SMFy de los tiempos de exposicion variados en el cultivo de microalgas. Como
se menciono anteriormente, la biomasa fue el principal factor diferencial entre
el ARL expuesto y control, porque, aunque las tasas de remocion y captura
nos proporcionan una vision general del efecto de la estimulacién externa, la

diferencia en la biomasa se percibe incluso a simple vista.

En el primer set experimental (6 h) y el cultivo control en ES-II (4 h), se observa
un crecimiento anormal en forma de biopelicula adherida a las paredes del
biorreactor y a la esponja, lo que se asume principalmente debido a la
presencia de tolueno residual, a diferencia de los cultivos con alimentacion
convencional de aire atmosférico o CO2 puro [76]. Sin embargo, el ARL bajo
SMF presentd un 38 % mas (p < 0.05) de contenido lipidico que el reactor de
control en ES-I (Fig. 3.8), lo que sugiere que una fuente de estrés afiadida al
sistema de post-tratamiento como el SMF, provoca cambios en la membrana
celular, con efectos directamente relacionados con el tiempo de exposicion y
la competencia por el carbono en la sintesis de biomoléculas [30]. Para los
sets experimentales posteriores, el contenido lipidico disminuyé al modificar la
particion de carbono en biomoléculas, tal como también se informé por Bauer
et al., (2017) [16], sin efecto en el contenido lipidico con la aplicacion de 30 y
60 mT durante 24 h del dia, en contraste con la aplicacion durante 1 h d-* con

un aumento del 13 %.
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Figura 3.8. Rendimiento de biomoléculas respecto a lipidos, carbohidratos y
proteinas. Media + desviacion estandar (SD, n = 2). Donde las medias que no
comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.05). Nota: carbohidratos y
proteinas determinados a partir de EPS liofilizado.

Para ES-Il, se logré observar la principal diferencia relacionada con la
consistencia de la biomasa (Fig. A3.3), una diferencia que posteriormente se
confirm6 con las tasas de produccibn de pigmentos como clorofila y
carotenoides, con hasta 3 veces la concentracion de clorofila total en el ARL
expuesto en comparacion con el control, con 4 h de exposiciéon a 45 mT (Fig.
3.9). Estos resultados sugieren una interaccion del SMF con los iones
presentes en el medio, esenciales para los fotosistemas | y I, principalmente
el Mg, un componente importante de la clorofila, responsable de absorber una
gran cantidad de energia y el principal donante de electrones en la cadena de

transporte de electrones [118].

No obstante, aunque el efecto de un SMF sobre los pigmentos no esta

completamente aclarado, es posible que se produzca un estrés oxidativo a 4
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y 2 h de exposicion, causado por el SMF debido a la accién y formacion de
radicales libres y la necesidad de producir compuestos antioxidantes como
sistema de defensa, en este caso no enzimaticos como los carotenoides, con
un valor afiadido en la industria, ya que en estos sets experimentales, el
sistema presentd un mayor contenido en el ARL expuesto en comparacion con
el cultivo de control (Fig. 3.8b), con 2.32 +0.05y 1.43 +0.03 mg gt a45mT
4 h, asi como 1.45+0.18 y 0.77 £0.02 mg g* a 45 mT 2 h [15]. Santos et al.,
(2017) [117], explican este mecanismo como una interaccion electronica,
donde los niveles de energia y la orientacion del espin de los electrones se
alteran debido a un SMF, lo que a su vez altera los estados de espin de los

radicales libres, aumentando las probabilidades de recombinacion.
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Figura 3.9. Rendimiento de biomoléculas respecto a clorofila total (a + b) y
carotenoides. Media + desviacién estandar (SD, n = 2). Donde las medias que no

comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.095).

Sin embargo, aunque la sintesis de clorofila favorece una absorcion de luz mas

eficiente y, por lo tanto, un mayor crecimiento celular, es posible que las
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microalgas requieran energia adicional para contrarrestar el estrés oxidativo,
disminuyendo la produccion de biomasa y otras biomoléculas como lipidos o
carbohidratos [16, 44]. Esta distribucion de energia puede responder a la
pregunta de por qué tenemos una menor produccion de biomasa bajo 4 h de
exposicion en comparacion con el control ARL y ES-I, ya que, a diferencia de
la exposicion de 6 h, es posible que el SMF tenga un efecto en la produccién
de compuestos que contrarresten el estrés oxidativo, como carotenoides o
incluso antioxidantes enzimaticos, ademas de la interaccion con iones y su
transporte a la membrana plasmética. Por lo tanto, una amplia variedad de
factores puede inhibir o estimular la fijacién y el rendimiento del sistema,
precedidos principalmente por la sintesis de biomasa, lo que sugiere la
importancia de aplicar un SMF especifico segun el disefio del reactor y el

objetivo principal del reactor.

Con respecto a ES-Ill, el contenido de carbohidratos fue predominante en
comparacion con los ensayos anteriores de control y expuestos. Este aumento
en el contenido de carbohidratos y la disminucion en el contenido de lipidos en
comparacion con ES-I se asocia principalmente con el tiempo de exposicion y
el entorno de alto estrés, ya que las vias metabdlicas de sintesis de lipidos y
carbohidratos estan bajo condiciones estrechamente relacionadas,
compitiendo para sintetizar compuestos ricos en energia [26]. Ademas, debido
a la naturaleza del sistema como un post-tratamiento, el ARL (expuesto y
control) fue alimentado con un mayor contenido de tolueno residual del S-
CSTR (Tabla 1) como fuente de carbono orgénico, lo que llevé a una mayor
disponibilidad de carbono y, en este caso, a un aumento en la sintesis de
carbohidratos [90].

En este sentido, se puede observar nuevamente que bajo condiciones
especificas de SMF se producen biomoléculas especificas; en este caso, 2 h
de exposicion nuevamente aumentaron el contenido de lipidos en

comparacion con el control. Durante todos los ensayos, el contenido de
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proteinas fue bajo en comparacion con otras biomoléculas, con
aproximadamente un 10 % y sin diferencia significativa entre el ARL expuesto
y control (p < 0.05). Costa et al., (2020) [30], también informan el contenido
mas bajo como proteina, aproximadamente un 20 %, con un cultivo de

Chlorella homosphaera e intensidades de 15 a 60 mT (1 h d?).

El uso de SMF como estimulante en un sistema biologico de post-tratamiento
de aire demuestra que el contenido de componentes celulares dependera de
diferentes fuentes de estrés, ya sea debido a la naturaleza del sistema o a
factores externos como materiales magnéticos. La misma intensidad de SMF
puede tener diferentes efectos con diferentes tiempos de exposicion,
influenciando la particibn de energia y carbono e incluso modificando la
consistencia o calidad fisica de la biomasa. La Fig. 3.10 muestra la
composicién celular y morfologia para diferentes biomoléculas con 4 horas de
exposicién a 45 mT. En el cultivo aclimatado, se pueden observar células de
microalgas bien definidas, mientras que en los cultivos expuestos a 45 mT, asi
como en el control, las células estan aglomeradas, especialmente en el cultivo
control, como se puede ver a una escala mayor del reactor (Fig. A3.3). La
representacion propuesta del mecanismo de asimilacién de COVs y CO:2 por
el cultivo de microalgas se muestra en la Fig. 3.11, desde la transferencia de
masa gas-liquido y posteriormente a la fase soélida, hasta la escala de la célula
de microalga y especificamente de los cloroplastos.
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Figura 3.10. Efecto del SMF en la distribucion de biomoléculas y morfologia celular
del cultivo de mixto de microalgas bajo 4 h de exposicion a 45 mT; a) cultivo
aclimatado, con CW para observar 3-D-glucopyranose polysaccharide (azul); b)
cultivo expuesto a 45 mT con NR para observar lipidos (rojo); ¢) cultivo expuesto a
45 mT, con CW para observar 3-D-glucopyranose polysaccharide (azul); d) multiple
tincion para el cultivo expuesto a 45 mT, con CW y NR para observar (3-D-
glucopyranose polysaccharide (azul) y lipidos (rojo y amarillo) simultaneamente; e)
cultivo control, con FITC para observar proteinas (verde); f) cultivo control, con NR

para observar lipidos (amarillo).
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Figura 3.11. Fendbmeno general de asimilacion de COVs y CO; en un fotorreactor
ARL por microalgas para la produccién de biomoléculas de valor afiadido bajo
efecto de SMF.

3.5 Efecto del SMF en parametros
cinéticos

Debido a que el ensayo con 4 h de exposicion presentd un mejor rendimiento
en la consistencia de la biomasa para realizar las mediciones cinéticas
requeridas, se repitié la operacion de ES-Il con un ILtoL disminuido (10.18 +
0.46 g m2 h1). Ademas, debido a que el sistema operaba bajo ciclos de
luz/oscuridad de 12:12, las mediciones de ODsss se realizaron en la fase de
luz; en la fase oscura, se observd una ligera disminucién de la biomasa
suspendida y un consumo negativo de CO:2 (Fig. A3.5). La concentracién
maxima del cultivo expuesto a SMF obtuvo una concentracion maxima de solo
1.11 % (p < 0.05) mas con respecto al cultivo de control en el dia 10 de
operacion (Fig. 3.12a), a través de mediciones analiticas diarias de biomasa
suspendida. Por otro lado, el cultivo expuesto presentd una concentracion
maxima de ChIT 14.99 % mayor que el cultivo de control (p < 0.05) (Fig. 3.12b).
Sin embargo, la funcion de Gompertz no presentd diferencias significativas

para ambos ensayos (biomasa y ChIT) (p > 0.05).

En este sentido, aunque el sistema en general no mostré una fase de latencia
en la cinética de crecimiento, se puede notar como el cultivo expuesto a 45 mT
tarda al menos un dia mas en comenzar la etapa de crecimiento exponencial
(Fig. 3.12a), lo que se asocia principalmente a la aclimatacion a una fuente de
estimulacion externa como un SMF [46]. Ademas de esto, Santos et al., (2017)
[117], informan que la exposicion a periodos cortos de tiempo, como 1 h, puede
ser mas eficiente que la exposicién de 24 h, ya que es mas dificil para las

células adaptarse al estrés causado por la accion del SMF. Ellos deducen que
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los tiempos de exposicion cortos pueden estimular; por lo tanto, ese retraso en
el inicio de la fase exponencial puede aumentar con tiempos de exposicion
mas largos. No es asi con respecto a la cinética de sintesis de ChIT, donde
ambos sistemas estan a la par hasta aproximadamente el dia 7, cuando el
cultivo control comienza a decaer a 11.86 + 0.26 mg L-1, contrario al ARL
expuesto a SMF que continda sintetizando ChIT. Lenon Medeiros Bauer et al.,
(2017) [16], documentan que el contenido de clorofila suele disminuir en la
transicion del crecimiento exponencial a la fase estacionaria, debido a
limitaciones naturales de luz, pero sobre todo de nutrientes esenciales y el
envejecimiento del cultivo.
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Figura 3.12. Cinética de biomasa y ChIT a través del tiempo; a) Concentracién de
biomasa a través del tiempo en ES-Il para reactores de control y expuesto a 45 mT
durante 4 h; (b) Concentracién de pigmentos como ChIT a través del tiempo en ES-II
para reactores control y expuesto a 45 mT durante 4 h. Media * desviacion estandar
(SD, n=2).

Con respecto a las pruebas cinéticas mediante el modelo de Monod, el sistema
presento diferencias significativas (p < 0.05) en ambas pruebas (Tabla 3.2). El

SMF disminuyd la g en ambas pruebas hasta un ~ 50 %. Cabe aclarar que las
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tasas de crecimiento y sintesis no estan relacionadas con el rendimiento del
cultivo una vez que el sistema entra en estado estacionario, ya que en este
caso el cultivo control comienza a decaer por diferentes razones, aunque
principalmente por condiciones de estrés. Sin embargo, trabajos previos como
Deamici et al., (2021) [46], reportan pmax de hasta 0.08 d-* para un cultivo de
Chlorella fusca sin condiciones de estrés adicionales al SMF. Esta baja tasa
de crecimiento se asocia con una baja irradiacion luminica, en comparacion
con los cultivos al aire libre, lo que puede sugerir que la simbiosis del consorcio
también influye positivamente en las tasas de produccion y sintesis. En este
sentido, una vez que el sistema expuesto al SMF opera en estado estacionario,
la estimulacion magnética prolonga el rendimiento con respecto a la sintesis
de biomasa y clorofila, asociado principalmente con el flujo alterado de

electrones hacia la membrana y la respuesta antioxidante.

Tabla 3.2. Parametros cinéticos obtenidos en el control de ES-Il y expuestos a 45

mT durante 4 horas mediante la funcién de Gompertz y el modelo de Monod para

Xay ChIT.
a k r Vmax M r
B
Reactor (mg LY (dh Gompertz (mgL*d?) (dh) Monod

Biomasa 809.79 +133.34* 2.94+0.95° 0.20+0.05% 0.96 59.60 £9.81* 0.18 +0.001* 0.99
45mT4h

ChIT 17.11 £ 2.03° 1.60 £ 0.59° 0.23 +0.06" 0.95 1.45+0.17° 0.19+0.022 0.93

Biomasa 721.81 +92.65% 1.89+0.70*0 0.21 +0.06* 0.97 55.78 +7.16* 0.34+0.001° 0.99
Control
ChIT 13.65 + 1.54° 0.50 +0.45° 0.32+0.12° 0.92 1.61+0.18° 0.30+0.01° 0.96

a: concentracion maxima; : parametro relacionado con las condiciones iniciales; k:
tasa de produccion; Vmax: tasa maxima de produccién; p: tasa especifica de
crecimiento por modelo de Monod. Media + desviacion estandar (SD, n = 2). Donde
las medias que no comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.05) entre

ensayos control y expuesto de biomasay ChiT.
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4 Conclusion capitulo 3

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la estimulacion
magnética en diferentes tiempos de exposicién de un SMF en un cultivo mixto
de microalgas, centrandose en la captura de carbono como CO: y tolueno, asi
como la produccién de biomoléculas de valor afiadido como post-tratamiento
en un sistema biolégico de tratamiento de COVs. Los fotobiorreactores ARL
demostraron un rendimiento mejorado en el biorreactor expuesto a SMF en
cuanto a la captura de carbono y la reduccion de la huella de carbono como
sistema de post-tratamiento. Este estudio resalta la capacidad del cultivo bajo
exposicidon a SMF para producir compuestos antioxidantes no enzimaticos,
como la clorofila, en respuesta al estrés del SMF, especialmente en el set
experimental de 4 h de exposicion. Sin embargo, la produccién de otras

biomoléculas bajo la aplicacién de SMF no fue tan significativamente diferente.

Estos resultados sugieren que el mecanismo principal de la estimulacion
magnética en un cultivo mixto de microalgas como post-tratamiento bajo
fuentes de carbono tanto organicas como inorganicas es efectivo. Dosis bajas
de SMF durante periodos cortos aumentan la productividad de antioxidantes,
con valor afadido en la industria, y mejoran significativamente la captura de
carbono como COs.. A través de sus capacidades metabdlicas mixotroficas, los
cultivos mixtos pueden asimilar tanto COVs como CO2. Aunque sus eficiencias
individuales pueden no igualar a las de los cultivos puros, la exposicion a SMF
aumenta la fijacion de carbono hasta en un 50% en comparacion con los
sistemas sin SMF. Esto ofrece ventajas significativas en el tratamiento
bioldgico del aire industrial y a gran escala, promoviendo la valorizacion de

emisiones y apoyando modelos de economia circular.
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Capitulo 4-

Conclusiones generales y
perspectivas

1 Conclusiones generales

1.1 Eficacia en el tratamiento de
emisiones

Los sistemas estudiados, como el biotrickling filter (BTF) y el fotorreactor
AirLift (ARL) expuesto a un campo magnético estatico (SMF), han
demostrado ser eficaces en la eliminacion de compuestos organicos
volatiles (COVs) y en la captura de diéxido de carbono (CO2). La
eficiencia de eliminacién de hasta el 90 % para acetato de etilo en el BTF
resalta su capacidad para tratar contaminantes quimicos complejos. Por
otro lado, el aumento del 96 % en la captura de CO2 en el ARL bajo
exposicibn a SMF subraya su potencial para mitigar gases de efecto

invernadero (GEI).
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1.2 Efectos de un SMF sobre cultivos

de microalgas

Es complicado esclarecer los mecanismos de accion exactos y los
efectos de un SMF sobre células de microalgas, en biorreactores con
estimulacién externa, estan implicados una gran variedad de factores, en
este caso, el tiempo de exposicion del SMF present6 diferencias que
sugieren efectos en la membrana plasmatica de las celular, flujo y
transporte de electrones, asi como nutrientes, e incluso, posible estrés
oxidativo, todo esto reflejado en aumento en la asimilacion de carbono,

produccion de biomasa y sintesis de biomoléculas especificas.

1.3 Produccidon de biomoléculas de

valor anadido

Se observo una alta produccion de pigmentos como la clorofila en el ARL
expuesto a SMF, alcanzando concentraciones de 18.36 mg L%,
comparado con 6.8 mg L en el ARL sin SMF. Este aumento en la
produccion de pigmentos sugiere un potencial significativo para la
obtencion de biomoléculas de alto valor afiadido, como antioxidantes y
colorantes naturales, lo cual es crucial para aplicaciones industriales y

alimentarias.

1.4 Adaptabilidad y aplicabilidad a
mayor escala

La capacidad de las microalgas para adaptarse a diferentes fuentes de

carbono y condiciones ambientales es un aspecto clave para su
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implementacion en entornos industriales. La versatilidad de estos
microorganismos favorece la aplicacion de modelos de economia
circular, donde la biomasa generada puede ser utilizada no solo para la
captura de CO:2 y la eliminacion de contaminantes, sino también para la

produccion de biocombustibles, bioplasticos y productos farmaceéuticos.

2 Perspectivas

2.1 Optimizacion de procesos

Futuras investigaciones podrian centrarse en la optimizacion de
pardmetros operativos, como la intensidad del SMF y las condiciones de
alimentacion del sistema. Esto podria incluir estudios para determinar los
efectos éptimos del SMF en la productividad y la composicion celular de
las microalgas, asi como la mejora continua de la eficiencia en la captura

de CO2y la eliminacion de contaminantes especificos.

2.2 Investigacion de mecanismos
bioquimicos

Es esencial profundizar en la comprension de los mecanismos
bioguimicos que regulan la respuesta de las microalgas al SMF. Esto
incluye estudios sobre la regulacion genética, la sintesis de biomoléculas
especificas como pigmentos y antioxidantes, la optimizacién de rutas
metabdlicas para mejorar la productividad, asi como la resistencia al

estrés ambiental.
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2.3 Escalacion y aplicacion
iIndustrial

Evaluaciones rigurosas de la escalabilidad de los sistemas estudiados
son fundamentales para su eventual implementacion a nivel industrial.
Esto implica realizar estudios de viabilidad econdmica, analisis de ciclo
de vida y evaluacion del impacto ambiental para asegurar que estas
tecnologias sean econdémicamente viables y sostenibles a largo plazo.

2.4 Beneficios e impacto ambiental

Se recomienda explorar mas a fondo el impacto ambiental positivo
derivado de la reduccién de emisiones y la mejora de la calidad del aire
mediante el uso de microalgas. Ademas, estudios sobre los beneficios
para la salud publica asociados con la reduccion de la exposicion a COVs
y la mejora de la calidad del aire podrian respaldar politicas publicas
orientadas a la gestion ambiental y la salud publica.

En resumen, esta investigacion no solo proporciona evidencia soélida del
potencial de las microalgas en la mitigacion de la contaminacién atmosférica y
la valorizacion de emisiones, sino que también identifica areas clave para
futuras investigaciones que podrian mejorar ain mas la efectividad y

aplicabilidad industrial de estas tecnologias prometedoras.
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Figura A2.1. Imagen real de la configuracion del sistema BTF para el tratamiento de

vapores de acetato de etilo a escala laboratorio.

145



ANEXOS

Figura A2.2. Sistema de destilacion simple para extraccion de acidos organicos
volatiles. 1) Placa calefactora, 2) Matraz de destilacién, 3) Véalvula de seguridad, 4)
TermoOmetro, 5) Refrigerante, 6) Bafio de hielo, 7) Matraz colector, 8) Sistema de

refrigeracion.
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Figura A2.4. a) BTF en la etapa | de adaptacion del consorcio; b) BTF en la fase IlI

funcionando en estado pseudo-estacionario.
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Stage

L

m-n [

' A

-1.0 -0.5 0.0 05 1.0

Figura A2.5. Comparacién por pares mediante prueba de Tukey (p = 0,05) para
encontrar diferencias significativas entre la formula empirica de la biomasa de las
tres etapas operativas. Donde los intervalos que no contienen cero son

significativamente diferentes.

Table A2.1. Rendimiento del BTF en cada etapa operativa.

Tiempo EC RE
(Dias) (g m*h?) (%)
I 0-30 8.39+ 1.86 24,13 +1.32
Il 31-60 27.70+7.72  65.32+3.48
" 61-101 43.48+11.04 80.35%12.40
EC: Capacidad de eliminacién; RE: Eficiencia de remocion.

Etapa
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Figure A3.1. Montaje experimental del sistema acoplado a escala de laboratorio: a)
S-CSTR; b) ARL expuesto y control; ¢) Montaje ARL expuesto a imanes de Nd como
fuente SMF.

Biofilm attached to
sponge and reactor wall

Figure A3.2. a) Formacion de biopelicula en el dia 1 de ES-I (6 h) (expuestos y
control); b) Fotografia del dia 5 de ES-1 (6 h).
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Tabla A3.1. Desempefio del ARL expuesto y control acoplado al S-CSTR (Media +

desviacion estandar).

Es FC FE EC RE P-biomasa TOC DIC
(@ m*h?) (%) (@m=h?) (%) (mg SSV L) (mg L) (mg L)
45mT6h 13.49+534  4561+2125 643+1.87 5230+1249 1997.5+17.68 7247+443  7.72+351
Control 8.14+241  26.31:10.14 563+1.77 4585%12.25 17653536 65.35:0.56 6.11+0.64
45mT4h 19.10+3.53  63.30+£868 524+1.66 4503 +17.68 835 +7.07 77.74+3.16  4.95+0.57
Control 9.93+290  3215%7.13  4.82+1.81 43.95+21.57 917.5+10.61 41.34+3.00 7.00+1.04
45mT2h 2025+4.65 60.75+14.07 812%237 4653+16.73  365+21.21  94.99+4.74  19.46+3.43
Control 13.21+4.02  38.83+10.38 6.71+1.57  40.99 +22.45 45+7.07 65.74+0.28  16.40 £ 0.34

ES: Configuracién experimental; FC: Capacidad de fijacién; FE: Eficiencia de fijacion;
EC: Capacidad de eliminacion; RE: Eficiencia de remocion; P-biomasa: Produccién

de biomasa; TOC: Carbono organico total; DIC: Carbono inorgénico disuelto.

Tabla A3.2. Reparto y recuperacion del carbono total.

ES In-C-CO, In-C-TOL  Out-C-CO, Out-C-TOL TOC (g), DIC (g), C-VSS (g), Total Recovery

(9) (9) (9), (%) (9), (%) (%) (%) (%) (9) (%)

45mT6h 0.65 (25.26) 0.83(32.51) 0.072(2.84)  0.008 (0.30) 1.00 (39.09) 1.08 94
1.12 1.60

Control 0.81(30.25) 0.92(34.17 0.065(2.44)  0.006 (0.23) 0.88 (32.91) 0.95 99

45mT4h 0.56 (25.93) 1.11 (51.04) 0.078(3.58)  0.005 (0.23) 0.42 (19.23) 0.50 66
1.4 1.88

Control 0.95(36.39) 1.15(44.17) 0.041(1.58)  0.007 (0.27) 0.46 (17.59) 0.51 80

45mT 2h 1.00 (36.17) 1.47 (53.11) 0.095(3.43)  0.019 (0.70) 0.18 (6.59) 0.30 63
1.83 2.57

Control 1.31 (42.75) 1.64 (53.82) 0.066 (2.15)  0.016 (0.54) 0.02 (0.74) 0.10 70

ES: Configuracion experimental; In-C-CO;: Entrada de C-CO; total; In-C-TOL:
Entrada de C-TOL total; Out-C-CO,: Salida de C-CO; total; Out-C-TOL: Salida de C-
TOL total; TOC: Carbono orgéanico total; DIC: Carbono inorganico disuelto; C-VSS:

Carbono total en biomasa.
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Figura A3.3. a) Puesta en marcha del sistema en ES-II, a la izquierda el ARL

expuesto, a la derecha el ARL de control; b) Fin de ES-II, a la izquierda el ARL
expuesto, a la derecha el ARL de control; ¢) Biomasa recuperada de ES-Il, a la
izquierda el ARL expuesto, a la derecha el ARL de control.
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Tabla A3.3. Estimacion de CO; con respecto al balance estequiométrico (Ec. 3.13) y

porcentaje de recuperacioén de COa.

oL
es OLcoz ThCORPr ThCO2F (Freess-)  T-ThcoF
@m*hY  @m?hy o (@mihy R ©
0

45 mT 6 h 14.44+623  23.82+7.89  9.39+230°  5899+9.69 1.16 +0.29
Control 21.65+5.58 30.27+£7.11 8.62 + 2.45¢ 71.29 £5.87 1.07 £0.30
45mT 4 h 18.79+12.60 26.90+12.52 8.11+2.69°  66.39+10.96 1.40 + 0.46
Control 25.10 £9.08 31.93+8.48 6.83 +2.77¢ 77.52 £9.10 1.18+0.48
45 mT2h 14.12 £5.77 26.26 £ 7.82 12.14 + 4.542 53.48 +13.05 2.02+£0.75
Control 22.18 +3.08 32.37+4.31 10.19 + 3.17° 68.88 + 7.95 1.70+0.53

ES: Configuracion experimental; OLco2: Carga de salida de CO; ThCO.Pr: Tasa de

Produccion teérica de CO,; ThCO.F: Tasa de fijacion teérica de CO. por

biodegradacién de tolueno;

biodegradacién de tolueno.

T-ThCOzF: Fijacion tedrica total

de CO;

por

Tabla A3.4. Composicion bioquimica de la biomasa bajo diferentes tiempos de

exposicion a 45 mT de SMF (6, 4 y 2 h) y cultivo control. Ensayos realizados por

duplicado (media * desviacion estandar).

ES Carbohidratos Proteinas Lipidos ChiT Carotenoides

(mg g1 SSV) (mgg!lSsSV) (mgglSsv) (mgg!sSsv) (mgglssv)
45mT 6 h 22252 +£5.78 42.31 +3.83 518.43 £ 0.85 8.06 £1.04 1.72+£0.24
Control 280.03 £9.87 37.84 £3.17 321.84 £3.91 5.90+0.01 2.06 £0.02
45 mT 4 h 240.76 = 28.61 84.98 £4.01 289.98 £ 2.39 14.23 £0.02 2.32+0.05
Control 265.57 + 38.15 66.29 £3.06 377.32+18.11 4.97 +0.08 1.43+0.03
45mT 2h 629.32 £ 25.54 141.05+1.49 413.47+7.89 6.27 £ 0.61 1.45+0.18
Control 395.87 £ 39.85 153.96 + 17.63 264.09 £ 8.14 5.76 £0.01 0.77 £0.02

ES: Configuracion experimental; ChIT: Clorofila total.
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Tabla A3.5. Desempefio en Produccion de biomoléculas.

ES EPS Clorofila a Clorofila b
(mg g™ SSV) (mg g* SSV) (mg g* SSV)

45mT6h 308.88 * 28.35 5.57 + 0.74 2.48 +0.30
Control 279.75 + 11.61 4.01 +0.02 1.90 + 0.01
45mT 4h 464.97 + 60.58 10.11 + 0.07 4.11+0.05
Control 447.86 + 32.42 3.40 + 0.03 1.57 +0.05
45mT 2h 728.83 + 44.82 3.79+0.41 2.48 +0.20
Control 927.20 + 145.38 3.07 +0.09 2.69 + 0.08

ES: Set experimental;, EPS: Sustancias poliméricas extracelulares
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Figura A3.4. Morfologia celular en los diferentes sets experimentales, a) muestra de
biomasa aclimatada; b) final de ES-1: 45 mT 6 h; c) final de ES-I: control; d) final de
ES-1I: 45 mT 4 h; e) final de ES-II: control; f) final de ES-11l: 45 mT 2 h; g) final de
ES-1II: control.
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Figura A3.5. Eficiencia de fijacion (FE) de CO; en fotorreactor ARL expuesto y
control en fase oscura para ES-II (4 h).
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Figura A3.6. Linealizacion de In (Xa) en la fase de crecimiento exponencial; (a) y (b)
tasa de crecimiento especifica en ES-Il 45 mT 4 h; (c) y (d) tasa de crecimiento

especifica en ES-II control (SD, n = 2).
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Figura A3.7. Linealizacion de In (ChIT) en la fase de crecimiento exponencial; a) y b)
tasa de crecimiento especifica en ES-Il 45 mT 4 h; c) y d) tasa de crecimiento

especifica en ES-II control. (SD, n = 2).
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Figura A3.8. Curvas de calibracion para la caracterizacion de biomasa; a) biomasa a
ODess; b) carbohidratos; c) proteinas; d) lipidos. Media + desviacién estandar (DE, n
=2).
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Figura A3.9. Curva de calibracion para vapores de tolueno en GC-FID. Media +

desviacién estandar (DE, n = 3).
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