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RESUMEN

La masificacion del cultivo microalgas en fotobiorreactores requiere de altos
voliimenes de didéxido de carbono (CO,), para ser capturado en biomasa de microalgas;
y que, aportados por medio de sales quimicas, encarecen la produccion. Este alto
suministro de CO, al cultivo de microalgas, puede ser aportado por el biogas, debido a
su alto porcentaje de CO, y metano (CHa); que liberados a la atmodsfera son gases de
efecto invernadero. En este estudio, el biogas se utiliz6 combustionado para el cultivo
de la microalga Nannochloropsis oculata, como fuente alterna de CO,. Esto, con la
finalidad de controlar el pH en el cultivo de microalga y aportar carbono. Para ello, se
almacen6 biogas combustionado y se diluyé a concentraciones de 0,5% y 1,1% de
CO; junto con un testigo de CO, atmosférico. Los datos se analizaron mediante una
prueba T de Student, a un a de 0,05. Segun los resultados, se encontrd diferencias
significativas en el pH, en donde el equilibrio 6ptimo en la interfaz gas-liquido para N.
oculata, se obtuvo a una disolucion de 0,5% de CO,, manteniendo un pH de 7,79. En
conclusion, el biogas brinda una alternativa econémica y ambientalmente viable, para
la produccion masiva de microalgas en fotobiorreactores.
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BIOGAS IN MICROALGAE CULTURE: POTENTIAL SOURCE
OF CARBON DIOXIDE IN PHOTOBIOREACTORS

ABSTRACT

The massification of microalgae culture in photobioreactors requires high volumes of
carbon dioxide (COy), to be captured in microalgae biomass; but the use of chemical
salts makes production more expensive. This high supply of CO, to the microalgae
culture can be provided by biogas, due to its high percentage of CO, and methane
(CH,); both of them, liberated to the atmosphere, are greenhouse gases. In this study,
biogas was used in combustion for the cultivation of the microalgae Nannochloropsis
oculata, as an alternative source of CO,. This, in order to control the pH in the
microalgae culture and to contribute carbon. For this, combusted biogas was stored
and diluted to concentrations at 0.5% and 1.1% of CO,; with atmospheric CO, as
control. The data were analyzed using Student's t test, at an o of 0.05. According to the
results, significant differences were found in pH, where the optimal balance in the gas-
liquid interface for N. oculata was obtained at a solution of 0.5% of CO,, maintaining
a pH of 7.79. In conclusion, biogas provides an economically and environmentally
viable alternative for the mass production of microalgae in photobioreactors.
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INTRODUCCION

El cultivo de microalgas, es una actividad que ofrece beneficios, como
la produccion de biomasa en fotobiorreactores y la ficorremediacion de
aguas residuales. Segin Hernandez-Pérez y Labbé (2014), esto adquiere
importancia, debido a los problemas ambientales existentes, como los
gases de efecto invernadero, diéxido de carbono (CO,) y metano (CH4).
Este ltimo, de acuerdo con Hernandez (2010), posee mayor potencial
de calentamiento global, 21 veces mayor que el CO».

Por otro lado, la agroindustria genera gran cantidad de desechos
organicos biodegradables; ante lo cual, una posible alternativa de
solucion integral para el tratamiento de los mismos, es el uso de
biodigestores. Estos sistemas brindan beneficios, como: fertilizantes
organicos solidos y liquidos para uso agricola; efluentes con nutrientes
para el crecimiento de biomasa algal; condiciones sanitarias y
ecoldgicas de mejor calidad; biogds como energia renovable; entre otros
subproductos (Varnero, 2011).

Para aprovechar este biogas en el cultivo de microalgas, el CH4 es
sometido a combustion y todo el CO, generado en este procedimiento,
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puede ser incorporado en la fotosintesis de las microalgas en
fotobiorreactores. Este modelo ha sido ampliamente abordado por
investigadores como Doucha et al., (2005); Papazi et al., (2008) y Chiu
et al., (2009), validando el uso de diferentes fuentes y concentraciones
de COg, para incorporar al sistema productivo de microalgas. Segun
Guillermo (2014), el costo de inyeccion de CO2 quimico represent6 el
75 % de los costos totales de nutrientes en un fotobiorreactor plano.

Esto adquiere vital importancia, dado que todos los sistemas con
fotobiorreactores requieren control del pH, debido a una elevacion de
pH en rangos mayores de 10 y aporte de carbono, debido a una alta
concentracion celular, entre 25 x 10% y 150 x 10% células por ml;
equivalente a 0,10 g hasta 0,60 g de materia seca por litro (Wu et al.,
2001; Guillermo, 2014).

Los cultivos en altas densidades provocan el decrecimiento del carbono
inorgéanico disuelto, generando una tasa de consumo que supera la tasa
de disolucion de CO; atmosférico; lo cual limita el crecimiento algal.
Debido a ello, es necesario suministrar CO», inyectandolo directamente
en el medio de cultivo (Yamasaki y Yamaoka, 2001).

Segun Chiu et al, (2009), después de utilizar diferentes porcentajes de
CO2 en Nannochloropsis oculata, recomendo el uso de 2 % CO», para
el balance de gas Optimo en la interface gas-liquido; de acuerdo al
crecimiento y componentes nutricionales en la microalga. Por otro lado,
ingresar CO; gaseoso en el sistema, permite mantener niveles 0ptimos
de pH, cercanos al del agua de mar (8,00 — 8,30); con lo cual, se
mantiene activo el transporte de nutrientes, disminuyendo Ia
sensibilidad de la Rubisco por el oxigeno generado en la fotosintesis,
derivando todo ello en una mayor eficiencia productiva (Birmingham et
al., 1982; Gladrow y Riebesell, 1997; Huertas et al., 2000; Kromkamp
y Peen, 2004; Kustka ef al., 2005; Milligan et al., 2009).

El carbono es el nutriente mas importante para las microalgas y el mas
costoso, en sistemas masivos utilizando sales quimicas; el segundo de
mayor importancia es el nitrégeno, incorporado como nitrato (NO*) o
como amonio (NH4"), segin Hernandez-Pérez y Labbé (2014). Por lo
expuesto, el presente trabajo tuvo por objetivo evaluar la utilizacion de
biogds combutionado, como fuente de CO; para el cultivo de la

microalga N. oculata para un fotobiorreactor.
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MATERIALES Y METODOS

Cepa

Se utiliz6 la microalga Nannochloropsis oculata (Droop) Hibberd
(Eustigmatales: Monodopsidaceae); cepa proveniente del Laboratorio
de Fitoplancton de la Estacion de Maricultura del Pacifico (EMP)
(8°5228.59"N, 79°40'15.62"W), ubicado en Vacamonte, Distrito de
Arraijan, Provincia de Panama Oeste — Panama (Figura 1).

Google Earth

Figura 1. Localidad de estudio. Fuente: Google Earth (2021).
La fertilizacion empleada para las 12 réplicas de microalgas llevadas en
2,5 litros, es el F/2 de Guillard modificado, (Composicion final por litro:
75 mg NaNOs, 5,00 mg NaH,P04.2H,0, 4,36 mg EDTA, 3,15 mg
FeCl;.6H,0, 0,0098 mg CuS0O4.5H-0, 0,0220 mg ZnSO4.7H,0, 0,0100
mg CoClL.6H>0, 0,1800 mg MnCl».4H,0, 0,0060 mg Nax-Mo004.2H-»0,
0,0010 mg cianocobalamina cristalina (B12), 0,02 mg tiamina
clorhidrica (B1), 0,001 mg biotina cristalina).

Condiciones de Cultivo

La condicién base para las seis réplicas de los dos tratamientos y las seis
réplicas control fue: todos con aireacion, mas la inyeccion a partir del
segundo dia de aire atmosférico no enriquecido y enriquecido con CO»
del biogas combustionado, con un tamafio promedio de burbujas de 1
mm.
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Se suministré una aireacion constante de aire atmosférico con CO; a
todas las réplicas y tratamientos del ensayo. Esto se realizd, para generar
las corrientes ascendentes y descendentes dentro del cultivo y que todas
las células de microalgas pudiesen estar expuestas a la zona fotica a lo
largo del tiempo de cultivo. A estas 12 réplicas se les mantuvo una
aireacion de 4,7 1/minuto por replica, en burbujas con un diametro
promedio de 1 cm.

Los cultivos se mantuvieron a una salinidad de 35 psu (ppt) y una
temperatura de 22 £ 1 °C, por cuatro dias; debido a la limitante
capacidad de almacenaje del CO; capturado. Los parametros, como
oxigeno disuelto en mg/l y temperatura en grados centigrados, se
midieron con un oxigendémetro Y SI modelo 550 A, pH medido con el
potencidometro DENVER modelo UB 10, salinidad medida en psu a
través de un refractometro Marca VITAL SINE modelo SR-6. Estos
parametros se midieron diariamente para conocer la evolucion en el
cultivo.

La iluminaciéon fue artificial, con una irradianza promedio de 300
umol.m?. s'! suministrada por focos de luz dia (6500 Kelvin) de 40
watts, y la medicion se hizo a través de un cuantdémetro Marca LICOR
Modelo LI-250A y sensor en aire Marca LICOR modelo LI-190SA. El
fotoperiodo del estudio fue de 24 horas de luz, el promedio de
irradiancia luminica en la superficie se midi6 una vez, considerando que
es constante a través del tiempo.

Recolecta y Analisis del Biogas Combustionado

Obtencion del Biogas

El biogas provino de un biodigestor de flujo continuo y se almaceno en
una bolsa plastica de polietileno, con 137 cm de ancho, 191 cm de largo
y 22 c¢cm de profundidad. Esta bolsa contuvo 0,57 m?® de biogas,
trasladado seguidamente al laboratorio de la EMP.

Analisis del Biogas

Con los analizadores de gases Marca BACHARACH modelo Fyrite

Tech 60 y Marca ECOM modelo ECOM AC PLUS, serie No. 8834, se

realizo el primer andlisis del biogas, para determinar las concentraciones

de didxido de carbono producido naturalmente por la biodigestion

anaerobica; y la presencia menor de gases como oxigeno, acido
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sulfthidrico y monoxido de carbono. Los demas gases (trazas), presentes
en el biogas, fueron estimados por el monitoreo del biodigestor de flujo
continuo.

Combustion del Biogas

El biogéas almacenado en la bolsa de polietileno, fue combustionado a
través de un mechero de Bunsen modificado, para proporcionar una
adecuada combustion. Los gases generados por la combustion se
acumularon en una campana metalica a presion atmosférica, para luego
ser succionados por un compresor Marca CAMPBELL HAUSFELD
DK757501AV 2/08 y almacenados en un cilindro de hierro con
capacidad de 13 galones, a una presion de 150 libras por pulgada
cuadrada (psi) y una temperatura de 25 + 1 °C.

Dilucion y Analisis del Biogas Combustionado.

Una vez almacenado el biogas combustionado, se procedio a realizar la
dilucién del CO; con la inyeccion de aire atmosférico por el compresor
Marca CAMPBELL HAUSFELD DK757501AV 2/08, hasta llegar a las
concentraciones de 1,1 % y 0,5 % de CO»; esta concentracion de CO; se
midi6 con el analizador de gases Marca BACHARACH modelo Fyrite
Tech 60. Dicho proceso se repitio al término del primer tratamiento.

El analizador de gas Marca QUEST modelo AQ5000, serie No. 0212;
proporcion6 la concentracion de monoxido de carbono y didxido de
carbono gaseoso presente en la muestra de gas. La concentracion de
6xido de azufre y o0xido de nitrogeno se analizd6 mediante el equipo
Marca ECOM modelo ECOM AC PLUS, serie No. 8834. Estos equipos
fueron contratados a través de una empresa, para que realizara las
calibraciones y analisis de los gases antes mencionados.

Determinacion de las Concentraciones de Dioxido de Carbono en
Biogas Combustionado y Monitoreo del pH

Se realizaron cultivos previos al 10 % de CO; quimico, para determinar
la evolucion del pH y su tasa de crecimiento especifica. Se mantuvo un
flujo de 13,6 mililitros / minuto de aire enriquecido con CO; quimico a
sus tres réplicas. Esta calibracion fue necesaria, para determinar la
eficiencia en la transferencia de gases del sistema de cultivo, de acuerdo
al tiempo de residencia de la burbuja de gas en el cultivo, temperatura,
presion y tamafio de la burbuja.
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El tratamiento de 1,1 % de CO, se mantuvo a un flujo de 13,6 mililitros
/ minuto de aire enriquecido con CO; del biogas combustionado a sus
tres réplicas y su control de tres réplicas con CO; del aire atmosférico al
mismo flujo.

El tratamiento de 0,5 % de CO, se mantuvo a un flujo de 20 mililitros /
minuto de aire enriquecido con CO; del biogés combustionado a sus tres
réplicas y su control de tres réplicas con CO> del aire atmosférico al
mismo flujo.

La evolucion del pH fue monitoreada una vez por dia para ser graficada,
y determinar como esta cambia de acuerdo con las fuentes de CO»
utilizadas. El pH se midié con el potenciometro Marca DENVER
modelo UB 10. Estas lecturas se realizaron a las 10:00 a.m., durante todo
el experimento.

Monitoreo de la Tasa de Crecimiento

Los conteos celulares se realizaron una vez por dia, a las 10:00 a.m.,
para los tratamientos de 1,1% y 0,5 % de diéxido de carbono y su
control. Los dos tratamientos y sus controles tuvieron tres replicas, cada
uno, realizando un total de conteos de 12 réplicas.

La densidad celular (células/ml) se estimo, utilizando una cdmara de
Neubauer marca REICHERT, microscopio dptico marca LEICA modelo
DME, contador manual y aplicando la siguiente formula:

Numero (No), de células por mililitro = No. células contadas x 10*
No. de cuadros contados

La tasa de crecimiento especifica se determino, mediante la ecuacion de
Ono y Cuello (2003):

pu=In(X> - Xi)
At

Donde X;, corresponde al conteo final del cultivo; X, corresponde al
conteo inicial del cultivo; At, corresponde a la diferencia de tiempo en
dias.
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Ley de Henry y Graham Combinadas

El anélisis en la interface liquido-gas, se realizé a través de la Ley de
Henry y Graham combinadas. Se determind la velocidad de difusion de
CO; con respecto al oxigeno atmosférico, para demostrar tedricamente
la posible acidez de la capa limite de las burbujas con didxido de
carbono enriquecido. Esto se realiz6 a través de la siguiente formula:

C0O2/0, = (Coef. Solub. CO») (rc PMG O3)
(Coef.Solub. O2) (rc PMG CO»)

Donde Coef. Solub., es el coeficiente de solubilidad, medido en mg/L;
rc PMG, es la raiz cuadrada del peso molecular en gramos.

Analisis Estadistico

Una vez obtenidas las curvas de pH en los controles con CO>
atmosférico y tratamientos con gas combustionado al 1,1% y 0,5% de
CO»; se analiz6 las pendientes para determinar si existen diferencias
significativas (a 0,05) a través de una prueba t de Student. Estas curvas
de pH fueron analizadas con el programa Microsoft Excel.

La figura 2, ilustra la metodologia desarrollada de manera resumida.

Figura 2. Metodologia desarrollada: a) Sistema de quemado de biogés;
b) Flama; c¢) Almacenaje de biogés; d) Medidor de gas combustionado;
e) Cultivo de N. oculata; f) Cuantémetro; g) Medidor de pH.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion Cualitativa y Cuantitativa del Biogas Combustionado
En el Cuadro 1, se describen los componentes presentes en 1,2 m?* del
biogés antes de combustionar. El metano fue el principal componente
de esta mezcla de gases, encontrandose en una concentraciéon de
68,53%, por lo cual, su combustion es de gran importancia al momento
de ser utilizado como fuente de dioxido de carbono.

Cuadro 1. Composicion del biogas sin combustionar.

Composicion del biogas sin combustionar

Metano (CHq) 68,53 | %
Dioxido de carbono (CO2) 29,52 | %
Propano (C3Hs) 0,95 %
Acido Sulfhidrico (H2S) 0,50 |[%

La composicion de los gases en el biogas combustionado, se presenta en
los cuadros 2 y 3. La composicion del biogas combustionado va a
depender de la eficiencia de la combustion, captura en el ambiente y los
componentes presentes antes de combustionar.

Cuadro 2. Masa de dioxido de carbono en 1 Mol de biogas
combustionado al 1,1 % de CO»

Composicion del Biogas Combustionado | Peso 1 Mol de

al 1,1 % de Dioxido de Carbono Molecular | Biogas Combustionado
Nombre Concentraciéon % g g

CO: 1,10 % 1,10 44 0,48

02 19,70 % 19,70 32 6,30

N2 79,13 % 79,13 28 22,16

H.S | % |- 33 |-

co 606,00 | ppm 0,06060 | 38 0,0230

NO 2,10 ppm 0,00021 | 30 0,0001

NO: 2,30 ppm 0,00023 | 46 0,0001

SO: 60,00 ppm 0,00600 | 64 0,0038

Totales 100 28,97

*Didxido de Carbono (CO»), Oxigeno (O,), Nitrogeno (Na), Acido Sulfhidrico (H,S),
Monoxido de Carbono (CO), Oxido Nitroso (NO), Dioxido de Nitrogeno (NO3),
Dioxido de Azufre (SO)

Cuadro 3. Masa de dioxido de carbono en 1 Mol de biogas
combustionado al 0,5% de CO»
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* Dioxido de Carbono (CO,), Oxigeno (O2), Nitrogeno (N2), Acido Sulfhidrico (H>S),
Monoéxido de Carbono (CO), Oxido Nitroso (NO), Didxido de Nitrogeno (NO,),

Composicion del Biogas Combustionado | Peso 1 Mol de

al 0,5% de Diéxido de Carbono Molecular | Biogas Combustionado

Nombre Concentracion | % g G

CO: 0,50 % 0,50 44 0,22

02 20,50 % 20,50 32 6,56

N 78,97 % 78,97 28 22,11

HS |- % |- 33 |-

CO 297,00 |ppm |0,02970 |38 0,0113

NO 1,00 ppm | 0,00010 |30 0,0000

NO: 1,00 ppm | 0,00010 |46 0,0000

SO: 35,00 ppm | 0,00350 |64 0,0022

Totales 100 28,90
Dioxido de Azufre (SO»)

Cuadro 4. Masa de dioxido de carbono en 1 Mol de aire atmosférico

Composicion del Aire Atmosférico Peso 1 Mol de
al 0,038 % de Dioxido de Carbono Molecular | Aire Atmosférico
Nombre Concentraciéon % g g

CO: 0,038 % 0,04 44 0,02

02 21,40 % 21,40 32 6,85

N2 78,56 % 78,56 28 22,00
HS |- % |- 33 |-

CcO 0,00 ppm | 0,00000 38 0,0000
NO 0,00 ppm | 0,00000 30 0,0000
NO: 0,00 ppm | 0,00000 46 0,0000
SO: 0,00 ppm | 0,00000 64 0,0000
Totales 100 28,86

* Dioxido de Carbono (CO,), Oxigeno (O,), Nitrogeno (N2), Acido Sulfhidrico (H,S),
Monoéxido de Carbono (CO), Oxido Nitroso (NO), Didxido de Nitrégeno (NO>),
Diodxido de Azufre (SO»)

En el cuadro 2, se puede observar que, en un mol de biogas
combustionado al 1,1% de CO,, contiene 0,48 gramos de didxido de
carbono. La masa total en gramos utilizada para mantener el pH 6ptimo
en este ensayo fue de 1,56 gramos de didxido de carbono, lo cual
representa 0,422 gramos de carbono, el aporte de carbono proveniente
del mondxido de carbono se considera trazas al disolverse en el agua.

En el cuadro 3 se observa que, en un mol de biogads combustionado al
0,5% de CO», se contienen 0,22 gramos de didoxido de carbono. La masa
total en gramos utilizada para mantener el pH 6ptimo en este tratamiento
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fue de 1,04 gramos de dioxido de carbono, lo cual representa un total de
0,280 gramos de carbono; y el aporte de carbono proveniente del
monoxido de carbono es considerado trazas al disolverse en el agua.

En el cuadro 4, se observa que, en un mol de aire atmosférico, se
contienen 0,02 gramos de diéxido de carbono. Para calcular la masa en
gramos de didoxido de carbono es necesario conocer el volumen
promedio total utilizado para cada réplica, siendo estos 78,64 litros de
aire atmosférico para el ensayo de 1,1% de didxido de carbono y 118,40
litros de aire atmosférico para el ensayo de 0,5% de didxido de carbono.
Se considera que un mol de este aire atmosférico a una temperatura
promedio de 25 £ 1 °C y presion de 1 atmosfera ocupa 24,5 litros, por
lo cual 78,64 y 118,40 litros equivalen a 3,20 y 4,83 moles,
respectivamente. La masa total en gramos de CO; utilizada como
control para mantener el pH 6ptimo en los tratamientos de 1,1% y 0,5%
de dioxido de carbono fue de 0,064 y 0,096 gramos de dioxido de
carbono, lo cual representa 0,017 y 0,027 gramos de carbono,
respectivamente.

Determinacion de las concentraciones adecuadas de dioxido de
carbono en el biogas combustionado, para Mantener el pH 6ptimo
en el cultivo de Nannochloropsis oculata

Las concentraciones adecuadas de didxido de carbono se determinaron
a través de dioxido de carbono quimico al 10%, monitoreando las tasas
de crecimiento y potencial de hidrogeno de este cultivo. En la figura 3,
se puede observar una caida de las tasas de crecimiento al segundo dia
con valores de 0,10 £ 0,145 d-1 y un pH minimo de 5,5, el cual pudo
originar la mortalidad de microalgas (Figura 4).
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Figura 3. Tasa especifica de crecimiento del cultivo de Nannochloropsis
oculata al 10% de CO; quimico
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Figura 4. Control en el potencial de hidrogeno en el cultivo de N.
oculata al 10% de CO; quimico.

A continuacidn, se procedio a realizar las diluciones sucesivas de
diéxido de carbono hasta llegar a las concentraciones de 1,1% y 0,5%,
concentraciones adecuadas de dioxido de carbono para mantener el pH
optimo del cultivo de microalgas.

Tasas de crecimiento y pH, en los cultivos de Nannochloropsis
oculata, utilizando COz2 de biogas combustionado y atmosférico

En las figuras 5 y 6, se muestra la tasa especifica de crecimiento y la
evolucion del pH, en el tratamiento correspondiente a 1,1% de dioxido
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de carbono. Las tasas de crecimiento de estos ensayos fueron observadas
hasta el cuarto dia, lo cual corrobora, que se dieron las condiciones
necesarias para la division celular.
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=] . -

g e

o © 4.00
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Figura 5. Tasa de crecimiento del cultivo de Nannochloropsis oculata
al 1,1% de CO,, proveniente del biogas combustionado y atmosférico
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Figura 6. Control del pH en el cultivo de N. oculata al 1,1 % de CO»
proveniente del biogas combustionado y atmosférico.
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Cuadro 5. Analisis de Varianza Tratamiento al 1,1 % de CO2

Origendelas | Suma de Promedio de Proba- | Valor critico
variaciones |cuadrados | Gl |los cuadrados| F bilidad para F
Entre grupos 0.59252| 5 0.118504| 4.6411| 0.0041 2.6206
Dentro de los

grupos 0.6128| 24 | 0.02553333

Total 1.20532| 29

En estos ensayos se puede observar, en el cuadro 5, que hubo diferencias
significativas en el potencial de hidrogeno a a 0,05 entre tratamiento y
control; con la inyeccion de dioxido de carbono extra al medio de
cultivo. En la figura 6, se muestra el control del tratamiento
correspondiente a 1,1 % de didxido de carbono y atmosférico.

La inyeccion de didxido de carbono atmosférico no controlé el pH
optimo del cultivo, comparado con la inyeccion de biogas
combustionado (figura 4).

El promedio de la tasa de crecimiento fue similar para el atmosférico y
el tratamiento al 1,1% de CO». La evolucion del potencial de hidrégeno
en el tratamiento, al 1,1% de dioxido de carbono, muestra una gran
fluctuacion en los rangos de pH para un mismo dia. Sin embargo, estas
fluctuaciones no sobrepasaron los rangos optimos de pH para el cultivo
de la Nannochloropsis oculata. Los ensayos controles mostraron una
mejor estabilidad en las fluctuaciones del pH para un mismo dia, pero
sin un control en los rangos de pH 6ptimos para el cultivo.

En la figura 7, se observa la tasa de crecimiento con un leve incremento
en la productividad utilizando CO; de fuente combustionada al 0,5% de
CO, proveniente del biogds combustionado, comparado con la
inyeccion del dioxido de carbono atmosférico; sin embargo, esta no
genera diferencias significativas a a 0,05 entre tratamiento y control.
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Figura 8. Control del pH en el cultivo de N. oculata al 0,5% de CO»
proveniente del biogds combustionado y atmosférico.
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Cuadro 6. Analisis de Varianza Tratamiento al 0,5 % de CO:

Origendelas | Sumade Promedio de Proba- | Valor critico
variaciones |cuadrados | Gl |los cuadrados| F bilidad para F
7.48E-
Entre grupos 0.47135 | 5 0.0942 11.86 06 2.6206
Dentro de los
grupos 0.19072 | 24 0.0079
Total 0.66207 | 29

En estos ensayos se puede observar, en el cuadro 6, que hubo diferencias
significativas en el potencial de hidrogeno a a 0,05 entre tratamiento y
control; con la inyeccion de dioxido de carbono extra al medio de
cultivo. En la figura 8, se muestra el control del tratamiento
correspondiente a 0,5% de dioxido de carbono. La inyeccion de didxido
de carbono atmosférico no controlé el pH Optimo del cultivo,
comparado con la inyeccion de biogas combustionado.

La evolucion del potencial de hidrégeno en el tratamiento a 0,5% de
diéxido de carbono muestra una leve fluctuacion en los rangos de pH
para un mismo dia. La inyeccion de didxido de carbono atmosférico no
mostré un control del potencial de hidrogeno. En este tratamiento se
demuestra la insuficiencia de dioxido de carbono en la atmosfera, y es
por ello, que se deben evaluar alternativas que incrementen la
concentracion de gas en sistemas mas eficientes de actividad
fotosintética, ya que en estos sistemas el incremento de pH es mucho
mayor.
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Cuadro 7. Comparacion de solubilidad en medio liquido del CO2 y
02, de acuerdo al porcentaje presente en gas de inyeccion.

a. Maxima Solubilidad del CO: de disolverse el CO2 inyectado

Coeficiente de
solubilidad Presion Solubilidad
mg/L. mmHg Parcial mg/L
mmHg

Control 1,89 0,28 0,53

Tratamiento 0,5 1,89 3,68 6.95
%

Tratamiento 1,1 1,89 8,10 15,31
%

b. Maxima Solubilidad del O2 de disolverse el Oz inyectado

Coeficiente de
solubilidad Presion Solubilidad
mg/L. mmHg Parcial mg/L
mmHg

Control 0,045 157,55 7,09

Tratamiento 0,5 0,045 150,93 6,79
%

Tratamiento 1,1 0,045 145,04 6,53
%

Se observa en el cuadro 7, que la solubilidad total del di6xido de carbono
se incrementa a medida que se aumentan las concentraciones de didxido
de carbono en la mezcla de gases; encontrando un equilibrio aproximado
en el tratamiento de 0,5% de CO; (6,95 mg CO> / 6,79 mg O2) y una
mayor solubilidad del diéxido de carbono en el tratamiento de 1,1 % de
CO2 (15,31 mg CO2/ 6,53 mg O3).

Velocidad de Difusion para el Dioxido de Carbono y Oxigeno en el
Agua de Mar a 35 psuy 22 °C.
Ley de Henry y Graham Combinadas

Las velocidades de difusion del CO; y Oz pueden compararse por las
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férmulas siguientes:

CO; = Coeficiente de solubilidad del CO;, / rc PMG CO,
02 = Coeficiente de solubilidad del O, / rc PMG O,

Coeficientes del dioxido de carbono y oxigeno para las diferentes
mezclas de gases; a una temperatura de 22°C y una salinidad de 35 ppt:
Coeficiente de solubilidad del dioxido de carbono: 1,89
Coeficiente de solubilidad del oxigeno: 0,045

C0,/0; = (Coef.Solub.CO») (rcPMGO,)/(Coef.solub. O2) (rePMGCO»)

C0O2/02=1,89 x 5,66 /0,045 x 6,63
CO2/0,= 10,70
0,298

C02/02=35,90

La velocidad de difusion del dioxido de carbono puro es 35,90 mas
rapido que el oxigeno, a 22°C y una salinidad de 35 ppt.

La velocidad de difusion del dioxido de carbono a una concentracion de
CO2 1,1 % es 2.34 mas rapido que el oxigeno, a 22°C y una salinidad de
35 ppt.

La velocidad de difusion del didxido de carbono a una concentracion de
C0,0,5 % es 1,02 mas rapido que el oxigeno, a 22°C y una salinidad de
35 ppt.

DISCUCION

La productividad y disolucion del didxido de carbono, puede variar
dependiendo de los disefios de la geometria de los fotobiorreactores; los
cuales aprovechan mejor la luz y la profundidad de inyeccion. Por ello,
se genera mayor captura del dioxido de carbono inyectado. Papazi et al.
(2008), realizaron ensayos con la inyeccion de aire atmosférico
enriquecido, a concentraciones de dioxido de carbono del 2% en cepas

de Nannochloropsis sp. Estos cultivos mostraron un incremento en la
productividad de 150%.
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Igualmente, los datos obtenidos por Chiu et al. (2009), reportan un
incremento de 34 % de la productividad al 2 % CO», comparado con la
inyeccion de didxido de carbono atmosférico. A la vez, registraron una
inhibicion del crecimiento de microalgas en las concentraciones de
diéxido de carbono de 5%, 10% y 15%; con registros de pH 7,7, 7,3 y
7,0 respectivamente.

Esta informacion se enfoca en un punto importante de este experimento,
relacionado principalmente con la caida de pH en la interfase gas —
liquido del cultivo, ya que los pH de 7,0 hasta 7,7 que se registran en el
medio de cultivo se consideran neutros; sin embargo, debido a la alta
velocidad de difusion del dioxido de carbono, este origina una dindmica
diferente de pH en la interfase gas — liquido, afectando las reacciones
quimicas que ocurren en la superficie celular dependientes de las
condiciones fisico — quimicas inmediatamente adyacente a la membrana
celular, dentro de la capa limite de difusion definidas por la ley de fick
(Milligan et al., 2009).

A pesar de que no es posible medir el pH en la interfase en la burbuja,
con los equipos convencionales, la aplicacion de la formula de Henry y
Graham combinadas, permite conocer las reacciones mas rapidas que
podrian ocurrir al difundirse el diéxido de carbono més rapido que el
oxigeno; ya que estos dos gases son los que representan la fraccion mas
soluble en el agua.

La réapida difusion del dioxido de carbono con respecto al oxigeno,
determinada en esta investigacion para 1,1 % de CO», fue de 2,34y 1,02
para 0,5 % de CO». Valores mas altos de CO> favorece una formacion
mayor de acido carbonico, pudiendo llegar hasta un limite de pH 4,5; el
cual, puede originar un pH acido en la interfase de todas las burbujas
que se encuentran en el cultivo. Esta inhibicion por acidez, tiende a
generar mas dafio en microalgas, debido a su tamafio microscopico de 3
a 5 micras, dando como resultado una afectacion mas directa al
crecimiento. Este dafio puede ser mayor, a medida que las burbujas sean
mas pequenas, por incremento del area acida.

La presencia de 0xidos de azufre, mondxido de carbono y ¢6xido de
nitrégeno; demuestran no ser perjudiciales a estas bajas concentraciones
para el cultivo de la microalga Nannochloropsis oculata. Autores como
Li et al. (2006) y Nakamura et al. (2005), explicaron que estos
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compuestos, presentes en los gases combustionados, pueden ser
aprovechados en el cultivo de microalgas. Sin embargo, la utilizacion
de estos gases en cultivo dependera de la demanda de cada sistema y de
la eficiencia de disolucién en cada uno de ellos, para ser empleado en la
duplicacion celular.

En los cuadros 2 y 3, se puede observar valores mucho menores para el
diéxido de carbono, 6xidos de azufre y oOxidos de nitrogeno a los
reportados por Stepan et al. (2002), debido a la dilucion que fue
sometida el biogds combustionado.

El 6xido de azufre no es necesario para la duplicacion celular, por lo
cual, su permanencia en el cultivo es perjudicial, si este se llega a
acumular; ya que, a concentraciones de 400 ppm en gases
combustionados, puede originar la caida del pH a unidades de 4,0 en 24
horas Stepan et al. (2002).

El monéxido de carbono al disolverse es descompuesto por la accion
bacteriana formando didxido de carbono lentamente, el cual, es un
elemento de gran uso en la fotosintesis activa. Otros compuestos como
el acido sulthidrico deben eliminarse antes de la combustion, para que
este no genere compuestos como el oxido de azufre y provoquen
posteriormente una caida del pH.

La presencia del bicarbonato presente en el agua de mar, no influy6 en
el incremento del carbono fijado en la biomasa de microalgas; por lo
cual, el incremento de biomasa celular presentados por autores como
Wu et al., (2001); corresponden principalmente a la entrega optima de
la irradianza promedio al cultivo, ocasionando una mejor utilizacion de
las fuentes de carbono y nutrientes presentes.

Los porcentajes de CO; presente en la mezcla de gases, influirdn sobre
la tasa de difusion neta de cada compuesto en la interfase liquido — gas.
El CO,, al tener una alta difusion, genera diferentes capas de acidez, que
pueden afectar a las microalgas. Estas son neutralizadas por el equilibrio
dinamico del pH en la fotosintesis, que tiende a elevarse por la acidez
generada por 4cido carbonico, debido a la reaccion del CO». Por ello,
cada fotobiorreactor tendra diferentes concentraciones optimas en la
inyeccion de CO», ya que cada disefio ofrece una dinamica de entrega
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de luz que afecta el pH del cultivo y tolerancia biologicas por especie.

CONCLUSION

En este estudio se determiné la viabilidad del biogas combustionado
como una fuente alterna de didxido de carbono, debido a la combustion
del metano a CO, y H>O; mas la presencia natural de CO, generado en
la descomposicion anaerdbica. De no ser combustionado este biogas, el
metano entraria al sistema y el carbono presente en la molécula de
metano no podria ser aprovechado por el cultivo de microalgas.

En este trabajo los valores de SO, obtenidos en los dos tratamientos de
biogas combustionado fueron de 60 ppm y 35 ppm. Los demas gases
presentes en el biogas combustionado, como el 6xido de nitrégeno y
monoxido de carbono, son una fuente de compuestos utilizados para la
duplicacion celular; altas concentraciones de nitrato en gases
combustionados ayuda al suministro de este compuesto al cultivo de
microalgas, ya que este compuesto es uno de los que representa el mayor
de los costos, en el cultivo de microalgas.

La inyeccion de biogas combustionado mostr6 una gran eficiencia en el
control del potencial de hidrogeno a concentraciones de 1,1 % y 0,5 %
dioxido de carbono. Concentraciones de 10 % de CO», en la mezcla de
gases inyectados en cultivos de prueba, generaron una caida de pH a 5,5
en el medio del cultivo, a la vez, de generar mayor acidez en la interfase
gas — liquido.

No hubo diferencia significativa a a 0,05 en las tasas de crecimiento en
los dos tratamientos contra sus respectivos controles. El promedio de
pH fue de 7,79 para los tratamientos con biogas combustionado y 8,09
para los controles con CO; atmosférico. Este valor del pH obtenido con
biogas combustionado se encuentra en los rangos Optimos para
fotobiorreactores, ya que estas unidades requieren un fuerte controlador
de pH para contrarestar la elevacion de pH producto de la fotosintesis
intensa llevada en estas unidades.
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