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Introduccion

La situacion actual con respecto a los combustibles es inquietante, debido a que
cada dia se agotan mas y mas las reservas petroleras provocando que los precios de
los combustibles sean inestables y a veces dificultando el acceso al mismo. Buscando
resolver este problema han surgido posibles soluciones y respuestas tentativas en las
dltimas décadas, de las cuales podemos mencionar: los vehiculos hibridos, paneles

solares y mas importante aun, biocombustibles

Los biocombustibles son una alternativa viable, que prometen solucionar parte
de los efectos negativos de los combustibles fosiles, los cuales se encuentran a veces
mezclados con sustancias que al ser oxidadas en el proceso de combustidon producen
gases toxicos, aumentando asi el efecto invernadero; a diferencia de los
biocombustibles que al obtenerse de materia vegetal, rara vez contienen algin otro
elemento diferente de C, O, H; y por ende no producen tantas emisiones de gases

toxicos.

Se pueden obtener de aceites vegetales como: colza, girasol, soya, palma. Y los
productos terminados pueden variar segun deseemos, biometanol, bioetanol, biodiesel,
incluso biogasolina. En el presente trabajo de grado se estudiara una de las tantas
vertientes de obtencion de biodiesel, en esta ocasion utilizando como materia prima la

microalga Chlorella vulgaris.

La estructura del trabajo la conforman cinco partes, divididas en capitulos, en la
primera parte que abarca los capitulos | y Il se recogen los antecedentes, los tipos de
biocombustible, como surgen y el método de obtencién. La segunda parte conformada
por los capitulos lll, IV, V y VI describe los métodos e instrumentos utilizados para la
obtencion de los biocombustibles, los parametros de calidad, la parte experimental y
resultados obtenidos y el analisis de factibilidad. La tercera parte; capitulo VI, trata las
conclusiones y recomendaciones, la cuarta y quinta parte recogen las referencias y

anexos respectivamente.






Objetivos

Objetivo General

Obtener biodiesel a partir de la microalga Chlorella vulgaris como materia prima.

Objetivos Especificos
Disefar un biorreactor para el desarrollo de la Chlorella vulgaris

Analizar y comparar distintos medios de cultivos.

Seleccionar el método de cultivo més apropiado para el desarrollo y crecimiento
del alga.

Extraerlos lipidos de la biomasa.
Convertir los lipidos en biodiesel.

Analizar la factibilidad econémica de la produccién del combustible.



Justificacion

Se debe prestar atencion al consumo de los combustibles, especialmente en
estos decenios donde la tecnologia y la automatizaciéon han llevado a un aumento
exponencial del uso del mismo. Y como consecuencia un aumento en la emision de

gases nocivos (CO,, CO, SO,, NO, H,S, entre otros) al medio ambiente.

Estamos viviendo con las consecuencias negativas de estos gases; vemos como
el efecto invernadero provoca cambios climéticos, que estan afectando los polos y por
ende la fauna. De continuar con esta situacion nos veriamos expuestos a una
disminucién del pH del agua (matr, rios) por influencia de la absorcién de estos gases en
la misma, lo que conllevaria a la reduccion de los crustaceos y de otros artrépodos,

provocando un desbalance en la cadena alimenticia.

Debido a las razones anteriormente mencionadas es necesario solucionar este

problema, para beneficio de todos.



Primera Parte

Fundamentos Teoricos



Capitulo |I: Antecedentes

I.1 Petréleo y combustible

El petréleo se conoce desde la prehistoria. La Biblia lo menciona como betun, o
como asfalto. También los indigenas de la época precolombina en América conocian y

usaban el petréleo, que les servia de impermeabilizante para embarcaciones.

Los chinos durante varios siglos utilizaban el gas del petroleo para la coccion de
alimentos. No es hasta la segunda mitad del siglo XVIIl cuando se empieza a explorar
las diferentes aplicaciones de este.

En los EEUU, 1859, Edwin L. Drake perforo el primer pozo petrolero del mundo,
logrando extraer petréleo de una profundidad de 21 metros. También Drake ayudo a
crear un mercado para el petréleo al separar la kerosina del mismo. Este producto
sustituyo al aceite de ballena empleado en aquella época como combustible

En las lamparas, cuyo consumo estaba provocando la desaparicion de estos animales.

Es en 1895, con la aparicion de los primeros automoviles, que se necesitd la
gasolina, ese nuevo combustible que en los afios posteriores se consumiria en grandes
cantidades. En visperas de la primera Guerra Mundial, antes de 1914, ya existian en el

mundo mas de un millén de vehiculos que usaban gasolina.

La verdadera proliferacién de automdviles se inicié6 cuando Henry Ford lanz6 en
1922 su famoso modelo "T". Ese afio habia 18 millones de automoviles; para 1938 el
namero subié a 40 millones, en 1956 a 100 millones, y a mas de 170 millones para
1964. Actualmente es muy dificil estimar con exactitud cuantos cientos de millones de

vehiculos de gasolina existen en el mundo.



En la década de los 40 se desarrollaron los motores de turbina (jets) empleados
hoy en los aviones comerciales, civiles y militares; estos motores usan el mismo
combustible de las lamparas del siglo pasado, pero con bajo contenido de azufre y baja
temperatura de congelacion, que se llama turbosina. Desde luego, cuando se
introdujeron los aviones de turbina, el uso de la kerosina como combustible de lamparas
era casi nulo, debido al descubrimiento de la electricidad, de tal manera que en 1964

cerca del 80% del consumo total de ésta era para hacer turbosina.

Una fraccion del petréleo crudo sirve como energético es la de los gaséleos, que
antes de 1910 formaba parte de los aceites pesados que constituian los desperdicios
de las refinerias. El consumo de los gaséleos como combustible se inicio en 1910
cuando el almirante Fisher de la flota britanica orden6 que se sustituyera el carbén por
el gasbleo en todos sus barcos. EI mejor argumento para tomar tal decision lo
constituy6 la superioridad calorifica de éste con relacion al carbon mineral, ya que el
gasoéleo genera aproximadamente 10 500 calorias/kg., mientras que un buen carbon

s6lo proporciona 7 000 calorias/kg.

Mas tarde se extendid el uso de este energético en la marina mercante, en los
generadores de vapor, en los hornos industriales y en la calefaccion casera. El empleo
del gasoleo se extendié rapidamente a los motores diesel. A pesar de que Rudolph
Diesel inventd el motor que lleva su nombre, poco después de que se desarrolld el
motor de combustién interna, su aplicacion no tuvo gran éxito pues estaba disefiado

originalmente para trabajar con carbon pulverizado.

Cuando al fin se logro separar la fraccion ligera de los gaséleos, a la que se le
llamo diesel, el motor de Rudolph empez6 a encontrar un amplio desarrollo. La principal
ventaja de los motores diesel en relacion a los motores de combustion interna estriba
en el hecho de que son mas eficientes, ya que producen mas trabajo mecanico por
cada litro de combustible. Todos conocemos que nuestros automéviles soélo
aprovechan del 22 al 24% de la energia consumida, mientras que en los motores diesel

este aprovechamiento es del 35%.



Los motores diesel encontraron rapida aplicaciéon en los barcos de la marina
militar y mercante, en las locomotoras de los ferrocarriles, en los camiones pesados, y
en los tractores agricolas. Después de este breve andlisis de la historia del desarrollo y
uso de los combustibles provenientes del petrdleo, vemos claramente que el mayor

consumidor de estos energéticos es el automdvil.

.2 Biocombustible

Hace méas de 100 afios Rudolf Diésel cred un prototipo de motor que utilizaba
aceite de cacahuate o mani que luego derivo en el gaséleo pero como el petréleo era

mas facil y econdmico de obtener se comenzé a utilizar este combustible fésil.

En 1908 Henry Ford en su modelo T usaba etanol en sus principios. Otro
proyecto interesante para la época es que la compafiia Standard oil en el periodo de
1920 a 1924 vendia una gasolina con un 25% de etanol, pero los altos costos del maiz

volvieron inviable econdmicamente este producto.

En la década del 30, Ford y otras personas trataron de reflotar la fabricacién de
biocombustibles por eso construyeron una planta de biocombustibles en Kansas que
elaboraba alrededor de 38.000 litros diarios de etanol en base al uso del maiz como
materia prima. En esta época mas de 2000 estaciones de servicio que vendian este
producto. En los afios 40 se debid cerrar esta planta ya que no podia competir con los

precios del petroleo.

En la década del 70 como consecuencia de la crisis del petréleo, EEUU
comienza nuevamente a mezclar gasolina y etanol dando un importante auge a los
biocombustibles que no ha parado de crecer hasta la actualidad y que abarca otras

geografias como la del viejo continente.

Hasta mediados de los 80 se trabajaba y experimentaba en biocombustibles de

primera y segunda generacion basados en cultivos alimenticios, pero surgieron diversos

9



sectores que advirtieron del peligro de utilizar alimentos para fabricar combustibles;
ante esta situacion se comenz0 a buscar materias primas alternativas que no afecten

la seguridad alimentaria como algas y otras vegetales que no son comestibles dando
origen a los biocombustibles de tercera generacion.
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Capitulo ll: Conceptos

Un biocombustible es una mezcla de sustancias organicas que se utiliza
como combustible en los motores de combustion interna. A diferencia de los
combustibles fésiles que provienen de la energia almacenada durante largos periodos
en los restos fosiles, los biocombustibles provienen de la biomasa, 0 materia organica
que constituye todos los seres vivos del planeta. La biomasa es una fuente de energia
renovable, pues su produccion es mucho mas rapida que la formacién de los

combustibles fésiles.

Entre los cultivos posibles de utilizar para la elaboracion de biocombustibles, estan los
de alto contenido de carbohidratos (cafia de azucar, maiz, mandioca), las oleaginosas

(soja, girasol, palmas) y las esencias forestales (eucalipto, pinos).

11.1 Obtencidon de los biocombustibles

Segun la naturaleza de la biomasa, y el tipo de combustible deseado, se pueden
utilizar diferentes métodos para obtener biocombustibles: mecanicos como: astillado,
trituracion, compactacion; termoquimicos tales como: combustion, pirolisis y gasificacion;
biotecnolégicos: fermentacién y digestion microbiana anaerdbica y extractivos. La

eleccion del método a aplicar depende de la necesidad a cubrir y de la biomasa

disponible.
Los principales tipos de biocombustibles son:
e Bioetanol
e Biodiesel
e Biogas.

11



[1.1.1. Bioetanol

El bioetanol es un alcohol, y se obtiene como la cerveza y otras bebidas
alcoholicas. Los carbohidratos son transformados en azucares simples, los que se

convierten por fermentacion en etanol, que luego es destilado en su forma final.

Fue promovido desde el afio 1908 cuando Henry Ford disefio el primer automévil
a partir de fuentes renovables. Luego en 1920 se comenz6 a incorporar el etanol a la
gasolina en estados unidos. Pero los altos precios del maiz, ademas de la cantidad que

se requeria, y el almacenaje del mismo, provoco que fracasara esta iniciativa.

El bioetanol se produce principalmente a partir de cafla de aztcar o maiz (en
algunos casos mezclado con otros cereales), cuyos hidratos de carbono son
fermentados a etanol por las levaduras del género Saccharomyces. La cafia de azUcar
es la fuente mas atractiva para la produccion de etanol, ya que los azlcares que
contiene son simples y fermentables directamente por las levaduras. ElI mayor
inconveniente es que resulta cara como materia prima. Los cultivos como el maiz son
ricos en almidén, un hidrato de carbono complejo que necesita ser primero
transformado en azlcares simples. Los principales productores de alcohol como
combustible son Brasil, Estados Unidos y Canada. Brasil lo produce a partir de la cafa
de azucar y lo emplea como “hidro-alcohol” (95% etanol) o como aditivo de la gasolina
(24% de etanol). Estados Unidos y Canada lo producen a partir de maiz (con un poco
de trigo y cebada) y es el biocombustible méas utilizado en diferentes formulaciones que
van desde el 5% al 85% de etanol. Mas de 1,500 millones de galones (5,670 millones
de litros aprox.) se agregan anualmente a la gasolina para mejorar el rendimiento de los

vehiculos y reducir la polucién atmosférica.

Para producir bioetanol se puede iniciar de tres maneras, dependiendo de la

materia prima disponible. En la figura 1, se muestran las tres vertientes del proceso.

12



Si se parte de madera o residuos de podas, se realiza una reaccién de hidrélisis
con las celulosas de la madera, para obtener los azucares, luego estos azucares son

sometidos a un proceso de fermentacion alcohdlica que es luego destilado, hasta

obtencion del etanol.

Partiendo de remolacha, cafia de azucar y/o melaza, se fermentan los azucares,
luego se destilan y se obtiene el etanol. Si se tiene maiz, trigo, cebada o sorgo; el

almidon obtenido se hidroliza para separar en azucares, luego se fermentan y destilan y

se obtiene el etanol

Ma‘.jm —* | Celulosas
Residuos de podas
Hidrolisis
Remolacha l
Caiiade Azicar =
Melaza Aziicares Fermentacion Etanol
—* - Destilacion | | Hidratado
Hidrolisis
Maiz
Trigo T Deshidratacion
Cebada
Sorgo —3 | Almidones

Figura 1. Diagrama delproceso de obtencion del bioetanol

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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[1.1.2. Biodiesel

Rudolf Diesel hizo funcionar su primer prototipo de motor diesel, cien afios atras,
con aceite de mani. Diesel vislumbraba que los motores diesel operarian a base de una

variedad de aceites vegetales.

El biodiesel es un éster que puede producirse a partir de aceites vegetales,
como el de soja, colza, girasol, y otros, y también a partir de grasas animales. Su
elaboracion se basa en la reaccion de transesterificacion de los glicéridos, utilizando
catalizadores. Desde el punto de vista quimico, los aceites vegetales son triglicéridos,

es decir, tienen tres cadenas de &cidos grasos unidas a un alcohol, el glicerol.

En la reaccién de transesterificacion, una molécula de triglicérido reacciona con
tres moléculas de metanol o etanol para dar tres moléculas de monoésteres y una de
glicerol. Estos ésteres metilicos o etilicos (biodiesel) se mezclan con el diesel
convencional (o gasoil) o se utilizan como combustible puro en cualquier motor diesel.
El biodiesel tiene una cantidad de energia similar al diesel de petroleo pero es un
combustible mas limpio, y puede ser utilizado por cualquier tipo de motor diesel (en
vehiculos de transporte, embarcaciones, naves turisticas y lanchas) solo o como

aditivos para mejorar la lubricidad del motor.

En la figura 2, se encuentra resumido el proceso de obtencion del biodiesel. En
el cual se toma como materia prima un cultivo de semillas oleaginosas, que pasa por un
proceso de extraccibn mecdénico, por un molino. El residuo o biomasa se puede
convertir en harina, y el aceite pasa por un proceso de refinamiento previo al de
transesterificacion, este Ultimo da como producto principal biodiesel y secundario
glicerina cruda, que puede refinarse para obtener glicerina.
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Figura 2. DiagramaProceso de obtencion del biodiesel

¥

Harina

Fuente: diagrama “obtencion de biodiesel” recuperado el 02/jun/2015de www.biodiosol.com
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[1.1.3. Biogas

Para la obtencidn de biogas se puede utilizar como materia prima los
excrementos animales, la cachaza de la cafia de azucar, los residuales de mataderos,
destilerias y fabricas de levadura, la pulpa y la cascara del café, asi como la materia
seca vegetal. Esta técnica permite resolver parcialmente la demanda de energia en
zonas rurales, reduce la deforestacion debida a la tala de arboles para lefia, permite
reciclar los desechos de la actividad agropecuaria y, es un recurso energético “limpio” y

renovable.

El biogas que se desprende de los tanques o digestores es rico en metano que
puede ser empleado para generar energia eléctrica 0 mecanica mediante su

combustion, sea en plantas industriales o para uso doméstico.

La primera instalacion doméstica para producir biogas se habria construido en la
India alrededor del 1900. Actualmente funcionarian en ese pais alrededor de 200 mil

biodigestores, y en China alrededor de 6 millones.

Las instalaciones industriales de produccion de biogas emplean tanques de
metal que sirven para almacenar la materia organica y el biogas por separado. Debido
al gran volumen de materia organica que necesitan para garantizar la produccion de
biogds y la cantidad de biofertilizante que se obtiene, se disefian con grandes

estanques de recoleccién y almacenamiento construidos de ladrillo u hormigon.

El biogas se obtiene por descomposicion de la materia organica, en ausencia de
oxigeno, y a través de la accion de cuatro tipos de bacterias: las hidroliticas, que
producen acido aceético, compuestos monocarbonados, &cidos grasos y otros
compuestos policarbonados; las acetogénicas, productoras de hidrégeno. Las
homoacetogénicas, que pueden convertir una cantidad considerable de compuestos
carbonados en acido acético; las metanogénicas, productoras del gas metano, principal

componente del biogas.
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calentamiento, electricidad Biofertilizante.

Figura 3. Proceso obtencién biogés.

[I.2 Ventajas de los biocombustibles

El uso de biocombustibles como fuente de energia renovable puede contribuir a
reducir el consumo de combustibles fosiles, responsables de la generacion de

emisiones de gases efecto invernadero.
Son una alternativa viable al agotamiento ya sensible de energias fésiles, como

el gas y el petréleo, donde se observa variacion en sus precios.

Se producen a partir de cultivos agricolas, que son fuentes renovables de

energia.

Fuente: grafico “diagrama digestiéon anaerdbica” recuperado el 02/jun/2015 de

http://espanol.agbioengineering.com/biogaacutes.html
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» Pueden obtenerse a partir de cultivos propios de una region, permitiendo la
produccion local del biocombustible.

» Permiten disponer de combustible independientemente de las politicas de

importacion y fluctuaciones en el precio del petréleo.

» Producen mucho menos emisiones nocivas para los seres vivos, el agua y el

aire.

[1.3 Reaccién Producciéon Biodiesel

0
HQC—DJ(J:]—R H.C—OH
CHOH, KOH
He—o-Lp = H(|3 OH +
x
Hc—o—l_R H.C—OH

Figura 4. Reaccién de transesterificacion.

La produccién de biodiesel ocurre por medio de una reaccidon quimica
denominada “transesterificacion”. En la cual el grupo glicerol de un lipido es sustituido

por un grupo alcohol.

Para que esta reaccibn se lleve a cabo es necesario la presencia de
catalizadores; puede ser en catalisis basica, acida o heterogénea.

Catalizador: Es toda aquella sustancia quimica que tiene la capacidad de

disminuir la energia de activacion, que a su vez acelera la velocidad de la reaccion.

Fuente: reaccion “transesterificacion” recuperada el 10/jun/2015 de www. madrimasd.com
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Catédlisis acida: Es cuando una reaccion quimica esta catalizada por un &cido,

generalmente acido sulfarico (H2SO,).

Catalisis basica: Es cuando una reaccion quimica tiene como catalizador a una

base, ejemplos: hidréxido de potasio (KOH)e hidroxido de sodio (NaOH).

Catalisis heterogénea: Es cuando los reactivos y el catalizador se encuentran

en distintas fases.

Las distintas reacciones de catalisis son solo algunas varias formas de obtener

el biodiesel. Se pueden también destacar:

v Proceso por lotes

v Proceso super critico

v" Reactor ultrasénico

v Método de microondas

v Utilizacién de enzimas lipasas

El método de proceso por lotes consiste en realizar la mezcla del alcohol y el
aceite en un contenedor hermético, aumentar la temperatura unos pocos grados por
encima del punto de ebullicion del alcohol utilizado, para asi aumentar la velocidad de
reaccion. Todo este proceso se lleva a cabo con el contenedor cerrado para evitar
pérdidas del alcohol por evaporacion. Este proceso tarda de 1 a 8 horas y luego se
puede separar los productos por una decantacion, debido a las densidades distintas de
los productos. Se podria utilizar una centrifuga si se quiere agilizar el proceso. Para el
mismo hay que tener cuidado con la cantidad de agua que contenga el aceite, puesto

que si es muy alta, podria entonces ocurrir la reaccion de saponificacion.
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El proceso supercritico se basa en llevar el aceite y el alcohol a sus puntos
criticos de temperatura y presion, asi estos dos reaccionan de manera répida y
espontanea, evitando asi el uso de catalizadores. Ademas, no es necesario que la
materia este totalmente libre de agua; como no se precisa catalizador no hay lugar a
que ocurra una reaccion secundaria. Aunque se trabaja con los fluidos en estados

criticos, el consumo de energia no es muy diferente del proceso normal.

En el reactor ultrasénico, las ondas causan que la mezcla cree burbujas que
choquen entre si, el movimiento e interaccion entre las burbujas provee la temperatura
y contacto que requiere la mezcla para reaccionar. El reactor reduce bastante el tiempo,

al igual que reduce la energia.

El método de microondas es foco de investigacion, pues agregar la energia
para que la reaccién ocurra por medio de microondas, reduciria el costo de la misma
hasta un 75%(segun estudios realizados). Calentando la mezcla desde el seno hasta el

exterior.

La lipasa es una enzima que tiene la funcion en el organismo de disgregar la
grasa absorbible de los alimentos. Se puede utilizar esta para hacer una catalisis

enzimaética.

[1.3.1 Aceite

El aceite o grasa a utilizar para el proceso puede ser de origen animal, vegetal,
y/o puede ser reciclado. Los aceites vegetales mas utilizados son: aceite de colza,
aceite de girasol y aceite de soja. En argentina hay industrias y pequefias compafias
que para la transesterificacion utilizan aceites reciclados de los restaurantes. Se mide el
indice de saponificacion de los mismos, el pH, y en base a esto se determina la
cantidad de catalizador basico que se requiere para obtener el mayor rendimiento

posible. Otra prometedora fuente de aceites son las algas marinas.
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[1.3.2 Alcohol

El segundo material es el alcohol, los mas usados son metanol y el etanol. En
metanol generalmente se utiliza para aceites reciclados, cuando se utilizan nuevos
entonces se agrega etanol. A medida que aumenta la masa molecular del alcohol
aumenta el requerimiento de energia para la reaccion y también el impedimento
estérico. El metanol y el etanol se deben tratar con cuidado y con los equipos de

seguridad adecuados, guantes, gafas, batas y mascarillas para gases.

[1.3.3 Algas

Las algas son eucariotas, no plantas terrestres (ni animales ni hongos), con
capacidad de realizar fotosintesis y obtener el carbono organico con la energia de la luz
del sol. Pueden ser unicelulares o multicelulares, y casi siempre viven en un medio

acuatico. Segun su tamafio las algas se clasifican en micro y macro algas.

Las macroalgas son los representantes de mayor tamafio de un grupo de
organismos fotosintéticos. Su origen es muy antiguo y se consideran de los primeros
organismos eucariontes. La principal caracteristica de este grupo de algas es que son
formadas por muchas células, a diferencia de las microalgas, que forman el

Fitoplancton, y que son mayoritariamente unicelulares.

Las macroalgas marinas son la base de casi todas las comunidades marinas
costeras y representan fuente de alimento, refugio y en algunos casos, habitat para un
sinniumero de invertebrados y peces marinos. Por su abundancia y tamafio ellas han
sido usadas por el hombre desde tiempos muy antiguos y muchas especies de algas
son cultivadas para consumo humano directo (principalmente en Asia) 0 como insumos

para productos farmacéuticos y biotecnolégicos.
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Las microalgas son microorganismos microscoépicos (2-200 um) fotosintéticos,
también son polifiléticos y eucariotas, que pueden crecer de manera autotréfica o
heterotréfica. En general son altamente eficientes en la fijacion de CO, y utilizacion de
la energia solar para producir biomasa. Estan presentes en todos los cuerpos de agua,
como lagos, mares y rios, pero no estan supeditados solo al agua. Se encuentran
presentes en el suelo y la mayoria de los ambientes terrestres incluso en los mas
extremos, lo cual permite encontrarlas ampliamente distribuidas en

la biosfera adaptadas a una gran cantidad de condiciones.

Asi como son ubicuos (es decir que estan presentes en muchos ambientes
también tienen una gran diversidad taxondémica. Para su desarrollo requieren
de CO,, nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio y otros nutrientes menores como metales,
los cuales son esenciales porque actian como cofactor de enzimas esenciales del

metabolismo de las microalgas.

[I.4 Division de microalgas
e Cryptophyceae
(Cryptomonas curvata)

Son organismos unicelulares desnudos, con dos flagelos casi iguales que
presentan barbulas, en el mas corto estan organizadas en una fila, pero en el mas largo
lo estan en dos. Las células son ovales y aplanadas con un tamafio de alrededor de 10-

50 um. Pueden aparecer estados palmeloides o cocoides.
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e Dinophyceae
(Gyrodinium spirale)

Son organismos unicelulares, la mayoria biflagelados, si bien pueden aparecer
formas aflageladas: cocoides, flamentosas, palmeloides o ameboides, relacionadas con
la gran variedad de formas de nutricion. Generalmente fotosintéticos, aunque también

hay formas heterotrofas: saprofiticas, parasitas, simbioticas y holozoicas.
e Chrysophyceae
(Dinobryon balticum)

Es un grupo extenso de algas que viven principalmente en agua dulce.
Presentan una gran variedad en morfologia y modos de nutricion; la mayoria
son fotoautotrofos, aunque también hay heteroétrofos (osmotrofos y fagotrofos). Viven en

lagos y lagunas de aguas dulces limpias y frias; algunas especies son marinas.
e Bacillariophyceae
(Cyclotella choctawhatcheeana)

Son uno de los mas comunes tipos de fitoplancton. Muchas diatomeas
son unicelulares, aunque algunas de ellas pueden existir como colonias en forma
de filamentos o cintas (e.g. Fragillaria), abanicos (e.g. Meridion), zigzags (e.g. Tabellaria)
o colonias estrelladas (e.g. Asterionella). Las diatomeas son productores dentro de la
cadena alimenticia. Una caracteristica especial de este tipo de algas es que se hallan
rodeadas por una pared celular Unica hecha de silice opalino (dioxido de silicio
hidratado) llamada frastula. Estas frastulas muestran una amplia variedad en su forma,
pero generalmente consisten en dos partes asimétricas con una division entre ellas, se

debe a esta caracteristica el nombre del grupo.
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Chlorophyceae
(Pediastrum tetras)

Son una de las clases de algas verdes, que se distinguen basicamente por su

morfologia ultra estructural.

Las microalgas son utilizadas en distintos campos debido a sus propiedades; se
emplean en la produccion de proteinas y de suplementos alimenticios, también para
fitorremediacion, la absorcion de metales pesados (son alteradas genéticamente para

esto), y la produccién de aceites para biocombustibles.
Las algas que se utilizan para producir aceites son elegidas por su composicion.

Deben tener un contenido alto en lipidos para poder ser seleccionadas como materia

prima.
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A continuacién unas tablas donde se muestran algunos tipos de microalgas y su

composicion lipidica:

Tipo ) Lipidos Referencia
Microalga . -
Agua (% peso seco) (libros y publicaciones)
Chlorella emersonii 63 Illman, et al., 2000
Illman, et al., 2000; Miao y Wu, 2006;
Chlorella protothecoides 11-59 Shen et al., 2009
Chlorella pyrenoidosa 27 Tang et al., 2011a
Chlorella sorokiniana 13-23 Illman, et al., 2000; Zheng et al., 2012
Chlorella saccharophila 18-54 Isleten et al., 2012; Zheng et al., 2012
Rodolfi et al., 2009; Praveenkumar et
Chlorella sp. 19-43 al., 2012

Illman et al., 2000; Converti et al.,
2009; Widjaja et al., 2009; Yeh, et al.,

Agua |[Chlorellavulgaris 15-58 2012
dulce |Chlorella zofingiensis 51 Liu etal., 2011

Haematococcus pluvialis 35 Damiani et al., 2010

Li et al., 2008; Pruvost et al., 2009;
Neochloris oleoabundans 26-38 Popovich et al., 2012
Scenedesmus dimorphus 31 Shen et al., 2009

Hernandez et al., 2009; Arias et al.
scenedesmus incrassatulus 8-12 2011b

Mandal y Mallick, 2009; Ho et al.,
scenedesmus obliquus 10-43 2010; Tang et al., 2011
sceneedsmus rubescens 27-43 Ariasetal. 2011b
scenedsmus sp. 7-53 Hernandez et al., 2009; Arias et al.
Chlorella minutissima 57 Illman et al., 2000
Chlorella sp. 35-52 Chiu et al., 2008
Chlorella vulgaris 57 Liu et al., 2008

. _|Dubaliella tertiolecta 24 Tangetal., 2011b
Marina - -

Nannochloris sp. 40 Takagi et al., 2000
Nannochloropsis oculata 8-54 Chiu et al., 2009
Nannochloropsis sp. 24-60 Rodolfi et al., 2009; Pal et al., 2011
Tetraselmis suecica 20-54 Rodolfi et al., 2009

Tablal. Composicion en lipidos de algunos tipos de alga.

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la microalga Chlorella vulgaris”; Ramén S. Emil D.
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%Contenido lipidico

“%Contenido lipidico

Fepecie (OLipites/Gresa-sece ¥ 100) Fepecie (G ipites/Greso-seco X 100)
Ankistrodesmus sp. =" 245-403 Hormotilopsis gelatinosa * 491
Botryococcus braunii var. A ** 43.0-63.0 Isochrysis sp. ** 7.1-470
Botryococcus braunii var. B ** 53.0-86.0 Monallantus salina * 200-722
Botryococcus sudeticus 7 9.39 - 23.09 Monodus subterraneus ' 39.3- 400
Chaetoceros gracilis * 460 Nannochioris sp. "* 20.0-478
Characium polymorphum * 420 Nannochloropsis salina ® 408-722
Chlamydomonas applanata * 328 Nannochiloropsis sp. 287 -68.0
Chiorella emersonii * ' 63.0 Naviculla pelliculosa ** 22.0-448
Chiorella minutissima *'° 57.0 Neochloris oleoabundans ** 18.9-88.8
Chiorella protothecoides ™ 230 Nitzschia laevis " 69.1
Chiorella pyrenoidosa ** 144-358 Nitzschia pelea Kutz ** 272-395
Chiorella sorokiana *'° 220 Nitzschia sp. ™ 221-470
Chiorella sp. ' 28.0-32.0 Ochromonas danica ** 39.0-71.0
Chiorella vulgaris 51-56.0 Oocystis polymorpha 347
Chiorococcum oleofaciens * 443 Parietochloris incisa ™ 62.0
Chlorosarcinopsis nagevensis 322 Ourococcus sp. *° 27.0-495
Chroomonas salina ® 440 Peridinum cinetum fa. Westi * 36.0
Chrysochromulina kappa *° 326 Phaeodactylum tricornutum * 31.0
Chrysochromulina polylepsis ** 476 Protosiphon botryoides ** 370
Cosmarium laeve ** 15.0-33.0 Prymnesium parvm ** 220-38.2
Crypthecodinium cohnii * 200 Radiosphaera nagevensis ** 430
Cyclotella cryptica * 36.8 Scenedesmus dimorphus *** 6.0-40.0
Cyclotella sp. * 54.0 Scenedesmus obliquus ° 11.0-55.0
Cylindrotheca sp. ' 16.0-37.0 Scatiella sp. ** 34.5-480
Dunaliella primolecta "** 23.0-53.8 Schizochytrium sp. ' 50.0-77.0
Dunalielia salina *** 92-472 Skeletonema costatum * 30.3
Euglena gracilis * 55.0 Stichoccus bacillaris * 380
Hantzchia sp. * 61.0 Tetraselmis sueica ' 15.0=23.0

Tabla2. Composicion en lipidos de algunos tipos de alga.
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[I.5 Sintesis de Lipidos en Algas

En la figura 5, se observa el proceso de produccion de lipidos en la célula
vegetal, todo comienza con la fijaciéon del CO, mediante el ciclo de Calvin; en el que,
durante la fase luminosa de la fotosintesis se almacena energia en moléculas orgénicas
(ATP), que aportaran energia al proceso. Luego, En este ciclo las moléculas
inorganicas de CO, son convertidas en moléculas organicas sencillas que luego por
reacciones bioquimicas se transformaran en los compuestos esenciales de los seres

Vivos.

En el ciclo de Calvin; luego de la fijaciéon del CO2, se forma un intermediario
inestable de 6 carbonos que se rompe de manera espontdnea dando lugar al Acido-3-
fosfoglicerico (3GPA). El PGA es un intermedio tanto en la glucolisis como en el ciclo de
Calvin. Una vez fosforilado produce la Glucosa-6-fosfato y luego pasa al acido piravico,

cuyo anién se conoce como piruvato.

La enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) actia como catalizadora de una
reaccion de descarboxilacion del piruvato, dando como resultado el Acetil-CoA; un
grupo Carboxilo aportado por el ién bicarbonato se une al Acetil-CoA, formando el
Malonil-CoA, esta reaccion es catalizada por la enzima Acetil-CoA Carboxilasa
(ACCase).

La enzima metionina adenosiltransferasa (MAT) convierte el malonil-CoA en
Malonil-ACP, esta molécula es la principal precursora de la sintesis de acidos grasos

(ver figura 6, anexo II).
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Figura 5. Sintesis de acidos grasos en célula.

Figura obtenida del: Eukaryotic Cell April 2010 vol. 9 no. 4 486-501; del American Society for Microbiology.
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[I.6 Proceso de Produccién de Biodiesel a partir de microalgas.

Cabe destacar que de utilizar las microalgas como materia prima para esta

operacion, no solo se obtiene el combustible, sino también, dependiendo de los

métodos usados y de la tecnologia disponible, se recupera biomasa, bioetanol e incluso

biogasolina, Siendo los primeros dos los de mas publico. La biomasa se utiliza como

abono en la agricultura; también se puede conseguir agar rico en nutrientes para los

cultivos de microorganismos.

El bioetanol se produce por medio de una fermentacion alcohdlica de los

carbohidratos extraidos de la biomasa.

1.

El primer paso para la produccion es la determinacion de la especie de
microalga. Hay que considerar que cada tipo de alga tiene ciertos requerimientos
de nutrientes, luz solar, pH, entre otros factores.

Después de elegir el alga, se disefia el reactor que va a proporcionar las
condiciones necesarias para que el crecimiento del alga se lleve de manera
satisfactoria. Un biorreactor es unrecipiente 0 sistema que mantiene un
ambiente biolégicamente activo. En algunos casos, un recipiente en el que se
lleva a cabo un proceso quimico (aerébico 0 anaerobio) que
involucra organismos o sustancias bioquimicamente activas derivadas de dichos

organismos.

Un biorreactor puede ser también un dispositivo o sistema empleado para
hacer crecer células o tejidos en operaciones de cultivo celular. En términos
generales, busca mantener ciertas condiciones ambientales propicias
al organismo o sustancia quimica que se cultiva, tales como: pH, temperatura,

concentracion de oxigeno, etcétera. (Ver Anexo |, reactores).
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Se procede a seleccionar el medio de cultivo que proporcione los nutrientes al
alga previamente escogida. Luego, se realiza la siembra del alga y se espera

gue termine la fase de adaptacion.

Una vez comience el crecimiento celular, se sigue proporcionando los nutrientes.
Cuando la densidad celular sea la que esperamos entonces se procede a

separar la biomasa (alga).

La biomasa pasa por un proceso de secado, para eliminar la mayor cantidad de

agua posible.

Después de seca; con métodos fisicoquimicos se extraen los lipidos que esta

contenga, y luego se puede desechar o reutilizar la biomasa.

Se toman los lipidos y nuevamente se calienta para asegurar que no contenga
agua. Una vez terminado este proceso, se deja enfriar y se coloca en un
recipiente y se hace reaccionar agregandole alcohol (si el proceso lo requiere, se
puede adicionar un catalizador).

Una vez haya terminado la reaccion, se separa por decantacion los productos
obtenidos. En la capa superior debe estar el biodiesel y en la capa inferior se

encontrara el glicerol, pues la densidad de este es mayor.

Una vez separado, el biodiesel ya esta listo para su uso (si se desea se pueden
realizar algunos ensayos para medir la calidad del combustible; densidad,
viscosidad, cantidad de azufre, contenido de metanol, contenido de agua,

entreotros...).
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El diagrama siguiente muestra el proceso de consecucion de biodiesel, el
aceite se coloca en un reactor con alcohol y catalizador, una vez terminada la
reaccion se separan el combustible de la glicerina. La glicerina se purifica, y se
extraen la glicerina, acidos grasos y sales que podrian estar presentes en ella. El
combustible se lava y luego se aisla del agua y alcohol residual, el alcohol y agua
se desunen y se puede utilizar ese alcohol para comenzar nuevamente el proceso.

~» Alcohol —l Sepanacién -
'
Y
¢ Agua
‘ R-0H
J Alcohol ’ A
Catalizador Agua
R-0H ' _
: I——» avetdl — Separacion BIODIESEL
or TSI R-0H
Aceite —a | l‘ /] —— | Separacion +
Aqua

Reactor

[—> Acidos Grasos
» Acondicloramiento —»  Purificacion

Glicerina

cruda
'—» Glicering

Sales

Figura7. Proceso Produccién Biodiesel

Fuente: diagrama recuperado el 10/jun/2015 de www.millarium.com
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La adquisiciéon de biodiesel de alga sigue el mismo proceso que el biodesel
tradicional, adicionando antes la parte de extraccion de lipidos de la biomasa algal.
En la figura 7, se muestra de manera sencilla el ciclo del biodiesel. En el que el alga
crea lipidos como consecuencia de la fotosintesis y gracias a la luz solar y CO», el
aceite se extrae y se separa de la biomasa, el aceite pasa por transesterificacion
dando como producto secundario glicerina. EI combustible es utilizado por los

equipos de con motores a combustion y producen CO,, y comienza el ciclo

nuevamente.
S 7
~ =" PROTIEN
SUN RESIDUE
ENERGY oIL
EXTRACTION

e,

BIODIESEL
‘ ? PRODUCTION

ALGAE
( (RENEWABLE RESOURCE) GLYCERIN

\ PRODUCTS

EXISTING
TECHNOLOGY

Figura8. Proceso Produccién Biodiesel de algas

Fuente: Imagen recuperada el 15/jun/2015 de jotdown.com
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Segunda Parte
Experimentos v resultados



Capitulo lll: Métodos e Instrumentos

[II.1 Seleccién de la especie

Para tomar esta decision se evaluaron los requerimientos de los ejemplares a los
gue teniamos acceso. Se seleccionod la Chlorella vulgaris, una especie relativamente
facil de conseguir. Esta es el alga que se ve comunmente en las piscinas cuando no
tienen un adecuado sistema de limpieza. El contenido de lipidos de esta alga puede

variar entre 5.1-56 % p/p seco.
[I1.2 Disefio del Reactor.

Recordando que un reactor se le puede llamar a cualquier recipiente donde
ocurra una reaccion quimica. Para que sea biorreactor deben de intervenir
microorganismos, como levaduras, enzimas entre otros. Nuestro objetivo con este
reactor es proporcionar todos los factores que requiere el alga para su reproducciéon y
para que esta acumule la mayor cantidad de lipidos posibles.

Observamos las ecuaciones generales:

-\.'l.d._l.n_l :.

(alimentacion orgamca. A) m (producto quirmico, R} (EC. |||.1)
catalizado
Y
{almentacion orgamica, A) _ _ '. —= (producto, R} + imas células, )
(Ec lll.2)

Ecuaciones del capitulo 27 del libro ingenieria de las reacciones quimicas Leven Spiel (tercera edicion).
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Estas dos ecuaciones son la base para el disefio del reactor. En la primera
vemos que la reaccidon es enzimatica, o catalizada por una enzima, y en la segunda
ecuacion vemos que el catalizador es un microorganismo. Se diferencian una de otra en
el catalizador y en los productos, puesto que en la enzimatica solo se obtiene el
producto deseado, y en la catalizada por el microorganismo, quedan tanto el producto
como un aumento en la poblacion de este.

Tomando en consideracion que la luz, la cantidad de oxigeno, los nutrientes, el
pH y la temperatura son puntos criticos en el crecimiento del alga, decidimos hacer una

prueba con un reactor como se muestra en la siguiente imagen:

Figura 9. Distribucion para birreactor

Con este sistema se busca proporcionar la cantidad de luz apropiada para la Cv
(Chlorella vulgaris) que son 8000 luxes y 16 horas de luz por dia (Arredondo &
Vazquez-Duhalt, 1991). El aire acondicionado busca mantener una temperatura media
entre 15-25 grados Celsius, que es la recomendada (Meng et al., 2009) y la bomba de
aire realizaria dos funciones, introducir oxigeno y agitar el medio. Se bloquearia la
entrada a los recipientes con algodon o filtro de vidrio, para evitar que caiga cualquier
particula y ponga en riesgo el cultivo.
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El medio de cultivo es rico en nutrientes bdasico para una serie de
microorganismos, y si se deja al descubierto es posible que crezcan otros parasitos no
deseados y afecten en el rendimiento de las algas.
Materiales y equipos:

4 beakers (distintos tamafios) Difusor de aire
Termdmetro Algodon

Cinta adhesiva
Bombillas 20 W

Luxdmetro

Manguera de aire
Bomba de aire

vV V V V V
YV V. V V V

Pecera

Con los materiales y equipos que fueron mencionados, construimos un

sistema como se puede apreciar en el anexo 1.

[1I.3 Preparacién y seleccién del medio de cultivo.

Siendo esta una de las partes mas importantes del proceso, porque depende de
la misma que el alga reciba los nutrientes necesarios para su crecimiento, decidimos
probar cuatro métodos diferentes. Tres de estos sugeridos por investigaciones y por el
laboratorio del cual adquirimos el alga. el ultimo, desarrollado en base al requerimiento

de los nutrientes del alga.

Equipos para la preparacion de los medios:

» Balanza analitica » Pipeta

» Espatulas » Pinzas

» Vidrios de reloj > Estufa

» Matraces aforados » Agitadores

> Beakers » Frascos contenedores
» Probeta » Erlenmeyers
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[11.3.1 Allen’s blue-green medium (modified):

Es un buen medio para algas verdes y azules. Se debe Ajustar el pH a 7.8 y
luego llevar a la autoclave por 15 min y 15 lbs de presidén. Si se quiere hacer el medio
sélido, se duplica la cantidad de sales y se usa la misma cantidad de agar. Se preparan
por separado y luego se mezclan a 48°C.

Reactivos:

(Para un litro de medio, agregar lo siguiente a 999 ml de agua destilada).

NaNOs 1.59g
K,HPO, 0.039g
MgSO, 7H,00.075g
Na,COs 0.02g

Ca (NO3)2'4H20 0.029
Na,SiO3"9H,0 0.058g

EDTA 0.001g
Acido Citrico 0.006g
FeCl; 0.002g

Micronutrientes* 1ml
*Micronutrientes

(Agregar lo siguiente a un litro de agua destilada)

H3BO., 2.86g
MnCl,*4H,0 1.81g

ZnS047H,0 0.222g
Na,MoO,2H,0  0.391g
CuS045H,0 0.079g

Co (NO3),6H,0  0.0494g

Fuente: Allens blue-green médium (modified) fue el método sugerido por Carolina biological suppy.
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111.3.2 MBL Medium Woods-Hole:

Este método consiste en la preparacion de “stocks” que no son mas que
soluciones de sales. El método cuenta con 11 soluciones, de las cuales para preparar el

medio, se toma 1 ml de cada solucién y se agregan en un litro de agua destilada.

El pH del medio se ajusta a 7.2 utilizando HCI. Se puede preparar una solucion
de FeCls, que sirve como estresor y ayuda a la acumulacién de lipidos en las algas.
Para preparar esta solucién se disuelven 0.324 g de EDTA y 0.1947 g de FeClsz en 200
ml de agua destilada.

Stock solutions Concentration per litre of distilled water {g'L‘l}
1. CaCly-27H.O 36.76
2. Mpg504-TH:O 36.97
3. NaHCO, 12.60
4. K;HPO, 8.71
5. NaNOs 85.01
6. Na:510:-0H:0 2842
7. Na,EDTA 436
8. FeCl;-6H,0O 3.15
CusS0,-3H,0 0.01
Zn504-TH;0 0.022 Each constituent was added
9. Metal Mix CoCly-6HO 0.01 separately to ~750 mL of dH;O then
MnCl,-4H;0 0.18 comypleted to up to 1 L with dH;O
Na;MoQ;-2H;0 0.006
Cyanocobalamin (Vitamin B12)  0.0005
10. Vitamin stock  Thianune HCI (Vitamin B1) 0.10
Biotin 0.0005
11. Tnis stock 2500

Tabla 3. Medio de cultivo Woods-Hole

Fuente: MBL Medium Woods-Hole, método obtenido de Energies 2014, 7, 1829-1851
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111.3.3 Método Combinado

Este método surgio de los requerimientos de las microalgas de elementos como:
C, O, H, N, P, Na, K, Mg, Ca, Fe, Zn, Mn, B, Si, Cu, Cl y vitaminas. Se tomaron algunas
de las sales ya usadas en los medios anteriores y basados en la tabla 4 (ver tabla 4,

anexosll) siguiente, se formulé el medio.

Reactivos:

CaCl, 22 g/L MnCl; 2 mg/L
NaHPO, 5.62g/L H3BO3 1mg/L
EDTA 3.68 g/L Na;MoO,4 2 mg/L
MgSO, 21.94 g/L ZnS0Oq 4 mg/L
NaHCOs; 12.93 g/L Vitamina B12 2mg/L
NH4CIl/NaNO3 8.50g/L CuSOQOq 2 mg/L
FeCl; 4mg/L Biotin 2mg/L

Las cantidades estan dadas para un litro de medio.

[11.3.4 Medio de comida para peces

Se toman 10 g de comida para peces y se disuelven en 1 litro de agua destilada.

*En la parte de anexos se encuentran imagenes de los medios.*
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[11.4 Cultivo

Al principio se realizaran cuatro siembras, una con cada medio. Se tomara una
pequefia cantidad del cultivo y (luego de esterilizar los instrumentos para evitar la
proliferacion de microorganismos no deseados) se colocaran en cuatro erlenmeyer. A
cada erlenmeyer le sera monitoreado el pH, Temperatura, cantidad de luxes
(luminosidad), y el oxigeno. Teniendo en consideracion los requerimientos tanto del

alga como de cada medio.

Una vez se conozca cual método es mas eficiente, se realizara una ultima
siembra en un contenedor de aproximadamente 10 galones, el cual se tendra en
observacion para que produzca la mayor cantidad de biomasa (masa de alga)
posible.(Ver tabla de crecimiento de microorganismos en anexos) Esta siembra sera
sometida a estrés, agregandole una pequefia cantidad de hierro* (se calcula los ml
requeridos para que la concentracion de Fe sea de 1x10™ FeClI3 por cada litro de
medio), luego de que la poblacion del alga aumente (ver tabla de crecimiento

microorganismos, anexo 1).

l1l.5 Separacion y secado de la biomasa

En esta parte del proceso, se utilizara una centrifuga para sedimentar toda la
biomasa y extraer el agua con una pipeta. Una vez se extraiga toda el agua posible. Se
tomara toda la biomasa y se colocard en el horno por 20 min a 85°C. Una vez
transcurra este tiempo se bajara la temperatura a 40°C y se dejara por otros 20 min

(esto se hace para evitar que se queme la biomasa seca).

1. Agregarle Fe como estresor para aumentar la cantidad de lipidos acumulados fue un dato obtenido de “ Cellular density
and accumulation of lipids in free cultures gives Chlorella vulgaris and Neochloris oleoabundans to different concentrations
of nitrogen and carbonate of sodium”, UNACAR TECNOCIENCIA Junio 2011, Nain Elvira Antonio. Y una publicacién de
energies ISSN 1996-1073.
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[11.6 Extraccién de los Lipidos

La técnica a utilizar en esta etapa debe ser eficaz, pues la cantidad de
combustible obtenido dependera del aceite. Se empleard una mezcla de solventes:
cloroformo, tetracloruro de carbono y metanol; conocidos disolventes de grasas y de
otros compuestos organicos. La proporcion es 40:40:20 respectivamente, luego se
agregara a la biomasa seca y se agitar4, permanecera en reposo a una temperatura de
45°Cpor cinco horas y se dejara dos o tres dias a temperatura ambiente y cubierto

(evitando la evaporacion de los solventes).

Una vez haya concluido el tiempo, se centrifugard la mezcla y se separaréa la
biomasa de los solventes, luego se procedera a evaporarlos (con los equipos de
seguridad adecuados), una vez concluido este proceso, quedara en el recipiente los

aceites del alga.

[11.7 Obtencion del biodiesel

En la ultima etapa del proceso; se llevara a cabo una transesterificacion de
Fischer, para convertir los lipidos obtenidos en esteres, que son los componentes del
biodiesel. Este proceso se efectia para disminuir la densidad del aceite y aumentar el
poder calorifico. Cabe destacar que el aceite obtenido puede utilizarse como lubricante

de motor sin requerir ningdn proceso extra.

La relacién para la reaccién es de 1:3 aceite/alcohol. Es decir, que por cada
parte de aceite, se necesitara 3 partes de alcohol; sin embargo, es dificil lograr una
eficiencia del 100% en un proceso, por lo que se utilizara una proporcion de 1:6 y asi
existe la certeza de que todos los lipidos habran reaccionado.
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El NaOH (catalizador) se incorporara al metanol(esta reaccion es exotérmica),
se dejara enfriar un poco; mientras se lleva el aceite a 55°C, una vez el metanol y
NaOH se encuentren a la misma temperatura del aceite, se mezclaran (con cuidado), y

se mantendran en constante agitacion por aproximadamente 6 horas.

La reaccion habra terminado cuando ocurra un cambio de color en la mezcla final.
Una vez concluido todo, se colocara en un embudo separador y se dejara en reposo por
24 horas. Agotado el tiempo, se podran observar dos capas; la inferior (contendra
glicerol) y la superior (sera el biodiesel). Para asegurarse de que no existan restos de
metanol y/o agua, se calentara por 10 min a 100°C. Se dejara enfriar y estara listo para

su utilizacion.

Los acidos grasos que contiene el alga Chlorella vulgaris, se muestran en la

tabla 3, en anexos.

Nota: Antes de hacer reaccionar los compuestos, es recomendable asegurarse
de que el aceite no contenga agua. De lo contrario, damos cabida a reacciones

secundarias indeseadas, como la saponificacion.

La saponificacién es la hidrolisis promovida por una base de las uniones éster

de las grasas y los aceites.!

1. Capitulo 25, pag:1166. Quimica organica, L.G. Wade Jr.
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Capitulo IV: Parametros de Calidad

La calidad del biodiesel queda establecida por diversos parametros, y los valores
de estos varian dependiendo del método utilizado y de la region. Las principales
estipulaciones quedan establecidas en:

e EN590

Describe las propiedades fisicas que deben tener todos los combustibles diesel que

son utilizados en la unién europea.

e ASTM D6751
Abarca las condiciones que deben tener los combustibles diesel, y los tests que

deben realizarse para que puedan ser usados en USA y Canada.

e CEMITEC
Segun el Centro Multidisciplinar de Tecnologias para la Industria (CEMITEC) y
basados en el congreso “bio oil” realizado el 23 de Febrero del 2006, los principales

pardmetros de calidad para el biodiesel son:

v" Contenido de esteres v" Contenido de Cetano
v' Densidad v' Contenido de agua
v" Viscosidad v' Entre otros.

v" Contenido de Azufre

e EN14214

Son una serie de estandares europeos que describen los requerimientos y métodos
para los tipos mas comunes de biodiesels, basados en estos, se obtiene la siguiente

tabla que describen los parametros determinantes y sus limites:
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Ensayo

Contenido en éster
Densidad a 15°C
Viscosidad a 40°C

Flash Point

Contenido en azufre
Numero de cetano
Residuo carbonoso
Contenido en cenizas de
sulfatos

Contenido en agua
Contaminacidn total
Corrosion en lamina de cobre

Estabilidad a la oxidacion
Valor acido

Indice de Yodo

M. E. Linoleico

M. E. Poliinsaturados
Contenido en metanol
Contenido en mono glicéridos

Contenido en di glicéridos
Contenido en triglicéridos
Glicerina libre

Glicerina total

Metales del grupo 1 (Na+K*)

Metales del grupo 1l (Ca*2, Mg*2)

Contenido en fosforo
CFPP

Tabla 5. Parametros de calidad de biocombustibles segun la Union Europea.

Unidades

% (m/m)
Kg/m3
Mm2/s

oC
mg/kg

% (m/m)
% (m/m)

mg/kg
mg/kg
Clasificacion

horas
Mg KOH/g muestra
g1 /100 g muestra
% (m/m)
% (m/m)
% (m/m)
% (m/m)

% (m/m)
% (m/m)
% (m/m)
% (m/m)
mg/kg
mg/kg

mg/kg
oC

Valor Limite

Min 96.5%
860-900
3.50-5.00
Min 120
10.0
51.0
0.30
0.02

500
24
Clase 1

Min 6.0
0.50
120
12.0

1
0.20
0.80

0.20
0.20
0.02
0.25
5.0
5.0

10.0

Norma de Ensayo

UNE EN 14103
EN ISO 3675
UNE EN ISO 3104
ISO 3679
ISO 20846
EN ISO 5165
ISO 10370
ISO 3987

EN ISO 12937
EN 12662
EN ISO 2160

UNE EN 14112
UNE EN 14104
UNE EN14111
UNE EN 14103

UNE EN 14110
UNE EN 14105

UNE EN 14105
UNE EN 14105
UNE EN 14105
UNE EN 14105
UNE EN 14108
Pr EN 14538

UNE EN 14107
EN 116

Fuente: congreso 23 Feb 2006, cemitec.
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Capitulo V: Parte Experimental y Resultados

V.1 Cultivo

De los cuatro métodos utilizados, solo dos tuvieron los resultados deseados; el
combinado y el medio Allen Blue. En los demas no se pudo observar ningun
crecimiento microbiano significativo luego de siete dias de observacion y por ende

fueron descartados.

En el método combinado se pudo observar crecimiento de la densidad celular
desde el segundo dia de su aplicacion (ver anexo ll) y se decidio utilizar este como el
medio de cultivo para el experimento. Se observé que el pH de este medio estaba
alrededor de los 7.7 y que los 8000 luxes que fueron proporcionados por medio de

bombillas fluorescentes eran suficientes para el aumento poblacional.

El medio Allen Blue tuvo la particularidad de que solo aumentd un poco con la
utilizacion de estas bombillas, pero al sustituirlas por lAmparas incandescentes, se pudo

apreciar un aumento exponencial de la densidad poblacional en unas pocas horas.

El medio de comida para peces fue un fracaso, el pH rondaba los 6.7. EI método
de Stock tiene un pH de 7.2, que no es factible para la especie Chlorella vulgaris (el pH

optimo es de 7.5-8.2) y por ende perecieron los microorganismos en estos medios.

Cabe destacar que uno de los frascos que se utiliz6 como ensayo para estas
pruebas preliminares se ech6 a perder porque la temperatura aumento a 29°C. Lo que
indica que la temperatura al igual que el pH son los factores determinantes para el

desarrollo de estos microorganismos.

Una vez agregado el medio combinado al biorreactor, se esperaron 60 dias hasta que
la produccion de lipidos se completase, el dia 42 se agreg6 el estresor Fe, el 50, se

dejé de proporcionar nutrientes, y en el 60, se procedi6 a la separacion.
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Segun los estudios “Alga, Growth inhibiton test” realizado por oecd guideline for testing
of chemicals,y “densidad celular y acumulacién de lipidos en cultivos libres de Chlorella
vulgaris y Neochloris oleoabundans a diferentes concentraciones de nitrégeno y
carbonato de sodio” realizado por UNACAR,si se detiene el suministro de Nitrogeno al
alga, esta aumentara la acumulacion de lipidos, y si a esto se le suma la adicion de una
pequefia cantidad de Fe, aumenta bastante la acumulacion, pues esta combinacion

provoca un estrés en la microalga.

V.2 Separacion de biomasa

El proceso de separacion fue lento, se utilizé una centrifuga modelo microcen 20 (con
capacidad de 8 tubos), cada ronda se tomé 10 mins a 6000 rpm. Seguido, se separo el
agua de la biomasa por decantacién. Una vez terminado, se tomo toda la biomasa y se

colocé en el horno hasta su secado. Luego se procedio al siguiente paso.

V.3 Extraccion de lipidos.

Se prepar6 una mezcla de solventes: 40% cloroformo, 40% tetracloruro de carbono y 20%
de metanol (40:40:20) y se agreg0 a la biomasa, se agitd durante 30 mins y se dej6 en
reposo durante 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo, se separ6 nuevamente la
biomasa de los solventes. Se deseché la biomasa, y se coloco la mezcla en una manta
en la campana de gases. Se evaporo todo el solvente y al final quedo el aceite, Se
llevé a 100°C para eliminar cualquier rastro de agua y/o solvente. Se dej6 enfriar y en

reposo; se obtuvo una cantidad de 234 ml de aceite.
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V.4 Obtencién del biodiesel

Se pesaron 3.5 g de NaOH vy se colocaron en un beaker que contenia 600 ml de
metanol, para que formen metéxido de sodio. Se dejé reaccionar por 10 mins, y luego

se esperod a que bajase la temperatura, pues esta reaccion es exotérmica.

En otro beaker se coloco el aceite y se calenté hasta 55°C, una vez el metanol alcanzo
la temperatura del aceite, se mezclaron y se agitdé constantemente durante

aproximadamente dos horas a temperatura constante (Ver anexo ll).

Se dej6 reposar en un embudo separador durante 24 horas. Al finalizar el tiempo, se
observé una sola fase, y no dos como se tenia previsto, se tomé en consideracion que
la cantidad de alcohol fue bastante alta, por lo que se prosiguié a calentar la sustancia a
70°C hasta que el volumen disminuyé en un 50%.

Una vez alcanzado este volumen se comenz6 a agitar nuevamente, se noté un cambio
de color al cabo de dos horas. Se dejo enfriar y luego se coloc6 nuevamente en el
embudo separador. Veinte y cuatro (24) horas mas tarde se observaron dos capas,
una de color &mbar que era la inferior, y otra ligeramente amarilla, glicerina y biodiesel
respectivamente. Se separo la glicerina y luego se midié el combustible en una probeta

graduada. Se recuperaron 204 ml de biodiesel de alga.
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Capitulo VI: Control de Calidad

En la siguiente tabla se muestran los resultados de los andlisis realizados al
biodiesel obtenido del alga Chlorella vulgaris, estos, forman parte de las pruebas

ejecutadas en Europa a los biocombustibles, también se incluyen los valores limites de

estos.
Ensayo Unidades Valor Limite Biodiesel de

algas

Densidad a 15°C Kg/m® 860-900 898

Viscosidad a 40°C Mm?/s 3.50-5.00 3.68

Contenido en agua %( v/v) Max 0.05 0.04

Valor acido Mg KOH/g muestra Max 0.50 0.657

indice de Yodo g1 /100 g muestra Max 120 22.66

Contenido en metanol % (m/m) Max 0.20 0.1035

Metales del grupo | (Na*,K*) mg/kg Max 5.0 <20

Contenido en Azufre Mg/kg Max 10.0 <20

Tabla 6.Resultados de ensayos de calidad.
Resultados

La densidad esta dentro del margen, cabe destacar que con la esterificacién de

Fischer se busca disminuir la del aceite original.

El contenido en agua esta dentro del limite; un valor muy alto en esta prueba

puede traer como consecuencias la corrosion del motor.

El Valor acido expresa el grado en el que la hidrélisis ha liberado acidos grasos
libres del éster original del glicérido; es una medida de la acidez del biodiesel. Se utiliza
este parametro cuando hay mezclas de acidos grasos, de lo contrario se puede

expresar en porcentaje de cada acido.

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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El indice de yodo es una medida de instauracion, pues mide la cantidad de doble
enlaces capaces de reaccionar con halégenos. Este parametro muestra tanto
concentraciones de acidos grasos insaturados como el grado de instauracion. Que el

resultado sea tan pequenio, indica que hay pocos acidos insaturados en el biodiesel.

El metanol es uno de los reactivos utilizados para la produccién del biodiesel, se
regula su contenido en el mismo, porque este puede ser incompatible con algunos de

los elastomeros y metales que conforman el sistema de combustible diesel.

El contenido de sodio y potasio esta en un rango mas que aceptable. Este
pardmetro es importante debido a que altas concentraciones de estos metales conlleva
a un “desgaste excesivo de la inyeccion del combustible, formacion de depdsitos y

contaminacion del lubricante del motor” (ASTM standarization news abril 2007).

El contenido en azufre es un factor importante para determinar la contaminacion
de las emisiones del combustible. El resultado obtenido fue menor de 2 ppm. Cabe
destacar que los aceites no contienen Azufre, este puede incorporarse al biodiesel en el
proceso de lavado, ya que el primero, debe hacerse con una dilucién de acido sulftrico,

y si no se elimina bien en lavados posteriores puede quedar residuos del sulfurico.
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Capitulo VII: Analisis de Factibilidad

e De la biomasa se obtuvo un total de 234 ml de aceite

e Luego de la transesterificacion, se midio un total de 205 ml de biodiesel.

El porcentaje de conversion fue de un 87.6%, mostrando que la reaccion tuvo un
buen rendimiento. Como producto secundario se consiguid una pequefia porcion de
Glicerina. Esta glicerina se puede utilizar para fabricacién de jabones, cremas, champu,

entre otros productos de belleza.
VII.1 Cultivo

Para mantener vivo el cultivo durante 60 diasy permitir la produccion de acidos
grasos, se necesitaron dos bombillas de 60 watts y una ldmpara de 21 watts. Las
cuales se mantuvieron encendidas por un total de 960 horas. Se requiri6 mantener el
aire acondicionado a 20°C durante los 60 dias; es decir, 1,160 horas. Por ultimo la

bomba de aire con un consumo de 2 watt/hora, se mantuvo encendida por 1,160 horas.

Utensilio Consumo/h | Horas de Uso Total Consumo /h (KWh)
Bombilla 1 60 W 960 57,600 W (57.6 kWh)
Bombilla 2 60 W 960 57,600 W (57.6 kWh)

Lampara 21w 960 20,160 W (20.16kwWh)

Fluorescente
Aire Acondicionado 740 W 1160 858,400 W (858.4 kWh)
Bomba Aire 2W 1160 22320 W (2.32 kWh)
TOTAL 883 W 5200 1,1016,080 W (1,016.08kWh)

Tabla 7. Consumo de utensilios para Reactor.

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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El consumo total fue de unos 1,016.8 kwWh para los 60 dias, silo separamos en
30 dias, tendriamos un consumo mensual de 508.4 kWh. Utilizando la tabla de la Tarifa

SIE para sistema interconectado (tabla 8, anexo Ill) podemos calcular el costo.

NOTA: Se realizan los mismos calculos para los dos meses, y se parte de un consumo
base de unos 800 kWh (que es el consumo promedio de la casa en donde se realiz0 el

experimento).

Energia
508.4 kWh x RD$ 11.10 RD$ 5,643.24

Este valor se duplica y tenemos un costo en energia de RD$ 11,286.48

Tomando como despreciable el consumo de la estufa que se requiri6 para
completar la reaccion, y el costo de los demas reactivos. Tenemos que la cantidad total

producida de biodiesel fueron unos 205 ml. Es decir 0.0618 galén de biodiesel.

Se gasté RD$ 11,286.48 pesos para producir menos de ¥ de galon de biodiesel.

VII.2 Comparacién de distintas cepas de especies

A continuacion se muestra una tabla en la que se establecen distintos
parametros de tres especies de microalgas: Chlorella vulgaris, Neochloris
oleoabundans y Nannochloropsis salina. La temperatura y pH 6éptimos para cada
especie varia, se puede observar que el rango de temperatura para la Chlorella es de
18-24 °C, para la Neochloris 25-32°C y la Nannochloropsis 20-25°C. Tomando en
consideracion que el cultivo de la especie se situ6 en Santo Domingo cuya temperatura
promedio es de 27.1°C, la cepa mas conveniente para realizar el cultivo es la
Neochloris oleoabundans, debido a que es la que mejor se adapta a la temperatura de

la localidad. Segun la amplitud del rango de pH, la especie ideal es la Nannochloropsis.
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Todas las cepas requieren de CO, para la realizacion de la fotosintesis y poder

llevar a cabo la produccion de lipidos (materia prima para obtencion de biodiesel), el

CO2 se encuentra disponible en el ambiente, o se puede agregar por medio de sales

carbonatadas. Y el requerimiento de Nitrogeno varia debido a que segun estudios, la

privacién de este aumenta una produccién en la acumulacién de lipidos, y se agrega en

forma de sales de nitratos.

Tomando una base de calculo de 100 g de biomasa se obtendrian 56 g de

lipidos si se trabaja con la Chlorella, 88 g si se utiliza la Neochloris y 72 gsi se tiene la

Nannochloropsis. Llegando a la conclusion de que la cepa mas factible al momento de

realizar el cultivo es la Neochloris oleoabundans

Temperatura
Especie optima de DH Requerimiento | Requerimiento| Luz |Contenido
crecimiento de Nitrogeno de CO2 solar |en lipidos
(0]
C
7.5 -
Chorella vulgaris 18- 24 8.2 variable Si Si 56%
Neochloris 7.2 -
oleoabundans 25-32 7.5 variable Si si 88%
Nannochloropsis 7.5 -
salina 20-25 8.4 variable Si Si 72%
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Tercera Parte

Conclusiones y Recomendaciones



Capitulo VIII: Conclusiones

Las conclusiones méas importantes obtenidas en este trabajo de grado son las

siguientes:

Se puede sintetizar biodiesel a partir de microalgas sin necesitar equipos o
instrumentos muy sofisticados y/o teniendo condiciones de clima especificas.

El Método Mixto es el medio de cultivo que retne las condiciones para el crecimiento
del alga. El pH y la temperatura éptima para llevar a cabo el cultivo con la Chorella

vulgaris son 7.7 y 20°C respectivamente.

Al utilizar la mezcla de solventes en el momento de separar la biomasa del aceite

se obtiene un buen resultado porque se extraen los distintos componentes de la misma.

La relacion ideal para realizar la transesterificacion de Fischer es de 1:3 alcohol-

aceite.

No es econOmicamente factible obtener el biodiesel del alga el costo de
produccion fue mas elevado, de lo que se podria recuperar comercializando el
combustible, con las condiciones climaticas de nuestro pais y la microalga Chlorella

vulgaris.
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Capitulo 1X: Recomendaciones

1. Seleccionar una sepa de microalga que no sea tan estricta en cuanto al cambio

de temperatura.
2. Utilizar éter etilico como solvente, o0 una mezcla de este con metanol y agua.

3. Adicionar una superficie porosa dentro del reactor para estimular el crecimiento

de la microalga en la misma.

4. Evitar la utilizacion de cloroformo y tetracloruro al momento de extraccion de

lipidos, por la toxicidad de estos.
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Anexo |: Fotografias

Cultivo

N CORGUN

15-2075
nlc rella vulgas
B: >teria-Free
Pr teose Aga
‘.'AFB ‘ogical Supply

ing.-n, North Carolina 22
vw.carolina.com

Tubo con sepa del alga Chlorella vulgaris .

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Reactores

Imagenes de las instalaciones del biorreactor.

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Preparacion de medios

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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De izquierda a derecha se presentan los distintos medios de cultivo. El aforado
del extremo izquierdo, es el método combinado. Los del centro son del método de stock.
Y los dos del extremo derecho son los del método allen-blue.

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Parte experimental

Dia 1

En esta imagen se observan los distintos ensayos realizados con cada cultivo.
En el extremo izquierdo esta el método combinado, en la parte trasera el método allen
Blue, en el extremo derecho el método de Stocks y en la parte delantera el de comida
de peces.

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Dia 3

Ya se puede observar el crecimiento en los reactores.

Dia 5

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Dia 15

Ya en esta fecha se determino que el medio combinado era el que utilizariamos.

Dia 34

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Dia 60

Extraccién de biomasay aceite

Fuente: “Obtencién de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramoén S., Emil D.
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Transesterificacion del aceite y separacion

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Caracterizacion del biodiesel

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D..
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Anexo Il: Diagramas
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Figura 1. Diagrama delproceso de obtencién del bioetanol
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Cultivos
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Purificaciony
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Figura 2. DiagramaProceso de obtencion del biodiesel
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[ Almacenamiento y

manejo del biogas

Recoleccion
y manejo del
material

Biodigestor

Almacenamiento
del efluente

y

[ Usos del biogas:

calentamiento, electricidad

Uso del efluente:
Biofertilizante.

Figura 3. Proceso obtencion biogas.
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Figura 4. Reaccién de transesterificacion.
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Figura 5. Sintesis de acidos grasos en célula.
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Figura 6. Sintesis de acidos grasos en células.

Figura: “Fatty acid biosynthesis in microorganisms being used for Single Cell Oil production.” Biochimie 86, no. 11 (November 2004):
807-815.
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I
\;/ \;/ \/g\/ \;/
Figura 9. Distribucion para birreactor

Fuente: “Obtencion de biodiesel a partir de la micro alga Chlorella vulgaris” Ramén S., Emil D.
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Diagrama de crecimiento Microorganismos

El crecimiento de los microorganismos (un ser vivo, 0 un sistema biolégico, que
solo puede visualizarse con el microscopio) se divide en cuatro etapas:

1. Fase de latencia o adaptacion: En la cual los microbios se acostumbran al medio,
en esta fase hay poco crecimiento celular.

2. Fase exponencial: Los microbios ya se adaptaron al medio, y comienzan a
reproducirse de manera exponencial, aumentando su poblacion de manera

rapida.
3. Fase estacionaria: Aqui, la mayor parte de la poblacion es adulta; es ideal para

realizar cultivos, y transportarlos a otros medios; es en esta etapa cuando
podemos trabajar con los microbios.

4. Fase me muerte o declive: Ya no hay suficiente sustrato, o hay produccién de
alguna sustancia toxica y empiezan a morir.

o
|||= . .
s Fase estacionaria
&
L
=
!
=
Fase _
:E’j exponencial HISE':H';;':
=
]
o
u <
T |Fas=de
= |latencia

tiempo

. http://www.oocities.org/ar/vetterworld/microbiologia
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Crecimiento vs Disminucion de substrato.

En esta tabla se puede observar facilmente como va disminuyendo la cantidad
de substrato a medida que aumenta la densidad poblacional del microorganismo.
Siendo bien claro porque mueren los microbios en la cuarta etapa.

Biomasa

Substrato

Tiempo de cultivo

Crecimiento celular/microbiologia/ unavarra.es/



Anexo lll: Tablas

Tipo ) Lipidos Referencia
Microalga . ..
Agua (% peso seco) (libros y publicaciones)
Chlorella emersonii 63 [llman, et al., 2000
Illman, et al., 2000; Miao y Wu, 2006;
Chlorella protothecoides 11-59 Shen et al., 2009
Chlorella pyrenoidosa 27 Tangetal., 2011a
Chlorella sorokiniana 13-23 [llman, et al., 2000; Zheng et al., 2012
Chlorella saccharophila 18-54 Isleten et al., 2012; Zheng et al., 2012
Rodolfi et al., 2009; Praveenkumar et
Chlorella sp. 19-43 al., 2012
[llman et al., 2000; Converti et al.,
2009; Widjaja et al., 2009; Yeh, et al.,
Agua |Chlorella vulgaris 15-58 2012
dulce |Chlorella zofingiensis 51 Liuetal., 2011
Haematococcus pluvialis 35 Damiani et al., 2010
Li et al., 2008; Pruvost et al., 2009;
Neochloris oleoabundans 26-38 Popovich et al., 2012
Scenedesmus dimorphus 31 Shen et al., 2009
Herndndez et al., 2009; Arias et al.
scenedesmus incrassatulus 8-12 2011b
Mandal y Mallick, 2009; Ho et al.,
scenedesmus obliquus 10-43 2010; Tang et al., 2011
sceneedsmus rubescens 27-43 Arias etal. 2011 b
scenedsmus sp. 7-53 Hernandez et al., 2009; Arias et al.
Chlorella minutissima 57 [lIman et al., 2000
Chlorella sp. 35-52 Chiu et al., 2008
Chlorella vulgaris 57 Liu et al., 2008
. |Dubaliella tertiolecta 24 Tangetal., 2011b
Marina - -
Nannochloris sp. 40 Takagi et al., 2000
Nannochloropsis oculata 8-54 Chiu et al., 2009
Nannochloropsis sp. 24-60 Rodolfi et al., 2009; Pal et al., 2011
Tetraselmis suecica 20-54 Rodolfi et al., 2009

Tablal. Composicion en lipidos de algunos tipos de alga.
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“%Contenido lipidico

%Contenido lipidico

Especie (GLipidos/Gresa-sece X 100) Sepecis (GLipidasGPesa-sace X 100)
Ankistrodesmus sp. =™ 245-403 Hormotilopsis gelatinosa * 49.1
Botryococcus braunii var. A ** 43.0-63.0 Isochrysis sp. ** 7.1-47.0
Botryacoccus braunii var. B ** 53.0 - 86.0 Monallantus salina "* 20.0-722
Botryacoccus sudeticus ” 9.39-23.00 Monodus subterraneus *™ 39.3-40.0
Chaetoceros gracilis 46.0 Nannochloris sp. * 20.0-47.8
Characium polymorphum * 42.0 Nannochloropsis salina ® 408-72.2
Chlamydomonas applanata 32.8 Nannochioropsis sp. ™ 28.7 - 68.0
Chlorelia emersonii *'° 63.0 Naviculla pelliculosa ** 220-448
Chlorella minutissima * 57.0 Neochloris oleoabundans ** 18.0-88.8
Chiorelia protothecoides 230 Nitzschia laevis " 69.1
Chlorella pyrenoidosa ** 14.4 - 35.8 Nitzschia pelea Kutz ** 27.2-395
Chlorella sorokiana *' 220 Nitzschia sp. 221-47.0
Chiorella sp. ' 28.0-32.0 Ochromonas danica ** 39.0-71.0
Chlorella vulgaris * 5.1-56.0 Oocystis polymorpha * 34.7
Chlorococcum oleofaciens * 443 Parietochloris incisa 62.0
Chlorosarcinopsis nagevensis ° 32.2 Ourococcus sp. ** 27.0-495
Chroomonas salina ® 440 Peridinum cinetum fa. Westi 36.0
Chrysochromulina kappa ** 2.6 Phaeodactylum tricomutum * 31.0
Chrysochromulina polylepsis ** 476 Protosiphon botryoides ** 37.0
Cosmarium laeve ** 15.0-33.0 Prymnesium parvm ** 220-38.2
Crypthecodinium cohnii ' 20.0 Radiosphaera nagevensis 430
Cyclotella cryptica * 36.8 Scenedesmus dimorphus **° 6.0 - 40.0
Cyclotella sp. * 54.0 Scenedesmus obliquus ° 11.0-55.0
Cylindrotheca sp. ' 16.0 - 37.0 Scotiella sp. ** 34.5-48.0
Dunaliella primolecta “** 23.0-53.8 Schizochytrium sp. ' 50.0 - 77.0
Dunaliella salina *** 92-472 Skeletonema costatum * 30.3
Euglena gracilis * 55.0 Stichoccus bacillaris 38.9
Hantzchia sp. * 61.0 Tetraselmis sueica ' 15.0=-23.0

Tabla2. Composicion en lipidos de algunos tipos de alga.
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Stock solutons Concentration per litre of distlled water {g'L'l'j

1. CaCly-2H.0 36.76

2. Me50,-TH:O 36.97

3. NaHCO, 12.60

4. E;HPO. 8.71

5. NaNO;, 85.01

6. Na:510: 9HO 28.42

7. Na,EDTA 436

8. FeCl;-6H-0 315
CusS0,-3H.O 0.01
InS0y-THaO 0.022 Each constitnent was added

0 Metal Mix CoCl,-6H.0 0.01 separately to ~750 mL of dH,0 then
MnCl,-4H,0 0.18 completed to up to 1 L with dH20
Na,MoQ;-2H-0 0.006
Cyanocobalanmn (Vitanun B12)  0.0005

10. Vitanun stock  Thianune HCI (Vitamin B1) 0.10
Biotin 0.0005

11. Tns stock 250.0

Tabla 3. Medio de cultivo Woods-Hole
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Requerimientos Compuestos Valores
Quimicos
Luz 4000-8000 Lux
Temperatura 15-22 °C
Fisicos Salinidad 0,37%
pH 07-sep
Redox
C CO,, CO; g/100 ml
O,H 0,, H,0 g/100 ml
N N-NH,4, NO; g/100 ml
P PO, g/100 ml
S 50,2 g/100 ml
Nutritivos Na, K, Ca, Mg sales g/100 ml
Fe, Zn, Mn, B, Br, Si sales mg/100 ml
Cu, Co, Cl, I, Sr, Rb, sales ug/100 ml
Al, et
Vitaminas B12, tiamina, ug/100 ml
biotina

Tabla 4. Requerimiento nutricional de las microalgas
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Ensayo

Contenido en éster
Densidad a 15°C
Viscosidad a 40°C

Flash Point

Contenido en azufre
Numero de cetano
Residuo carbonoso
Contenido en cenizas de
sulfatos

Contenido en agua
Contaminacidn total
Corrosion en lamina de cobre

Estabilidad a la oxidacion
Valor acido

Indice de Yodo

M. E. Linoleico

M. E. Poliinsaturados
Contenido en metanol
Contenido en mono glicéridos

Contenido en di glicéridos
Contenido en triglicéridos
Glicerina libre

Glicerina total

Metales del grupo 1 (Na+K*)

Metales del grupo 1l (Ca*2, Mg*2)

Contenido en fosforo
CFPP

Tabla 5. Parametros de calidad de biocombustibles segun la Union Europea.

Unidades

% (m/m)
Kg/m3
Mm2/s

oC
mg/kg

% (m/m)
% (m/m)

mg/kg
mg/kg
Clasificacion

Horas
Mg KOH/g muestra
g1 /100 g muestra
% (m/m)
% (m/m)
% (m/m)
% (m/m)

% (m/m)
% (m/m)
% (m/m)
% (m/m)
mg/kg
mg/kg

mg/kg
oC
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Valor Limite

Min 96.5%
860-900
3.50-5.00
Min 120
10.0
51.0
0.30
0.02

500
24
Clase 1

Min 6.0
0.50
120
12.0

1
0.20
0.80

0.20
0.20
0.02
0.25
5.0
5.0

10.0

Norma de Ensayo

UNE EN 14103
EN ISO 3675
UNE EN ISO 3104
ISO 3679
ISO 20846
EN ISO 5165
ISO 10370
ISO 3987

EN ISO 12937
EN 12662
EN ISO 2160

UNE EN 14112
UNE EN 14104
UNE EN14111
UNE EN 14103

UNE EN 14110
UNE EN 14105

UNE EN 14105
UNE EN 14105
UNE EN 14105
UNE EN 14105
UNE EN 14108
Pr EN 14538

UNE EN 14107
EN 116



Ensayo Unidades Valor Limite Biodiesel de
algas
Densidad a 15°C Kg/m® 860-900 898
Viscosidad a 40°C Mm?/s 3.50-5.00 3.68
Contenido en agua %( v/v) Max 0.05 0.04
Valor acido Mg KOH/g muestra Max 0.50 0.657
indice de Yodo g1 /100 g muestra Max 120 22.66
Contenido en metanol % (m/m) Max 0.20 0.1035
Metales del grupo | (Na*,K*) mg/kg Max 5.0 <20
Contenido en Azufre Mg/kg Max 10.0 <20

Tabla 6.Resultados de ensayos de calidad.

Utensilio Consumo/h | Horas de Uso Total Consumo /h (KWh)
Bombilla 1 60 W 960 57,600 W (57.6 kWh)
Bombilla 2 60 W 960 57,600 W (57.6 kWh)
Lampara 21w 960 20,160 W (20.16 kwWh)
Fluorescente
Aire Acondicionado 740 W 1160 858,400 W (858.4 kwh)
Bomba Aire 2W 1160 22320 W (2.32 kWh)
TOTAL 883 W 5200 1,1016,080 W (1,016.08kWh)

Tabla 7. Consumo de utensilios para Reactor.

A continuacién se muestra la tabla de tarifa del sistema interconectado de electricidad,

gue aplica para la categoria BTS1: iglesias, casas, escuelas y universidades.

TARIFA SIE PARA SISTEMA INTERCONECTADO

Marzo, Abril , Mayo

TARIFA CALCULADA RDS$

TARIFA CALCULADA RD$

Cargo Fijo
Consumo Mensual de 0 hasta 100 kwh CFBTS050 33,83 37,95
Consumo Mensual de 101 en adelante CFBTSo75 122,33 137,25
BTS1 Energia
0-200 KWh CEBTS1Bo 8,21 4,44
0-200 KWh CEBTS1Co 8,21 6,97
0-200 KWh CEBTS1Do 10,12 10,86
0-200 KWh CEBTS1lo 10,12 11,1

Tabla 8. Tarifa SIE para sistemas interconectados
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Anexo IV: Manual de procedimientos de analisis.

Viscosidad: Viscosimetro Saybolt

La viscosidad se mide utilizando un Viscosimetro Saybolt. Una vez obtenido el tiempo

que tard6 en completarse la copa, se emplea la siguiente férmula:

SSU= Centistokes X 4.62

SSu= segundos Saybolt Universal
1 centistoke = 1 mm?/s

Gravedad Especifica: Método AASHTO T-228

1. Alcance

Este método de ensayo cubre la determinacion de gravedad especifica de

una muestra conocida.

2. Gravedad especifica

La gravedad especifica de una muestra se expresa como la relacion del peso

de un volumen dado de esta a 25 C (77 F) y un igual volumen de agua a la misma

temperatura, y debe expresarse de este modo:
Gravedad Especifica, 25/25 C (77/ 77 F).

3. Aparatos

La determinacion de la gravedad especifica debe ser hecha con un

picnédmetro de vidrio, consistente de un vaso cilindrico o conico que tenga un tapén

gue ajuste correctamente de aproximadamente 22 a 26 mm de diametro.
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El tapdn debe estar provisto con un agujero de aproximadamente 1.0 a 2.0
mm de didmetro. Localizado en el centro en referencia al eje vertical. La superficie
de arriba del tapdn debe ser suave y substancialmente plana, la superficie de abajo
del tapon debe ser concava en orden de permitir que todo el aire escape a través del
agujero. La altura de la seccién concava debe ser de aproximadamente 5 mm en el
centro. El picnometro tapado debe tener una capacidad de cerca de 24 a 30 ml, y

debe pesar no mas de 40 gramos.

4. Calibracién del picnémetro

Limpie completamente, seque y pese el picnometro con el tapén. Designe
este peso como “a”. llene el picndmetro con agua destilada recién hervida, inserte
firmemente el tapon, y sumerja el picnometro en un beaker de agua destilada recién
hervida a 25 C (77 C), el tiempo que durara el picndmetro sumergido dependera de
la sustancia a medir. Con el picnémetro y su contenido a esa temperatura, descubra
la parte superior del tapén e inmediatamente seque el agua que lo cubre de modo
gue su superficie este seca y el menisco del agujero se enrase con la parte superior
del tapon. Remueva el picnometro desde el beaker, y entonces enfrielo a una
temperatura ligeramente por debajo de 25 C. seque la humedad de la superficie
exterior del picnémetro con un trapo limpio y seco y péselo inmediatamente.
Designe este peso como “b”.

5. Procedimiento

Vierta parte de la muestra en el picndmetro hasta llenarlo cerca de la mitad.
Tome precauciones para evitar que el material toque los lados del picnémetro, y
evite la inclusion de burbujas. Lleve el picnbmetro y su contenido hasta temperatura
ambiente y pese, a esto lo designamos como “c”. Luego, complete el picndmetro con
agua destilada recién hervida, e inserte firmemente el tapon. Sumérjalo
completamente en agua destilada recién hervida mantenida a 25 C hasta que el
picnédmetro y su contenido alcancen esta misma temperatura. Una vez logrado esto,
descubra la parte superior del tapon e inmediatamente quite el agua que lo cubre,
de modo que esta superficie este seca y que el menisco del agua en el agujero se

enrase con la parte superior del tapén.
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Remueva el picnometro desde el beaker, enfrielo a una temperatura
ligeramente por debajo de 25 C. seque toda humedad de la superficie exterior del

picndmetro, e inmediatamente péselo. Designe este peso como “d”.

Notas:

e Sise desea conocer la gravedad especifica a otras temperaturas, se repite el
mismo proceso y solo se varia la temperatura de 25 C (77 F) por la otra a la
cual se desea trabajar.

e No se especifica el tiempo que debe durar sumergido las sustancias y el
picnometro en el agua, porque dependerd de la muestra que se esté
midiendo, un tiempo aceptable para seria 10 mins.

6. Calculos

Calcule la gravedad especifica de la muestra con la siguiente férmula:

c-a
Gravedad Especifica = ----------=-=-=-m-m-mmmmm e

(b-a)-(d-c

7. Precauciones

Cuando se hace la determinacion de la gravedad especifica es importante
que:

e Solamente se use agua destilada recién hervida.

e La temperatura de 25 C (77 F) debe ser interpretada como 25.0 C (77.0 F) ,
con una variacion permisible de + 0.2 C (+0.4F).

e Se deben tomar precauciones para prevenir expansion y sobre flujo de los
contenidos desde el calor de las manos, cuando se seque la superficie del
picnémetro.

e La presencia de toda burbuja de aire debe ser eliminada al llenar el
picnémetro.

e Los pesos deben ser registrados al miligramo.
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Valor acido

Método operatorio:

1. Se mezclan 25 ml de éter etilico, 25 ml de etanol al 96% y 1 ml de solucién
fenolftaleina (1%).

Se neutraliza cuidadosamente con una solucién de hidroxido de sodio (NaOH)

0.01M.

2. Se disuelven 1.5 g del aceite, en 10 ml de la mezcla neutralizada de solventes

recientemente preparada.se agita hasta solubilizar completamente la muestra.

3. Se titula la mezcla con una solucién de hidroxido de sodio 0.01 M utilizando
como indicador fenolftaleina (1%). Se agita constantemente hasta que el color

rosa persista por aproximadamente 30 segundos.

Célculos:

56.1xNxV
pesomuestra

indice de acidez =

mgNaOH/ g muestra

Dénde:

N = Normalidad de la solucién de NaOH

V= Volumen de NaOH en ml, gastados para la titulacion.

NOTA: se debe realizar una equivalencia entre KOH y NaOH al momento de mostrar

los resultados.

Fuente: “formacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos y del 3,4-benzopireno en aceites comestibles

alterados por recalentamiento” De la cruz Rodriguez, Eduar Ruber; Huaman Gutiérrez, Juan Orlando
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Determinacion del indice de Yodo: Método de Wijs

Método operatorio:

1. Preparacion del reactivo de Wijs:
Se disuelven 8 g de tricloruro de yodo en 200 ml de acido acético glacial. Se disuelven
9 g de yodo en 300 ml de tetracloruro de carbono y luego se mezclan las dos

soluciones y se completan a 1000 ml con acido acético glacial.

2. Se vierten de 0.2 a 0.3 g de muestra en un matraz esmerilado (de

aproximadamente 250 ml de capacidad).

3. Se adicionan 10 ml de tetracloruro de carbono al matraz esmerilado y se agita

vigorosamente hasta disolver la muestra.

4. Se agregan 20 ml del reactivo de Wijs, se cierra bien el matraz y se deja en
reposo en la oscuridad por 30 minutos.

5. Luego, se adiciona al matraz 15 ml de una solucion de yoduro de potasio al 10%,

100 ml de agua destilada y Se agita bien.

6. Se titula la mezcla con una solucion de tiosulfato de sodio 0.1 M, usando Almidén

al 1% como indicador (el indicador se debe agregar casi al final de la titulacion).

7. Se realiza una prueba en blanco al mismo tiempo que se analiza la muestra.
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Célculos:

(b—a)x 1.269
gmuestra

indice de yodo=

g de I/ g muestra

Dénde:

a= ml gastado de tiosulfato para valorar la muestra

b= ml gastado de tiosulfato para valorar el blanco

NOTA:

Si (b - a) es mayor que b/2, se debe repetir la prueba utilizando menor cantidad de

muestra.

Fuente: “formacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos y del 3,4-benzopireno en aceites comestibles

alterados por recalentamiento” De la cruz Rodriguez, Eduar Ruber; Huaman Gutiérrez, Juan Orlando
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