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Resumen

Actualmente, se estdn buscando nuevas fuentes de
materias primas para la generacion de biocombustibles; las
cuales deben caracterizarse por ser economicas, no
competir directa o indirectamente con la alimentacion y no
generar impactos negativos en el ambiente. Una de las
propuestas que esta teniendo mayor interés es el uso de
microalgas para generar biomasa, que pueda transformarse
en biocombustibles. Por otro lado, estos microorganismos
también se caracterizan por funcionar como un medio para
la remediacion de aguas residuales. Por esta razén, el
presente trabajo tuvo por objetivo demostrar factibilidad
de producir biodiesel a partir de biomasa generada en el
tratamiento de agua con microalgas. Se realiz6 la
generacion de biomasa en un sistema cerrado, expuesto a
luz solar. La biomasa se separ6 del medio en periodos de
2, 3y 4 semanas. Se realizo el analisis de los porcentajes
de aceites y proteinas de la biomasa. La masa de aceite se
utilizé6 en la reaccion de transesterificacion para la
obtencién de biodiesel, observando satisfactoriamente la
generacion del biocombustible.
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Abstract

Nowday, people around of word are looking for new
sources for biocombustibles production; which should be
economic, envairomental and social friendly. The interes
on biocombustibles production from microalgae biomass
is increasing. On the other hand, microalgaes can be used
in wastewater trament. For this reason, the objective of this
work was to show factibility of biodiesel production using
biomass generated from migroalgae wastewater trament.
A close system with solar light was used. The biomass was
separated from the water in periods of 2, 3 and 4 weeks.
The oils and proteins composition into biomass was
analized. The extracted oil was used in transesterification
reaction for biodiesel production, observing a success
biodiesel generation.
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Introduccion

Actualmente la humanidad afronta una grave
problemética debido al aumento de la demanda
energética mundial, el agotamiento de los
combustibles fdsiles, el incremento en el precio
del petroleo y las dificultades ambientales
causadas por los gases de efecto invernadero. La
sociedad debe ocuparse para que las futuras
generaciones no enfrenten el desabasto de
energia. Esta situacion demanda fuentes alternas
de energia basadas en procesos renovables y
sustentables. El uso de biomasa derivada de
microalgas puede ser una de las alternativas para
la generacion de energia en forma de
biocombustibles. Principalmente, la produccion
de biodiesel puede ser una tecnologia ventajosa
debido al elevado contenido de lipidos que
algunas especies de microalgas pueden acumular.
Generalmente, la  obtencion  de  este
biocombustible se ha implementado a partir de
plantas  oleaginosas (comestibles y no
comestibles). Este tipo de materiales estan
limitados por varios factores tales como, largos
periodos de cultivo, rendimiento lipidico
restringido, las condiciones climéticas, la
ubicacion geografica, la fertilidad de los suelos,
la superficie de cultivo requerida y el volumen de
agua necesario para el riego (Endalew, Kiros, &
Zanzi, 2011; Schenk et al., 2008). En el caso de
la produccion de biodiesel basada en microalgas,
los factores mencionados no son limitantes para
la generacion de la biomasa. Sin embargo, para la
implementacion de procesos de produccién
basados en microalgas se requiere afrontar otros
retos como la adecuada separacion de la biomasa
en sus tres principales componentes, lipidos,
carbohidratos y proteinas. Por otro lado, las
microalgas pueden emplearse en la remedicion
de aguas residuales, por lo que el uso de las
mismas como medio de cultivo puede contribuir
a la solucion de dos importantes problemas, la
disminucion efluentes contaminados y la
generacion de biomasa.
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Debido al interés en el desarrollo de
tecnologias basadas en microalgas en el presente
trabajo se ha planteado por objetivo demostrar el
potencial aprovechamiento de la biomasa
derivada de microalgas cultivadas en aguas
residuales para la producciéon biodiesel. Para
lograr este fin se ha implementado una
metodologia experimental que consta de tres
principales etapas, produccion de biomasa,
extraccion de aceite 'y proceso de
transesterificacion.

Antecedentes

Bajo el término de microalga se incluyen
aquellos microorganismos unicelulares capaces
de llevar a cabo la fotosintesis. En esta categoria
quedan agrupadas las cianobacterias y las algas
eucariotas. En general organismos
fotoautotrofos, es decir, obtienen la energia de la
luz proveniente del sol y se desarrollan a partir de
materia inorganica. Los elementos inorganicos
requeridos para el crecimiento de las microalgas
son: C, O, N, P, S, Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn,
B, Br, Si, Cu, Co, Cl, I, Sr, Rb, Al y vitaminas.
La mayoria de la especies de microalgas toleran
temperaturas entre 16 y 27°C, aungue esto puede
variar de acuerdo a la composicion del medio de
cultivo o la especie cultivada. Un valor
intermedio de 18-20°C es frecuentemente
empleado. La luz es la fuente de energia que
promueve las reacciones fotosintéticas en las
microalgas. Las microalgas crecen de manera
exponencial (Zeng et al., 2015). Se inicia con la
inoculacion del medio, después de la inoculacién
las células crecen y se dividen cada vez mas
deprisa conforme se van aclimatando a las
condiciones de cultivo. Esta fase de aclimatacion,
que dura de 2 a 3 dias, se Ilama fase de induccion.
Una vez que se adaptan a las condiciones, la
velocidad de division celular se acelera y el
crecimiento del namero de células en el cultivo
se hace exponencial.
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Este periodo dura de 4 a 6 dias y se
denomina fase de crecimiento exponencial. La
velocidad de division celular se va haciendo lenta
conforme se va limitando la penetracion de la luz
a través del cultivo o los nutrientes. Es entonces
cuando el cultivo entra en la fase estacionaria,
que puede durar muchos dias (Chiu et al., 2015).

El metabolismo lipidico de las algas es
similar al de plantas superiores, particularmente
en la biosintesis de acidos grasos y triglicéridos
por la similitud de caracteristicas bioquimicas
entre ciertos genes y enzimas, de origen vegetal
y algal. La composicion de cidos grasos en las
microalgas incluye moléculas lineales de 12 a 22
atomos de carbono en nimero par, saturadas e
insaturadas. En las microalgas dulceacuicolas
generalmente prevalecen &cidos grasos saturados
y mono-insaturados, observandose en menor
proporcion compuestos poli-insaturados. La
mayoria de los lipidos microalgales son lipidos
polares que son componentes de membrana;
mientras que los triglicéridos son una reserva de
acidos grasos para la division celular, energia
metabodlica, mantenimiento de la membrana,
sintesis y una amplia variedad de funciones
fisiolégicas. Los triglicéridos pueden llegar a
constituir hasta el 80% del total de lipidos en
microalgas eucariotas. La Tabla 1 muestra los
porcentajes de lipidos contenidos en algunas
especies de microalgas.

Especie % de lipidos
Chlorella sp 57
Chlorella vulgaris 40
Chlorella vulgaris 56.6
Dunaliella sp 67
Naochioris oleoabundans | 34
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp 25-33
Monallanthus salina 20

Tabla 1 Porcentaje de lipidos presentes en algunas especies
de microalgas. Fuente Mata y col. (2010)
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La produccion de bioenergia a partir de
microalgas fue contemplada desde los afios
cincuenta; sin embargo, a partir de la crisis
energética de 1975, el potencial econémico de
esta tecnologia fue reconocido por varios paises
como EUA, Japon vy Australia (Huntley &
Redalje, 2007; Vazquez-Duhalt & Arredondo-
Vega, 1991). La produccion de biodiesel a partir
de microalgas es un proceso conformado
principalmente por las etapas de produccion de
biomasa rica en lipidos, recuperaciéon o cosecha
de la biomasa, extraccion de lipidos y
transesterificacion. Entre estas etapas la
recuperacion o cosecha de la biomasa es el paso
limitante debido a que actualmente no se cuenta
con un método eficiente a gran escala para
separar la biomasa del medio de cultivo.

La transesterificacion o alcohdlisis es la
reaccion quimica ocurrida entre los aceites y un
alcohol (comUnmente metanol o etanol) para
producir glicerol y alquil ésteres de &cidos
grasos, los cuales son conocidos como biodiesel.
Los principales factores que influyen en el
proceso son la relacion molar alcohol:
triglicéridos, el tipo de catalizador (alcali, &cido,
lipasas), la temperatura, el tiempo de reaccién y
el contenido de agua y acidos grasos libres en la
materia prima. En la actualidad, la mayoria del
biodiesel es producido mediante
transesterificacion alcalina, a causa de su rapidez
y condiciones moderadas de operacién (Liu &
Zhao, 2007; Sharma, Singh, & Upadhyay, 2008;
Vasudevan & Briggs, 2008).

Metodologia Experimental

En este trabajo se desarroll6 una metodologia
experimental para demostrar el potencial de
produccién de biodiesel a partir de aceite
derivado de microalgas. Esta metodologia constd
de cuatro principales etapas, la generacion de
biomasa usando como medio de cultivo aguas
residuales, la separacion de biomasa del medio de
cultivo, extraccion de aceite y proceso de
transesterificacion (Fig. 1).
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Se estimo el porcentaje de humedad que
acomparia a la biomasa después de la separacion
del medio; para la separacion se usé filtracion.
Asi como, la estimacion de los porcentajes de
aceite y proteina presentes en la biomasa.

Materiales y reactivos

En la Tabla 2 se enlistan los materiales y
reactivos  utilizados en el desarrollo
experimental.

Determinacion del porcentaje de humedad

Para medir el porcentaje de humedad se tomaron
dos muestras de biomasa, separadas del medio de
cultivo usando filtracion. Se determinaron las
pesadas necesarias para el calculo de la humedad,
como se muestra en la Tabla 3. El secado de las
muestras se realiz6 dentro de una estufa durante
una hora a 75°C. El célculo del porcentaje de
humedad se realizé con la ecuacion (1). Donde
P, €S peso de la muestra humeda y P, €s peso
de la muestra seca.

Equipo Reactivos

Soxhlet Hexano

Kjendahl Metanol

Estufa Hidrdxido de sodio
Material de | Sulfato cdprico
cristaleria pentahidratado

Sulfato de potasio
Didxido de selenio
Acido bérico
Acido sulfdrico
Tabla 2 Lista de materiales y reactivos
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Nimero Peso del crisol | Peso del | Peso de la
de con  muestra | crisol con | muestra
muestra himeda muestra seca | himeda
1 66.52 62.60 4.0295
2 66.53 62.30 4.3642

Tabla 3 Datos de pesos para la determinacién de humedad

%Humd = “="ms X100 1)

mh

Determinacion del porcentaje de proteina por
el método Kjendahl

Para la realizacion de este anlisis se prepararon
cuatro muestras de microalga seca y molida, con
los pesos mostrados en la Tabla 4. Se realiz6 la
preparacion de los reactivos para la mezcla
digestora en los siguientes porcentajes en peso
88.88% de sulfato cuprico pentahidratado, 8.88%
de sulfato de potasio y 2.22% de dioxido de
selenio. A cada muestra se afiadieron 5 gr de
mezcla digestora y 15 ml de &cido bdrico
concentrado y se dejaron en digestion durante
aproximadamente 90 min hasta obtener un color
verde claro, se dejaron enfriar. Después se
afiadieron 75 ml de agua a cada muestra para ser
tratadas en el equipo Kjendahl, donde se utilizd
una solucion de hidroxido de sodio 1 N.
Finalmente, se realiz6 la titulacion de las
muestras usando una solucion de &cido sulfurico
0.1N y rojo de metilo como indicador.

Para la estimacion del porcentaje de
nitrégeno se usd la ecuacion (2) y para la
estimacion del porcentaje de proteina la ecuacion

3).

Muestra | Peso de la
muestra
colocada

M1 0.1002

M2 0.1001

M3 0.1043 g

M4 0.1055 g

Blanco Og

Tabla 4 Peso de las muestras para andlisis de proteina
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%N = (Vpromedio - Vblanco)Neq(Nécido) (2)
l:)promedio
%proteina = (%N)6.25 (3)

Determinacion de grasa con el equipo Soxhlet

Para determinar el porcentaje de aceites presentes
en las microalgas se empled el equipo soxhlet,
usando como solvente hexano y ocho ciclos de
recirculacién. Se ingresaron 19.5645 gramos de
microalga seca, esta muestra se reunié con la
separacion de microalga del medio en diferentes
tiempos (2, 3 y 4 semanas). Después de la
extraccion se usé un rota-vapor para separar el
solvente. El residuo sélido generado después de
la extraccion se secO y pesO, obteniendo
aproximadamente 11 gramos de solidos. El
porcentaje de aceite se determiné usando la
siguiente relacion.

Pmuestra - Ps()lidos

O%aceite = X100% (4)

Pmuestra

Resultados y discusion

El crecimiento de las microalgas se observé de
forma satisfactoria. La etapa de cosechado de la
biomasa se vio limitada al uso de filtracion
convencional, dejando parte de la biomasa en el
medio, debido al tamafio de la microalga (5um).
Los resultados del andlisis de porcentajes de
humedad, proteina y aceite se resumen en la
Tabla 5. Es importante resaltar que dentro de la
composicién de las muestras obtenidas se
encuentra un porcentaje importante de aceite, lo
cual demuestra que la produccién de biodiesel a
partir de este tipo de microalgas tiene potencial.

Con la masa de aceite obtenida se realizd la
reaccion de transesterificacion exitosamente; en
esta etapa se observd la formaciéon de las fases de
la glicerina y los alquil esteres

Componente | Porcentaje
*Humedad 97.1037
**Proteina 12.1921
**Aceite 43.7757

Tabla 5 Resultados del anélisis bromatoldgico de la

microalga. *Base himeda, **Base Seca
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Conclusiones y recomendaciones

Por medio de este trabajo experimental se ha
demostrado que las microalgas son una
alternativa interesante para obtener materia
prima para biodiesel. Es posible el cultivo de
microalgas ricas en aceite, usando como medio
agua residual. Este tipo de microalgas pueden ser
usadas en la produccion de biodiesel.

Como principales recomendaciones de
este trabajo se sugiere evaluar la composicién de
aceite en la microalga durante el periodo de
cultivo para determinar el tiempo 6ptimo para la
separacion. Se requiere de la comparacion y
seleccion de métodos de separacion que permitan
un mejor aprovechamiento de la biomasa. Por
otro lado, es necesario realizar un analisis
experimental para determinar las mejores
condiciones de reaccion que permitan obtener el
mejor rendimiento de biodiesel. Ademas, puede
evaluarse la eficiencia de varios solventes para el
proceso de extraccion de aceites.
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