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RESUMEN

La biomasa de algas es una fuente con gran potencial para la produccién de
bioetanol, debido a que contiene una alta concentracién de carbohidratos y bajo
contenido de lignina. Ademads, desde el ano 2011 hubo un incremento masivo de
algas pardas (Sargassum spp.) que crecen en el ocedano y son dispersas a diferentes
costas por las corrientes marinas lo que causa un gran dano a los ecosistemas marinos,
a la economia ya que gran parte de las algas llegan a playas turistas. Por lo tanto,
en esta investigacion se utilizaron algas pardas como materia prima para produccién
de bicombustibles. Sin embargo, una desventaja del uso de algas como biomasa para
produccion de bioetanol es el proceso de produccion, ya que requiere de altos costos
de produccion y tiempo. Por lo que, uno de los mayores retos para la obtencién de
dicho biocombustible es determinar el punto 6ptimo de la hidrélisis acida, el cual,
nos determinara las condiciones adecuadas para obtener la mayor concentracion de

azucares fermentables.

Por lo que, en este trabajo se optimizo el proceso de hidrélisis acida mediante el
Método de Superficie de Respuesta (RSM) a partir de 3 variables: concentraciéon de
H,S0y4 (x1), tiempo (xg) y velocidad de agitacion (x3) a nivel laboratorio. Se espera
encontrar el punto éptimo de cada variable, el cual se tomara como referencia para

la produccién de bioetanol.

XVI



CapriTULO 1

INTRODUCCION

En este capitulo se presenta la motivacion que condujo al desarrollo del presente
estudio, mostrando los antecedentes e investigaciones de trabajos ya desarrollados
para el drea de conocimiento. Por tltimo, se expone el planteamiento general de la
tesis, que contiene la hipotesis a validar, el objetivo general y los objetivos especificos

planteados en esta investigacion.



CAPITULO 1. INTRODUCCION 2

1.1 MOTIVACION

Los gases de efecto invernadero tales como el diéxido de carbono (CO,), el
dxido nitroso (NyO), el metano (CHy)) y el ozono (O3) han incrementado considera-
blemente en los ultimos anos, siendo los combustibles fésiles una de las principales
fuentes de estos gases, principalmente del CO,. Ademas de los riesgos ambientales
para el aire, suelo y agua, otra de las preocupaciones es la produccion sostenible
de estos combustibles dado que la demanda aumenta exponencialmente. Dos facto-
res que impulsan el futuro y uso de los combustibles fésiles son la economia y la
politica energética. El sector energético actualmente, se encuentra dominado por los
combustibles ya antes mencionados, debido a que sus costos son menores a los de
energias renovables. De igual manera, existen acuerdos y programas internacionales
que tienen como objetivo regular y mitigar el cambio climatico, principalmente el
efecto invernadero. Por esta razén, se han investigado nuevas fuentes alternativas
de combustibles, los cuales mitiguen los problemas ambientales, sean de una fuente

renovable y sostenible, ademéas de una optimizacion del proceso de produccion.

1.1.1 SITUACION ENERGETICA: ENERGIAS FOSILES Y

RENOVABLES.

La energia es un componente importante ya que sin esta el desarrollo tecnologi-

co estaria limitado y areas como la educacion, salud y viviendas se verias afectados.

Por este motivo, es importante detallar sobre la produccién, consumo y de-

manda de esta. De acuerdo con el “Balance Nacional de Energia, 2018”7, la energia
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primaria! producida en ese afno fue 14,030 millones de toneladas equivalentes

de petréleo (MMtep), siendo 3.2 % més respecto al afio anterior [1].

China, Estados Unidos, Rusia, Arabia Saudita e Indiac fueron los paises con
mayor produccién de energia y México ocupo el decimoquinto con de la energia que

se produce en el mundo.

En la Figura 1.1 se pueden observar las principales energias producidas son
el crudo (31.9%), el carbén y derivados (26.86 %), el gas natural (22.54 %), mien-
tras que las renovables se encontraron en cuarto lugar con (13.78 %), seguido de la

nucleoenergia (4.91%).

Renovables
Carbon y sus 13.78%

derivados
26.86%

as natural
22.54%

ucleoenergia
4.91%

Crudo
31.90%

Figura 1.1: Producciéon mundial de energia primaria, 2017.

14,030.071 MMtep

En cuanto, al consumo mundial de energia en 2017 fue 9,717.22 MMtep, en
los cuales China, Estados Unidos, India, Rusia, Japon fueron los paises que mayor

consumo consumo mostraron,a diferencia de México se ubicé en el lugar

'La energia primaria comprende aquellos productos energéticos que se extraen o captan direc-
tamente de recursos naturales (carbén mineral, petréleo, condensados, gas natural, nucleoenergfa,

hidroenergfa, energia edlica y solar, bagazo de caia, lena y biogds).
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decimosexto. Los petroliferos siguen siendo los més consumidos con el 41 % del

consumo de energia internacional (Figura 1.2).

Renovables,
14.0%

Gas natural,
15.0%

rbon y sus
derivados,
11.0%

Electricidad,
19.0%

Figura 1.2: Consumo mundial de energia por energético.

Cabe mencionar que los principales consumidores por sector econémico son la
industria y el sector transporte con 2,820.88 MMtep y 2,808.14 MMtep, respectiva-

mente, obteniendo 0.45 % de diferencia estadistica entre ambos (Figura 1.3).

Renovables
Carbon y sus 13.78%
derivados
26.86%

as natural
22.54%

Crudo

31.90%

Figura 1.3: Consumo total mundial de energia por sector, 2017.

9,717.29 MMtep
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La demanda de petroleo increment6 continuamente en el 2018, y Estados Uni-
dos fue la fuente fundamental del crecimineto de esto. Los principales aumentos en
la demanda de productos derivados del petréleo provienen de la gasolina y el diésel,
pero también hubo contribuciones considerables de etano, gas licuado de petrodleo
(GLP) y nafta, ya que el uso del petréleo como materia prima petroquimica continia

creciendo en importancia [2].

De acuerdo con el Escenario de Politicas Declaradas, en 2025 el crecimiento de
la demanda serd persistente, pero el crecimiento se ralentiza a partir de entonces y
se determina que la demanda alcanzara 106 millones de barriles por dia (mb/d) en
2040. En el Escenario de Desarrollo Sostenible, la escala, el alcance y la velocidad
de los cambios en el panorama energético representan un panorama diferente: la

demanda pronto alcanzarfa su punto maximo y caeria a menos de 67 mb/d en 2040

12].

En la ultima década se ha mostrado un fuerte crecimiento en el despliegue de
tecnologias de energias renovables, principalmente del sector eléctrico debido a las

reducciones de costos para la energia solar y edlica.

De acuerdo con lo reportado en el Escenario de Politicas Declaradas reportadas
por la Agencia Internacional de Energia (por sus siglas en ingles IEA), para 2040 la
contribucion de las energias renovables en el sector transporte se triplicard alrede-
dor de 300 millones de toneladas equivalentes de petréleo (Mtep) de los cuales tres
cuartas partes provienen de biocombustibles (Figura 1.4). En el Escenario de Desa-
rrollo Sostenible, en el sector del transporte, se proyecta que el consumo de energia
de fuentes renovables aumentara a 600 Mtep, con biocombustibles que representan
alrededor del 60 % y la electricidad proveniente de fuentes renovables consumidas

por vehiculos eléctricos y ferrocarril representa el resto [3] .
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Figura 1.4: Demanda mundial de energia renovable en el sector transporte en el

Escenario de Politicas Declaradas, 2018-2040.

Por otra parte, en México, como se puede observar en la Figura 1.5 en 2018 en

México el consumo de energia fue 29.8 % a la produccién de energia primaria, siendo

9,236.86 PJ el consumo total [1].
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Figura 1.5: Evolucién de la produccién y el consumo nacional de la energia.
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Es importante mencionar que el 2018 para México fue el cuarto ano en el que
tuvo que requerir de las importaciones de energia, las cuales le ayudaron a cubrir su
demanda energética, ya que la produccion de hidrocarburos se redujo desde 2012.
En el 2018, la produccion de petréleo crudo siguié siendo la mayor de las energias

primarias producidas.

De 2017 a 2018 se observé un aumento de produccion de los bioenergéticos.
El biogas por ejemplo, tuvo un aumento del 12.9 % mientras que la de biomasa fue
1.0% més. En la Figura 1.6 se puede observar una grafica general de la produccién
de energia primaria, como se puede observar el petrdleo es el que mas se produce,

sin embargo, las energias renovables aumentaron en comparacion a anos anteriores.

Carbon Condensados
4% 1%

Gas natural
20%

Renovables
119

Figura 1.6: Estructura de la produccién de energia primaria, 2018 (PJ).

Coémo se observé en Figura 1.6 de la produccién de energias solo el 10.4 % es
de energias renovables, las cuales como se observa en la Figura 1.7 se dividen de la

siguiente manera:
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Figura 1.7: Produccion de energias renovables.

Meéxico, tiene un herramienta de politica energética, llamada “Prospectiva de
Energias Renovables 2018-2032” en la cual se plantean politicas para que las energias

renovables crezcan entre 2018 y 2032.

Con respecto al uso de biomasa para la generacién de energia, entre 2007 y 2017
la capacidad instalada de energia eléctrica a partir de bioenergia fue de 996 MW,
cabe mencionar, que a lo largo de los afios ha incrementado considerablemente (1.8).
Aunque las energias que presentaron mayor tasa de crecimiento anual promedio con

47.6 y 43.2, fueron la solar y edlica, respectivamente [4].



CAPITULO 1. INTRODUCCION 9

800
700

600

MW)
an
3
1

) o

[=] (=)

o o
| |

Encrgia (

I

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Afio

Figura 1.8: Evolucién de la capacidad de generacién eléctrica con bagazo (MW).

En el documento “Prospectiva de Energias Renovables 2018-2032", se hace

mencion del uso y calidad de los biocombustibles, que son unos de los puntos claves

de esta investigacion.

En 2017, en La Republica Mexicana a excepcion de las Zonas Metropolitanas
(Guadalajara, Monterrey y Valle de México) se permitié el uso de etanol anhidrido
en una proporcién del 5.8 % de acuerdo con la NOM-016-CRE-"016, la cual pretende

tener una diversidad de energfa [4].

1.1.2 AFLUENCIA MASIVA DEL Sargassum spp.

En los ultimos anos el florecimiento de las macroalgas pardas ha incrementado
significativamente a nivel global. Durante el verano de 2011 se informé ampliamente
de un importante «evento de sargazo» en el Caribe, cuando grandes cantidades de

sargazo pelagico (Sargassum natans o Sargassum fluitans) llegaron a la costa en las
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playas [5]. De igual manera, Gower, et al., 2011, realizé un estudio donde se observa
la acumulacion del sargazo desde una vista satelital a partir del abril de 2005 hasta
agosto de 2011 como se muestra en la Figura 1.9, también se observa que en 2011

hubo un incremento superior a los anos anteriores [5].

April May June July August September

Figura 1.9: Serie de tiempo mensual vista satelital de MERIS MCI de recuentos de
deteccion de sargazo. Tomada de “Satellite images suggest a new Sargassum source

region in 2011, por Gower, et al., 2019

En 2011 y 2012 se informaron inundaciones en el drea del Amazonas, pero no

se ha establecido ningun vinculo con el Mar de los zargazos [5].

De acuerdo con datos reportado de Wang et al., 2019, en la década de 2000
al 2010 en el Atlantico Central se observa una baja reproduccién de Sargassum
(Figura 1.10), con pequenas cantidades ocasionales de la desembocadura del rio
Amazonas [6]. Sin embargo, la primera floracién masiva de sargazo en el Atlantico
Central comenzé en 2011 [5] y, la floracién se extendié desde Africa occidental hasta
convertirse en un Gran Cinturén del Zargazo Atlantico (por su siglas en inglés:
GASB) que se extendié desde Africa occidental hasta el mar Caribe y el golfo de

México .
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Sargazo en el Mar Caribe y Océano Central Atlantico
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Figura 1.10: Cobertura de area de sargazo promedio mensual en el Mar Caribe y el

Océano Atlantico central

De igual manera, reportan que uno de los factores de la floraciéon abundante de
Sargassum se debe a las descargas de nutrientes del rio Amazonas y la variabilidad
de las temperaturas oceanicas. En la Figura 1.11 se puede observar la distribucién
del gran cinturén del sargazo Atlantico desde una vista satelital de los meses de julio
a partir de 2011 y hasta julio de 2018. En 2013 se observé que no hubo florecimientos,

no obstante, en 2014 se observa una mayor abundancia que en 2011.

En 2015, aunque la tasa de crecimiento inicial de Sargassum no fue tan alta
como en 2014, la poblacién de semillas fue mucho mayor que en anos anteriores. En
2016 y 2017 la tasa de crecimiento y semillas fue menor que los anos anteriores, sin
embargo, como se muestra en la Figura 11, para 2018 el Gran cinturén del sargazo
Atlantico mostré la cobertura mas alta, extendiéndose > 8850 km y transportando
una biomasa hiimeda de > 9 millones de toneladas (> 20 millones de toneladas en

junio de 2018).

Otro factor que se considera que pudo provocar el florecimiento masivo de
Sargassum fue la baja salinidad debido a las descargar de agua dulce provenientes
del rio amazonas y un mayor suministro de nutrientes de los procesos de surgencia
y menor Temperatura de la Superficie del Mar en el Atlantico centro-este desde el

invierno de 2011 a la primavera de 2012 [6].
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Figura 1.11: Distribucién del Sargazo en el Gran Cinturén del Sargazo Atlantico. De

The great Atlantic Sargassum belt, por M. Wang, et al., 2019, Science, (364).

Aunque pueden existir multiples fuentes de sargazo, la forma del GASB es
consistente con la adveccion por los patrones de circulacién ocednica en el Atlantico
tropical [6]. Algunas de las corrientes causantes de la distribucién del Sargassum y
formacion del GASB son la corriente del Norte de Brasil, corriente Norte Ecuatorial,
contracorriente Norte Ecuatorial, corrientes de las Antillas, corriente de Florida y la

corriente del Golfo (Figura 1.12) [7].
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Figura 1.12: Corrientes causantes de la distribucién del Sargassum spp. De “Supple-
mentary Materials for The great Atlantic Sargassum belt,”, M. Wang, et al., 2019,
Science (364).

Desde hace muchos anos se descubrié que existe una isla que esta conformada
por estas dos algas, llamada el “Mar de los Sargazos”. El mar de los Sargazos (Figura
1.13) esta limitado por todos lados por el sentido de las agujas del reloj de las
principales corrientes oceanicas: la corriente Gtilf y la deriva del Atlantico norte
forman los limites occidental y norte, la corriente de Canarias forma un limite oriental
mas difuso y la corriente ecuatorial del norte y la corriente de las Antillas forman el

limite sur [8].
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Figura 1.13: Mar de los Sargazos. De Report of the wider Caribbean and western mid-
Atlantic regional workshop to facilitate the description of ecologically or biologically

significant marine areas por Convention on Biological Diversity

En cuanto el arribo masivo de Sargassum spp. en costas mexicanas Rodriguez-
Martinez et al., reportan un arribo masivo desde el verano de 2014 de 2,360 m?
de sargazo por km de playa en la Costa del Caribe Mexicano [9]. La Secretaria de
Medio Ambiente reporté datos que senalan que en 2015 hubo una mayor afluencia

de sargazo ya que se removié un volumen de 71 353 m? en varios municipios de la

zona norte de Quintana Roo.

La afluencia masiva result6 en una acumulacién del material en descomposicion
en las playas y aguas marrones turbias cercas de las costas (Sargassum-brown-tides,
Sbt).La reduccién de la luz, el pH y el oxigeno son algunos de los efectos provocados

por el Sbt. La afluencia mensual de nitrégeno y fésforo por la deriva de Sargassum
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spp. se estimé en 6150 y 61 kg km™ ! respectivamente, lo que resulté en eutrofizacion]

[10].

I. van-Tussenbroek, et al, 2017, realiz6 una investigacion sobre los efectos de las
mareas marrones de sargazo (Sargassum-brown-tides, Sbt) en comunidades de pastos
marinos ( Thalassia testudinum, Halodule wrightii, Halimeda incrassata y algas a la

deriva/epifitas) alrededor del Caribe Mexicano.

En dicho estudio concluye que los pastos marinos si se ven afectados por las
Sbt, lo que causa una disminucién de estos. Como se presenta en la Figura 1.14
se pueden observar los 4 diferentes pastos marinos que se estudiaron, en la parte
superior antes del Sbt se nota un mayor porcentaje de area cubierta por los pastos y
también una mayor cobertura de drea de las costas. En la parte inferior se presenta
el efecto del Sbt a los pastos marinos, los cuales disminuyeron considerablemente

esto conlleva a la erosién de las costas [10].
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Figura 1.14: Mapas de areas aproximadas cubiertas por los pastos marinos Thalassia
testudinum, Halodule wrightiiel alga calcarea Halimeda incrassata y las algas de
deriva/epifitas en costas del Caribe Mexicano en 2008 (antes del Sbt) y 2016 (después
del Sbt). B-B: La abundancia como escala de Braun-Blanquet (B-B): 0.5 (escala r:
raro y +: pocos individuos), 1 (varios individuos o cubrir hasta un 5 %), 2 (muchos
individuos o cubren del 6 al 26 %), (cobertura del 26 al 50 %), 4 (cobertura (51-75 %),
5 (cubre 76-100 %).

Otro efecto negativo que causa el Sbt es la mortalidad de algunas especies de
corales, como lo reporta I. van-Tussenbroek, et al, 2017, en la Figura 1.15 se puede
observar en numero de colonias de corales antes (2008) y después del Sbt (2016) y

la parcial mortalidad de las especies.
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Figura 1.15: Namero de colonias y mortalidad parcial media de seis especies de
corales escleractinios en un sitio de monitoreo de Puerto Morelos antes (2013) y

después (2016) del Sargassum-browntide (Sbt).

En la Figura 1.16 se pueden observar los efectos de las mareas marrones de
sargazo (Sbt) en comunidades de pastos marinos cercanos a la costa tipicas de la costa
del Caribe mexicano. Antes del Sbt: una pradera de pastos marinos bien desarrollada
que casi llega a la costa con aguas claras y corales saludables y otra fauna. Durante el
Sbt; los lixiviados y la materia organica particulada de las algas marinas tinen el agua
y aumentan la materia organica en los sedimentos; los pastos marinos y los corales
estan sometidos a estrés debido a la reduccién de la carga de luz y materia orgénica
que causa anoxia o hipoxia y un mayor crecimiento de epifitas. Después del Sht, se
pierden pastos marinos cercanos a la costa y algunas colonias de coral. Mayor materia
orgéanica en los sedimentos y mayor turbidez del agua, y playas inestables o erosién
de las playas debido a préacticas inadecuadas de remocién de malezas arrojadas por

la playa y pérdida de praderas de pastos marinos cerca de la costa.
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Figura 1.16: Efectos de las mareas marrones de sargazo a un ecosistema marino. De
“Severe impacts of brown tides caused by Sargassum spp. on near-shore Caribbean
seagrass communities”, por B. I. van Tussenbroek et al., 2017 Mar. Pollut. Bull.,

vol. 122, no. 1-2, pp. 272-281.

En 2018 durante la mayor abundancia registrada del arribo de Sargassum spp.
la mortalidad de la fauna fue afectada ya que afecté a individuos de una gran canti-

dad de especies, principalmente peces con habitats neriticos demersales y crusticeos
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(Figura 1.17). Se observé que la causa de la mortalidad de la fauna se debié al incre-
mento en las concentraciones de amonio y acido sulthidrico.. Si la afluencia masiva
de Sargassum spp. se convierte en un evento anual que potencialmente podria tener

un impacto deletéreo en los arrecifes de coral ya degradados de la regién [11].
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Figura 1.17: Abundancia relativa de cinco grupos de fauna observados muertos a a

causa de la afluencia masiva en el Caribe Mexicano de 2018.

Debido a que el turismo es la principal actividad econémica del Caribe Mexi-
cano el aumento y descomposicion del sargazo que llega a las playas afecta negativa-
mente provocando una disminucion del turismo ya que esto causa mal olor y aspecto
a las playas. Ademas, el costo de limpieza de sargazo para la region del Caribe se
estimé en $210 millones de ddlares para el ano 2018 por el Mecanismo Regional de
Pesca del Caribe, lo que provocé graves impactos en las economias locales y destacéd

la necesidad de més informacién sobre los eventos de varamientos masivos [12].

Cabe mencionar que la abundancia masiva del Sargassum spp. puede afectar
la salud ya que a pesar del contenido de metales pesados del sargazo pelagico no es
un problema de salud, los metaloides y el arsénico, pueden plantear un problema,
especialmente si los estudios de especiaciéon encuentran que es principalmente la

forma inorgénica [13] , por lo tanto, en este trabajo se presenta el uso aprovechable de
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macroalgas pardas recolectadas en el Caribe Mexicano para determinar si es factible
la produccién de bioetanol, mediante la optimizacion del proceso de hidrolisis para

la extraccion de azucares totales.

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 BIioMASA

Antes del siglo XIX, la madera era el combustible predominante para cocinar y
calentar. En los EE. UU., la chimenea de lena, el calentador y la estufa eran equipos

domésticos estandar antes de principios del siglo XX [14].

Desde principios del siglo XXI, las astillas de madera se han utilizado cada vez

més para calefaccion y generacién de electricidad [14].

La biomasa es la principal fuente de produccién de bicombustibles, ya sea de
manera directa como biomasa seca o aplicando algiin proceso para la obtencién de

bicombustibles liquido como el biodiésel y bioetanol principalmente.

1.2.2 BIOETANOL

1.2.2.1 HISTORIA

El etanol se probd como combustible de motor mucho antes de la produccion
comercial de gasolina en 1913. En 1826 Samuel Morey disenié un motor que utilizaba

etanol y trementina lo cual hacfa funcionar de 7-8 millas por hora (mph) un barco

[14].

En 1860 otro motor de combustiéon interna fue desarrollado y esta vez fue por



CAPITULO 1. INTRODUCCION 21

Nicholaus Otto, sin embargo este funcionaba con una mezcla de combustible de
etanol. El obstaculo que impidié que el etanol se utilizara como combustible para
motores en los EE. UU. Fue el impuesto al alcohol promulgado en la década de 1860

para financiar la Guerra Civil [14].

Maés tarde, el industrial estadounidense Henry Ford construyo tractores que
podian funcionar con etanol. En 1925, Ford habia citado el alcohol etilico, etanol, co-
mo «el combustible del futuro». Ademas, declaré: “El combustible del futuro vendra
de las manzanas, las malezas, el aserrin casi cualquier cosa. Hay combustible en cada

trozo de materia vegetal que puede ser fermentado”[15].

La crisis del petréleo de 1973 provocd un resurgimiento del interés en el etanol
como combustible. Se realizaron importantes esfuerzos de investigacién para desa-
rrollar la conversién biotécnica de biomasa vegetal a etanol [14]. En 1975 el gobierno
brasileno implement6 una estrategia, la cual fue evitar una desaceleracion en el con-
sumo de energia para que el crecimiento econémico se mantuviera constante, por
ello, el objetivo era sustituir el petréleo importado por fuentes nacionales lo mas
rapido posible. Por lo cual, se cred el Programa Nacional del Alcohol, conocido co-
munmente como «Prodlcool» cuyo principal objetivo fue la sustitucion de la gasolina

por etanol obtenido a partir de biomasa de cana de aztcar [16].

1.2.2.2  ESTUDIOS DE PRODUCCION DE BIOETANOL DE TERCERA

GENERACION

La produccion de biocombustibles de segunda y tercera generacion en los tulti-
mos anos se han investigado mas, debido a que estos no afectan la existencia de
los alimentos como lo hacen los de primera generacién. Los estudios se centran en
optimizar el proceso de produccion para tener altos rendimientos de los combustibles

producidos.

En 2013, Cho et al., desarrollaron un estudio en el que evaluaron como la
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alta concentracion de sal afecta la produccién de bioetanol. El alga que evaluaron
fue Undaria pinnatifida y adaptaron la levadura P. angophorae KCTC 17574. En
el estudio determinaron con el método de superficie de respuesta (siglas en ingles
RSM) las condiciones 6ptimas para la hidrdlisis térmica dcida fueron a 75 nM de
HySO,4 en 13% (p/v) de materia prima a 121 °C durante 60 minutos. Obteniendo
un alto contenido de monosacaridos igual a 28.42 g/L con un 42 % del rendimiento

tedrico [17].

En cuanto a la adaptacién de las levaduras en un medio salino se obtuvo que
la tolerancia de sal fue de 90 psu, con una concentracién de etanol igual a 9.42 g/L,

con un rendimiento teorico del 27 %.

Shih-Hsin Ho, et al., 2013, realizaron un estudio que tuvo como objetivo evaluar
el potencial del uso de microalga rica en carbohidratos Chlorella vulgaris FSP-E
como materia prima para la produccién de bioetanol a través de diversas estrategias

de hidrdlisis y procesos de fermentacion [18].

La hidrélisis enzimatica de la biomasa de Chlorella vulgaris FSP-E dio un
rendimiento de glucosa de 90.4% (0.461 g/g biomass). Los procesos hidrélisis y
fermentacién separada (SHF por sus siglas en inglés) y sacarificacién y fermentacién
simultanea (SSF por sus siglas en inglés) convirtieron el hidrolizado enzimético de

microalgas en etanol con un rendimiento tedrico de 79.9 % y 92.3 %, respectivamente.

La hidrolisis 4cida diluida con dcido sulftirico al 1 % también fue muy efectiva en
la sacarificacion de la biomasa de Chlorella vulgaris FSP-E, logrando un rendimiento
de glucosa de casi el 93.6 % de los carbohidratos de microalgas a una concentracién

de biomasa de 50 g/L.

Utilizando el hidrolizado acido de la biomasa de Chlorella vulgaris FSP-E como
materia prima, el proceso SHF produjo etanol a una concentracién de 11,7 g/L y
un rendimiento tedrico del 87,6 %. Estos hallazgos indicaron la viabilidad del uso de
microalgas productoras de carbohidratos como materia prima para la produccion de

bioetanol fermentativo.
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Mutripah, et al., 2014, realizaron un estudio en el cual se evaluaron 20 especies
de algas rojas como recursos para la produccién de bioetanol. El candidato mas
prometedor resulto ser la Palmaria Palmata. De igual manera, se determinaron los
parametros optimos para el proceso de produccién, resultando lo siguiente: en la
hidrélisis acida, utilizaron HySO,4 a 0.2 M a 121 °C a 3000 rpm durante 25 minutos.

Para la fermentacion utilizaron S. Cerevisae por 72 horas a 30 °C a 130 rpm [19].

La P. palmata obtuvo un alto contenido en carbohidratos, ART, glucosa y
galactosa después de la hidrdélisis. Obteniendo un alto rendimiento de etanol de 12.9
mg de etanol/g de alga marina. Ademds, de que se adquirieron bajos niveles de

subproductos como el acido levulinico y 5-Hidroximetifurfural (HMF).

De igual manera, en 2014, Siew-Ling, et al., realizé6 un estudio en el cual se
aplicaron técnicas de optimizacion estadistica para extraer azicar fermentable (AF)
del alga parda autoctona, Sargassum binderi. La extraccion de AF de S. binderi se
optimizé atin més con el disefio compuesto central (CCD) mediante el uso de la

metodologia de superficie de respuesta (por sus siglas en inglés RSM) [20].

El modelo propuesto en este estudio se ajusta significativamente bien a los datos
experimentales con mds del 95 % de confianza. La condicién 6ptima propuesta por el
modelo ctbico para el rendimiento méaximo de AF se encontré de la siguiente manera:
pretratamiento de S. binderi con 6.38% de H,SO, diluido a 120.7 °C, seguido de
hidrélisis usando 0.16 mL de carga de celulasa por unidad de gramo de pretratado

seco algas marinas.

Los resultados de los experimentos de validacién dieron un rendimiento de AF
de 1,69 g g~ que encajé bien con el valor predicho por RSM (1,72 g g~!). El error
general fue pequeno, lo que indica la competencia de los modelos para optimizar
la extraccién de AF de S. binderi. El presente estudio indicé que el alga parda S.
binderi tiene potencial para convertirse en una fuente confiable de biomasa para la

produccién de productos de valor agregado.

Por otro lado, Sunwoo, et al., 2017, realizdé un estudio en el cual evalué la



CAPITULO 1. INTRODUCCION 24

produccion de etanol a partir de algas residuales rojas, pardas y verdes. En este
estudio se realiz6 pretratamiento con las condiciones 6ptimas siguientes: 286 mM de
H5SO4 por 90 minutos a 121 °C. Asimismo, se realizé una sacarificacion enzimatica
con una mezcla de 16 unidades/mL de Celluclast 1.5L y Viscozyme L a 45 °C durante
48 horas. Como resultado se obtuvo una concentracién de monosacéridos de 30.2 g/L

para la produccién de etanol [21].

En la fermentacién usaron las levaduras Saccharomyces cerevisiae KCTC 1126
and Pichia angophorae KCTC 17574 para galactosa y manitol, respectivamente. Esta
fue llevada a cabo a 30 °C a 150 rpm durante 144 horas. La méaxima concentracién
de etanol de 13.5 g/L fue obtenida con un YEtOH de 0.45 usando las dos levaduras

antes mencionadas.

En 2019 Hessami, et al., evaluaron el proceso 6ptimo de produccion el alga roja
Gelidium elegans con el método RSM. Las variables independientes fueron tempera-
tura, concentracién del dcido, y tiempo de incubacion, dado que estas se presentan

como factores cinéticos de la hidrdlisis térmica [22].

Las condiciones éptimas fueron las siguientes: Temperatura igual a 120 °C,

concentracién de dcido sulfurico al 2.5% (p/v) durante 40 minutos.

La galactosa y la glucosa fueron azicares reductores dominantes en el hidroli-
zado de G. elegans y en condiciones 6ptimas de hidrélisis acida diluida, se produjo
un 39,42 % de azicares reductores y la fermentacién dio como resultado una concen-

tracién de etanol de 13,27 £+ 0,47 g/L.

Ademas, Alfonsin, et al., 2019, estudié la produccién de bioetanol de tercera
generacion a partir de residuos de macroalgas de la extracciéon industrial de agar. La
biomasa estudiada fue EFucheuma Denticulatum Spinosum y realizaron una optimi-
zacién de la hidrdlisis dcida teniendo como variables independientes el tiempo (35,
70, 105min), la ratio (7:1, 10:1, 13:1 v/p) y concentracién de acido sulfirico (3, 5, 7

,9%). Manejaron una temperatura estable de 121 °C en una autoclave [23].
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Los resultados indicaron que la capacidad de hidrolisis general es funcion de
la accién combinada de la concentracién de acido, la temperatura y el tiempo de
reaccion. Las concentraciones de acido mas altas dieron como resultado en general
tasas de hidrolisis mas altas. El mayor rendimiento de aziicares reductores se obtuvo
a los 70 min, a una concentracién de dcido del 9% en peso. y proporcién de 7. Los
hidrolizados se convirtieron en bioetanol usando S. Cerevisiae con un rendimiento

de 11,6 g / ¢ y una eficiencia del 75 %.

Otro estudio realizado en 2019 por Zeng, et al., evaluaron la viabilidad de
utilizar Sargassum horneri como materia prima para producir bioetanol. Durante
la produccién de bioetanol, se utiliz6 S-SSF (sacarificacién y fermentacién semisi-
multdneas) utilizando levaduras P. stipites inmovilizadas con alginato de calcio a

partir de S. horneri pretratado con dcido [24].

Ademas, los efectos del tiempo de prehidrélisis, la carga de celulasa, la tem-
peratura de fermentacién y el tiempo de fermentacién sobre la concentracién y el
rendimiento de bioetanol se evaluaron mediante el uso de la metodologia de superfi-
cie de respuesta. Las condiciones operativas o variables dependientes fueron tiempo
de prehidrdlisis (40, 50, 60 min); Tiempo de SSF (5, 10, 15 h);y temperatura de SSF
(25, 30, 35 °C) y la variable dependiente estudiada fue la concentracion de etanol

(EC en g/L).

Como resultado obtuvieron una concentracién maxima de bioetanol (2,89 g/L)
y un rendimiento maximo de bioetanol (0,11 g/g de materia prima) con carga de

celulasa (10 Ul/g de materia prima), tiempo de prehidrdlisis (53 min), temperatura

de SSF (32 ° C) y el tiempo de SSF (14 h).

1.3 HirOTESIS

Es factible determinar los parametros y condiciones adecuadas, principalmente

la concentracion de reactivo, tiempo de reaccion y agitacion de la etapa de hidroélisis
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acida con el fin de obtener un alto rendimiento de azicares totales respecto a las
algas pardas (g alga/g aztcares totales) y, consecuentemente producir bioetanol a

nivel laboratorio,

1.4 OBJETIVO GENERAL

Optimizar los pardametros de hidrolisis acida para la obtencién de aztucares

totales a partir de algas pardas (Sargassum spp.).

1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los pardametros y condiciones adecuadas, tales como velocidades de

agitacion y tiempos de reaccion, concentracion del reactivo para la obtencion

de aztcares totales.

= Optimizar la etapa de hidrdlisis acida mediante el método de superficie de

respuesta
= Determinar las variables del proceso de produccion para optimizar.
= Determinar los pardametros y condiciones de las variables a optimizar.

= Determinar el punto éptimo de los parametros estudiados en la etapa de hidroli-

sis acida
» Analizar los azticares reductores totales mediante el Método Fenol-sulfturico

= Analizar la obtencién de bioetanol mediante cromatografia de gases.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

El este capitulo se prensetard el marco teorico en el cual se destacan las ba-
ses teoricas que ayudaron al desarrollo de este trabajo. Primero se explica sobre la
materia prima que se utilizard, asi como su composicion fisicoquimica, los diferentes
tipos de biocombustibles, sobre todo los de tercera generacion. Por iltimo se explica

sobre los procesos de produccion de bioetanol

27
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2.1 BiomMmAsA

La biomasa es el resultado de la fijacion fotosintética de carbono por las plantas
para formar polimeros organicos que pueden ser digeridos enzimética o quimicamente
a mondmeros de carbohidratos, proteinas y lipidos [25] Los bosques representan el

70-90 \ % de la biomasa terrestre, la mayor parte de esta biomasa en érboles [26].

2.1.1 BI1oMASA LIGNOCELULOSICA

La lignocelulosa es un término genérico que se utiliza para describir la bio-
masa vegetal. Es el recurso de carbono renovable mas abundante del mundo y esta
compuesto principalmente por lignina, celulosa y hemicelulosas. La mayoria de los
desechos de la industria alimentaria y de procesamiento de alimentos son de natura-
leza lignocelulésica con una estimacion global de hasta 1.300 millones de toneladas /
ano. La biomasa estd compuesta de celulosa (40-50 \ %), hemicelulosa (25-35 \ %)
y lignina (15-20 \ %) [24] como se puede apreciar en la 2.1.

Hemicelulosa

Celulosa o
Lignina

Figura 2.1: Estructura de la biomasa lignocelulésica..

La materia lignocelulésica se utiliza principalmente para la elaboracion de pro-

ductos energéticos mediante tratamiento, fisicos, térmicos, quimicos y biolégicos.
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Esto con el fin de sustituir los energéticos fésiles, ya que tienen la ventaja de ser
una fuente renovable y su emisién de CO, es menor a los combustibles fésiles. Sin

embargo, tienen como desventaja que los tratamientos pueden ser costosos.

2.1.2 CELULOSA

La celulosa esta compuesta de unidades de glucosa unidades D-glucosa ligadas
por un enlace glucosidico $-1,4 que podrian hidrolizarse mediante celulasas, lo que
da como resultado aztcar fermentable para la bioconversién del bioetanol [27]. Su

férmula empirica es (C¢H10Os5), y su peso molecular es variable.

Le celulosa es el principal componente de las paredes celulares del material
vegetal y llega a ser muy dificil de degradar por los animales y humanos. Por lo que
se han investigado formas en las que pueden ser usadas, como son para la obtencién
de energias como bioetanol, biodiesel y biogas. Sin embargo, producir azicares mo-
noméricos a partir de celulosa y hemicelulosa con altos rendimientos es mucho més
dificil que extraer azicares de cultivos que contienen azicar o almidén, por ejemplo,

cana de azicar o maiz [15].

Para la produccién de energéticos de segunda y tercera generaciéon como el
bioetanol se requiere principalmente material lignocelulésico, sin embargo, el compo-
nente primordial es la glucosa, para la obtencion de esta se requiere de la conversién

de celulosa a azicares mediante tratamientos quimicos, bioldgicos, térmicos y fisicos.

2.1.3 HEMICELULOSA

Son polimeros ramificados de pentosas, hexosas y azicares acetilados [25].
Quimicamente son heterogéneos. Estas relativamente son faciles de hidrolizar por

los acidos, a sus componentes monoméricos que consisten en glucosa, manosa, galac-
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tosa, xilosa, arabinosa y pequenas cantidades de ramnosa, adcido glucurénico, acido

metilglucurénico y acido galacturénico [28].

La desventaja de la degradacion de la hemicelulosa es que esta da como resul-
tado furfurales e hidroximetilfurfural (HMF) los cuales inhiben la fermentacién para
la obtencion de bioetanol. Sunwoo, et al., 2017, reporta que a los 90 y 120 minutos

de reaccién de tratamiento, la produccién de 5-HMF aument6 de 2,4 a 6,5 g/L.

2.1.4 LIGNINA

Estd compuesta de unidades fenilpropenilo (C9) ramificadas al azar. Los com-
ponentes basicos del fenilpropenilo, como los guayacoles y los siringoles, estan conec-
tados a través de enlaces carbono-carbono y carbono-oxigeno (éter). Es un polimero
tridimensional altamente complejo de diferentes unidades de fenilpropano unidas por
enlaces éter (C - O) y carbono-carbono (C - C) (Figura 2.2). La lignina se concentra
entre las capas externas de las fibras, lo que genera rigidez estructural y mantiene
unidas las fibras de polisacaridos (15-30%). Estd compuesta de unidades fenilpro-
penilo (C9) ramificadas al azar. Los componentes bésicos del fenilpropenilo, como
los guayacoles y los siringoles, estan conectados a través de enlaces carbono-carbono
y carbono-oxigeno (éter). Ademsds, es la fuente renovable mas abundante que tiene

unidades aromadticas en su estructura [28].

La lignina también se ha implicado como inhibidor de las celulasas; por lo tan-
to, muchos de los métodos de pretratamiento que se estan explorando actualmente
han intentado disminuir el contenido de lignina del sustrato solido mientras se mi-
nimiza la degradacién de los carbohidratos|citado de [25]. La lignina une la pectina,
la proteina y los dos tipos de polisacaridos, celulosa y hemicelulosa, en la biomasa
lignocelulésica. La lignina resiste el ataque microbiano y agrega fuerza a la planta.
Por lo tanto, los pretratamiento aplicados se utilizan para abrir la biomasa degradan-

do la estructura lignocelulésica y liberando los polisacéridos [15]. Los tratamientos
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que reducen el contenido de lignina del sustrato incluyen el organosolv pulping! con

varios disolventes, incluidos etanol, glicerol y etilenglicol.

Figura 2.2: Estructura de la lignina de madera suave. De cap. General, por Ashok
Pandey, et al. Biofuels. Alternative feedstocks and conversion processses, 10, 2011,

Academic Press.

A continuacién, se presenta una estructura quimica de un compuesto lignoce-

lulésico, conformada de lignina, celulosa y hemicelulosa.

1 El organosolv pulping es una de las extracciones eficientes de lignina de maderas duras con
mayor recuperacion de lignina del 60 %, menor cantidad de cenizas y residuos de carbonato, asi como

preservacién de la estructura original a través del enlace -O-4.
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Figura 2.3: a) Estructura de la celulosa (compuesta por uniones de D-glucosa unidas
por enlaces 8-1, 4 glucésidos). b) Estructura de la hemicelulosa. ¢)Estructura de
la lignina. Advances in Genetic Manipulation of Lignocellulose to Reduce Biomass
Recalcitrance and Enhance Biofuel Production in Bioenergy Crops, M. Madadi et al.,

5, 2017,Journal of Plant Biochemistry Physiology. DOI: 10.4172/2329-9029.1000182
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2.2 BIOCOMBUSTIBLES

Son los combustibles producidos a partir de una fuente renovable principalmen-
te de biomasa de cultivos como, el arroz, maiz, sorgo, azicar (primera generacion).
También se pueden obtener de residuos de cultivos como la melaza de cana, cascaras
de maiz y arroz, de desechos lignocelulésicos de maderas suaves y duras (segunda
generacién). Las algas también son una fuente para la produccién de biocombusti-
bles (tercera generacién). De todos los biocombustibles, se ha confiado en el etanol
como combustible alternativo para el futuro y ya se produce en una escala justa en

todo el mundo [15].

La principal razon del interés por los biocombustibles renovables es la posibi-
lidad de obtener una reduccién sustancial de las emisiones de escape nocivas de la
combustion, especialmente a medida que los limites legales son cada vez mas estrictos

y se regulan mds componentes de escape [15].

Las preocupaciones sobre los balances energéticos estan relacionadas tanto con
la eficiencia energética del ciclo de vida de los biocombustibles como con el ahorro de
energia no renovable entre los biocombustibles y los combustibles fésiles. Este iltimo

aspecto es relevante con respecto a la eficiencia de sustitucién de los biocombustibles

[28].

2.2.1 BIOCOMBUSTIBLES DE PRIMERA GENERACION

Los biocombustibles de primera generacién se obtienen a partir de biomasa
comestible como cana de azucar, maiz, trigo, cereales, oleaginosas, aceites vegetales
y grasas animales extraidas. Los bioalcoholes de primera generacién (bioetanol) se
producen mediante la fermentacion de levadura de azticares vegetales y almidones
obtenidos de cultivos como la cana de aztcar, la remolacha azucarera y el maiz. Sin

embargo, el éxito futuro de los biocombustibles de primera generacién esta limitado
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por su insostenibilidad social y ambiental [29].

Los biocombustibles de ” primera generacién” pueden ofrecer algunos beneficios
de CO2 y pueden ayudar a mejorar la seguridad energética nacional. Pero existen
preocupaciones sobre el abastecimiento de materias primas, incluido el impacto que
puede tener sobre la biodiversidad y el uso de la tierra y la competencia con los
cultivos alimentarios. Un biocombustible de 'primera generacién’ se caracteriza por
su capacidad para mezclarse con combustibles derivados del petréleo, quemarse en
motores de combustion interna existentes y distribuirse a través de la infraestructura
existente, o por el uso en tecnologia de vehiculos alternativos existente como FFV

("Vehiculo de combustible flexible”) o vehiculos de gas natural [30].

2.2.2 BIOCOMBUSTIBLES DE SEGUNDA GENERACION

Los biocombustibles de segunda generacion son producidos a partir de material
vegetal no comestible, tal como desechos lignocelulésicos. La biomasa lignoceluldsica
es el material vegetal mas abundante en el planeta y estd disponible en cantidades
mucho més altas debido a mayores rendimientos por area de tierra, y a un costo
menor que los materiales a base de almidén y sacarosa [29], ademds de que estos
reducen la competencia con los la materiales comestibles usados para dicha produc-
cién. Sin embargo, existe preocupacién sobre el uso de la tierra en competencia o los

cambios de uso de la tierra requeridos [31].

No obstante, la tecnologia para la produccién de estos biocombustibles no esté
completamente desarrolladas ya que a diferencia de los de primera generacién estos
necesitan de un tratamiento adicional para la obtencién de los azucares en el caso

de produccion de bioetanol.
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2.2.3 BIOCOMBUSTIBLES DE TERCERA GENERACION

Son los biocombustibles basados en materia de algas (microalgas y macroalgas)
y cianobacterias, que producen carbohidratos, proteinas, aceites vegetales (lipidos) y,
posteriormente, biodiésel e hidrégeno gaseoso, por lo que estan ganando un interés
considerable [29]. Ademds, el cultivo de microalgas crea un sumidero de gases de

efecto invernadero, lo que lo hace méas verde por naturaleza [32].

De acuerdo con R. Singh, et al., 2015, las algas son consideradas como materia

prima potencial para la produccion de biocombustibles son los siguientes:

s Alta productividad por unidad de érea,
» Recursos de materias primas no basadas en alimentos,
= Uso de tierras no productivas y no cultivables,

» Utilizacién de una amplia variedad de fuentes de agua (dulce, salobre, salina,

marina, producidos y aguas residuales),
= Produccion de biocombustibles y coproductos valiosos, y

= Reciclaje potencial de CO, y otras corrientes de desechos de nutrientes

Sin embargo, la producciéon de biocombustible a partir de materia prima de
microalgas sigue siendo cuestionable, ya que es necesario un aporte intensivo de
energia como resultado de la suplementacién de nutrientes, los procesos posteriores
involucrados, etc. En la actualidad, la comercializacion de biocombustible a base de
microalgas todavia estd en marcha para optimizar ain mas los sistemas de cultivo
disponibles, como los estanques y fotobiorreactores cerrados de manera rentable para

la produccién de biocombustibles [32].

La composicion de la materia seca de las algas se puede ajustar en funcion

de las especies de algas y el procedimiento de crecimiento. Las microalgas exhiben
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una gran variabilidad en el contenido de lipidos. Entre las especies de microalgas, en
las cuales el contenido de aceite puede alcanzar hasta el 80 %, son el Botrycoccus,
y niveles del 20 al 50 % son bastante comunes en las especies de Chlorella. Las
variaciones se deben a diferentes condiciones de cultivo y métodos de extraccion de
lipidos y acidos grasos. Ademads, se sabe que microalgas como Chlorella, Dunaliella,
Chlamydo monas, Scenedesmus 'y Spirulina contienen una gran cantidad de almidon
y glucégeno (> 50 % del peso seco) que pueden utilizarse como materias primas
para la produccién de etanol. Las microalgas también pueden asimilar la celulosa
que también se puede fermentar a bioetanol [33]. Las microalgas tienen dimensiones
microscopicas, mientras que las macroalgas o algas marinas, son mucho mas grandes.
A diferencia de las algas las cianobacterias son bacterias que realizan exactamente
el mismo tipo de fotosintesis que las algas verdes, pero son mas primitivas. Las algas
y las cianobacterias utilizan diéxido de carbono atmosférico, agua y luz solar para

fotosintetizar su biomasa [34].

Las algas pardas (Phaeophyta) en particular contienen polisacéridos de al-
macenamiento que son sustratos para la degradacion microbiana. Contienen altas
cantidades de carbohidratos como 4cido alginico (estructural) y laminaran y mani-
tol (almacenamiento) que potencialmente pueden fermentarse en etanol. El alginato
tipicamente constituye el 30-40 % del peso seco en las algas marrones gigantes (algas
marinas). La laminarina es un polisacarido lineal de 1,3-B-Dglucopiranosa y puede
hidrolizarse con relativa facilidad a glucosa fermentable. A diferencia de la bioma-
sa lignoceluldsica, tienen bajos niveles de lignina y celulosa, lo que las hace mas
susceptibles de bioconversion a combustibles energéticos que las plantas terrestres

[15].

2.2.3.1 ALgas

Son organismos acuaticos capaces de realizar la fotosintesis oxigénica por lo

que realizan una gran aportacion de oxigeno al planeta, desde hace varios anos las
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algas han sido objeto de estudios ya que han mostrado un gran potencial como fuente
para la produccién de biocombustibles debido a su alto contenido de écidos grasos

y a su rapida produccién de biomasa.

Las algas utilizan la fotosintesis para convertir la energia solar en energia quimi-
ca. Almacenan esta energia en forma de aceites, carbohidratos y proteinas. Cuanto
mas eficiente sea una planta en particular para convertir esa energia solar en energia
quimica, mejor serd desde la perspectiva del biodiésel, y las algas se encuentran entre
las plantas fotosintéticamente eficientes del planeta. Una granja de algas de 1 ha en
un terreno baldio puede producir de 10 a 100 veces més aceite en comparacion con
cualquier otra fuente conocida de cultivo de aceite. Las emisiones de gases de efecto
invernadero producidas por la industria podrian disminuir mediante las tecnologias
basadas en algas. [34]. De estos organismos fotosintéticos podemos encontrar a las

microalgas y macroalgas.

2.2.3.2 MICROALGAS

Las microalgas (fitoplancton) son un conjunto diverso de formas vegetales, pre-
dominantemente acuaticas, unicelulares, multicelulares o coloniales [35]. Estas son
clasificadas de acuerdo con su ciclo de vida, pigmentaciéon y estructura celular. Los
sistemas de microalgas de segunda generacion tienen la ventaja de que pueden produ-
cir una amplia gama de materias primas para la produccién de biodiésel, bioetanol,

biometano y biohidrégeno [36].

Las microalgas son la forma més primitiva de plantas. Si bien el mecanismo de
fotosintesis en las microalgas es similar al de las plantas superiores, generalmente son

convertidores de energia solar mas eficientes debido a su estructura celular simple

[36] (Figura 2.5).

La biomasa de las microalgas estd compuesta principalmente de carbohidratos,

proteinas y lipidos, lo que hace posible la produccion de combustibles como bioetanol
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y biodiesel. Debido a que su reproduccion y crecimiento se debe a la absorcién de
energia solar y COy se consideran una materia prima potencial para la produccién
de biocombustibles, los cuales al ser de una fuente renovable sus emisiones de CO,

son menores a las de los combustibles fésiles.

co2
Radiacion solar Oxigeno (02)

Figura 2.4: Proceso fotosintético de las microalgas.

https://www.eoi.es/blogs/merme/microalgas-y-biocombustibles/

2.2.3.3 MACROALGAS

Las macroalgas o algas marinas son plantas multicelulares que crecen en agua
salada o dulce [36]. De acuerdo con McHugh, D. J.; 2003, las algas marinas pueden
clasificarse en tres grupos basados en su pigmentacién: pardas (Phaeophyceae), red
(Rhodophyceae) y verdes (Chlorophyceae) [37]. Las algas rojas generalmente son de
1 m de largo, algunas suelen ser de color purpura. Las algas verdes son pequenas de
tamanos similares a las algas rojas. Las algas pardas son usualmente grandes que

van desde los 20 m de largos, las gruesas de 2 a 4 m y las especies mas pequenas de
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30 a 60 cm.

Las algas pardas tienen una gran variedad de usos, de estas se pueden producir
y extraer productos como hidrocoloides alginatos, agares, fertilizantes y aditivos.
Algunas algas pardas tienen uso alimenticio, principalmente en paises asidticos como
China y Japdén. Su color marrén se debe a la presencia de pigmentos de xantofilas
y fucoxantina. Estos pigmentos actiian como una mascara para otros pigmentos. La

pared celular estd formada por celulosa y écido alginico [38].

2.2.3.4 USO DE LAS ALGAS MARINAS COMO COMBUSTIBLES

En estudios previos se ha investigado sobre la aplicacién de las macroalgas para
la produccion de biocombustibles por lo que se determiné que son prominentes para
la produccién de energias debido a su alto contenido de carbohidratos, proteinas,
alginatos, entre otros, por lo que es posible aprovecharlas para la produccién de
biometano, biohidrégeno, bioetanol. Los principales grupos de carbohidratos que
se encuentran en las algas marinas son laminaria, alginato, celulosa, fucoidan y el
alcohol de aziicar manitol [39]. Sin embargo, una de las etapas limitantes del proceso
biolégico es la conversion de carbohidratos poliméricos en azicares monoméricos

[40].

Las algas ricas en carbohidratos y de rapido crecimiento, como la especie S.
japonica, se estan convirtiendo cada vez mas en la biomasa de eleccién de tercera
generacion. Los procesos respetuosos con el medio ambiente y econémicamente racio-
nales para la produccién de biocombustibles son esenciales si se quieren aprovechar

los beneficios de estas nuevas materias primas marinas [41].

En literatura revisada se encontraron estudios que demuestran que las algas
pardas pueden ser usadas para la produccién de biocombustibles, como lo son la
Saccharina latissima [39] [40] y Saccharina japénica [41]. Este estudio su objetivo

fue evaluar el potencial del Sargassum spp., por lo que se especifica mas a detalle las



CAPITULO 2. MARCO TEORICO 40

caracteristicas de esta alga.

2.3 BIOETANOL

El bioetanol es un biocombustible liquido que se produce mediante la fermen-
taciéon ABE (fermentacién. Acetona-butanol-etanol) de diferentes tipos de materias
primas renovables, como maiz, soja, paja de trigo, astillas de madera y, mas re-
cientemente, microalgas [38] y macroalgas. El bioetanol es un alcohol, grupo de
compuestos quimicos cuyas moléculas contienen un grupo hidroxilo (-OH), unido a
un atomo de carbono [15]. Su férmula quimica es CoH5OH o cémo se puede observar

a continuacién:

II/I_I

H=C—C—0
H H

Figura 2.5: Estructura molecular del bioetanol.

https://cremeroleo.de/en/products/bioethanol.html

A continuacion, en la Tabla 2.1 se pueden observar las propiedades fisicoquimi-

cas del bioetanol.
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Tabla 2.1: Propiedades fisicoquimicas del bioetanol.

Propiedades del combustible Bioetanol
Densidad 15 °C 790 kg/m?
Viscosidad cinemética 40 °C 1.130 mm?/s
Numero de cetano 5-38
Oxigeno 34.7 % masa
Numero de octanaje 110
Calor latente de vaporizacién 921 kJ/g
Valor calorifico 25.22 - 26.70
Flash point 13 C
Temperatura de auto-ignicion 332.8 - 336.0 °C
Contenido de agua 2024 mg/kg
Radio estequiométrico combustible/aire 1/9.01

De L. S. Khuong et al., 2016.

De acuerdo con L. S. Khuong et al., 2016, el bioetanol tiene las siguientes

ventajas que lo hacen factible como uso de combustible renovable:

= El bioetanol tiene un indice de octanaje y un contenido de oxigeno mas altos,

que son deseables para motores de gasolina y diésel.

» La quema de bioetanol produce menos emisiones de hollin, 6xido de carbono

e hidrocarburos no quemados en comparacion con los combustibles fosiles.

= Se quema limpiamente debido al mayor contenido de octanaje, produciendo

emisiones mas limpias. Esto reduce la cantidad de aditivos de octano.

= El uso de mezclas de bioetanol y gasolina como el E85 puede ayudar a reducir

las emisiones de gases de efecto invernadero.

= Tiene limites de inflamabilidad m&s amplios, mayor velocidad de llama, mayor
calor de vaporizacién, mayor relacion de compresion y menor tiempo de en-
cendido, lo que mejora la combustién de combustible en comparacién con los

combustibles fosiles.
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= La combustion de bioetanol produce emisiones que son menos reactivas a la
luz solar en comparaciéon con la gasolina. Por lo tanto, el uso de bioetanol es
menos perjudicial para el medio ambiente y la capa de ozono en comparacion

con los combustibles fésiles.

= El bioetanol es biodegradable y no contiene compuestos aroméaticos como ole-

finas y diolefinas.
= Es menos toxico en comparacién con los combustibles fésiles.

= El uso de bioetanol ayuda a brindar seguridad energética ya que reduce las
importaciones de petrdleo de paises extranjeros debido a que el bioetanol se

puede producir en el pais.

Sin embargo, menciona algunas de las desventajas que el bioetanol presenta:

= Es miscible con agua y, por tanto, tiene un efecto corrosivo sobre los compo-

nentes del motor.

= Tiene un efecto indeseable en las bombas de combustible eléctricas, ya que

aumenta el desgaste interno y genera chispas.

= Tiene menor poder calorifico y menor densidad energética, lo que conduce a
un mayor consumo de combustible para generar la misma potencia del motor

que los combustibles fésiles convencionales.

= El etanol puro es dificil de vaporizar, lo que dificulta el arranque del vehiculo

en climas frios.

= Tiene una mayor tendencia a llegar al carter, ya que tiene un calor de vapo-
rizacion mas alto en comparacién con los combustibles fésiles y, por lo tanto,

contamina el aceite del motor [42].

El etanol y bioetanol tienen la misma composiciéon quimica, sin embargo, la

diferencia entre estos es la materia prima de la que se obtiene ya que el bioetanol
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proviene de fuentes renovables. No obstante, la produccion el método de produccién
dependera de que generacion de bicombustible se trate como se mencioné anterior-
mente. En general, los materiales basicos para producir biocombustibles deben tener
ciertas caracteristicas, incluidas altas concentraciones de carbono e hidrégeno y bajas

concentraciones de oxigeno, nitrégeno y otros componentes organicos [15].

El bioetanol de tercera generacién se obtiene a partir de algas las cuales son
muy eficientes para convertir la luz, el agua y el CO5 en biomasa en un sistema que

no necesariamente requiere tierras agricolas [38].

Ademas, las algas pueden crecer tanto en aguas dulces como en saladas, incluso
en aguas residuales. debido a su contenido de carbohidratos se puede generar bio-
etanol, no obstante, la composicion de la biomasa se ve afectada por las condiciones

de cultivos.

Las microalgas son la materia prima que mas se ha investigado para la pro-
duccion de bioetanol, sin embargo, existen las macroalgas de las cuales tienen un
50 % de carbohidratos en su composicién total de biomas, por lo que han sido estu-
diadas en este trabajo, ademas de que se busca una solucién a la problematica de la

abundancia masiva las macroalgas Sargassum spp. que se ha presentado en 2011.

2.4 Sargassum spp.

Hay muchas especies del género Sargassum distribuidas en aguas tropicales y
subtropicales, pero solo dos, S. natans y S. fluitans (Figura 2.6), tienen un ciclo de
vida completamente peldgico y ofrecen estructuras de apoyo ecolégico de diferentes

formas en ambientes que de otro modo serian pobres en nutrientes [43]
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S. natans S. fluitans

Figura 2.6: Sargassum natans y fluitans. De Identification and chemical studies of
pelagic masses of Sargassum natans (Linnaeus) Gaillon and S. fluitans (Borgessen)
Borgesen (brown algae), found offshore in Ondo State, Nigeria, por O. O. Oyesiku
et al., 2014, African Journal of Biotechnology, Vol. 13(10), pp. 1188-1193.

Estas dos especies de Sargassum spp. fisicamente son muy similares, sin embar-
go, morfolégicamente tienen diferencias [44], por lo tanto en la Tabla 2.2 se presenta

la morfologia de S. natans y S. fluitans.

Tabla 2.2: Morfologia de las especies de Sargassum: S. natans y S. Fluitans

Especies S. natans S. fluitans

Tallo Plano en un lado y delgado ahusado Plano en un lado con ramitas
Forma de hoja Estrecho, lineal-oblongo lanceolado-eliptico

Tamano de hoja 1-32x 15-20° 3-5ex 15-210

Apice de la hoja Obtuso Agudo

Margen de la hoja Poco dentado Profundamente dentado
Vesicula Con punta de espina (aprox. 1-2* x 0.5-3* mm) Sin punta de espina (aprox. 1-3* x 1-3* mm)
Tallo de vesicula Largo y delgado (aprox. 1-3 mm) Largo y alado (aprox. 1-3 mm)

*rango de ancho *rango de longitud

Estas diferencias morfoldgicas pueden dictar el valor del habitat para la comu-
nidad de fauna asociada [43]. De igual forma, O. Oyesiku, et al., 2014, analizé los

minerales contenidos en la mezcla de las especies de Sargassum antes mencionadas

Tabla (2.3).
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Tabla 2.3: Contenido de minerales de la mezcla de S. natans y S. Fluitans

Mineral mg/100 g
Féstoro 96.5 + 2.12
Magnesio 42.75 £ 0.35
Potasio 28.0 £ 0.74
Planchar 8.7 £ 0.28
Nitrégeno (Kjeldahl) 6.360. + 0.2
Zinc 0.05 £ 0.0
Yodo 0.04 £ 0.0

En cuanto al analisis de humedad de las dos especies de algas se encontré que
cada una tiene una capacidad de absorcion diferente como se puede observa en la
Tabla 2.4. Respecto a las propiedades proximales de las dos especies en base seca se
tiene lo siguiente presentado en la Tabla 2.5. Como se puede observar ambas especies
cuentan con casi el 50% de celulosa, la cual podria ser transformada en energia
mediante diferentes procesos de conversién como la hidrdlisis y fermentacion, con el

fin de obtener biocombustibles [45].

Tabla 2.4: Anélisis de humedad total ( %) de las dos especies de Sargassum

Humedad
S natans S. fluitans
n 9 9
Aire x  79.36 81.33
o 0.45 1.13
Estufa 70 °C  x  82.65 85.05
o 0.12 1.03

Panel en linea: Arribazén de sargazo en el Caribe Mexicano

Panelista: Pereira-Corona, Alberto.
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Tabla 2.5: Resumen de las propiedades proximales (%) de las dos especies de Sar-

gassum
Base seca
S natans S. fluitans
Cenizas totales x  29.12 27.35
o 0.65 1.32
Extracto etéreo x 3.81 2.87
o 0.68 0.51
Lignina X 0.51 0.52
o 0.02 0.03
Celulosa X 38.35 41.70
o 0.36 1.25
Hemicelulosa X 17.28 12.79
o 2.74 1.60
Proteina cruda x 11.15 12.00
o 3.89 9.31

Panel en linea: Arribazén de sargazo en el Caribe Mexicano

Panelista: Pereira-Corona, Alberto.

Como se ha mencionado anteriormente estas dos especies de Sargassum han
tenido un florecimiento abundante y arribo masivo en las costas de Caribe, lo cual
tiene un efecto negativo, por tal motivo se han investigado diferentes usos que se les
puede dar y que ayuden a mitigar el problema. Entre las soluciones esta el uso de
estas algas como fuente de biocombustibles ya que como menciona L. O. Kyung &
E. Y. Lee, 2016, las algas pardas tienen varias ventajas como materia prima para la

produccion de biocombustibles:

= Las algas pardas evitan la competencia con la produccion de alimentos.

= No requieren tierras arables y se cultivan en el océano mediante la acuicultu-
ra sin necesidad de los costosos nutrientes, fertilizantes o agua dulce que se

requieren para la agricultura convencional.
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= No existe ningin problema moral asociado con el uso de algas pardas para la

producciéon de biocombustible.

= Una ventaja particularmente importante es que las algas pardas pueden ofrecer

altos rendimientos de biomasa por acre.

= Las algas pardas contienen altos niveles de carbohidratos, contribuyendo hasta

el 55% (p / p) de la biomasa seca [17].

Por lo tanto, las algas pardas son una biomasa renovable y sostenible ideal
debido a su abundancia y altos niveles de aziicar que se pueden utilizar para la
produccién de bioetanol y productos quimicos [46]. Aproximadamente 70 millones
de toneladas secas de macroalgas se cultivan y recolectan en todo el mundo en granjas
costeras en alta mar y cerca de la costa (citado de [46]. Sin embargo, la desventaja
que presentan es el complejo método que se usa y los altos costos de produccién que

requieren.

2.5 DESARROLLO DEL PROCESO DE PRODUCCION DE

BIOETANOL.

La conversién de biomasa vegetal a bioetanol puede ser mediante diferentes

procesos quimicos, térmicos y biologicos.

Como se ha mencionado anteriormente existen diversos procesos de tratamiento
para la produccién de biocombustibles, estos se determinan de acuerdo con la materia
prima que estd siendo utilizada, a los costos de produccién y al tipo de combustible
que se pretende obtener, como se puede observar en la Figura 2.7, se muestra una
descripcion general de los procesos de conversion de materias primas de biomasa

vegetal en biocombustibles.
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Materias primas de biomasa vegetal

Azucar/cultivo de ) ) .
Materias primas de lignocelulosa

almidén Aceite de plantas
i . Presién o
Molienda - . Hidrolisis
Pirolisis rapida  Gasificacion  Licuefaccién Digestion extraccion
| | anaerdbica | |
Hidrolisis | | . . Azticares ‘
| Hidrotratamineto  Sintesis  Hidrotratamiento  p uificacion Aceite vegetal
Azlcares | catalizada | | | |
| ) | ) Fermentacion L
Refinado ) Refinado Metano Esterificacion
Fermentacion | Refinado | | | |
| 5 it | Bi g Bioga Refinado Biodiesel
: io-aceite iocrudo iogas iodiese
Ref|r|1ado Syngas g |
Bioetanol Bioetanol

Combustibles de motor

Figura 2.7: Procesos generales de la produccién de biocombustibles a partir de ma-
terial lignoceluloso. Algae Energy. Algae as a New Source of Biodiesel, por M. F.
Demirbas, Ayhan, Demirbas, 2010, 1st ed. Springer-Verlag London.

En cuanto al proceso de produccion de bioetanol a partir de algas se debe tomar
en cuenta que las algas son de material lignoceluldsico, por lo que se requiere de una
conversién de celulosa a azucares fermentables. Algunos métodos para realizar dicha

conversion pueden ser:

= Hidrolisis quimica: hidrélisis acida.

= Biolégico: Hidroélisis enzimatica.

Después de obtener los azicares fermentables se realiza el proceso de fermen-
tacion mediante levaduras capaces de producir bioetanol. En la Figura 2.8 se puede
observar el proceso de produccion de biocombustibles de tercera generacién a partir

de algas pardas.
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Algas pardas
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Figura 2.8: Proceso de producciéon de biocombustibles a partir de algas pardas.

La hidrdlisis (sacarificacién) descompone los enlaces de hidrégeno en las frac-
ciones de hemicelulosa y celulosa en sus componentes de azicar: pentosas y hexosas.
Estos azicares pueden fermentarse en bioetanol. La hidrolisis de celulosa [hexosan,

(CeH1005),, | produce glucosa (una hexosa, CgH120g ) [36] .

La hidrolisis de celulosa es catalizada por acidos minerales y enzimas. Hexosan

a hexosa, reaccionando de la forma que se observa en la ecuacién 2.1:

(CE)H804)7L + anO — nC5H1005 (21)
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Figura 2.9: Representacion esquematica de la hidrolisis de material lignocelulésico.

De Advances in bioethanol, por P. Bajpai, 2013, 1st ed., Springer.

Los métodos de hidrolisis mas utilizados son el dcido y el enzimatico. Se utiliza
tanto acido diluido como concentrado. El tratamiento con acido diluido se emplea
para la degradacién de la hemicelulosa dejando la red de lignina y celulosa en el
sustrato (Figura 2.9). Tanto la hidrélisis enzimatica como la quimica requieren un

pretratamiento para aumentar la susceptibilidad de los materiales celulésicos [36].

2.5.1 HIDROLISIS ENZIMATICA

Los polisacdridos (almidén) constan de unidades de glucosa unidas por enla-
ces glicosidicos. El almidén estd compuesto por dos moléculas diferentes. Estos son
amilosa y amilopectina. En la amilosa, las moléculas de glucosa estan unidas de for-

ma lineal. Ademads, las moléculas de glucosa estan dispuestas de forma lineal y con
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un tipo diferente de enlace entre dos glucosas adyacentes. Este enlace conduce a la
formacion de una estructura ramificada. El almidén de plantas y microalgas incluye
generalmente 20-30 por ciento de amilosa y 70-80 por ciento de amilopectina. Las
moléculas de almidon se descomponen mediante amilasas, enzimas y se convierten
en unidades de glucosa. Por otro lado, la celulosa se presenta en las paredes celulares
de las microalgas. Este polisacarido se compone de varios cientos a miles de unidades
de glucosa enlazada (1 — 4). Las celulosas son hidrolizadas por celulasas. Estas en-
zimas hidrolizan unidades de glucosa unidas (1 — 4) y convierten los polisacéridos

en unidades de glucosa [47].

El tratamiento enzimatico involucra enzimas comerciales como celulasas (endo-
glucanasa, celobiohidrolasa y celobiasa), amilasa y agarasa para hidrolizar los poli-
sacaridos complejos de macroalgas (por ejemplo, celulosa, almidén y agar) en azticar

reductor monomeérico, por ejemplo, glucosa y galactosa [48].

De acuerdo con K. Li, et al., 2014 [49] , la hidrélisis enzimdtica presenta la

siguientes ventajas:

= En comparacion con la hidrélisis acida, la hidrolisis enziméatica requiere menos
energia y condiciones ambientales suaves (pH 4.5 - 5.0 y temperatura 40 - 50

° Q).
= No tiene problemas de corrosion.

= Tiene un bajo consumo de utilidad y una baja toxicidad de los hidrolizados

como las principales ventajas de este proceso.

2.5.2 HIDROLISIS ACIDA

El proceso de acido diluido se realiza a temperaturas de 120 °C a 220 °C y
presiones de 34,473.8 [50] a 120,000 Pa [51] (pascales) y tiene un tiempo de reaccién
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en el rango de segundos o minutos. El proceso de acido concentrado utiliza tem-
peraturas relativamente suaves, pero a una alta concentracién de dcido sulfurico y
una presiéon minima involucrada [15]. A continuacién se presentan algunas reacciones

bioquimicas [14].

(CeH1005)n(celulosa) + nHyO — nCsH1506(glucosa, fructosa) (2.2)

(C5HgOy)n(hemicelulosa) + nHyO — nCsHy9Os(xilosa, manosa, arabinosa, etc.)

(2.3)

2.5.3 HIDROLISIS ACIDA DILUIDA

El pretratamiento con acido diluido (0,5-1,0 % de dcido sulfirico) a temperatu-
ras moderadas (140-190 °C) puede eliminar y recuperar eficazmente la mayor parte
de la hemicelulosa como azucares disueltos. Con este método, los rendimientos de
glucosa de la celulosa aumentan con la eliminacion de la hemicelulosa hasta casi el

100% [52).

La hidrélisis acida diluida consta de dos tipos de reacciones quimicas. Una reac-
cién convierte los materiales celuldsicos en azicar y la otra convierte los azicares en
otras sustancias quimicas, muchas de las cuales inhiben el crecimiento de microbios
de fermentacién posteriores. Las mismas condiciones que causan que ocurra la pri-
mera reaccién, simultaneamente causan la sobredegradacién de aztucares y lignina,

creando compuestos inhibidores como dcidos organicos, furanos y fenoles [52].

El furfural es un derivado del azicar pentosa, esta presente en el hidrolizado de
hemicelulosa en una concentracién de 1-4 gl.~, pero puede inhibir el crecimiento de

E. coli y otros organismos en concentraciones tan bajas como 2.4 g L.”. Mientras que



CAPITULO 2. MARCO TEORICO 53

otros aldehidos, como el 4-hidroxibenzaldehido y el siringaldehido, son mas toxicos
que el furfural en funcién del peso, la presencia de furfural mejora el efecto de otras

toxinas [25].

2.5.4 HIDROLISIS ACIDA CONCENTRADA

La hidrdlisis 4cida concentrada (aproximadamente un 70 % de contenido de
acido) utiliza una temperatura baja (38 © C / 100 ° F) y una presién baja. La
tasa de recuperacion de celulosa del proceso de pretratamiento inicial y la tasa de
conversion de celulosa a glucosa bajo este proceso son mucho més altas (90 %) que con
la hidrolisis dcida diluida. De igual manera, B. Zhang & A. Shabazi, 2011, mencionan
que la hidrolisis acida contrada tiene la ventaja que as bajas temperaturas y presiones
empleadas permiten el uso de materiales de costo relativamente bajo, como tanques

y tuberias de fibra de vidrio.

A pesar de ello, las debilidades que presenta, en comparaciéon con otros pro-
cesos, son su tasa de conversion relativamente lenta y el hecho de que es necesario
desarrollar sistemas de recuperacion de acido mas econémicos y eficientes. A menos
que se elimine el acido, se deben usar grandes cantidades de cal para neutralizar
la solucién de azicar, que requiere la eliminacion de sales. Esto aumenta el costo y

encarece el producto final [52].

En este proceso de hidrélisis acida se forman varios compuestos capaces de
inhibir la fermentacién. Por lo tanto, se recomienda realizar una detoxificacién para

eliminar estos compuestos.
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2.6 DETOXIFICACION

Es el proceso que consiste en eliminar compuestos formados en la hidrolisis, los
cuales pueden inhibir la fermentacion. Debido a la reaccion de la hidrolisis se pueden
formar compuestos como furfurales, hidromexilfurfurales, acido acético y levulinico
[53], entre otros Figura 29, los cuales pueden resultar perjudiciales para las levaduras
o bacterias que realizaran la fermentacion, lo que ocasionaria una menor produccién

de bioetanol.
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Figura 2.10: Composiciéon del bagazo de la cana y principales inhibidores. De

“Hidrolisis acida de materiales lignocelulosicos y detoxificacion por pervaporacion,”

por O. J. Jaramillo-Pineda, 2013, Universidad Nacional de Colombia, 2013.

La detoxificacion se puede realizar mediante diferentes métodos, la diferencia

entre cada método es el compuesto quimico y las condiciones de temperatura, pH y

agitacion que cada uno determina. Algunos de los compuestos quimicos que se usan

en la detoxificacion son carbén activado e hidroxidos como calcio y sodio.

A continuacién, se presentan algunos métodos de detoxificacion:
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Detoxificacién con Hidréxido de calcio: La detoxificacién consiste en
anadir hidréxido de calcio (CaOH) a la muestra hidrolizada hasta alcanzar un pH
11, con agitaciéon, y mantener por 30 minutos a 30 °C. Filtrar nuevamente después

de los 30 minutos. Después ajustar a pH 6 usando HySO,4 concentrado [22].

Detoxificacién con Hidroxido de Sodio. Para este proceso se utilizan per-
las de hidroxido de sodio hasta alcanzar un pH de 12 unidades. Las condiciones de

operacién requeridas son 60 °C a 150 rpm durante 1 hora (citado de [54])

Detoxificacion con Carbén Activado. Para este proceso se utiliza carbon
activado para reducir el pH del hidrolizado con condiciones de operacién de 60 °C a

150 rpm durante 1 hora. (citado de [54])

Para una mejor eficacia se pueden combinar y aplicar varios métodos de deto-

xificacién a una misma muestra hidrolizada.

2.7 FERMENTACION

La fermentacion se define como un cambio quimico provocado por el uso de
microorganismos. La respiracion es el proceso por el cual un organismo oxida los

alimentos para producir energia [55].

La produccién de alcohol por la accién de la levadura sobre malta o extractos
de frutas se ha llevado a cabo a gran escala durante muchos anos y fue el primer

proceso industrial” para la produccién de un metabolito microbiano [56].

Existen varios tipos de fermentacion en los que destacan la fermentacién al-
cohodlica, lactica y acética, la diferencia entre estas es que los organismos que se
encarga de realizar el proceso de convertir en glicidos son diferentes los cuales pue-
den ser, lavaduras y bacterias, por lo que a partir de ello se o tendra el producto

resultante.
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Existen dos tipos de fermentacién:

La fermentacién aerdbica: consiste en llevar el proceso en presencia de
oxigeno y, la anaerdbica, cuyo proceso consiste en realizarlo es ausencia de oxigeno.
Se ha reportado que las levaduras tienen un mayor crecimiento en presencia de
oxigeno y estas pueden convertir azicares en agua y diéxido de carbono que les sirve

de energia que usan para reproducirse [57].

Fermentacién anaerdbica: En estas condiciones las levaduras pierden mas

energia debido a que usan més azicares [57].

En cuanto a la produccién de bioetanol/etanol los organismos més usados son
las levaduras.Las levaduras estan conformadas de una solo célula madre que pueden

formar nuevas células [57].

2.8 Saccharomyces cerevisae.

Es también conocida como la levadura de cerveza, ya que se usa para la fermen-
tacion de bebidas alcohdlicas. Es una levadura heterdtrofa, que obtiene la energia a

partir de la glucosa y tiene una elevada capacidad fermentativa.

Es importante mencionar que se ha demostrado que la levadura Saccharomy-
ces cerevisae es muy vigorosa y esta bien adaptada para la conversion de aztucares

reductores en hidrolizados celuldsicos en bioetanol [22].



CAPITULO 3

HERRAMIENTAS Y METODOS

En esta seccion se presentan las diferentes herramientas y métodos que se uti-
lizaron en el desarrollo de la metodologia de este trabajo. Primeramente, se describe
el método de optimizacion que se aplico a la hidrolisis dcida. Sequidamente, se men-
cionan los métodos culitativos y cuantitativos para el andlisis de azicares, asi como
las herramientas que se usaron para su realizacion. Por wltimo, se describe el método

y técnica para analisis de bioetanol.
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3.1 METODO DE OPTIMIZACION

3.1.1 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA (RSM)

Como describen D. Montgomery, 2012 y C. Gil-Martinez, 2019, la RSM son
técnicas matematicas y estadisticas que se usan para el modelado y analisis de ejer-
cicios en los que diferentes variables (£, &, ..., &) influyen la respuesta de intéres que

se busca optimizar. [58][59].

La relacion estara dado por la funcion 3.1:

y=f(& & &) +e) (3.1)

Donde € representa el ruido o error observado en la respuesta. Si denotamos
la respuesta esperada por E(y) = f(x1, X3) = 1, entonces la superficie de respuesta

estard representada por la funcion 3.2:

n=f(x1,22,..., 1) (3.2)

la cual es llamada superficie de respuesta.

La relaciéon de la respuesta y y variables independientes no se conocen, por lo
que el objetivo de la RSM es definir una aproximacion que nos determine la relacién
con la que estas cuenta 3.3). Usualmente, se emplea un polinomio de bajo orden en
alguna region de las variables independientes. Si la respuesta esta bien modelada
por una funcion lineal de las variables independientes, entonces la aproximacién de

la funcién serda un modelo de primer orden:

y = Po+ frx1 + Poxo + ... + Bray + € (3.3)
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También se usan modelos de segundo orden (Funcién 3.4 al existir una curva-

tura en el sistema:

k k
y=po+ Z Bizi + Z Biix] Z Z Bijxixj + € (3.4)
i=1 i=1

1<jg

Como realizar una RSM:

= Definir los objetivos de la optimizacion: plantear el problema a resolver

y seleccionar la variable respuesta a evaluar.

= Escoger factores de interés y la regién de operabilidad en funcion de la
informacién o conocimiento sobre el proceso a estudiar y las posibilidades ins-

trumentales.
= Elaborar un diseno experimental de superficie de respuesta.

» Ajustar a un modelo matematico de primer/segundo orden y evaluar si

son adecuados.

= Localizar el 6ptimo buscado para la respuesta, utilizando herramientas

graficas y matematicas.

= Validar experimentalmente midiendo la respuesta utilizando los niveles
6ptimos de los factores obtenidos, y comprobar si se encuentra en consonancia

con lo predicho por el modelo.

3.1.2 METODO DE MAXIMA PENDIENTE EN ASCENSO/DESCENSO

La RSM es un procedimiento secuencial. Si maximizar la respuesta es el ob-
jetivo se puede usar el método de méxima pendiente para determinar la direccién.
De la misma manera, se puede seguir el método de méaxima pendiente en descenso

si el objetivo es minimizar la respuesta. Este procedimiento secuencial seguird hasta
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que el aumento o disminucion de la respuesta dejen de darse o sean muy pequenos.
Cuando se llega a la cercania del 6ptimo y existe falta de ajuste del modelo de primer

orden, pasamos a ajustar un modelo polinémico de segundo orden.

3.1.2.1 ALGORITMO

Un algoritmo utilizado para determinar las coordenadas de la trayectoria de

maxima pendiente en ascenso es el siguiente:

1. Se escoge un tamano de incremento para una de las variables independien-
tes Az;. Normalmente, se elige la variable con mayor coeficiente de regresién

absoluto |3;| 6 el mas conocido.

2. Se aplica el incremento en el resto de variables:

B
B/ Ax;

donde1=1,2, ..., k; # j.

3. Se convierte Ax; a unidades naturales.

3.1.3 LOCALIZACION DEL PUNTO ESTACIONARIO

Los niveles o valores de los factores x1, xo, ..., xy serd igual a 0 en las derivadas

parciales 0 que optimizaran la respuesta (funcién 3.6):

S = e = o =" (3.6)

Si la respuesta incrementa o se reduce se presenta con el punto estacionario ya

que representa lo puntos minimos, maximos (Figura 3.1).
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Figura 3.1: De izquierda a derecha se pueden apreciar los puntos estacionarios: mini-

mo, maximo centro.

3.1.4 DISENOS DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

Determinar los parametros del modelo de manera efectiva se debe realizar
diseno experimental para la recoleccion de los datos necesarios. Para lograr un disefio

correcto se deben considerar las siguientes caracteristicas:

» Permite estudiar la adecuacién del modelo (falta de ajuste).

= Proporciona estimadores precisos de los coeficientes del modelo.
= Proporciona una estimacion interna del error.

» Permite realizar experimentos en bloques.

= No requiere de un gran nimero de experimentos.

= No requiere de demasiados niveles de las variables independientes.

3.1.5 DISENOS PARA MODELOS DE SEGUNDO ORDEN

Existen disenos factoriales de 3 que se usan para considerar algunos parametros

de modelos polinémicos de segundo grado podrian utilizarse disenos factoriales de
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3%, pero para ello requerirfa de un nimero de combinaciones muy alto. Existen otra
clase de disenos que permiten ajustar este tipo de modelo con un menor nimero de

combinaciones. Entre ellos estan:

= Disenos Centrales Compuestos.

s Disenos Box-Behnken.

3.1.5 DIseN0S CENTRALES COMPUESTOS

Se trata de la clase més popular para ajustar modelos de regresion cuadratica.

3.1.5.0 CircuNScrITO (CCQ)

Los puntos experimentales a obtener con este diseno son representados con la

funcién 3.7:

N =n;+ 2k +n, (3.7)

donde:

» n;: 2F puntos factoriales: determinan los maximos y minimos de cada variable..
= 2k puntos axiales: nuevos extremos maximo y minimo de cada factor.

= 1. puntos centrales replicados.

El diseno central compuesto requiere especificar, ademas, un parametro adicio-

nal determinante para ubicar los puntos axiales:

» Distancia («) los puntos axiales al centro del disefio (3.8):
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o= (284 (3.8)

Por lo tanto el diseno tendra 5 niveles correspondientes a los puntos axiales mi-

nimos y maximos (—a,«, )yalospuntos factoriales; minimo, centralymazximo(—1,0,+1, ). EnlaF'ig

I

Figura 3.2: DCC inscrito correspondiente a k igual a tres factores

3.2 ANALISIS DE AZUCARES

3.2.1 PRUEBA DE FEHLING

Es una reaccién de los reactivos de Fehling los cuales al estar en contacto con
glicidos reductores forman un precipitado color rojo (Figura 3.3), que indica si es

glicido reductor.
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—’ﬁl :"H

Reaccion de Fehling positiva Reaccion de Fehling negativa

Figura 3.3: Representacion de la reaccién positiva y negativa de la prueba de Feling.

3.2.2 ESPECTROFOTOMETRIA

Es una técnica que analiza la radiaciéon electromagnética con la interaccion de
moléculas. En esta técnica se usa luz para suscitar electrones y cuando un espectro
se obtiene la absorcién de luz es determinada por una longitud o frecuencia (Figura

3.4).[60]

Selector de longitud

Colimador de gnda Detector
| =A I o0
- - & P' P
Fuente de luz Monocromador Solucion Pamtalla digital
muestra o medidor
Adaptoda de Hessung Shim "E

Figura 3.4: Representacion esquemaética de la espectrofotometria.
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3.2.3 METODO FENOL-SULFURICO

Es un método fisico en el cual se dividen los elementos en dos fases debido a

sus diferentes tazas de llegada. [61].
Coeficiente de correlacion miiltiple

El coeficiente de correlacion miltiple es la correlacién entre los valores de la
variable y las mejores predicciones que se pueden calcular linealmente a partir de
las variables predictivas, en este caso se tienen como variables la absorbancia y
concentracion de las cuales se realizé la curva de calibracion obteniendo un coeficiente

de correlacion de la glucosa.

El coeficiente de correlacion multiple toma valores entre .00 y 1.00; un valor mas
alto indica una alta predictibilidad de la variable dependiente a partir de las variables
independientes, con un valor de 1 que indica que las predicciones son exactamente
correctas y un valor de 0 que indica que ninguna combinacion lineal de las variables

independientes es un mejor predictor que la fija.

3.3 ANALISIS DE ALCOHOLES

3.3.1 CROMATOGRAFIiA DE GASES

La cromatografia es un método fisico de separacion en el cual los componentes
a ser separados son distribuidos entre dos fases, una de las cuales es estacionaria
mientras la otra se mueve en una direccién definida. Los componentes son separados
por sus diferentes tazas de migracion. La cromatografia puede ser clasificada por su
utilidad y en base al material que se utilice como eluyente para separar los solu-
tos. De acuerdo con su utilidad la cromatografia se clasifica en: analitica, utilizada

para determinar los quimicos presentes en una mezcla y en que concentracion; y
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preparativa, utilizada para purificar grandes cantidades de quimicos [62].

El cromatégrafo que se usé para este trabajo ha sido el Bruker 450 GC (Figura
3.5), este cromatdgrafo trabaja con un sistema de datos de cromatografia, Galaxie, el
cual es una plataforma de software de cromatografia de 32 bits de iltima generacién
que ofrece una seleccién de ments desplegables completos de tareas, iconos faciles

de usar y menus emergentes de facil acceso dentro de ventanas especificas.

Figura 3.5: Cromatégrafo Bruker 450 GC.

3.3.2 TECNICA HEADSPACE

Headspace una muestra liquida o sélida se termostatiza en un recipiente cerrado
(un vial) hasta que los componentes volétiles presentes en la muestra alcancen el
equilibrio entre la muestra propiamente dicha y el volumen de gas por encima de
ella, el llamado «espacio de cabeza». Posteriormente, se introduce una alicuota del
espacio de cabeza en la columna de GC para su analisis (Figura 3.6). El coeficiente
de particion controla el equilibrio entre la muestra y el espacio.; sin embargo, al
igual que en GC en general, su valor generalmente no se conoce, aunque en algunos
casos su conocimiento seria importante, por ejemplo, para juzgar la influencia del

volumen de muestra en el vial del espacio de cabeza en la sensibilidad del método y
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en la precisiéon de mediciones repetida.

Headspace )

/ Jeringa Gas-Tight
}Headspace

v
®
} Muestra

Figura 3.6: Representacion de la técnica de Headspace.



CAPITULO 4

METODOLOGIA

En este capitulo se presenta la metodologia empleada para la realizacion de
este trabajo. En primer lugar, se presenta el método de optimizacion aplicado a
la hidrolisis dcida. Sequidamente, se detalla cada una de las etapas del proceso de
produccion de bioetanol. Finalmente, se describen detalladamente la aplicacion de

las herramientas y métodos para el andlisis de azucares y alcoholes.

68
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La biomasa de algas tiene capacidad para producir bioetanol, debido a su
alta concentracién de carbohidratos y bajo contenido de lignina. Sin embargo, una
desventaja del uso de algas como biomasa para produccion de bioetanol es el proceso
de produccién, ya que requiere de altos costos de produccion y tiempo. Por lo tanto,
uno de los mayores retos para la obtencién de dicho biocombustible es determinar
el punto 6ptimo de la hidroélisis el cual nos determinara las condiciones adecuadas

para alcanzar una alta concentracién de azicares fermentables.

Por lo que, en este trabajo se pretende optimizar el proceso de hidrélisis acida
mediante la RSM a partir de 3 variables (tiempo, concentracién de reactivo (HySOy)
y velocidad de reaccién) a nivel laboratorio. Se espera encontrar el punto 6ptimo de

cada variable, el cual se tomard como referencia para la produccién de bioetanol.

A continuacién, se presenta las herramientas y métodos que se utilizaron para

la realizacion de este trabajo.

4.1 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE BIOETANOL DE
LA ETAPA DE HIDROLISIS ACIDA MEDIANTE EL

METODO DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

En este estudio se tiene como objetivo optimizar la etapa de la hidrdlisis acida,
con el fin de encontrar el punto el punto éptimo de cada variable estudiada y obtener
una alta concentracién de azucares reductores totales. Debido a que la biomasa de
algas es una fuente con potencial para la produccion de bioetanol ya que por su
estructura molecular contiene carbohidratos que pueden ser fermentados y un bajo

contenido de lignina que puede ser degradado mediante hidrolisis acida.

Por lo tanto, se determinaron 3 variables a estudiar para la optimizacién con
el RSM y el software Minitab, la cuales son concentracion de reactivo (HaSOy), el

tiempo y la agitacién. Las condiciones del punto éptimo que se determine sera a
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escala laboratorio.

Por consiguiente, teniendo 3 variables como objeto de estudio se obtiene un
diseno central compuesto circunscrito. Para poder estimar con exactitud la signifi-
cancia de las variables en la ecuacion de la superficie de respuesta en un sistema

donde se involucran 3 factores, deben realizarse al menos 17 experimentos.

= 8 experimentos para los puntos del cubo (uno por cada punto)
= 6 experimentos para los puntos axiales (uno por cada punto)

= 3 experimentos para el punto central

Ejecutar 3 veces el punto central permitira estimar el error del proceso que se
lleva a cabo durante la experimentacion, asi como identificar si existe alguna otra

variable que afecte al sistema y no esté siendo tomada en cuenta.

Para poder estimar mejor los resultados, las variables involucradas en el experi-
mento deben ser adimensionadas y codificadas (Tabla 4.1), igualando a 1 la distancia
entre el punto central y la cara del cubo del DCC, asignando una la distancia de
los puntos axiales hasta el centro del sistema dependiendo del tipo de modelo que
se requiera, tomando en cuenta que dichos puntos ayudar a recolectar informacién
acerca del comportamiento entre las variables, y no para buscar el punto 6ptimo del

sistema.
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Tabla 4.1: Codificacién de variables

Corrida Factor 1 Factor 2 Factor 3

1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
) -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 e 0 0
10 « 0 0
11 0 - 0
12 0 « 0
13 0 0 el
14 0 0 «
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

De las referencias consultadas se puede observar que las variables mas estudia-

das son:

Concentracion de reactivo.

Tiempo de reaccién

Temperatura

Concentracion de biomasa

Por lo que en este trabajo se establecieron 3 variables de las cuales se consideran
pueden afectar mas a la reaccion, del mismo modo, de acuerdo con el diseno expe-
rimental se establecieron 17 pruebas, de la cual se obtuvo una matriz experimental

de las tres variables considerando los valores altos y bajos:
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» Concentracién de HySO, (x1): 0.5 - 2 (M)
» Tiempo (x2): 30 - 120 min

» velocidad de agitacién (x3): 150 - 300 rpm

Como se puede observar en la Tabla 4.2 las pruebas 1, 10 y 17 son iguales ya
que corresponden al punto central del disefio central compuesto (CCD). Las pruebas
11 y 17 son los puntos axiales, los cuales sirven para ajustar mejor el sistema al

modelo cuadratico.

Tabla 4.2: Matriz de experimentos

Corrida  x; (M) X5 (min) x3 (rpm)

1 0.5 (-1) 30 (-1) 150 (-1)
2 2 (-1) 30 (-1) 150 (-1)
3 0.5 (-1) 120 (1) 150 (-1)
4 2 (1) 120 (1) 150 (-1)
5 0.5 (-1) 30 (-1) 300 (1)
6 2 (1) 30 (-1) 300 (1)
7 0.5 (-1) 120 (1) 300 (1)
8 2 (1) 120 (1) 300 (1)
9 018935 (-) 75 (0) 225 (0)
10 2.31065 (o) 75 (0) 225 (0)
11 1.25 (0)  11.361 (-a) 225 (0)
12 1.25 (0) 138639 (a) 225 (0)
13 1.25 (0) 75 (0)  118.935 (-av)
14 1.25 (0) 75 (0)  331.065 ()
15 1.25 (0) 75 (0) 225 (0)
16 1.25 (0) 75 (0) 225 (0)
17 1.25 (0) 75 (0) 225 (0)

Es importante mencionar que las variables presentadas en la Tabla 4.2 son
las independientes, sin embargo, se tomaron en cuenta dos variables dependientes

(concentracién de azicares y rendimiento tedrico de bioetanol).
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4.2 PROCESO DE PRODUCCION DEL BIOETANOL

Para tener una mejor eficiencia en la produccion de bioetanol se determiné un

proceso general (Figura 4.1), el cual se presenta a continuacion:

Sargassum sp

Pretratamiento

Hidrolisis acida —‘_
Detoxificacion

Gﬂcares fermentabh@i

Fermentacion

Bioetanol

Figura 4.1: Proceso de produccién de bioetanol a partir de Sargassum spp.
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4.2.1 PRETRATAMIENTO

Debido a la afluencia masiva de algas pardas en la Riviera Maya, se terminé
su aprovechamiento como materia prima para la obtencién de bioetanol. Las algas
fueron recolectadas en la Riviera Maya y llevadas en el laboratorio de Ciencias de

los combustibles de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Las algas fueron lavadas con agua potable para remover la arena y sales que
contenian. Seguidamente se llevaron a secar al sol. Después se trituraron y se recu-

peraron las particulas menores a 560 pm (Figura 4.2).

-

Figura 4.2: Sargassum spp. triturado y tamizado
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4.2.2 HIDROLISIS ACIDA

El objetivo principal de esta etapa consistié en realizar la conversion de la
celulosa del alga en azicares. Se tomaron 10 g de muestra de algas secas (peso
himedo = 88 g) y trituradas (Figura 4.3), estas fueron colocadas en un matraz

Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de trabajo de 100 ml.

Figura 4.3: Medicion de la masa del Sargassum spp.

Seguidamente, se usé acido sulfirico (HySO,4 ) [16] [18] [20] [21] como catali-
zador a diferentes concentraciones (0.5 - 2 M), a una temperatura constante de 100
°C (Figura 4.4). La reaccion se llevé a cabo de 30 a 120 minutos y una agitacién de

150 a 300 rpm, correspondiente a la matriz de experimentos (Tabla 4.2).
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Figura 4.4: Representacion esquematica del proceso de hidrélisis.

Después del tiempo transcurrido la muestra fue colocadas en hielo para detener
la reaccién, las fases se separaron mediante filtracion y decantacion. Del hidrolizado
liquido se tom¢é una muestra de 3 ml para realizar los analisis de azicares totales.

El hidrolizado restante fue llevado a la siguiente etapa del proceso.

4.2.3 DETOXIFICACION

Debido a que puede existir la formacion de acido acético, furfurales y compues-
tos fendlicos mediante la hidrolisis y los cuales pueden perjudicar la fermentacion se
recomienda realizar una detoxificacién, la cual se utilizé hidréxido de calcio (CaOH)
a la muestra hidrolizada hasta alcanzar un pH 11, con agitacién, y mantener por 30

minutos a 30 °C (Figura 4.5)
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Figura 4.5: Proceso de detoxificacion

Después del tiempo de reaccion las muestras fueron filtradas con el fin de
eliminar los residuos de hidréxido de calcio. Después se ajustd a pH 6 usando HySOy4

concentrado [22].

4.2.4 FERMENTACION

Se utilizan levaduras para cambiar los azicares producidos en etanol y didxido

de carbono.
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Figura 4.6: Levadura comercial Saccharomyces cerevisiae

Para la fermentacion se usé levadura comercial Saccharomyces cerevisiae (4.6)
a una temperatura constante de 30 °C, a una agitacion del50 rpm [21] durante 24

horas [22] (Figura 4.7).

Figura 4.7: Proceso de Fermentacion.
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4.2.5 DESTILACION

Con el fin d obtener el bioetanol sin residuos de agua, se llevé a cabo una
destilacién simple, manejando una temperatura de 78 °C (Figura 4.8), dado que es

la temperatura de ebullicién del etanol.

Figura 4.8: Destilacion del bioetanol.

4.3 ANALISIS DE AZUCARES

4.3.1 PRUEBA DE FEHLING

Se llevo a cabo la prueba de Fehling para la determinacion de manera cualita-

tiva de azicares, a continuacion, se presenta el procedimiento:

1. Verter en tubos de ensayo 2 ml de la solucion A de Fehling y 2 ml de la solucién

B de Fehling (Figura 4.9).
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2. Seguidamente, se le agrega 1 ml de la solucién muestra.

3. Se calienta en bano Maria durante 10 min.

Por dltimo, se retiran y se observa el contenido.

Figura 4.9: Reactivo A y B de Fehling (lado izquierdo), reaccién de Fehling (lado
derecho).

4.3.2 METODO FENOL-SULFURICO

4.3.2.1 PREPARACION DE LA SOLUCION ESTANDAR

Para el desarrollo de este analisis se procedio a usar el método descrito por J.

Yugsi, 2017. El cual consistié en la preparacion del patrén mediante glucosa.

Para llevar a cabo el procedimiento se siguieron las instrucciones descritas por

J. Yugsi, 2017, quien sugiere preparar los estandarés como se indica en la tabla (4.3)
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Tabla 4.3: Realizacién de los estandares del método fenol-acido Sulfirico
Agua
No. tubos Patrén glucosa (mL) destilada Fenol 5% H,S0,
(mL)
Blanco 0 1 0.1 3
1 0.1 0.9 0.1 1 3 1
2 0.2 0.8 0.1 5 3 5
3 0.3 0.7 0.1 3
4 0.4 0.6 0.1 m 3 m
5 0.5 0.5 0.1 i 3 i
6 0.6 0.4 0.1 n 3 n
7 0.7 0.3 0.1 u 3 u
8 0.8 0.2 0.1 t 3 t
9 0.9 0.1 0.1 o 3 o
10 1 0 0.1 S 3 S

Las muestras fueron analizadas a una absorbancia de (A=540 nm) mediante

un espectrofotémetro modelo GENESYS ™ 10.

Para el andlisis de las muestras hidrolizadas de este estudio (Tabla 4.4) se sigui6

el procedimiento descrito anteriormente.

Tabla 4.4: Volumenes de reactivos a utilizar en las muestras con el método Fenol-

acido Sulfurico.

No. tubos

Agua destila-

Patrén glucosa (mL)

da (mL)

Fenol
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0

1

0.1

Muestras
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1.n
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0.1
0.1
0.1 1
0.1
0.1
0.1 m
0.1 i
0.1 n
0.1
0.1
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Seguidamente se miden las absorbancias de cada una mediante un espectro-

fotémetro y a parti de ellas se obtiene el coeficiente de correlacién multiple.

4.4 ANALISIS DE BIOETANOL

4.4.1 CROMATOGRAFIA DE GASES — TECNICA HEADSPACE

Antes de la cromatografia se aplicé la técnica headspace, la cual consistié en
calentar en bano maria cada una de las muestras y extraer lo vapores resultantes

con una jeringa para gas (Figur 4.10).

Figura 4.10: Extraccion de la muestra de bioetanol.

El cromatografo que se utilizo fue un Bruker 450 GC, este cromatografo trabaja
con un sistema de datos de cromatografia, Galaxie, el cual es una plataforma de

softfware de cromatografia de 32 bits.
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Las cromatografias se realizaron en una columna Zebron ZB-Bioetanol con las

siguientes dimensiones 30 m L x 1.00 mm df, los limites de temperatura fueron -60

a 360 °C.

Las condiciones de operacién fueron las siguientes:

Temperatura de inyeccion: 250 °C

Gas portador: hidrogeno

Tipo de detector: FID

Temperatura de detector: 325 °C



CAPITULO 5

RESULTADOS

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de la optimizacion, prin-
cipalmente, las superficies de respuestas de las variables estudiades y el punto opti-
mo. De igual forma, se mencionan los resultados de los andlisis de cromatografias

realizadas.

84
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5.1 ANALISIS DE AZUCARES

5.1.1 ANALISIS DE RESULTADOS PARA LA DETERMINACION DE

AZUCARES MEDIANTE LA PRUEBA DE FEHLING.

Con este ensayo se determiné la presencia de azucares reductores, debido a la
reaccion de los reactivos Fehling con la muestra analizada se presentd la formacién
de un precipitado rojo ladrillo, lo cual indica la presencia de los azicares antes

mencionados.

Debido a que es un analisis cualitativo de colorimetria se obtuvieron los si-

guientes datos que se presentan a continuacion en la Tabla 5.1:

Tabla 5.1: Resultados obtenidos de la prueba de Fehling (v') indican un resultado

positivo (presencia de azicares) en cada una de las pruebas

No. de Muestra Replica 1 Replica 2 Replica 3

1 v v v
2 v v v
3 v v v
4 v v v
5 v v v
6 v v v
7 v v v
8 v v v
9 v v v
10 v v v
11 v v v
12 v v v
13 v v v
14 v v v
15 v v v
16 v v v
17 v v v
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En las siguientes imagenes se puede observar la formacion del éxido cupro-

so (rojo ladrillo) que indica la presencia de azticares reductores en algunas de las

muestras analizadas:

Figura 5.1: Resultado positivo del ensayo Fehling para la muestra 1 (x;: 0.5 M; x5: 30
min; x3: 150 rpm) (izquierda). Resultado positivo del ensayo Fehling para la muestra

2 (x1: 2 M; x9: 30 min; x3: 150 rpm (derecha).

PE ut

Figura 5.2: Resultado positivo del ensayo Fehling para la muestra 11 (x;: 1.25 M;
Xo: 75 min; x3: 225 rpm)
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5.1.2 ANALISIS DE RESULTADOS DE TERMINACION DE AZUCARES
MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA POR EL METODO

FENOL-SULFURICO

El resultado de los aztcares totales se obtuvo mediante el analisis de espectrofo-
tometria de mediante el método Fenol-Sulfirico que se describié anteriormente. Para
ello se realizé6 una curva de calibracion a diferentes concentraciones de la solucién

estandar de glucosa.

A continuacion, en la Tabla 5.2 se presentan las absorbancias obtenidas de cada
una de las concentraciones, debido a que eran tres replicas se obtuvo el promedio y

se calculé la desviacién estandar y el error.

Tabla 5.2: Resultados de las absorbancias de la glucosa de referencia.

Co (mg/mL) Abs1 Abs2 Abs Absprom Desvprom Error

0.1 0.077 0.072 0.075  0.0745 0.00 3.38
0.2 0.089 0.097  0.09 0.093 0.00 4.69
0.3 0.12  0.108 0.118 0.114 0.01 .64
0.4 0.162 0.176  0.15 0.169 0.01 7.70
0.5 0.166 0.178 0.21 0.172 0.02 13.22
0.6 0.176  0.252 0.219 0.214 0.04 17.81
0.7 0.265 0.231 0.267 0.248 0.02 8.16
0.8 0.27 0.235 0.264 0.253 0.02 7.41
0.9 0.292 0.318 0.31 0.305 0.01 4.37

1 0.337  0.359 0.347 0.348 0.01 3.17

Mediante las absorbancias promedio (eje y) de cada muestra concentracién de
glucosa (eje x) se obtuvo la curva de calibracién que se presenta a continuacién en

la Figura 5.3:
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Figura 5.3: Curva de calibracién de la glucosa de referencia.

De igual manera, se logré obtener la ecuacién de la recta:

y = 0.298z + 0.0351

Donde:

y = absorbancia obtenida de la muestra

x = concentracion de glucosa en mg/ml

Coeficiente de correlacion de la glucosa con las absorbancias.

R? = 0.9832

Para determinar la concentracién de las muestras hidrolizadas del sargazo se

tomaron las absorbancias y se reemplazaron en la ecuacion:

_ y—0.0351
0.298

A partir de esta ecuacién se obtuvieron las siguientes concentraciones de cada

una de las muestras que a continuacion se presentan en la Tabla 5.3:
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Tabla 5.3: Resultado de las concentraciones de azicares totales.

Muestra Co. de Azicares Totales (g/g de alga)

1 0.34082774
2 0.36879195
3 0.24463087
4 0.20771812
5 0.29384787
6 0.36991051
7 0.30615213
8 0.22897092
9 0.10816555
10 0.48400447
11 0.09138702
12 0.27147651
13 0.27259508
14 0.24127517
15 0.32181208
16 0.32181208
17 0.32181208

5.2 HIDROLISIS ACIDA

A partir de las concentraciones de azicares obtenidas se realizé la optimizacion
de la hidrélisis, por lo cual los resultados de las concentraciones se analizaron me-

diante el software Minitab con el RSM (Tabla 5.4) como se mencioné anteriormente.
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Tabla 5.4: Resultado de las concentraciones de azicares totales.

Variables independientes
Muestra (x1) (M) (x2) (min) (x3) (rpm) w1 (g/g)

1 0.5 (-1) 30 (-1) 150 (-1)  0.34082774
2 2 (1) 30 (-1) 150 (-1)  0.36879195
3 0.5 (-1) 120 (1) 150 (-1)  0.24463087
4 2 (1) 120 1 150 (-1)  0.20771812
5 0.5 (-1) 30 (-1) 300 1 0.29384787
6 2(1) 30 (-1) 300 1 0.36991051
7 0.5 (-1) 120 1 300 1 0.30615213
8 2 (1) 120 1 300 1 0.22897092
9 0.18935(-) 75 (0) 225 (0)  0.10816555
10 2.31065 (a) 75 (0) 225 (0)  0.48400447
11 1.25 (0)  11.361 (-a) 225 (0)  0.09138702
12 1.25 (0)  138.639 (a) 225 (0)  0.27147651
13 1.25 (0) 75 (0) 118935 (-a) 0.27259508
14 1.25 (0) 75 (0) 331065 () 0.24127517
15 1.25 (0) 75 (0) 225 (0)  0.32181208
16 1.25 (0) 75 (0) 225 (0)  0.32181208
17 1.25 (0) 75 (0) 225 (0)  0.32181208

A partir de los datos procesados en el software Minitab se obtuvo la ecuacion

resultante, siendo un polinomio de grado dos:

y = 0.193 4 0.031 X; 4 0.00255X5 — 0.00033.X3 + 0.0335X; X; — 0.000019 X5X5
- 0.000000X3X3 — 0.00081.X; X5 + 0.000017.X; X3 + 0.000005X5X3(5.1)
A partir de la ecuacion obtenida en Minitab se realizé un cédigo en el software

Matlab para obtener las superficies de respuesta. Mediante esto se pudo obtener el

analisis de la superficie de respuesta de cada una de las variables independientes con
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la variable dependiente. A continuacion, se presenta la correlacion de la concentra-
cién de azicares con la concentracion de reactivo, agitacion y tiempo de reaccion de
30 minutos (Figura 5.4). En la superficie de respuesta se puede observar que a 30
minutos de reaccion existe una mayor concentracién de reactivo y menor agitacion la
concentracién de los azticares aumentan siendo la maxima 0.4576 g/g a una concen-
tracién de 2.278 M de H,SO, y una agitacion de 119 rpm. De igual forma se observa

que mediante la agitacion aumenta la concentracion de azicares totales disminuye.

|30 min

=
i

=
=

Azicares totales (z/g)
= =
i o

- - 100
: . 150
1.3 . z —~ ) 250 200
0.5 0 3s0 00
HjSO4 (M) Agitacidn (rpm)

S
e

[§¥]

Figura 5.4: Grafica de la superficie de respuesta para tiempo de 30 min.

En la Figura 5.5 se puede observar la gréafica del tiempo de reacciéon de 75
minutos, en el cual se puede apreciar un comportamiento analogo a los a 30 minutos,
ya que la concentracion de azucares totales se encuentra en su punto mas alto en
las concentraciones del HySO, més altas y a una menor agitacion. Siendo asi la
concentracion de azicares totales 0.4826 g/g a una concentracién de HoSO4 de 2.278

M y una agitacién de 119 rpm.
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fica de la superficie de respuesta para tiempo de 120 min.

’

a
Sunwoo, et al., 2017, reporto comportamientos similares a los obtenidos en

En general el tiempo fue la variable més influyente en la obtencion de azicares

Figura 5.6: Gr
este estudio ya que habia una disminucion de monosacaridos mientras el tiempo

aumentaba, debido a la formacién de 5-HMF.
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totales, debido a que cuando este aumenta existe mayor formacién de 5-HMF y una
disminucién de azucares totales. Cabe mencionar que la variable de la concentracién
de reactivo mostré el mismo efecto en las tres superficies, indicando que a mayores
concentraciones existe una mayor produccién de azicares totales, Cho et al, 2013,
realiz6 un estudio con algas pardas en el cual reporta que el rendimiento de mono-
sacarido aumenté del 29 al 42 % con el aumento de las concentraciones de dcido y

disminuyé con aumentos adicionales de las concentraciones de acido por encima de

93.0 mM.

Es importante mencionar que la agitacién no influyo significativamente en la
reaccién, ya que no hubo aumentos considerables de aziucares totales, es decir, que

la concentracién de azicares es inversamente proporcional a la agitacion.

De acuerdo con las diferentes fuentes consultadas se observaron que existe una
mayor concentracion de carbohidratos en el Sargassum spp. que fue obtenido en el
Caribe Mexicano en comparacion con las diferentes biomasas que a continuacion se

destacan en la Figura 5.7.

Carbohidratos de diferentes tipos de biomasa

50 48.4
45
Epe
g 30 Itk 28.42 mEste estudio
_g 25 @ Sunwoo et al., 2017
= 20 @Choetal, 2013
°
£ 15 mEllis et al., 2012
= ‘
5 |
0
Sargassum sp.  Alga residual Undaria Algas
pinnatifida residuales
Biomasa

Figura 5.7: Grafica de analisis comparativo de la concentracién de azucares de dife-

rentes tipos de biomasa.

Con respecto a la optimizacion, se realizo el andlisis en Minitab el cual arrojo

como resultado que el punto maximo fue 0.4840 g/g de alga y realizando una pre-
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diccién de respuesta muiltiple que determiné el punto éptimo de las variables inde-
pendientes en un tiempo de 33 minutos, una concentracion de HySO4 de 2.31 M y

una agitacion de 118 rpm (g/g) (Figura 5.8).

Optimizacion de respuesta: y1

Parametros
Respuesta Meta Inferior  Objetivo Superior Ponderacion Importancia
y1 Maximo 0.0913870 0.484004 1 1
Solucion

y1 Deseabilidad
Solucion x1 X2 x3 Ajuste compuesta
1 231065 33.2168 118935 0426938 0.854651

Prediccion de respuesta multiple

Valor de
Variable configuracién
x1 2.31065
x2 33.2168
x3 118.935

Figura 5.8: Datos de optimizacién obetenidos del software Minitab.

Con las condiciones 6ptimas de cada variable se hizo un ajuste de la concen-
traciéon maxima de azicares totales, siendo 0.4269 g/g obtenido a 33 min, 118 rpm

y 2.31 M de H3SO4 (Figura )

Optima x1 x2 X3
Alto 2.3106 138.6390 331.0650
D: 0.8547
T Ad [2.3108] [33.2168] [118.9350]
Predecir  gajo 0.1894 11.3610 1189350
y1
Maximo
y = 04269
d = 0.85465

Figura 5.9: Resultados del punto 6ptimo de cada variable.
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5.3 ANALISIS DE BIOETANOL

5.3.1 RENDIMIENTO TEORICO DEL BIOETANOL

Por otro parte, para el analisis de etanol se realizé un rendimiento tedrico. De
acuerdo con S. N. Naik, et al., 2010, en condiciones anaerdbicas, las levaduras meta-
bolizan la glucosa a etanol. Teéricamente, la méxima eficiencia (Ef,,,,) de conversién

de glucosa en etanol es del 51 % en peso que proviene de del célculo estequiométrico:

Peso molecular de etanol = 46 g/mol

Peso molecular de glucosa = 180 g/mol

2 x 46
Ef .. =""—"%100=51 2
max 180 x100 =5 (5.2)
CeH1206 2% 90, H;OH + 2C0, (5.3)

Sin embargo, parte de la glucosa es utilizada por la levadura para la produc-
ciéon de masa celular y para productos metabdlicos distintos del etanol, reduciendo
asi la eficiencia de conversién de su maximo tedrico [30]. Conforme al cdlculo este-
quiométrico de la Ef,,,, se obtuvo el rendimiento tedrico del etanol, es decir, lo que
se espera a obtener de bioetanol teniendo una conversién completa de los azucares
en la fermentacion. En la Tabla 5.5 se puede observar el rendimiento teérico en g de

etanol/ g de Sargassum spp. y ml de etanol/ g de Sargassum spp. de bioetanol.
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Tabla 5.5: Resultados obtenidos del rendimiento tedrico del bioetanol para cada una

de las muestras estudiadas.

Azitcares Rendimiento Rendimiento
Muestra  Totales tedrico del tedrico del
(8/8) etanol (g/g)  etanol (ml/g)

1 0.34082774 0.17420085 0.22078688
2 0.36879195 0.18849366 0.23890198
3 0.24463087  0.12503356 0.15847092
4 0.20771812 0.10616704 0.13455899
5 0.29384787 0.15018891 0.1903535

6 0.36991051  0.18906537 0.23962658
7 0.30615213  0.15647775 0.19832415
8 0.22897092 0.11702958 0.14832646
9 0.10816555  0.05528461 0.07006922
10 0.48400447  0.24738006 0.3135362

11 0.09138702 0.04670892 0.05920016
12 0.27147651 0.13875466 0.17586142
13 0.27259508 0.13932637 0.17658602
14 0.24127517 0.12331842 0.15629711
15 0.32181208 0.16448173 0.20846861
16 0.32181208 0.16448173 0.20846861
17 0.32181208 0.16448173 0.20846861

Como se puede observar se obtendria hasta 31.35 mL con las siguientes condi-

ciones de las variables independientes estudiadas, en la cual se obtuvo la concentra-

cién mas alta de azticares totales de 0.4840 g/g, en una concentracién de reactivo de

2.3106 M, en un tiempo de reacciéon de 75 minutos y una agitacion de 225 rpm.

Como los resultados sugieren el Sargassum spp. es una fuente recomendable
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para la produccién de bioetanol, debido a que casi el 48 % es convertido a AT. Es
decir, de 1 g de alga se obtiene 0.48 g de azicares. Por lo que para producir 1 L
de bioetanol se necesitara de 3.18 kg de Sargassum spp. solo si es una conversién

completa.

5.3.2 CROMATOGRAFIA DE GASES MEDIANTE TECNICA

HEADSPACE.

De igual manera, se determind la presencia de etanol mediante cromatografia de
gases usando la técnica headspace que anteriormente se describi6. Primeramente, se
realizé una calibracién con la solucién estandar de etanol (99.5 %) mediante la técnica
headspace. Se obtuvieron los cromatogramas (Figura 54) con una coincidencia en el
porcentaje de drea mayor al 99 % y el tiempo de retencién de 6-8 minutos para cada
una de las repeticiones del anélisis cromatografico de la solucién esténdar (Tabla

5.6).

Tabla 5.6: Resultados obtenidos del rendimiento tedrico del bioetanol para cada una

de las muestras estudiadas.

No. cromatografia Tiempo (min) Cantidad (% de area)

1 6.16 99.59
2 6.33 88.72
3 6.39 99.03
4 7.27 99.84
5 6.39 97.15
6 6.23 99.66
7 7.31 99.84
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Etanol 4. DATA - Rear (FID)
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Figura 5.10: Cromatograma del etanol de referencia.

A partir de la calibracién realizada se procedié a realizar las cromatografias de
cada una de las muestras, obteniendo un resultado positivo que indica la presencia
de etanol, en las muestras fermentadas. A continuacion, se presentan dos ejemplos

de los cromatogramas de dos muestras estudiadas.
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Figura 5.11: Cromatograma: Resultado positivo de la cromatografia para la muestra

11 (Concentracion de reactivo: 2 M, Tiempo de reaccién: 30 min, Agitacién: 150

rpm).
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Figura 5.12: Cromatograma: Resultado positivo de la cromatografia para la muestra

11 (Concentracién de reactivo: 2 M, Tiempo de reaccién: 120 min, Agitacién: 300

rpm).



CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

En este capitulo se presenta las conclusiones basadas en los objetivos trazados
y, formuladas a partir de los resultados obtenidos en esta investigacion Del mimo

modo, se plantean algunos trabajos futuros para enriquecer la investigacion.

100
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6.1 CONCLUSIONES

Fue factible determinar los parametros y condiciones adecuadas de la hidrolisis
acida mediante el método de optimizacion RSM, en el cual se encontré el punto
optimo para maximizar la concentracion de azucares totales respecto a las algas

pardas.

La concentracién mas alta de azticares totales obtenida fue de 0.4840 g/g (48.4
g/L), en una concentracién de reactivo de 2.3106 M, en un tiempo de reaccién de
75 minutos y una agitaciéon de 225 rpm. Esta concentracién de AT fue mayor a los
resultados previamente reportados por Sunwoo et al., Cho et al. y Ellis et al., siendo

30.2 g/L, 28.42 g/L y 8.02 g/L, respectivamente.

De las variables estudiadas, el tiempo (x5) fue la variable que mas afecto la
conversion del alga a azicares totales, puesto que a 120 minutos las concentraciones
disminuian considerablemente. De acuerdo con, Sunwoo et al., esto se debe a que
los 5-HMF incrementan después de los 90 minutos, de modo que los monosacaridos

disminuyen.

En cuanto a la variable x; (concentracién de HySOy) se concluyé que la pro-
duccion de azucares totales es proporcional al aumento del reactivo, teniendo como
resultado que la mayor concentracion de azicares totales se obtuvo en 2.3106 M de
H2SOy, siendo la concentracion mas alta que se estudio en este trabajo, sin embargo,
otros autores han reportado que si incrementara la concentracién del HoSO,4 podria

causar una disminucion de los monosacaridos.

Con respecto a la variable x3 (velocidad de agitacion) se observé que tiene
mejores resultados cuando esta es menor a 120 rpm, debido a que por el tamano de
particula de alga utilizado y el volumen de trabajo, existe una homogenizacién del

alga con el reactivo.

De acuerdo con el analisis de Minitab el punto 6ptimo se encuentra en una
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concentracién de reactivo de HoSO4 de 2.31065 (M), un tiempo de reaccién de 33
(min) y una agitacién de 118 (rpm) con una prediccion de 0.4249 g/g de azticares
totales. El tiempo fue la variable mas influyente en la obtencion de AT, debido a que

cuando este aumenta existe mayor formacién de 5-HMF y una disminucion de AT.

Los resultados obtenidos sugieren que el Sargassum spp. es una fuente reco-
mendable para la produccién de bioetanol, debido a que casi el 48 % es convertido a
AT. Es decir, de 1 g de alga se obtiene 0.48 g de aztucares. Por lo que para producir
1 L de bioetanol se necesitara de 3.18 kg de Sargassum spp solo si es una conversion

completa.

Es importante mencionar que el uso de Sargassum spp como fuelte alternativa
de combustibles tiene notables beneficios ya que contribuiria a dar solucién al arribo
masivo de algas que se ha presentado en las costas del Caribe Mexicano, el cual se

ha visto perjudicado, ambiental, social y econémicamente.

6.2 FUTUROS TRABAJOS

En este trabajo se realizé6 una optimizacion de la hidroélisis, sin embargo,
después de este proceso existe una formacion de inhibidores que podrian afectar
la fermentacion, debido a esto se recomienda realizar una optimizacion de la

fermentacion.

= Dado que en este trabajo no se determiné la concentracion de bioetanol que se
obtuvo en las muestras fermentadas se propone aplicar un método cuantitativo

para las cromatografias.

= Realizar una optimizacion de hidrdlisis acida con més variables en las que

podria incluirse la cantidad de biomas y la temperatura.

= Aumentar el rango de la variable de concentraciéon de H,SO,4 a un rango mas

amplio para observar si el comportamiento de la superficie de respuesta cambia,
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ya hubo literatura que reporto este tipo de comportamiento.

= En la literatura consultada se destacé que la hidroélisis enzimatica se obtiene
mayor concentracion de azicares comparados con la hidrélisis dcida, por lo que

se propone realizar hidrélisis enzimaética.

= Dado que el estudio se realizé a escala laboratorio se propone realizar el proceso

de produccion de bioetanol a escala reactor industrial.
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Preparacién de la solucién de fenol 5 \ % P/V: se pes6 5 g de fenol

y se afor6é a 100 ml con agua destilada.

g soluto

PV = T solucian * 100
1%
5% = “(ioso()%o 100
g soluto = (5%) 1(380 ml)
5% = "C{OSOOZZO 100

g soluto =5 g de fenol

(A1)

(A.2)

(A.4)
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