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Resumen.

El aceite de la microalga verde Scenedesmus obliquus fue utilizado para la
produccion de biodiesel implementando en el proceso de conversion de sus acidos
grasos como catalizador heterogéneo las membranas ZIF 7. Las cuales pertenecen
a una tecnologia nueva de materiales érgano-metélicos.

El cultivo de la microalga proveida por el laboratorio de algas continentales de la
Universidad Autonoma Nacional de México se realizd en tres etapas. Durante las
dos primeras se realizé el escalamiento en condiciones éptimas de cultivo, mientras
que en la ultima se indujeron las condiciones de estrés. Teniendo un rendimiento
promedio de 24.66 g/L de biomasa después de 17 dias de cultivo en condiciones
mixotroficas.

El tiempo de reacciéon de conversion de los acidos grasos a biodiesel se calculé en
45 min. durante los cuales se verti6 el aceite de la microalga diluido en metanol en
una relacion 1:1 sobre los cristales ZIF 7 situados en la superficie del soporte de
alfa-alimina en una celda térmica a una temperatura constante de 60°C.

La identificacion del producto final se realizé mediante la técnica de RMN calculando
una conversién del 62.01% con relacion a 15 mL de aceite de microalga utilizados.

La obtencion de biodiesel utilizando el aceite de microalgas e implementando este
tipo de catalizadores tiene como ventaja el hecho de que no es necesario separar
el catalizador del producto final y asegura una produccion mas rapida en
comparaciéon a los tiempos de reaccion mediante el uso de catalizadores
homogéneos. Por otra parte, el uso de microalgas como materia prima de este
biocombustible tiene un impacto ambiental favorable y es completamente
sustentable.

Cabe mencionar que hasta el momento no existen trabajos que relacionen el uso
de la membrana ZIF como catalizador en el proceso de transesterificacion de acidos
grasos provenientes del aceite de microalgas.



Introduccién.

Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), México
ocupa el lugar 14 a nivel mundial en reservas de petrdleo crudo. Con el nivel de
produccion actual de petréleo, estimado en 663 millones 250 mil de barriles al afio,
se calcula que el petroleo durard aproximadamente 11 afios mas. En nuestro pais
cerca del 88% de la energia primaria proviene del petréleo, lo que representa la
principal fuente de produccion de combustibles utilizados en el sector de transporte
e industria (INEGI, 2016). Aunado a esto, en 2016, en el Estado de México a
consecuencia de las emisiones generadas por los combustibles fésiles se
reportaron indices elevados de contaminacion por particulas suspendidas de menos
de 2.5 micras (PM2.5) por sus siglas durante el primer trimestre del afo, lo cual
determina una mala calidad ambiental (RAMA, 2016).

Como una alternativa a la reduccién de estos indices contaminantes y a la reduccién
de la dependencia a los hidrocarburos de petréleo, los biocombustibles pueden ser
una solucién viable a estos problemas. Los biocombustibles mas producidos en la
actualidad son el biodiesel y la biogasolina. Los cuales pueden sustituir a los
combustibles fosiles de forma parcial o total y asi, favorecer la disminucion de
emisiones contaminantes derivadas de su combustion.

El biodiesel es fabricado principalmente mediante aceites vegetales, pero dado a
gue la mayoria de los cultivos vegetales usados son de consumo humano, esto
produce un aumento en el costo de los alimentos y ademas aumenta el precio del
biodiesel, lo cual es una desventaja frente al diésel convencional. Por esta situacion
se buscan nuevas materias primas, como lo es el caso del aceite de microalga.

En el capitulo | se detallan las particularidades y caracteristicas del biodiesel, asi
como las materias primas utilizadas en la actualidad para la produccién de este
biocombustible, ademas, se describen las reacciones quimicas de la obtencion
mediante el uso de catalizadores basicos, acidos y se analiza la posibilidad del uso
de enzimas como mediadores de la reaccion.

En el capitulo Il se hace referencia a las microalgas como materia prima para la
produccion de biodiesel y se mencionan las cualidades que presentan los cultivos
de estos organismos comparandolos con los cultivos convencionales actuales.
Mientras que en el capitulo Ill se detalla la técnica de cultivo de microalgas y se
abordan los elementos clave para una produccién adecuada.

En los capitulos IV y V se muestran generalidades sobre la cepa de microalgas
Scenedemus obliquus y su uso potencial como matéria prima, sobre las estructuras
zeoliticas de imidazol y sus caracteristicas como catalizadores heterogéneos
respectivamente.



CAPITULO I. BIODIESEL

El termino biodiesel, se refiere a un combustible proveniente de fuentes biolégicas
y que es equivalente al diésel de petrdleo. Quimicamente, el biodiesel se define
como esteres monoalquilicos con cadenas largas de acidos grasos derivados de
biolipidos renovables. El biodiesel es producido generalmente mediante la reaccion
de aceites vegetales o grasas animales con metanol o etanol en presencia de un
catalizador para generar metil o etil esteres (dependiendo del alcohol utilizado) y
glicerina. (Demirbas A. , 2002). Generalmente el metanol es el alcohol mas usado
para realizar la transesterificacion debido a que es mas barato que el etanol
(Graboski, 1998). Las grasas animales y los aceites vegetales son compuestos
organicos insolubles en agua e hidrofébicos que estdn compuestos por una
molécula de glicerol y tres moléculas de &cidos grasos y comunmente se les
denomina triglicéridos (Sonntag et al., 1979a).

El biodiesel, es biodegradable, no téxico y ademéas su combustion libera un bajo
perfil de emisiones, lo cual es benéfico para el ambiente (Krawczyk et al., 1996).

1.1 Materia prima para la obtencion de biodiesel

En la actualidad, existe un gran potencial de materia prima para la produccion de
biodiesel. Las plantas comestibles oleaginosas son el principal recurso para la
produccion mundial de biodiesel, en incluso se ha estudiado la posibilidad del uso
de grasas animales siendo estas, las menos usadas debido a la dificultad de su
obtencion (Bala et al., 2005).

1.1.1 Aceites y Grasas

Quimicamente los aceites y grasas consisten en triglicéridos, moléculas de tres
cadenas largas de acidos grasos que se encuentran unidos por un enlace éster a
una molécula de glicerol. Estos &cidos grasos difieren en la longitud de sus cadenas
de carbonos, asi como en el nimero, orientacion y posicién de los dobles enlaces
en las cadenas (Meher. L.C, 2010).

Los triglicéridos como los principales constituyentes de las grasas y aceites
vegetales corresponden aproximadamente al 90% e inclusive hasta un 98% de la
masa total de los aceites. En la molécula de un triglicérido el glicerol tiene un peso
molecular de 41 g, mientras que un radical de acido graso pesa alrededor de 650 a
790 g. De esta forma se puede apreciar que los acidos grasos forman una gran
parte del peso molecular del triglicérido, lo cual se refleja en las caracteristicas de
los aceites (Canacki., 2008).

Como ya se menciond antes, los acidos grasos varian en la longitud de la cadena
de carbono y en el numero de dobles enlaces (grado de insaturacién), y se denota
con letras y numeros (Cx:X). La letra seguida de un numero representa el nimero
de &tomos de carbonos en la cadena del 4cido graso y el numero después de los



dos puntos hace referencia al niumero de dobles enlaces. Por ejemplo, C18:3 (acido
linoleico) implica que el acido graso tiene 18 atomos de carbono y 3 dobles enlaces
(Canacki., 2008).

Los acidos grasos que comunmente se encuentran en las moléculas de triglicéridos
se presentan la tabla 2:

ACIDO GRASO FORMULA
MIRISTICO (14:0)
PALMITICO (16:0)
ESTEARICO (18:0)
LINOLEICO (18:2)
LINOLEICO (18:3)

ARAQUIDONICO (20:0)

BEHENICO (22:0)

ERUCICO (22:1)
Tabla 1

Principales acidos grasos encontrados en los triglicéridos.
(Canacki., 2008)

1.1.2 Obtencién de Biodiesel por el método de transesterificacion

La transesterificacion, también llamada alcoholisis es la reaccién de una grasa o un
aceite con un alcohol para formar esteres y glicerol. La reaccidén ocurre en presencia
de un catalizador que se utiliza para mejorar la velocidad y rendimiento de la
reaccion. Entre los alcoholes que pueden ser usados en el proceso de
transesterificacion destacan el metanol, etanol, propanol, butanol e inclusive el
alcohol almilico. Con frecuencia, se prefiere utilizar metanol y etanol, pero en la
mayoria de los casos se utiliza el metanol debido a su bajo costo y a sus ventajas
fisicas y quimicas (alcohol polar y de cadena corta). Debido a estas caracteristicas
el metanol puede reaccionar con los triglicéridos. Y el NaOH usado generalmente
como catalizador se disuelve con facilidad.

Estequiométricamente es necesario tomar en cuenta la proporcion 3:1 de alcohol-
triglicéridos para completar la reaccion (Wright, 1994).

La transesterificacion es el proceso de intercambio del grupo alcoxi de un éster por
otro alcohol. Estas reacciones son catalizadas por la adicion de una base o un acido.
Las bases catalizan la reaccién removiendo un proton del alcohol, por lo cual se
vuelve mas reactivo, mientras que un acido puede catalizar la reaccion donando un
protén al grupo carbonil volviéndolo mas reactivo. (Schuchardt, 1998)



A continuacion, en la figura 1. Se muestra la reaccion general de la
transesterificacion.

CH,-O0C-R; R;—-COO-R CH,-OH

| Catalizador ‘
CH-OOC-R; + 3ROH —> R>—COO-R + CH-OH
| | |
CH>—OOC-R3 R;—COO-R CH,—OH

Triglicéridos Alcohol Esteres Glicerol

Fig. 1
Reaccién general de la transesterificacion de triglicéridos con alcohol.
(Schuchardt, 1998)

1.1.3 Catélisis de la reaccién

Los aceites vegetales pueden ser transesterificados mediante calor y la presencia
de alcoholes y un catalizador. Numerosos estudios han mostrado que la reaccién
quimica puede ser catalizada por bases, acidos o enzimas. Y de esto dependera el
proceso quimico involucrado en la formacion de esteres alquilicos.

Entre los catalizadores basicos o alcalinos se incluyen el NaOH, KOH, carbonatos
correspondientes a sodio y potasio, alcoxidos como metoxido de sodio, etoxido de
sodio entre otros.

En la catalisis acida se emplea el acido sulfurico, acido sulfénico, acido clorhidrico,
por mencionar algunos. El catalizador se disuelve en el alcohol mediante una
agitacion vigorosa en pequefos reactores y posteriormente se vierte al aceite.

Las lipasas son otra alternativa para ser empleadas en el proceso llamado
biocatalisis (Schuchardt, 1998).

1.1.4 Catélisis béasica

Los esteres en presencia de bases como iones alcoxidos, forman un intermediario
anionico, el cual puede disociarse al éster original o formar uno nuevo. La
transesterificacion puede ocurrir entonces por este mecanismo.

La transesterificacion catalizada por una base a diferencia del uso de acidos, se
produce mas rapido. El primer paso es la reaccion de la base con el alcohol
produciendo un alcoxido y un catalizador protonado. El ataque nucleofilico del
alcoxido en el grupo carbonil del triglicérido genera un intermediario tetraédrico, por
el cual el alquil éster y el anion de diglicérido son formados.

Consecutivamente los diglicérido y monoglicéridos son convertidos por el mismo
mecanismo en una mezcla de ésteres alquilicos y glicerol (Demirbas A. , 2002).



El uso de alcoxidos metalicos alcalinos como el metoxido de sodio (CH;0Na)
favorece la catélisis de la reaccion. El rendimiento que se obtiene es mayor al 98%
de conversiébn en un corto tiempo (30 min.) incluso si es empleado a una
concentracion molar baja (0.5 mol%). Sin embargo, el uso de este método requiere
la ausencia de agua, por lo cual su uso en procesos industriales resulta poco
favorable (Schuchardt, 1998).

Por otro lado, los hidroxidos metéalicos como el KOH y NaOH son mas baratos que
los alcoxidos metdlicos, pero menos atractivos. La presencia de agua aumenta la
posibilidad de hidrolisis de los ésteres que se formen, con la consecuencia de la
formacién de jabones. Lo anterior repercute en el rendimiento de la reaccion y hace
muy dificil la recuperacion del glicerol (Demirbas A. , 2008).

1.1.5 Catélisis acida

La transesterificacion es catalizada por acidos de Brgnsted, preferentemente por
acido sulfarico y &cido sulfonico. Esta catdlisis provee un rendimiento muy alto en la
formacion de ésteres alquilicos, pero la reaccion es lenta. La proporcidon molar
alcohol/aceite vegetal es uno de los principales factores que influyen en la
transesterificacion. Un exceso de alcohol favorece la formacion de ésteres
alquilicos, pero este exceso dificulta la recuperacién del glicerol al final de la
reaccion, asi que la proporcion alcohol/aceite debe ser establecida empiricamente.

La reaccion de conversion de triglicéridos a esteres alquilicos comienza con la
protonaciéon del acido para donar un ion hidronio, el cual puede someterse a una
reaccion de intercambio con un alcohol para formar un intermediante, y este puede
perder un protén para convertirse en un éster. Cada paso en este proceso es
reversible, pero en presencia de un exceso de alcohol el punto de equilibro de la
reaccion es desplazado y el proceso de transesterificacion se convierte en una
competicion (Demirbas A. , 2008). En la Fig. 2 se muestra la reaccion general de
transesterificacion de aceites vegetales catalizada por acidos.

— —+
O H
I
H' R-OC-O"R; R,OH Rf@—R'
R-OC-R, — | -
— H — O-R,
H
H R-OC-0"-R;
— R-OC-O-R, b H
Fig. 2

Mecanismo de transesterificacion de aceites vegetales catalizada por acidos
(Christie, 1989)
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1.1.6 Catalisis enzimatica

Como se menciono al inicio de este capitulo, la transesterificacion puede llevarse a
cabo en presencia de catalizadores béasicos o acidos, pero también pueden
utilizarse enzimas en especial lipasas provenientes de bacterias, hongos y
animales.

En trabajos recientes las lipasas producidas por los organismos Chromobacterium
viscosum, Candida rugosa asi como las lipasas producidas en el pancreas porcino
fueron empleadas en la produccion de biodiesel a partir del aceite de jaratrofa en un
sistema libre de solventes. En el estudio solo la lipasa proveniente de la bacteria
Chromobacterium viscosum mostré un rendimiento significativo (Shah, 2004).

La inmovilizacion de la lipasa bacteriana se realizé en celite-545 obteniendo un
rendimiento del 71% a comparacion del 62% de rendimiento obtenido al usar una
preparacion con la enzima libre en un proceso de 8 horas a 113 K (Shah, 2004).

Aunque la transesterificacion catalizada por enzimas no es un proceso que se
realice a escala comercial, nuevos resultados se han reportado en articulos
recientes y patentes. Los aspectos mas comunes que se han estudiado consisten
en optimizar las condiciones de la reaccion (solventes, temperatura, pH, tipo de
microorganismo que genera la enzima, etc.)

Sin embargo, el rendimiento de la reaccion y el tiempo en la misma contintan siendo
desfavorables comparada con la catélisis alcalina o &cida (Schuchardt, 1998).

1.2 Propiedades del biodiesel

Las propiedades técnicas del biodiesel se han especificado por la Sociedad
Americana de pruebas y materiales, (ATSM) por sus siglas en inglés en decretos
mediante los cuales se buscan establecer los parametros para asegurar la calidad
del biocombustible. La medicién de los parametros finales del biodiesel favorecera
Su uso, almacenamiento y comercio de este, ademas de asegurar que los sistemas
diésel donde sea utilizado no sufrirdn dafios durante su funcionamiento.

El biodiesel se caracteriza por su viscosidad, densidad, nUmero de cetano, su punto
de nube, punto de inflamabilidad, contenido de azufre, acidez y su alto poder
calorifico (HHV). Las variables mas importantes que afectan el rendimiento del éster
en el proceso de transesterificacion son la proporcién del alcohol con relacién al
aceite vegetal utilizado y la temperatura de la reaccion Para la medicion de las
propiedades estandar de calidad del biodiesel se utiliza como referencia al biodiesel
puro comunmente denominado (B100) (Carraretto C, 2004)



1.2.1 Viscosidad

La viscosidad es una propiedad fisica caracteristica de todos los fluidos que surge
de las colisiones entre las particulas del fluido que se mueven a diferentes
velocidades, provocando una resistencia a su movimiento (Hatschek, 1968)

Dado a que las propiedades del biodiesel son similares a las del diésel de petréleo.
La viscosidad es la propiedad mas importante dado a que afecta la operacion de los
equipos de inyeccién de combustible, particularmente a temperaturas bajas cuando
la viscosidad aumenta, la fluidez del combustible se ve afectada. En los dispositivos
de combustién diésel una viscosidad alta supone una pobre combustion, en cambio
una viscosidad menor favorece su combustion y por lo tanto el funcionamiento del
motor (Islam, 2004)

En cuanto a la viscosidad del biodiesel, esta suele disminuir al final de la reaccion
de transesterificaciébn en comparacion a la viscosidad que caracteriza a los aceites
con el que se elabora (Demirbas A. , 2008)

Datos reportados por la Sociedad Americana de pruebas y materiales (ATSM) en el
decreto D6751-08a correspondiente a los valores de calidad en el biodiesel
establecen que el limite aceptable para la viscosidad del biocombustible a 40°C es
de entre 1.9 a 6.0 mm?/s (Energy, 2010).

1.2.2 Punto de niebla

Los combustibles, en su mayoria, al estar expuestos a bajas temperaturas
experimentan cambios importantes en su consistencia, esto debido a que las
parafinas contenidas en los combustibles forman pequefios cristales que ocasionan
la restriccion del uso de ellos. El punto de niebla o punto de nube se refiere a la
temperatura mas baja en la cual se comienzan a formar estos cristales. (Armas,
2011)

Conocer el punto de niebla permite saber los rangos de temperatura en los cuales
el biodiesel puede comenzar a congelarse y con ello dafar los dispositivos de
inyeccién. Se calcula que el punto de niebla del biodiesel es mayor al del diésel
convencional, por lo cual se sugiere el uso de aditivos que retarden la congelacién
de biocombustible. El punto de niebla esta determinado por los acidos grasos que
forman al biodiesel. La ATSM en el decreto D2500 generaliza que el punto de niebla
para la mayoria de los metil ésteres provenientes de aceites vegetales se encuentra
entre 0y -1°C. (Energy, 2010).



1.2.3 Densidad

La densidad del biodiesel es un parametro muy importante para asegurar la calidad
del combustible. Conocer la densidad es de gran relevancia para una correcta
formulacion de la mezcla de materias primas que optimicen el costo de produccion
(Pratas, 2011).

La temperatura juega un papel importante en la densidad y la viscosidad del
biodiesel, a medida que la temperatura aumenta la densidad y la viscosidad
disminuye y cuando la temperatura desciende los valores de estas propiedades
aumentan (Demirbas A. , 2008).

Segun los estandares de calidad de la Sociedad Americana de Pruebas y Materiales
(ATSM) la densidad promedio del biodiesel a una temperatura de 15.5°C es de 7.3
Ib/gal (Energy, 2010). A comparacién con la densidad del diésel convencional segun
la misma fuente la diferencia que existe entre las densidades es de 0.2 Ib/gal.

1.2.4 Punto de inflamabilidad

El punto de inflamabilidad se define como el conjunto de condiciones del entorno en
gue una sustancia combustible inflamable, estd en condiciones de iniciar su
combustion si se le aplica una fuente de calor a suficiente temperatura llegando al
punto de ignicion. El punto de inflamabilidad se diferencia al punto de ignicion en
que en el primero el combustible est4 en condiciones de inflamarse, pero le falta el
calor de ignicién. Una vez retirada la fuente de calor pueden ocurrir dos cosas: que
la combustion contindie o que se detenga (Energy, 2010).

El punto de inflamabilidad del biodiesel disminuye al final de la reaccion de
transesterificacion con relacion al de los aceites utilizados para su elaboracion.
Conocer esta propiedad permite tener un aproximado de la cantidad de alcohol
residual que contiene el biodiesel después de la reaccion de obtencion (Demirbas
A., 2008).

El punto de inflamabilidad del biodiesel se encuentra entre los 100 y 170°C, por lo
que el biodiesel se considera un combustible seguro en cuanto a su uso y
almacenamiento. Tomando en cuenta que la temperatura a la que inicia su
combustion es aproximadamente lo doble al del punto de inflamabilidad del diésel
convencional (60-80°C) (Energy, 2010)

1.2.5 Contenido de azufre

El contenido de azufre permite reducir emisiones contaminantes de sulfatos y acido
sulfhidrico y proteger el sistema de escape de estas emisiones en los motores
diésel. Para una adecuada funcién de los filtros en los motores diésel, se requiere
gue el contenido de azufre sea de 15 ppm o menos. Generalmente el biodiesel
contiene menos de 15 ppm de azufre (Energy, 2010). La ASTM registra que el
biodiesel contiene 0.0015 % de azufre con relacion a la masa.



El departamento del medio ambiente de Australia sefiala que el 99% de los gases
contaminantes de azufre presentes en la atmosfera provienen de la actividad
relacionada al uso de combustibles fosiles (Energy, 2010).

1.2.6 NUmero de Cetano

El nimero de cetano es una magnitud de calidad en la ignicion de los combustibles
diésel. Un alto nimero de cetano implica una ignicion mas rapida. El numero de
cetano esta basado en dos compuestos, el hexadecano, con un nimero de cetano
de 100 y el heptametilnonano, con un numero de cetano de 15 (Bala, 2005). El
namero de cetano es un parametri para determinar la calidad de la ignicion del diésel
y es equivalente al porcentaje por volumen del cetano en la mezcla con
heptametilnonano, la cual se compara con la calidad de ignicion del combustible
prueba (Energy, 2010).

El ndmero de cetano del biodiesel es generalmente mas alto que el del diésel
convencional. Entre mas largas sean las cadenas de los &acidos grasos y mas
saturadas sean las moléculas, mayor sera el nimero de cetano. (Bala, 2005).

El biodiesel presenta un niumero de cetano entre 48 y 65 mientras que el valor del
diésel de petréleo es de 40 a 55, Segun la ASTM en decreto de prueba ATSM
D6751.

1.2.7 Acidez del biodiesel

La acides en el biodiesel es el principal indicador de acidos grasos libres (productos
de la degradacién natural de grasas y aceites). Este valor puede ser elevado si la
produccion del biocombustible no se realiza adecuadamente o si este sufre una
degradacion oxidativa. Para fines de calidad en el producto final, la acidez del
biodiesel debe ser maximo 0.50 mg KOH/g (Agency, 2002) .

1.2.8 Poder Calorifico del biodiesel

El oxigeno contenido en el biodiesel mejora el proceso de combustion y disminuye
su potencial de oxidacién. El contenido estructural de oxigeno de un combustible
favorece su eficiencia de combustién debido a un incremento en la homogeneidad
del oxigeno con el combustible durante la combustion. Gracias a esto la eficiencia
de combustion del biodiesel es mayor a la del diésel, ademas la eficiencia en la
combustién del metanol/etanol es mas alta que el de la gasolina.

El biodiesel contiene 11% de oxigeno por peso y no contiene azufre. Por lo tanto, el
uso del biodiesel puede extender la vida de los motores diésel dado a que se
encuentra mas lubricado que cuando se usa diésel de petroleo.

El poder calorifico del biodiesel (HHV) son relativamente altos. El HHV del biodiesel
esté calculado entre 39 a 41 MJ/Kg y se encuentra ligeramente por debajo del de la
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gasolina (46 MJ/Kg), diésel de petroleo (43 MJ/KQ) e incluso del petréleo (42 MJ/KQg)
(Demirbas A. , 2008).

1.3 Impacto ambiental de la combustion del biodiesel

El impacto ambiental de las emisiones generadas en la combustion del biodiesel
depende del tipo de materia prima, ya sea maiz, soya o0 en este caso aceite de
microalga con la que se elaboré el biocombustible (Rakopoulos D.C., 2008).

El biodiesel promueve reducciones significativas en particulas suspendidas y
mondxido de carbono (CO) en comparacion al diésel de petréleo. Ademas de causar
un leve incremento o decrecimiento en 6xido de nitrogeno (N20), esto dependiendo
en el tipo de motor y en el procedimiento de la prueba (Laforgia, 1994).

El uso de biodiesel en dispositivos diésel reduce sustancialmente las emisiones de
hidrocarburos crudos en un 90%, mondxido de carbono, sulfatos, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, e hidrocarburos arométicos nitrogenados en un 75% y 90%
a comparacion del diésel (Rakopoulos D.C., 2008)

El uso del biodiesel con la finalidad de reducir las emisiones de N,0 resulta atractivo
por muchas razones. La primera, el biodiesel contiene menos nitrébgeno a
comparacion del diésel. El biodiesel se caracteriza por su baja concentracion de
sulfuros, por lo tanto, las emisiones de S0, se pueden reducir de manera
significativa usando al biodiesel para reemplazar al diésel de petréleo (Urbanchuk,
2013).

Segun datos de la agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos de Norte
América, el total de las emisiones de dioxido de carbono (€0,) en la combustién del
biodiesel es menor a comparacion de las emisiones del diésel convencional. Aunado
a esto, la energia que se utiliza durante el proceso de produccion del biodiesel es
menor, lo cual convierte a este biocombustible en una opcidn viable y sustentable.
El CO, es uno de los principales gases de efecto invernadero que una vez emitidos
por alguna fuente de combustion se dispersa en la atmosfera por procesos naturales
(Carraretto C, 2004).

El biodiesel puede ser una perfecta opcién para reemplazar al diésel, pero también
se pueden hacer algunas mezclas de biodiesel-diésel para reducir las emisiones
contaminantes, comunmente las mezclas se denotan B, en donde x es el porcentaje
de biodiesel utilizado en la mezcla.

En la siguiente tabla se describe las emisiones del biodiesel puro (B100) en el cual
se utilizé semillas de soya como materia prima y una mezcla 80-20% de biodiesel y
diésel respectivamente (B20) (Carraretto C, 2004).
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Tipo de emision Biodiesel puro 20% biodiesel + 80

B100 B20
Hidrocarburos crudos -67 -20
totales
Mondxido de Carbono -48 -12
Particulas Suspendidas -47 -12
NOx +10 +2
Sulfatos -100 -20
Hidrocarburos -80 -17
aromaticos policiclicos
Tabla 2

Reduccion de emisiones de biodiesel (%) comparado con diésel convencional
Adaptado de (Carraretto C, 2004)
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CAPITULO II. MICROALGAS VERDES COMO MATERIA PRIMA EN
LA PRODUCCION DE BIODIESEL.

2.1. Microalgas

Dentro de las microalgas se distinguen cuatro grupos comunmente: diatomeas
(Bacillariophyceae), las cuales forman parte del fitoplancton; algas verdes
(chlorophyceae) las cuales se consideran como precursores de las plantas
superiores; algas azules (Cyanophyceae), fijadoras de nitrégeno atmosférico y las
algas doradas (Chrysophyceae), que es comun encontrarlas en sistemas de agua
fresca al igual que las algas verdes (Sheehan, 1998).

Las microalgas verdes en su mayoria son microorganismos eucariontes
fotosintéticos que pueden crecer rapidamente y vivir en condiciones extremas. Las
microalgas pueden ser unicelulares o presentar una estructura multicelular simple.

Las microalgas estan presentes en todos los ecosistemas de la tierra, no solo en los
acuaticos y representan una gran variedad de especies. Se estima que existen mas
de 50,000 especies, pero hasta la actualidad solo se han estudiado
aproximadamente 30,000 (Li Y, 2008).

2.2 Contenido lipidico de las microalgas y su productibilidad

Las grasas, asi como los acidos grasos son constituyentes de todas las células de
microalgas, en donde sus funciones principales son como componente de la
membrana, almacenamiento de productos, como metabolitos y principalmente
como una fuente de energia de reserva. La sintesis de lipidos en algas
generalmente se realiza por las mismas vias bioquimicas que en las plantas.

La mayor diferencia entre las plantas utilizadas como materia prima en la produccién
de biodiesel y las microalgas, radica en que las algas son capaces de producir
diferentes tipos de acidos grasos como respuesta a un estrés. Y, ademas el aceite
que almacenan las microalgas proviene de la fotosintesis, lo cual significa que las
vias completas de la fijaciéon de CO2 hasta la sintesis de triglicéridos pueden ser
ajustadas por la célula (Becker, 1994).

Algunas especies de microalgas verdes pueden ser inducidas para acumular
sustancialmente mayores cantidades de aceite y asi contribuir a un mayor
rendimiento de aceite. El promedio del contenido de aceite varia entre 1y 70% en
condiciones normales de cultivo. Pero bajo ciertas condiciones de estrés en la
disponibilidad de nutrientes y temperatura del medio de cultivo algunas especies
pueden alcanzar un 90% con relacion al peso seco de la biomasa (Sheehan, 1998).
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Un aspecto significativo ademas de la cantidad de aceite que pueden almacenar en
su célula las microalgas, es la composicion de los acidos grasos de las distintas
especies, y como estos pueden tener un efecto significativo en las caracteristicas
del biodiesel producido. (Becker, 1994)

Los acidos grasos pueden ser saturados e insaturados de entre 12 y 22 atomos de
carbono. La composicién tipica de los &cidos grasos presentes en las especies
empleadas para la produccion de biodiesel muestra que son capaces de sintetizar
C14:0, C16:0, C18:1, C18:2 y C18:3. En la tabla 3 se compara la cantidad de aceite
de microalgas (en rojo) en comparacion a cultivos tradicionales para la produccion
de biodiesel.

Fuente de Contenido de aceite en Rendimiento del Produccion de biodiesel
obtencidn la semilla (% aceite por aceite. (L de aceite/ (kg biodiesel/ hectérea
peso seco) hectérea por afio por afio)
Maiz 44 172 152
Soya 18 636 562
Canola 41 974 862
Girasol 40 1070 946
Aceite de palma 36 5366 4747
Microalga
(bajo contenido 30 58,700 51,927
de aceite)
Microalga 50 97,800 86,515
(medio
contenido de
aceite)
Microalga 70 136,900 121,104
(alto contenido
de aceite)
Tabla 3

Comparacién de microalgas con otras materias primas para biodiesel.
(Mata M.T., 2009)
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2.3 Caracteristicas quimicas y fisicas del aceite de microalga.

Como se ha mencionado antes, las microalgas son capaces de producir acidos
grasos de longitudes de cadena variada, los cuales van de los 5 a 19 carbonos.

En la tabla 4 se muestra la informacion que concierne a la composicion quimica del
aceite de microalga asi como algunos pardmetros fisicos. Es importante mencionar
que los autores no hacen referencia al tipo de microalga que se utilizé para el
andlisis.

Propiedades Aceite de Microalga
C (%) 61.52
H (%) 8.5
O (%) 20.19
N (%) 9.79
S (%)
Densidad (kg/l) 1.16
Viscosidad (Pa*s) 0.10 a 40°C
Poder Calorifico 29
Tabla 4
Propiedades del aceite de microalga
(Amin, 2009)

En la tabla 5 se compara la cantidad de aceite almacenado en el interior de las
microalgas verdes con relacién a su peso seco de la biomasa donde la microalga
Scenedesmus, Chlorella, Neochloris y Dunaliella son las principales especies
almacenadoras de aceite, mientras que la especie Arthrospira (Spirullina) es la
especie con menor cantidad.

Microalga Porcentaje de lipidos
en peso seco (%)

Scenedesmus obliquus 11.0-55.0

Scenedesmus sp. 19.6-21.1

Nannochloropsis oculata 22.7-29.7

Dunaliella sp. 15.5-67.0
Chlorella vulgaris 5.0-58.8

Chlorella emersonii 25.0-63.0

Neochloris oleoabundans 29.0-65.0
Arthrospira maxima 4.0-9.0

Tabla 5

Cantidad de aceite en peso seco de microalgas.
(Mata M.T., 2009)
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2.4 Sintesis de lipidos en microalgas

En microalgas verdes, la ruta metabdlica para la sintesis de &cidos grasos empieza
por la union del complejo luz-biomasa, el cual estd mediado por la clorofila 1l y
carotenoides, los cuales capturan la energia luminica en forma de fotones. La
energia es empleada por el fotosistema Il en la oxidacién catalitica del agua,
formando protones y electrones y 0, molecular. Los electrones se transportan
mediante la cadena de transporte fotosintética para promover la produccion de
NADPH mediante la reduccion de ferredoxina. Dentro del lumen tilacoidal se genera
un gradiente electroquimico, debido a la liberacion de protones después de la
oxidacion del agua; el cual se emplea para la formacion de ATP mediante la via ATP
sintasa. Los productos de la fotosintesis NADPH y ATP son sustratos del ciclo de
Calvin (Beer, 2009); donde la enzima Rubisco cataliza la conversiéon de C0O, y
ribulosa-5-fosfato en dos triosas, las cuales son convertidas subsecuentemente en
piruvato y acetil-CoA (Staphanopoulos, 2008).

Las moléculas de acetil-CoA son carboxiladas dentro del cloroplasto por acetil-
CoAcarboxilasa (ACC) para la sintesis de malonil-CoA. (Hu Q. S., 2008), molécula
que es transferida por la proteina acarreadora de grupos acil (ACP) del complejo
multi-enzimatico sintasa de acidos grasos (SAG); donde la subunidad cetoacil-ACP
sintasa (CAS) cataliza la condensacion de malonil-ACP mediante tres reacciones
ciclicas: reduccion, deshidratacién y reduccion; condensando el producto con otra
molécula de malonil-CoA (Harwood, 2006). El ciclo se repite hasta formar cadenas
saturadas de &cido palmitico (16:0) o esteérico (18:0). La enzima ACP-sintasa abre
la cadena acil y libera el acido graso (Scott S. D., 2010).

La formacion de triglicéridos se lleva a cabo en el reticulo endoplasmatico, en
organelos especializados llamados plastidos, donde se producen lipidos neutros
con la finalidad de almacenar energia y liberar espacio dentro de la célula
(Rajakumari, 2008).

La primera reaccion para la sintesis de triglicéridos (TAG) es la condensacion
(acilacion) de glicerol-3-fosfato (G3P) con acil-CoA para formar lisofosfatido (LPA),
el cual es catalizado por acil-CoA: glicerol-sn-3-fosfato acil transferasa (GPAT) y
otra molécula de acil-CoA para producir fosfatidato (PA) (Beer, 2009); (Scott S. D.,
2010). Posteriormente el fosfatidato puede ser desfosforilado por la enzima &cido
fosfatidico fosfatasa (PAP) para formar diacilglicerol. Finalmente, la sintesis de TAG
es catalizada por acil-CoA: diacilglicerolacil-transferasa (DGAT), la cual incorpora
un tercer grupo acil-CoA en la molécula de diacilglicerol, los TAG resultantes son
almacenados en cuerpos de aceites (Murphy, 2001), los cuales son la materia prima
para obtener biodiesel.
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Fig. 3
Esquema del proceso de sintesis de lipidos en microalgas.
(Beer, 2009)

2.5 Ventajas del uso de microalgas en la produccién de biodiesel

Las microalgas se reproducen por si solas utilizando la fotosintesis para convertir la
energia de sol a energia quimica, completando un ciclo de crecimiento en pocos
dias (Sheehan, 1998). Ademas, son organismos que pueden crecer en cualquier
lugar requiriendo solamente luz solar y algunos nutrientes simples, aunque la
velocidad del crecimiento se puede acelerar con la adicidén de nutrientes especificos
y aireacion suficiente (Aslan S, 2006).

Diferentes especies de microalgas pueden adaptarse a vivir en ciertas condiciones
ambientales. Asi, es posible encontrar especies que respondan a caracteristicas
especificas de crecimiento, lo cual no es posible de hacer con otras materias primas
para producir biodiesel.

Las microalgas tienen un rango mayor de crecimiento y productividad a
comparacion de los recursos forestales, cultivos agricolas y otras plantas acuaticas,
requieren una menor area de cultivo que otras materias primas de origen agricola,
a comparacion de la soya, las microalgas producen de 49 a 132 veces mas aceite
con relacion a su peso seco (Tsukahara K, 2005).

En el aspecto ambiental, el cultivo de microalgas favorece la mitigacion del CO, que
las fabricas liberan por un proceso denominado “bio-fijacién”, reduciendo las
emisiones de gases de efecto invernadero de una compafia o proceso industrial
mientras se cultiva la materia prima para el biodiesel. También pueden ser utilizadas
como tratamiento en la remocion de NH,, NO5, PO,, haciendo que las microalgas
crezcan utilizando estos contaminantes del agua como nutrientes (Wang B, 2008).
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CAPITULO IlIl. CULTIVO DE MICROALGAS.

Las microalgas estan adaptadas para asimilar los recursos que se encuentren en
sus ambientes, almacenarlos o incrementar su eficiencia en la utilizacion de esos
recursos. En general, para el crecimiento de la biomasa de microalgas, la cual
consta de 40-50% de carbono es necesaria una eficiente fuente de carbono y luz
para llevar acabo la fotosintesis (Moheimani N.R, 2006). Sin embargo, pueden
ajustar su estructura interna (bioquimica y fisiolégicamente), mientras que
externamente pueden excretar compuestos, detectar compuestos disponibles o
limitar el crecimiento en situaciones adversas (Richmond, 2004).

Las microalgas pueden asumir distintos tipos de metabolismo como el autotrdfico,
heterotréfico, mixotrofico o fotoheterotrofico. Y son capaces de realizar un cambio
en respuesta a una alteracion en las condiciones ambientales. Por ejemplo, algunos
organismos pueden crecer (Chojnacka K., 2004):

e Fotoautotroficamente: utilizando la luz como la Unica fuente de energia, la
cual es convertida a energia quimica mediante la fotosintesis.

e Heterotroficamente: utilizando Unicamente compuestos organicos como
fuente de carbono y energia.

e Mixotroficamente: Realizando fotosintesis como la principal fuente de
obtencion de energia, pero los compuestos organicos y el CO, son
esenciales.

e Fotoheterotroficamente: también conocido como fotoorganotrofico o
fotometabolismo, describe el metabolismo mediante el cual la luz es
requerida para usar compuestos organicos como fuente de carbono.

3.1 Métodos de Cultivo
3.1.1 Estanques abiertos

El cultivo a gran escala de microalgas usualmente se realiza en estanques al aire
libre por lo cual se les denomina “estanques abiertos” en donde los cultivos reciben
una fuente de iluminacién natural y la fuente de carbono es el CO, ambiental. De
este modo los costos de mantenimiento y de operacidn son menores a comparacion
con los fotobiorreactores.

Las cepas mas comunes que se cultivan en estanques abiertos son Chlorella,
Dunaliella, Nostoc y Scenedesmus (Verma, 2010).

Los estanques abiertos tienen una gran variedad de formas y tamafios dependiendo
de la localizacion del cultivo, sin embargo, los disefios mas comunes para el cultivo
de microalgas son los estanques circulares y los estanques en forma de ovalo
(Sheehan, 1998).

Las dimensiones estandar sugeridas por el departamento de energia de los Estados
Unidos con las que deben contar los estanques son de 10 m de ancho, 100 metros
de longitud y 30 cm de profundidad y deben estar construidos con ladrillos y
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concreto recubiertos por una membrana gruesa de aproximadamente 10 cm para
optimizar el crecimiento de la biomasa.

En el caso de los estanques de ovalo o comiunmente llamados de pista, se debe
equipar con una paleta o un brazo rotatorio el cual se sitla a una profundidad de
10-20 cm para mantener el cultivo en agitacion, mezclando y previniendo la
sedimentacion de la biomasa en el fondo del estanque (Verma, 2010).

(Jimenez C, 2003) establece en su trabajo de investigacion que el crecimiento
maximo de biomasa en los estanques abiertos se logra cuando se encuentran en
condiciones tropicales y subtropicales.

La velocidad de crecimiento en los estanques abiertos cualquiera que sea su forma
es menor a comparacion con un fotobiorreactor. Como sefiala (Sheehan, 1998) el
rango de produccion de biomasa en estanques abiertos es de 10-50 gr/dia.

Algunas desventajas que presentan los estanques abiertos son que al estar
expuestos al aire libre existe perdida de agua por evaporacion, ademas de que
resulta complicado mantener las condiciones éptimas del cultivo.

En la figura 3 se muestra el esquema de un estanque abierto.

Cosecha Paletas
Giratorias

Deflector de
Flujo Corriente

Deflector de
Corriente

Fig. 4.
Esquema de estanque abierto
(Singh, 2012)

19



3.1.2 Fotobiorreactores

Un fotobiorreactor puede describirse como un dispositivo cerrado e iluminado que
no tiene intercambios con el ambiente de gases y contaminantes, disefiado para
controlar la produccidon de microalgas. A pesar de que los costos de operacion y
mantenimiento de los fotobiorreactores son mayores a comparacién con los
estanques abiertos el uso de estos sistemas tiene mayores ventajas como sefiala
(Singh, 2012):

e Minimiza la contaminacion y permite mantener anoxénicos los cultivos de
microalgas.

e Ofrece un mejor control sobre las condiciones de cultivo como el pH, la
temperatura, iluminacion, concentracion de CO,.

e Previene la evaporacion del agua y permite una alta concentracién de
células.

e Existe la posibilidad de situar los dispositivos en lugares donde la fuente de
iluminacion es la luz solar. Disminuyendo los costos de iluminacion artificial.

(Tsoglin, 1996) sugiere los siguientes puntos a tomarse en cuenta para la
construccion de un fotobiorreactor:

e El reactor debe permitir el cultivo de varias especies de microalgas

e Los reactores deben de contar con una fuente de iluminacién uniforme y una
rapida transferencia de masa de C0O, y 0,.

e Las células de microalgas se adhieren con facilidad a las superficies de los
reactores provocando que la transmision de la luz sea deficiente con el paso
del tiempo, y esto causa que los reactores deban ser apagados para su
limpieza y esterilizacion. El reactor disefiado debe de prevenir la adherencia
de las microalgas.

e Se debe garantizar que los dispositivos cuenten con el minimo de espacios
sin iluminacién posibles.

e Dado a que las microalgas liberan 0, como producto de la fotosintesis, los
fotobiorreactores deben de contar con véalvulas que permitan la purga del
oxigeno acumulado, ya que diversos estudios han demostrado que la
saturaciéon de 0, en los cultivos retarda la produccién de biomasa.

La mayoria de los fotobiorreactores constan de un arreglo lineal o helicoidal de tubos
hechos de vidrio y plastico o de columnas del mismo material para permitir la
transmision estable de la intensidad de la luz y en los cuales fluye el cultivo de
microalgas mediante una bomba de flujo o burbujeo (Pulz, Photobioreactors:
productio systems for phototrophic microorganisms., 2001).
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La figura 5 es un esquema de un sistema de fotobiorreactor que implementa una
fuente de iluminacion solar y un sistema de aire que permite la purga del 0,
acumulado.

Valvula de
liberacion de
Gas

Cosecha

Sistema
de
Aire

Aire

Toma de
Muestras

Luz
Solar

Fig. 5
Fotobiorreactor de tipo helicoidal
(Singh, 2012)

3.2. Factores que influyen en el crecimiento de las microalgas.

Aunque la capacidad de produccién de triglicéridos en las microalgas es controlada
genéticamente, la cantidad y calidad de aceites producidos por las microalgas es
directamente proporcional a los estimulos que reciben de los alrededores.

Los estimulos que influyen directamente en la produccion de biomasa y de
produccion de aceites al mismo tiempo son: C0,, el agua, deficiencia de nutrientes,
intensidad de luz, pH y temperatura (Borowitzka, 1999).

3.2.1 Di6éxido de Carbono

Las microalgas son diez veces mas eficientes en la fijacion biologica del €O,
atmosférico que las plantas terrestres (Usui, 1997) y esta eficiencia es altamente
variable dependiendo de la especie de microalga que realice la fijacion.

La unica fuente de carbono en el cultivo de microalgas es el C0O,. Asi los costos de
suministrarlo juegan un papel vital en la parte economica de la produccion de
biodiesel. Con la finalidad de optimizar el crecimiento de las microalgas, el CO,
necesita ser proveido en concentraciones altas que pueden ser alcanzadas bajo
condiciones naturales (Pulz, 2007). Los gases liberados por la industria del acero y
de las centrales térmicas tienen una concentracion mayor de €0, que el aire normal;
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el seleccionar cepas de microalgas que sean altamente tolerantes al diéxido de
carbono es una de las mejores estrategias para mejorar la factibilidad del proceso
de produccién desde el punto de vista econdémico (Verma, 2010).

3.2.2 Agua y Nutrientes

El crecimiento de las microalgas se debe esencialmente a los nutrientes que se
encuentran en el agua del cultivo. El agua que comunmente se utiliza es agua
tratada o aguas residuales. De este modo las microalgas no compiten con otros
organismos por agua fresca y asi, el uso de aguas residuales como medio de cultivo
puede considerarse como remediacion biolégica del agua. Se han realizado
numerosos estudios en los cuales se ha utilizado aguas residuales para el
crecimiento de microalgas, especialmente para remocion de sales de nitrogeno y
fosforo de los efluentes. (Hernandez, 2006); (Abdel-Hameed, 2007); (Shi, 2007).
En adicion al nitrégeno y fosforo otros estudios han demostrado la capacidad de las
microalgas de remover metales pesados de las aguas contaminadas, tal como lo
muestra (Shi, 2007) y (Mufioz, 2006).

El nitrdgeno, asi como los fosfatos son dos macronutrientes importantes para el
crecimiento y metabolismo de las microalgas. El nitrégeno es un elemento
fundamental para la formacion de proteinas y acidos nucleicos. Siendo una parte
integral de moléculas esenciales como el ATP y acarreadores de energia en la
célula. El nitrégeno inorganico tomado por las algas es rapidamente asimilado
dentro de compuestos bioquimicamente activos y reciclado dentro de las células
para satisfacer las cambiantes necesidades fisioldgicas.

Los fosfatos son otro nutriente importante en las cadenas de ADN y ARN, las cuales
son macromoléculas esenciales para la vida de las células y ademas son un
componente clave de los fosfolipidos. (Harris, 1986)

Generalmente la deficiencia de nitrdgeno tiene grandes efectos en la sintesis y
acumulacion de lipidos y acidos grasos. Mientras que la deficiencia de fosforo
resulta en la mejora de la calidad de lipidos en ciertas especies de microalgas
(Saha, 2003). Mientras que (Otsuka, 1961) estudio la escasez de sulfuro en el medio
en las especies Chlamydomonas reinhardtii y en Chlorella spp. Y resulto en una
mejoria en el contenido total de los lipidos.

El hidrogeno y oxigeno son dos nutrientes no minerales. La abundancia de ambos
en el medio de cultivo permite saber que su presencia no es un reto para el
crecimiento o el metabolismo de las microalgas.

Los metales traza, son metales presentes en las células de las algas en cantidades
demasiado pequefas (<4ppm) pero son un componente esencial de la fisiologia.
El Hierro (Fe), Magnesio (Mn), Cobalto (Co), Zinc (Zn), Cobre (Cu) y Niquel son seis
de los metales traza mas importantes para las funciones metabdlicas de las
microalgas.

Las deficiencias de metales traza pueden limitar el crecimiento, mientras que un
exceso 0 una concentraciéon alta inhibiria el crecimiento, reducir la produccién de
antioxidantes y ocasionar dafo en la membrana celular (Parent, 1991).
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3.2.3 Intensidad de la luz

Durante el crecimiento fotoautotréfico de las microalgas la luz es la principal fuente
de energia. Estos organismos usan la luz para convertir el dioxido de carbono a
compuestos organicos, especialmente en azucares. Las microalgas pueden crecer
bajo diferentes intensidades de luz. Sin embargo, solo el uso de luz de alta
intensidad favorece la bioproduccion de lipidos neutros principalmente triglicéridos.
En contraste los lipidos polares son formados ante la presencia de luz de baja
intensidad. Cerca del 45% del total del espectro de la luz consiste en radiacion
fotosintéticamente activa, en consecuencia, puede ser utilizada por la microalga
para capturar el CO, (Gao, 2007).

La luz solar esta disponible en diferentes cantidades segun sea la localizacion
geografica. Los estanques abiertos deben situarse en aquellas regiones donde la
luz solar es abundante e interrumpida. En el caso de los fotobiorreactores, la luz
solar puede proveer mediante recolectores solares, concentradores solares y fibras
Opticas (Scott A. B., 2006). No obstante, con la final de reducir los costos en la
produccion del biodiesel, el crecimiento de la biomasa de microalgas debe realizarse
utilizando luz solar.

3.2.4 Temperatura

La temperatura es quizas uno de los factores ambientales mas importantes que
intervienen en el crecimiento de las microalgas, en el tamafio de las células, su
composicién bioquimica e inclusive en los requerimientos nutrimentales.

La temperatura juega un papel importante en la fotoinhibicion, lo cual repercute en
la tasa de crecimiento del alga. Se sabe que existe una relacion entre la tasa de
crecimiento y la temperatura. Cuando la temperatura sube, la tasa de crecimiento
€s mayor y viceversa.

La temperatura de crecimiento optima, depende de la especie o cepa de microalga
(Renuand, 2002).

El crecimiento a una temperatura optima favorece la utilizacién del carbono y
nitrogeno dentro de la célula, (Raven, 1988) sefiala que los cultivos de microalgas
que se realizan a una temperatura por debajo a la 6ptima tienen una menor
eficiencia en la utilizacion de carbono y nitrégeno, lo cual se debe a los cambios en
la viscosidad del citoplasma.

Uno de los cambios mas observados con el cambio de temperatura es la alteracion
en el nivel de insaturacién de los acidos grasos en la membrana lipidica. Las bajas
temperaturas disminuyen la fluidez en la membrana celular. Las células entonces lo
compensan incrementando el nivel de fluidez de los acidos grasos insaturados. Sin
embargo, esto provoca que las membranas sean mas susceptibles al dafio por
radicales libres (Raven, 1988).

Se ha reportado que la temperatura también tiene impacto en el contenido de
almidon en el interior de la célula. Los almidones son sintetizados por metabolitos
fosforilados durante las reacciones del ciclo oscuro de la fotosintesis usando
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enlaces de fosfato ricos en energia (por ejemplo, ATP) formado en las reacciones
en presencia de luz (Emerson, 1994).

3.2.5 pH

El pH al igual que la temperatura es uno de los factores mas importantes en el cultivo
de microalgas debido a que determina la solubilidad y disponibilidad del €O, y de
nutrientes esenciales y debido a esto el pH tiene un impacto significativo en el
metabolismo del alga. Un crecimiento maximo de biomasa se logra a pH neutros,
aunque el pH optimo para un cultivo es el pH inicial al cual un alga puede iniciar su
crecimiento. El cambiar el pH en el medio puede limitar el crecimiento por una
inhibicion metabdlica (Goldman, 1982).

Notablemente el pH es el mejor factor para determinar las concentraciones relativas
de especies carbonatadas en el agua. Cuando el pH es alto disminuye la
disponibilidad del CO, (Chen, 1994), el cual como se ha visto anteriormente limita el
crecimiento celular. En cultivos fotoautotroficos la sustitucion del €0, tomado de la
fotosintesis es mas lenta. Lo cual resulta en una disminucion de la presion parcial
de CO, y por lo tanto conduce a un aumento del pH (Pruder, 1979)

El pH alcalino incrementa la flexibilidad de la pared celular de las células madre, lo
cual evita su ruptura e inhibe la liberacion de autoespora, aumentando el tiempo en
el ciclo celular y, ademas, indirectamente aumenta la acumulacion de triglicéridos,
pero disminuyen los lipidos polares asociados a la membrana debido a la inhibicién
del ciclo celular (Guckert, 1990).
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CAPITULO IV. Scenedesmus obliquus

Scenedesmus, es un género de microalgas, especificamente de las cloroficeas o
algas verdes, las cuales reciben este nombre debido a la clorofila contenida dentro
de la célula. Generalmente forma colonias y son microalgas que no poseen
movilidad. En la actualidad existen 74 especies de Scenedesmus aceptadas
taxonomicamente (Guiry, 2015). Adicionalmente varios subgéneros han sido
identificados, pero varian de acuerdo con la fuente. (Hegewald, 1997) denota
Acutodesmus, Desmodesmus Yy Scenedesmus, como las tres principales.
Acutodesmus se caracteriza por tener células con polos agudos mientras que
Desmodesmus y Scenedesmus son células con polos obtusos y truncos
(diferenciados por la presencia o ausencia de espinas respectivamente). Las células
de Scenedesmus contienen un solo plastido con un pirenoide y se caracterizan por
ser uninucleares.

Los restos fosiles de Scenedesmus que se conocen datan de 70 a 100 millones de
afos. Mientras que Desmodesmus se supone como la especie mas joven de estos
tres grupos.

Scenedesmus es uno de los géneros mas comunes de agua dulce; sin embargo,
las muy diversas morfologias entre las especies hacen dificil su identificacion.
Mientras la mayoria de las especies pueden ser encontradas alrededor del mundo,
existen ciertas especies locales como es el caso de Scenedesmus intermedius y
Scenedesmus serratus las cuales se pueden encontrar en Nueva Zelanda (Ltring,
1999).

Scenedesmus obliquus se caracteriza por ser células dispuestas linealmente
alternadas, en 2 o 3 filas, tocando entre ellas mediante las paredes laterales o en la
region subpolar solamente. Las células de 3-78 x 2-10 micras, con morfologia casi
esférica o elipsoidal, alargadas y fusiformes. Los polos son circulares, obtusos o
inclusive ligeramente agudos y estrechos (Tsarenko, 2011).

4.1 Cenobios y Crecimiento celular

Scenedesmus obliquus. puede existir como una célula Unica; generalmente se le
encuentra en cenobios de cuatro u ocho células dentro de una pared materna. Los
cenobios de acuerdo a su ordenamiento se han descritos como lineares, irregulares
o0 alternados.

La formacion de cenobios depende de varios factores. Una gran proporcion de
organismos unicelulares han sido encontrados en cultivos expuestos a una alta
intensidad de luz y temperaturas altas, lo que sugiere que, en tasas de crecimiento
mas altas, los organismos prefieren no ser colonizados (Liring, 1999).

La reproduccion asexual es mediante la formacion de autocolonias en donde las
células maternas se dividen en células no flageladas que se alinean lateralmente
alrededor de la pared materna.
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Las autocolonias son liberadas por el rompimiento de la pared celular materna. Una

colonia simple es capaz de producir tantas autocolonias como el niumero de
cenobios existentes (Graham, 2000).

Fig. 6
Cenobio de Scenedemus obliquus en el que se aprecia la morfologia de las células, asi como el
cloroplasto parietal, un pirenoide y gotas de aceite dispersas.

Tomado de: http://www.algaebase.org/search/images/detail/?img_id=007d3e839f5cbfc4b

4.2 Perfil bioquimico y lipidico presente en Scenedesmus obliquus

En las tablas siguientes se muestra el perfil bioquimico y lipidico correspondiente a
la cepa de Scenedesmus obliquus.

Como se puede observar en la tabla 17 se reporta la presencia principalmente de
acidos grasos saturados y monoinsaturados desde C16 a C18.

PERFIL BIOQUIMICO %

HIDRATOS DE CARBONO 28

PROTEINAS 25

CLOROFILA 0.8

LIPIDOS NEUTROS 20

LIPIDOS POLARES 18
Tabla 6

Perfil bioquimico de la microalga Scenedesmus obliquus.
(Cervantes, 2013)
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PERFIL LIPIDICO %

C16:0 30.2
C16:1N 7.3
Cil7:1 4.0
C18:0 0
C18:1NO9T 195
C18:1N9C 26.2
C18:3N6 12.8
Tabla 7

Perfil lipidico de la microalga Scenedesmus obliquus en condiciones de cultivo normales.
C16:0 (acido palmitico), C16:1n (acido palmitoleico), C17:1 (dcido heptadecanoico),
C18:0 (4cido estearico), C18:1n9t (acido elaidico), C18:1n9c (acido oleico), C18:3n6 (acido c-linoleico).
(Cervantes, 2013)

4.3 Condiciones de estrés para aumentar la produccién de biomasa y aceite
en Scenedesmus obliquus

4.3.1 Limitacién de Nutrientes

La disponibilidad de nutrientes tiene un impacto significativo en el crecimiento y
propagacion de las microalgas, asi como efectos en la composicién de los lipidos y
acidos grasos intracelulares. La limitacion de nutrientes se considera una condicion
de estrés que causa una disminucion constante en la tasa de division.
Sorpresivamente, la biosintesis de acidos grasos continua activa bajo
circunstancias adversas, siempre y cuando la fuente de luz y €0, sea suficiente para
llevar acabo la fotosintesis. Cuando las microalgas se encuentran bajo estas
condiciones de estrés, generalmente los depoésitos de &cidos grasos son
convertidos a triglicéridos. Bajo estas condiciones la produccién de triglicéridos
funciona como un mecanismo de proteccion (Thompson, 1996).

El nitrdgeno es uno de los nutrientes que afectan de manera significativa el
metabolismo de lipidos en las algas. Existe una tendencia general a la acumulacién
de lipidos, particularmente triglicéridos, en respuesta a una deficiencia de nitrégeno,
la cual ha sido observada en numerosas especies o0 cepas de varias microalgas
(Yeh, 2011). En su trabajo, (Hu Q. , 2006) condujo un estudio sobre la respuesta al
estrés generado por el nitrdgeno en ciertas microalgas, diatomeas y cianobacterias
y todas las especies analizadas mostraron incrementos significativos en la
produccion de lipidos. (Rodolfi, 2009), plantea un modelo de crecimiento de cultivos
a gran escala con induccion en la produccion de lipidos mediante la limitacion de
nutrientes (nitrégeno y fosforo) en ciertos tipos de microalgas; en donde destaca la
microalga Scenedesmus obliquus. Que al encontrarse bajo ausencia de estos dos
nutrientes mostro un incremento en los lipidos celulares de entre un 30% a un 53%
respectivamente.
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4.3.2 Temperatura

La temperatura es una de las condiciones claves que afectan la produccion de
biomasa, la acumulacion de lipidos y la composicion de los acidos grasos. Ademas,
el factor de estrés de la temperatura puede jugar un rol muy importante en los
procesos metabdlicos en la sintesis de lipidos. (Juneja, 2013). En un estudio
publicado por (Han, 2016) donde se analizé la respuesta que tiene Scenedesmus al
ser sometido a temperaturas de 35°C sobre la tasa de produccion de biomasa,
acumulacion de lipidos y las caracteristicas de estos. Se encontré que el género
Scenedesmus tiene un aumento en su tasa de produccion de biomasa en un 50%
a comparacion de su crecimiento en las temperaturas 6ptimas (20-25°C).

Basado en el estudio de (Bohnenberger, 2014) quien demostrd que este género de
microalga puede presentar un aumento en su produccion total de lipidos cuando el
crecimiento se realiza en medios de cultivo ricos en Nitrégeno a una temperatura de
30°C.
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CAPITULO V. ESTRUCTURAS ZEOLITICAS DE IMIDAZOL (ZIF)

Las estructuras metalicas-organicas por sus siglas en inglés MOF son materiales
cristalinos orgénicos-inorganicos con poros y canales bien definidos, tienen una
porosidad aproximadamente del 50% del volumen del cristal que las forma, una
densidad baja (0.2-1 g/cm?), y un area de superficie que va desde 1000 a los 10,000
m?/g. Las MOF son producidas por sintesis reticular, la cual es el proceso de crear
estructuras ordenadas (redes) con enlaces fuertes entre unidades inorganicas
(iones metalicos) y unidades organicas (ligandos organicos). (Melgar-Aceituno,
2015).

El potencial de las MOF para aplicaciones comerciales se debe a su diversidad
estructural, su composicion y su morfologia. Se componen de ligandos que sirven
como bloques, los cuales se ensamblan con iones metéalicos para formar unidades
estructurales.

La combinacion de estructura y composicion determina la porosidad del material
entre otras propiedades. Estos factores aunados a la morfologia son el producto del
proceso de sintesis que envuelven el tipo de concentracion de ligandos organicos,
iones metalicos, solvente, y algunos aditivos adicionales o agentes direccionadores
de estructuras (Pimentel, 2014).

Las estructuras zeoliticas de imidazol (ZIF) son parte de una nueva clase de MOFs.
La presencia de los ligandos organicos en la estructura de estas MOFs les brinda
funciones quimicas que pueden ser usadas para diversas aplicaciones como
separaciones enantioselectivas o sensores quimicos. Las ZIFs que exhiben
estructuras semejantes a las zeolitas estan formadas por un metal tetraédrico
enlazado a ligandos de imidazol. Se ha reportado que las ZIFs presentan estabilidad
quimica y térmica, cosa que es inusual para la mayoria de las MOFs. (McCarthy,
2010). Las ZIFs estdn compuestas de iones de metales de transicion coordinados
tetraédricamente. (Fe, Co, Cu, Zn) conectados por ligandos organicos de imidazol.
Las estructuras tridimensionales en estas estructuras consisten en cationes (M) de
metales tetraédricos como el CO?* y Zn2*, los cuales estan unidos a los ligandos de
imidazol (Im) mediante enlaces coordinados. El angulo entre los cationes y el
imidazol (M-Im-M) es similar al angulo de enlace Si-O-Si (145°) en las zeolitas.
(Melgar-Aceituno, 2015).
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5.1 Caracteristicas importantes en la sintesis de membranas ZIF

Algunas de las caracteristicas mas importantes de las membranas ZIF de alto
rendimiento son la continuidad de poro (interconectividad), la ausencia de defectos
en la estructura y una buena adherencia al sustrato de la superficie. Las diferentes
aplicaciones de las ZIFs y su funcionamiento adecuado son afectadas por varios
factores como la orientacion de la membrana, composicion quimica del soporte,
proceso de activacion y el espesor de la membrana (Melgar-Aceituno, 2015).

5.1.1 Efectos del soporte

La seleccion del soporte es muy importante durante la sintesis de las membranas
ZIF. Los soportes de ceramica y los poliméricos han sido descritos como los mas
comunes para la sintesis de estas membranas, sin embargo, los soportes de
ceramica son los mas usados.

Los soportes ceramicos exhiben una estabilidad mecénica y quimica excelente, la
cual permite su uso en procesos que implican altas temperaturas. Los distintos tipos
de soportes ceramicos que se han usado para la sintesis de membranas ZIF
incluyen la a-alimina, Ti0,, Zn0O y Si0,. El 6xido de titanio es un buen sustituto que
promueve la nucleacion heterogénea; pero su uso resulta mas caro y el material
mas fragil. El uso de a-alimina ofrece una excelente estabilidad mecanica, lo cual
permite su extenso uso en la sintesis de membranas ZIF y por esta razon se prefiere
como materia para el soporte. Sin embargo, se ha descrito la elaboracion de
soportes que combinan la estabilidad mecanica de la a-alimina y una capa delgada
de oxido de titanio.

Otra alternativa para promover la nucleacion heterogénea es la modificacion del
soporte. De hecho, los soportes de a-alimina se modifican con ligandos organicos
para la sintesis de membranas ZIF, con polimeros o una capa de Zn0 para funcionar
como la fuente del cation metalico (Melgar-Aceituno, 2015).

5.1.2 Efectos en la modificacion de la superficie del soporte

La nucleacién heterogénea es dificil de lograr en soportes sin modificar. Una
estrategia para promover la nucleacion es la modificacién de la superficie de los
soportes, para lo cual existen distintas metodologias. Por ejemplo, los ligandos de
imidazol suelen usarse para modificar los soportes y obtener enlaces covalentes
fuertes entre el ligando organico y el soporte. En adicion, el 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) también es usado para modificar los soportes
ceramicos. El uso del APTES ha demostrado que realiza un efecto aglutinante entre
el soporte y la capa de la membrana, esto durante la sintesis de las membranas ZIF
22.

El 3-aminopropiltrietoxisilano actia como un ligando covalente entre la membrana
y el soporte porque sus grupos etoxi reaccionan con los grupos hidroxi de Al,05 en
la superficie de los soportes. Como resultado la nucleacion y el crecimiento de los
cristales ocurre en sitios donde los ligandos estan presentes (Melgar-Aceituno,
2015).
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5.1.3 Efectos de los desprotonadores y de los solventes

Una buena integracion de los cristales en las membranas ZIF es requerida para
obtener una continuidad de poro. Para lograr esto, usualmente se incluyen bases a
la solucion precursora de la membrana para incrementar el pH de la solucion y
promover la desprotonacion completa de los ligandos de imidazol, el cual permite el
crecimiento de las membranas en todas las direcciones. El formiato de sodio es el
desprotonador que mas se utiliza y su uso fue propuesto por primera vez por
(McCarthy, 2010), quienes investigaron a gran detalle el papel del formiato de sodio
in la sintesis de membranas ZIF-8, demostrando que este compuesto y las sales de
zinc forman una capa de ZnO en los soportes de a-alumina, la cual actual como
sitios de nucleacion para la cristalizacion de las membranas y como una fuente
adicional de Zn. (Melgar-Aceituno, 2015).

Después de que la nucleacion heterogénea se realiza, el formiato de sodio sirve
como un desprotonador para obtener una buena integracion de las membranas
ZIF-8. De igual manera el hidréxido de amonio se ha utilizado como promotor para
la desprotonacion del 2-metilimidazol y promotor de la nucleacion en la sintesis de
membranas ZIF-8.

Para el caso de la sintesis de membranas ZIF-7 la polietilenimina puede ser usada
para promover el enlace entre el soporte y los cristales, o bien para desprotonar los
ligandos orgénicos pues la polietilenimina contiene grupos amino en su estructura
(Yan-Shuo, 2010).

Los tres solventes mas usados en la sintesis de membranas ZIF incluyen la
dimetilformamida (DMF), el metanol y el agua. La seleccién del solvente adecuado
para sintetizar satisfactoriamente el tipo de membrana deseado se considera una
tarea dificil. Actualmente se buscan nuevas alternativas para la utilizaciéon de
solventes amigables con el ambiente. Se ha reportado en varios estudios la sintesis
de membranas ZIF-8 con agua como solvente en la solucién precursora (McCarthy,
2010).

5.1.4 Activacion de la membrana

La activacion es considerada como un paso critico durante la sintesis de las
membranas ZIF. La activacion consiste en remover las moléculas de los solventes
que pueden obstruir la membrana, normalmente se realiza con solventes de bajo
peso molecular, por ejemplo, el metanol.

Considerando el hecho de que la concentracion de moléculas obstructoras en el
metanol es cero, una gran concentracion de gradiente existira y entonces la
velocidad de la transferencia de masa sera mayor. Esta velocidad de transferencia
de masa provocard el transporte mas rapido de las moléculas que obstruyen la
membrana hacia la mayor concentracion de metanol, en consecuencia, esto dafara
la estructura de la ZIF conduciendo a un pobre rendimiento. Para prevenir esto,
(Dong, 2012) propuso el uso de soluciones de N,N-dimetil formamida (DMF) y
metanol para la activacion de membranas ZIF-78 para disminuir la velocidad de
difusion de la DMF. En especial sugiere inicial la activacion sumergiendo las
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membranas en la solucibn N,N-dimetil formamida-metanol con una baja
composicién de metanol con la finalidad de reducir la concentracion de gradiente de
la DMF (Melgar-Aceituno, 2015).

5.2 Clasificacién de la sintesis de membranas ZIF

5.2.1 Crecimiento in situ

El crecimiento in situ comprende el crecimiento de una membrana ZIF en un soporte
poroso el cual no contiene ningun cristal adjunto a sus superficies. Esta técnica se
logra sumergiendo el soporte en la solucion precursora. Después de una cantidad
suficiente de tiempo con una temperatura elevada, la nucleacién comienza a
realizase y las ZIF comienzan a crecer en el soporte y la membrana es formada
eventualmente. En este tipo de sintesis, la nucleacion, el crecimiento y el
crecimiento interno de los cristales ocurren al mismo tiempo durante un periodo
largo de tiempo. El crecimiento in situ puede realizarse soportes modificados y no
modificados (Melgar-Aceituno, 2015).

5.2.1.1 Crecimiento in situ sobre soportes no modificados

El crecimiento in situ de membranas ZIF sobre soportes no modificados resulta un
reto debido a que la nucleacién es dificil de lograr y la interaccion de la membrana
ZIF y el soporte es usualmente pobre. Para evitar esas complicaciones el
calentamiento usando microondas se ha introducido con la finalidad de facilitar la
nucleacion y reducir el tiempo de sintesis a 4 horas 0 menos.

Especialmente el uso de microondas ha sido reportado en la sintesis de ZIF-8 sobre
soportes de oxido de titanio usando metanol como solvente (Melgar-Aceituno,
2015).

5.2.1.2 Crecimiento in situ sobre soportes modificados

Dada la pobre interacciéon entre las membranas ZIF y los soportes, la modificacion
de la superficie es una alternativa como una manera de incrementar la nucleacién
heterogénea entre los cristales ZIF y el sustrato (soporte). Usualmente la superficie
de los soportes es modificada con ligantes organicos.

La modificacién de los soportes se realiza vertiendo gotas de una solucién de
metanol y el ligante organico sobre la superficie de los soportes de a-alimina y
posteriormente se calientan a 200°C por 2 horas (Melgar-Aceituno, 2015).
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5.2.2 Crecimiento Secundario.

El crecimiento secundario hace referencia a la sintesis de membranas ZIF en
soportes que contienen algunos cristales previamente sembrados en los soportes.
La mayoria de los cristales pueden ser ligados por tratamientos fisicos o quimicos.
A diferencia de la sintesis in situ la nucleacion de los cristales y el crecimiento interno
no ocurren simultineamente durante este método. Por otra parte, el crecimiento de
la capa de cristales se realiza independientemente del soporte. Dependiendo del
modo por el cual los cristales son ligados al soporte, este tipo de sintesis sera
clasificada como crecimiento secundario sobre soportes con cristales adjuntos via
quimica o fisica (Melgar-Aceituno, 2015).

| 5y 8 F
Soporte Vacio

m e

Crecimiento 0T ‘ Membranas ZIF
Secundario ' }
Soporte Sembrado
Solucion
Precursora

Fig. 7
Esquema del proceso de sintesis de membranas ZIF por los métodos de crecimiento in situ y
crecimiento secundario bajo condiciones solvotermal. (Melgar-Aceituno, 2015).

5.3 Catalizacion de la transesterificacion mediante el uso de membranas ZIF

La versatilidad estructural y las propiedades quimicas de muchos materiales los
convierten en candidatos en la busqueda de nuevos materiales catalizadores.
Ademas, a pesar de que en la actualidad existen miles de materiales estructurales
en la base de datos de Cambridge (CSD) el nimero de publicaciones sobre su uso
catalitico en reacciones es limitado y el uso de las MOFs continGia siendo un tema
de estudio. (Ranocchiari, 2011)

La idea de usar MOFs en catalisis surge debido a que poseen algunas ventajas
comparadas con las zeolitas minerales; por ejemplo, no requieren activacion o
regeneracion a altas temperaturas y presentan areas superficiales muy grandes.
Recientemente, el uso de MOFs como catalizadores con caracteristicas de acidos
de Lewis se ha explorado en la catélisis heterogénea y la reutilizacion del material
ha sido posible conservando su actividad catalitica (Santiago, 2010).

33



La comparacién con otros materiales porosos es de gran ayuda para predecir cuales
son las posibilidades en las aplicaciones cataliticas de las MOFs. De hecho,
mientras se descubren mas usos en las industrias han comenzado a utilizarse este
tipo de materiales. A diferencia de las zeolitas, las MOFs proporcionan ciertas
ventajas en cuanto al tamafio de los poros, debido a que en las MOFs no existe un
limite tedrico, existe la posibilidad de una distribucion homogénea de los centros
activos (Ranocchiari, 2011)

Tal como lo sefala (Santiago, 2010) los centros metalicos presentes en las MOFs
actuan como catalizadores acidos que se comportan como acidos de Lewis; (Gou,
2011) realizé un estudio en el cual se describe el papel como catalizador sélido
heterogéneo de los 4cidos de Lewis, usando como referencia Fe,(S0,)3, el cual
actla como un aceptor de electrones a través de la formacién de un estado de
transicion en forma de un anillo de cuatro miembros. Los triglicéridos que se
encuentran en la reaccién y el metal forman un complejo de Lewis, el cual ayuda a
los &cidos solidos de Lewis durante el proceso de activacion de los grupos carbonilo
para un ataque nucleofilico por parte del alcohol. El grupo carbonilo coordina un sitio
vacio en la especie activa catalitica.

Adicionalmente en el estudio de (Gou, 2011) se probaron metales como: Ca, Ba,
Mg, Cd, Mn, Pb, Zn, Co y Ni catalizando la reaccion de transesterificacion en
presencia de metanol en donde los mejores resultados se reportaron después de
200 min de reaccion.

Los sitios 4cido-base de Lewis tienen la habilidad para catalizar la transesterificacion
de aceites, junto a un area especifica en la superficie, tamafio y volumen de poro,
la concentracion de los sitios activos y el tipo de acidez son factores importantes
para el desempefio de los acidos sdlidos.

Recurrentemente la catalisis homogénea es un método predominante para la
reaccion de transesterificacion. La separacion del catalizador de la mezcla de los
reactivos y los productos resulta técnicamente dificil. A comparaciéon con los
catalizadores &cidos liquidos, los catalizadores acidos sélidos tienen ventajas como
su reciclaje, separacion y ademas son amigables con el medio ambiente (Gou,
2011).

En todas las MOfs y por consecuente en las ZIFs existen tres partes diferentes que
se pueden diferenciar claramente: el componente metalico, el ligante organico y el
sistema de poros. Por este motivo se puede pensar en tres tipos de catalisis distinta
basada en las caracteristicas de las membranas y del uso de las mismas (Corma,
2010).

La actividad catalitica observada por estos materiales esta directamente
relacionada a sus componentes metalicos, ya sea como centros metalicos aislados
0 como grupos (dimeros, trimeros, tetrameros, etc.), cadenas u hojas conectados
mediante los ligandos organicos. Las membranas de este grupo incluyen materiales
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con un solo tipo de centros metalicos, los cuales actian simultaneamente como un
componente de construccion estructural y un sitio catalitico activo (Corma, 2010).

La catalisis por iones metalicos es un método muy eficiente de acelerar reacciones
organicas que se encuentran en soluciones. Se ha demostrado esta eficiencia en
numerosas cantidades de reacciones organicas, incluida la hidrolisis de acidos
carboxilicos, amidas e incluso reacciones de carboxilacion y descarboxilacion.
(Bender, 1962) En la actualidad se ha descrito su uso como catalizador en la
produccion de biodiesel.

HIPOTESIS.

e El cultivo de la microalga Scenedesmus obliquus en condiciones de estrés
como lo es la limitacion de nutrientes especificos (N y F) y a una temperatura
mayor a 30°C propicia el crecimiento acelerado de biomasa.

e Elusodelas membranas ZIF 7 favorece la reaccion de transesterificacion de
acidos grasos de la microalga, debido a la actividad catalitica de los iones
metalicos presentes en su estructura.

OBJETIVOS

General:

e Obtencion de biodiesel a partir de los acidos grasos de microalga
Scenedemus obliquus implementando la membrana ZIF 7 como catalizador
de la reaccion.

Particulares:

e Obtencion de cultivos escalados de Scenedesmus obliquus (200 mL, 6L y
15 L)

¢ Induccion de estrés mediante parametros fisicos y quimicos.

e Elaboracion y funcionalizacion de membranas ZIF 7.

e Andlisis de los ésteres metilicos obtenidos por métodos analiticos.
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CAPITULO VI. Metodologia del cultivo, Recolecciéon de biomasa y
extraccion de lipidos intracelulares de Scenedesmus obliquus

Objetivo:

Cultivar bajo estrés a gran escala la cepa de microalga Scenedesmus obliquus
(limitacion de nutrientes especificos (Nitrogeno y Fosforo) e induccion del
crecimiento celular a temperaturas que sobrepasan el promedio (30°C)) durante un
periodo de tiempo controlado con la finalidad de aumentar la produccion y mejorar
el perfil de los lipidos intracelulares. Asi como la recoleccion de biomasa vy
extraccion de lipidos celulares.

6.1 Escalamiento, cultivo, recoleccién de biomasa de Scenedesmus obliquus
y extraccion de lipidos celulares

A continuacion, se describirdn los pasos para obtener cultivos 6ptimos para la
elaboracion de biodiesel usando como materia prima el aceite de microalgas.
Proceso que consta del escalamiento de los cultivos iniciando por volumenes de
250 mL y 6L a nivel laboratorio y posteriormente a 15L en estanques abiertos. En
los cuales se induciran las condiciones de estrés. Ademas de la recoleccion de
biomasa y la extraccién de lipidos.

En la siguiente figura se presenta un diagrama de flujo en donde se muestran las
etapas que componen el escalamiento, cultivo, recoleccion de biomasa y extraccién
de lipidos de la biomasa.

Inicio y escalamiento de cultivos a distintos volumenes

v
Induccioén de estrés en cultivos a gran escala

Y
Cultivo bajo estrés durante periodos controlados

A 4

Recoleccion de biomasa

A 4

Extraccion de lipidos intracelulares

Fig. 8
Diagrama de flujo de la experimentacidén en el crecimiento de la microalga.
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6.1.2 Medios de Cultivo
e Medio Bold Basal modificado (liquido 50x Sigma-Aldrich)
o Fertilizante Inorganico Foliar Bayfolan Forte (liquido marca Bayer®)
(Nitrogeno: 11.470, Fosforo (P,05): 8.000 % en peso/peso)

6.1.3 Materiales

Matraces de 250mL, 500mL y 1L

Pipetas graduadas 1-10mL

Tiras de papel pH

Focos de luz fria 100 Watts.
Contenedores de cristal rectangulares 15L
Tubos de ensayo

6.1.6 Solventes

e Hexano
e Etanol
6.1.5 Equipos

e Bomba sumergible de flujo continuo (capacidad: 280L/Hr.)
e Bomba de aire elite (capacidad: 57L/Hr.)
e Centrifuga

6.2 Cultivo de Scenedesmus obliquus

La cepa de microalga Scenedesmus obliquus fue adquirida en el laboratorio de
Algas continentales. Ecologia y Taxonomia del Departamento de Biologia
Comparada de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Para iniciar el cultivo se afiadi6 una alicuota de 5mL de la cepa (en la cual se
determiné una poblacion de 85,000 cel./mL equivalente a 0.50gr de biomasa) en 4
matraces de 200 mL con medio de cultivo fresco Bold Basal modificado marca
Sigma Aldrich.

El cultivo fue mantenido a 25°C, pH 7, 2000-3000 luxes de iluminacién, fotoperiodos
12hrs. de luz y 12hrs. de obscuridad y agitacion diaria con bombas de aire durante
25 dias, posteriormente la biomasa fue trasladada a 14 recipientes de 6L de
capacidad durante 25 dias mas, bajo las mismas condiciones.

Al cabo de los 25 dias de cultivo la biomasa total de los 14 recipientes fue trasladada
a 5 contenedores de 15 L en donde el crecimiento se realizé de forma mixotrofico y
para el cual el medio bold basal modificado fue sustituido por el fertilizante
inorganico foliar bayfoland forte de la marca Bayer (Nitrégeno: 11.470, Fosforo
(P,05): 8.000 % en peso/peso) como fuente de nutrimentos, suministracion de
CO, proveniente del ambiente, pH 7, iluminacién natural solar y 35°C de
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temperatura. Los cultivos a gran escala se realizaron en estanques abiertos
circulados por bombas de flujo continuo en un invernadero con la finalidad de
mantener condiciones similares a los climas tropicales en donde las microalgas
suelen desarrollarse durante 17 dias de cultivo.

Para la limitacion de Nitrogeno y Fosforo el cultivo se mantuvo durante 14 dias mas
en las condiciones mixotroficas pero sin afiadir mas medio nutritivo.

6.2.1 Calculo de produccién de biomasa total

Durante el escalamiento y al finalizar el crecimiento de los cultivos se calculo
produccion de biomasa total. Este paso es importante para contabilizar la cantidad
de biomasa formada con relacion al volumen del cultivo. Este procedimiento se
realiz6 eligiendo un contenedor de modo aleatorio en cada una de las tres etapas
de crecimiento por duplicado en cada caso. Para recolectar la biomasa por completo
se centrifugd a 4500 r/min. durante 15 min. El sobrenadante de agua fue eliminado
y la biomasa depositada en una bandeja y pesada en una balanza analitica. Las
ecuaciones utilizadas para este caso fueron las siguientes. De igual forma se
realizaron los calculos para determinar el peso de biomasa seca y humeda.

1. BH= Pl_P2

2. BS= P3_P4_

3. ppH = 22
14
4. pps =%
Vv
5 C= (BS*100)
: BH

En donde BH es la biomasa hiumeda en gramos, P, peso de la biomasa humeda
recolectada, P, el peso de la bandeja usada, BS la biomasa seca, P; el peso de la
biomasa seca, P, el peso de la bandeja.

Para calcular la productividad de la biomasa seca y himeda se dividio el peso de la

biomasa sobre el volumen del cultivo. Mientras que para calcular el porcentaje de
conversiéon de biomasa hiumeda a seca se utiliz6 la ecuacion 5
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6.2.2 Ubicacioén del cultivo

Los cultivos a gran escala se ubicaron en un invernadero que se construyé en la
parte superior del edificio C de la facultad de ciencias, ubicada en el campus “el
cerrillo” en la localidad de El cerrillo Piedras blancas, Toluca.

El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca esta situado a 2,600 metros de altitud sobre el
nivel del mar, sus coordenadas geograficas son latitud norte 19° 24' 48”, longitud
oeste 99° 40' 45”. La presion atmosférica en dicho lugar es de 560 mmHg.

En la siguiente tabla de muestra la temperatura en el municipio de Toluca y en
especial en El cerrillo piedras blancas. (ver tabla 8.)

Mes Enero | Febrero | Marzo | Abril Mayo Junio Julio Agosto | Sept. | Oct. Nov. Dic.

Temperatura | -1.7 -0.6 2.0 3.1 52 7.0 6.1 6.2 5.4 1.9 -0.7 | -04
Min. (°C)
Temperatura | 10.2 12.1 146 | 15.4 | 16.45 | 16.85 | 14.75 14 14 | 1245 | 105 | 9.8
media (°C)
Temperatura | 22.1 24.8 276 | 277 | 27.7 | 26.7 | 234 218 | 226 | 23.0 | 21.7 | 20.0
Max. (°C)

Tabla 8
Servicio Meteorolégico Nacional, Normales Climatolégicas Mensuales 1991-2015 (Nacional, 2015)

Segun datos del INEGI el clima de Tolucay Cerrillo Piedras Blancas es considerado
templado sub-himedo con lluvias en verano. De acuerdo al Servicio Meteoroldgico
Nacional, la precipitacion media anual en la ciudad de Toluca es de 760-800 mm
mostrando mayor cantidad de cuerpos de agua durante los meses de Junio a
Septiembre y la humedad relativa anual es de 60- 65 %. (Nacional, 2015)

6.3 Recoleccion y Secado de biomasa de Scenedesmus obliquus

Una vez transcurridos los 17 dias de cultivo la biomasa fue recolectada dejandola
sedimentar y por centrifugacion a 4,000 revoluciones por segundo con la finalidad
de recolectar la mayor cantidad posible.

La biomasa total recolectada fue colocada en recipientes de vidrio para ser
deshidratados a 50°C durante tres dias en una estufa de calentamiento para no
dafar la estructura de la célula ni la composicién de los acidos grasos.

Una vez deshidratada la biomasa fue triturada con un mortero de porcelana para
homogenizarla y guardada en bolsas selladas para su futuro uso.

El secado total de la biomasa es un paso importante para la posterior extraccion de

los lipidos intracelulares, debido a que la ausencia de agua facilita la extraccion de
estos mediante el uso de solventes.
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6.4 Extraccién de lipidos celulares

Para la extraccion de los lipidos intracelulares se pesaron 15 gramos de biomasa
seca y se disolvio en 50 mL de una solucién de Hexano-Etanol a una concentracion
1:1. Posteriormente la disoluciéon de biomasa y solventes fue sometida a un bafio
de sonicacién en un equipo BRANSON a una intensidad de 40kHz durante 45 min.
Y después de la sonicacion la biomasa se agitd durante una 1 hora para facilitar la
salida de los lipidos. Para separar la fase acuosa de la materia organica la
preparacion fue centrifugada a 2,000 revoluciones por minuto durante 20 min. Con
una pipeta Pasteur se recuperod la fase liquida en donde se encuentran los lipidos
de la microalga y se almaceno en frascos color ambar.
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CAPITULO VII. Metodologia de produccién del biodiesel

Objetivo:
Desarrollar un sistema continuo de biodiesel usando aceite de microalgas mediante
el uso de membranas cataliticas reutilizando el catalizador.

7.1 Proceso de elaboracién del biodiesel

En este capitulo se detallara la técnica para elaborar el biodiesel usando como
materia prima el aceite de microalga empleando la membrana ZIF 7 como
catalizador y el procedimiento de elaboracion de dicha membrana.

En la siguiente figura se muestra el diagrama de flujo que muestra las diferentes
etapas que conforman esta metodologia.

Preparacion del soporte de a-alumina

v
Sintesis de la membrana catalitica ZIF 7

v
Reaccion de Jransesterificacion

A 4

Separacion de producto y subproducto

v

Caracterizacion del producto obtenido

Fig. 9
Diagrama de flujo de la produccion del biodiesel.

7.1.1 Reactivos empleados

Aceite de microalga Scenedesmus obliquus

Agua destilada

Oxido de aluminio Al,05 (99.9% pureza, marca Alfa Aesar)
Benzimidazol (98% pureza, Sigma Aldrich)
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e Formiato de Sodio COONa (bioultra 99% pureza, Aldrich)

e Metanol CH;0H (98% pureza, J.T. Baker)

¢ Nitrato de Zinc hexahidratado N,0,Zn6H,0 (98% pureza, Sigma Aldrich)
¢ N,N-Dimetilformamida (99% pureza, Sigma Aldrich)

e Cloroformo deuterado (CDCI3) (99.8% pureza, Sigma Aldrich)

e Hexano (C4H,4) (98.7% pureza, Fermont)

7.1.2 Materiales

Vasos de precipitados de 250 mL
Crisol de porcelana

Pipeta Pasteur

Agitador magnético

Espatulas

Embudo de separaciéon

Pipeta volumétrica

Termometro

Tubos de ensayo

Frascos de vidrio color ambar

7.1.3 Equipos

Balanza analitica

Parrilla de calentamiento con agitaciéon
Autoclave

Sonicador

Mufla de calentamiento

Celda térmica

Controlador de temperatura
Microscopio electrénico de barrido
Difractdbmetro de rayos x de polvos

7.2 Preparacion de soportes de a-alimina

Para preparar los soportes de alimina se pesan 10 gr del reactivo en el crisol de
porcelana y se le agrega 1mL de agua destilada, se mezcla hasta eliminar grumos
y tener una consistencia fina.

Posteriormente 2gr de la alimina preparada se colocan en los dados o “holder’ y se
presionan en una prensa hidraulica a 10 toneladas durante 1 minuto para formar los
soportes.

Una vez formados los soportes se calcinan en una mufla de calentamiento a 900°C
durante 12 horas y posteriormente un segundo calentamiento a 1100°C durante 2
horas. Después de este tiempo se deja enfriar lentamente 1°C/min
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aproximadamente, para después hidratar el soporte con menos de 0.5 mL de agua,
con el objetivo de fortalecer los enlaces de OH, formados en el soporte.

Al finalizar este procedimiento, se toma la superficie mas lisa del soporte y se lija
hasta dejar la superficie lisa, se sénica en agua y se seca en la estufa con la final
de obtener una superficie homogénea lista para usarse.

7.3 Sintesis de la membrana catalitica ZIF-7

Los soportes de a-aliumina se colocan previamente en una estufa de calentamiento
a 200°C durante 30 min. Y durante este tiempo se procede a preparar la solucion
de ligante con la finalidad de que los cristales vayan depositandose en la superficie
del soporte.

Las membranas ZIF-7 usan como ligante el benzimidazol del cual se pesan 3.68 y
se disuelven en 50 mL de metanol, se agita y se mantiene a temperatura ambiente.

Una vez que transcurrieron los 30 min. y los soportes se han calentado se vacia con
la ayuda de una pipeta Pasteur de 0.5 a 1.0 mL de la solucién precursora de ligante
cubriendo la totalidad de la superficie del soporte sin sacar el soporte de la estufa,
después se deja secando durante 15 min.

Se sacan los soportes de la estufa y se sonican en metanol 10-20 segundos
aproximadamente, con el fin de que el material del ligante que no se haya adherido
al soporte se desprenda.

Se colocan los soportes de nuevo a la estufa para que los soportes se sequen y se
vuelve a repetir el procedimiento al menos seis veces o hasta que la superficie del
soporte exhiba un cambio de coloracion a café-obscuro.

La siguiente figura ilustra este procedimiento en el que la solucién precursora inicia
el crecimiento de los cristales.

Sonicacion Modificacion
de la
superficie

\ /
v \ Py
e D e— T —
Soporte de Soporte caliente Evaporacion
a-alimina 200°C rapida
Fig. 10

Crecimiento de cristales en el soporte. (McCarthy, 2010)
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Para el crecimiento de los cristales ZIF-7 se prepara una solucion de 1.53 gr de
Nitrato de Zinc hexahidratado (N,04,Zn6H,0), 0.81 gr de benzimidazol y 0.70 gr de
formiato de sodio disueltos en 40 mL de N,N-Dimetilformamida. La preparacion se
agita y se mantiene a temperatura ambiente.

Una vez preparada la solucion precursora de cristales, el soporte modificado con
ligante se coloca en la autoclave de teflon con capacidad de 45 mL a 45° con
respecto a la superficie del recipiente y de la superficie del soporte, se vacia la
solucion precursora.

La autoclave se lleva a la estufa a 120°C durante tres horas. Una vez trascurrido
este tiempo la autoclave se retira de la estufa y se deja enfriar gradualmente a
temperatura ambiente. Cuando el soporte se enfria se sonica quitar los soportes
gue no se adhirieron correctamente al soporte. A simple vista es posible observar
un brillo sobre la superficie debido a los cristales que forman la membrana.

En las siguientes figuras se muestra la membrana cristalina sobre cubreobjetos y
ya anclada al soporte de Oxido de aluminio respectivamente observadas en el
microscopio optico. (ver fig. 12ay 12b)

Fig. 11a Fig. 11b
Membranas cataliticas ZIF 7

7.3.1 Analisis SEM

El microscopio electronico de barrido (SEM) es un instrumento que permite la
observacion y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y organicos,
entregando informacion morfolégica del material analizado. A partir de el producen
distintos tipos de sefial que se generan desde la muestra y se utilizan para examinar
muchas de sus caracteristicas.

Con él se pueden realizar estudios de los aspectos morfolégicos de zonas
microscoépicas de los distintos materiales. Las principales utilidades del SEM son la
alta resolucion (~100 A), la gran profundidad de campo que le da apariencia
tridimensional a las imagenes y la sencilla preparaciéon de las muestras.
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La muestra debe estar seca, y se corta un pequefio pedazo del soporte que contiene
los ZIF-7, en un porta muestra para el SEM se le coloca cinta adhesiva de carbony
se manipula la muestra adhiriéndola a la cinta, se introduce en una bolsa
cubriéndola de la humedad para asi mandarla al analisis del SEM. (Montesinos,
2013).

7.4 Difraccion de rayos X

La difraccion de rayos x es una técnica experimental para el estudio y andlisis de
materiales basado en el fendmeno de la difraccion de rayos x por sdlidos en estado
cristalino.

La difraccidon de rayos en muestra policristalina permite abordar la identificacion de
fases cristalinas (puesto que todos los sdlidos cristalinos poseen su difractograma
caracteristico) tanto en su aspecto cualitativo como cuantitativo

El soporte con el catalizador ZIF 7 se coloca dentro del difractdmetro y se analiza
con la finalidad de encontrar los picos caracteristicos de los cristales ZIF 7.

7.5 Reaccion de transesterificacion.

El proceso continuo inicia con la preparacion de los reactivos (etanol y aceite) los
cuales se ingresan mediante la corriente de alimentacion, posteriormente pasan a
través de la membrana catalitica la cual se encuentra en la celda térmica, en esta
etapa se lleva a cabo la reaccion por medio del contacto de los reactivos con los
cristales del catalizador y a través de los poros de la membrana y del soporte.
Durante la reaccion los parametros son los siguientes:

Temperatura 60°C
Presion Atmosférica de Toluca 558 mmHg

A continuacién, se muestra la instalacion empleada para realizar la reaccion de
transesterificacion representada en la figura 13, donde se puede observar el
proceso continuo a través de la membrana catalitica.

I
H,O——0—C——R, H,C——0H o
B 0 ) o]
" Catalizadar | ||
cH—o——C—r, + ROH = G—O0—C—R, + R—O0—C—r,
O
| " H [|3 O—[!—
H.C 0—C—R, 2 R-
TRIGLICERIDO ALCOHOL DIGLICERIDO ESTER
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Alimentacion

Celda
térmica

Controlador
de
temperatura

Productos

Proceso continuo de produccion de biodiesel

e Alimentacioén

En la seccién de alimentacién se agrega la mezcla de los reactivos, la cual
previamente es preparada con metanol y el aceite extraido de la biomasa de
microalga. El aceite de microalga no sufrié ningun tratamiento previo, en cuanto al
exceso de acidos grasos no se realizO0 ninguna neutralizaciéon debido a que el
soporte de alfa-alimina es basico por lo cual se supone una neutralizacion de estos.

El aceite de microalga y el metanol se colocan en la parrilla de agitacion a
temperatura ambiente para después introducirla a la celda por medio del embudo.
La relacion de mL de aceite-metanol para esta reaccion fue de 1:1

e Celda Térmica

Como se muestra en la siguiente figura, la celda contiene al soporte en su interior
ademas de un empaque que tiene como funcion ser un cierre hermético, acoplando
el espacio para el soporte y evitar fugas. Por la parte superior e inferior tiene lineas
de tubing que representan las corrientes de entrada y salida. La celda es de acero
inoxidable debido a su elevada resistencia a la corrosion y a altas temperaturas.

Fig. 13a Fig.13b
13(a) celda equipada con corrientes de entrada y salida
13(b) interior de la celda con el soporte.
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e Controlador de temperatura

El controlador de temperatura es un dispositivo en el cual se programa la
temperatura deseada para la celda, permite monitorear la temperatura de la
reaccion mediante un sensor térmico.

7.6 Caracterizacion del producto obtenido

El biodiesel obtenido fue analizado mediante la técnica analitica de NMR
(resonancia magnética nuclear por sus siglas en ingles). Mediante esta técnica se
mide el porcentaje de conversion y permite corroborar la existencia del biodiesel con
el espectro obtenido.

7.6.1 Analisis por NMR

La resonancia magnética nuclear (RMN) es el método espectroscépico mas
poderoso Yy utilizado para la determinacion de la estructura molecular en disolucién.

En muchos casos da informacion sobre la forma y simetria con un grado de precision
mayor que otras técnicas como la espectroscopia infrarroja. La RMN se observa en
compuestos que contengan elementos con nucleos magnéticos (aquellos cuyo
espin nuclear sea distinto de cero). La sensibilidad depende de varios parametros,
entre ellos la abundancia del is6topo y la magnitud de su movimiento magnético
nuclear.

Por ejemplo, el 1H con una abundancia natural de 99.98% y un momento magnético
grande es mas facil de observar que el 13C, que tiene un momento magnético
menor y una abundancia de 1.1% (Sharma, 2009)

Para preparar la muestra se agregé 0.25 mL del producto obtenido y se disolvi6 en

cloroformo deuterado (CDCl;) dentro de un tubo para resonancia magnética. El
experimento utilizado para esta muestra fue 1H a 300 MHz.
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CAPITULO VIII. Resultados y Discusiones

8.1 Produccioén de biomasa total

Como se menciond en el capitulo VI, el calculo de la biomasa producida en un cultivo
de microorganismos es esencial para comprender la productividad de biomasa con
relacion al volumen de los cultivos. En las siguientes tablas se muestra la biomasa
himeda y seca total producida durante las tres etapas de cultivo de contenedores
tomados de forma aleatoria por duplicado. Las bandejas utilizadas para transportar
la biomasa y pesarla tienen un peso de 250.69 gr. (ver tablas 9, 10 y 11) Se aprecia
en las tablas que la produccion de biomasa es mayor durante el crecimiento en
condiciones de estrés de temperatura correspondiente a la tercera etapa de
crecimiento en invernadero.

Etapa 1l
Contenedor Biomasa Biomasa Volumen | Porcentaje | Productividad
No. humeda seca L) de Biomasa
recolectada | recolectada conversiéon seca
de biomasa gr/L
(%)
1 2.0 1.35 0.25 67.5 5.4
2 2.6 1.56 0.25 60.0 9.73
Tabla 9.
Produccién de biomasa durante los primeros 25 dias.
Etapa 2
Contenedor Biomasa Biomasa Volumen | Porcentaje | Productividad
No. humeda seca L de Biomasa
recolectada | recolectada conversion seca
(gr/L) (an) de biomasa gr/L
(%)
1 12.0 11.02 6 67.5 1.83
2 15.36 13.20 6 60.0 2.2
Tabla 10.
Produccién de biomasa durante el segundo crecimiento de 25 dias.
Etapa 3
Contenedor Biomasa Biomasa Volumen | Porcentaje | Productividad
No. himeda seca L) de Biomasa
recolectada | recolectada conversion seca
(gr/L) (]9)] de biomasa gr/L
(%)
1 550 425 15 77.27 28.33
2 365 315 15 86.30 21.0
Tabla 11.

Produccién de biomasa en condiciones mixotréficas bajo estrés en invernadero 17 dias.
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En la figura 14 se muestra una imagen de la microalga Scenedesmus obliquus en
la que se puede apreciar que la célula se encuentra en solitario a diferencia de los
cenobios que suele formar este género, como se menciona en el capitulo IV la razén
radica en que las microalgas fueron sometidas a un estrés de temperatura. Se
puede apreciar en las zonas transparentes la presencia de aceite en el interior de la
microalga.
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Fig. 14

Micrografia de Scenedesmus obliquus 40x,
en donde se aprecia unicélulas con contenido de aceite en su interior

8.2 Andlisis del soporte
8.2.1 Analisis SEM
Con la microscopia electrénica de barrido podemos observar en la figura 15 la

superficie (a) y la seccion transversal del soporte de a-alimina con catalizador (b).
En estas figuras se puede apreciar el orden de los cristales, su morfologia y tamafio.

23
V/A

i r >

by 56 2 20 um #
HighYEc. SEIL PC-std.  5kV. x 900 il 2017 000007, High=vac.  SEIl PC-std.  5kV.
Fig. 15
(a) Superficie del soporte de alfa-alimina con catalizador ZIF7
(b) seccién transversal del soporte de alimina con catalizador ZIF7
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8.2.2 Difraccién de rayos X.

La fase cristalina de la membrana ZIF 7 fue identificada mediante la difraccion de
rayos X ubicando los picos caracteristicos de los cristales ZIF 7 (+) y del soporte de
alfa almina (*) tomando como referencian a (Yan-Shuo, 2010) como se muestra a
continuacion en la figura 16.
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Fig. 16
Difractograma de la membrana ZIF 7
(*) Pico del soporte de a-alimina (+) picos caracteristicos del ZIF 7

8.3 Espectros obtenidos por NMR

El aceite de la microalga Scenedesmus obliquus como se puede apreciar en la tabla
7 contiene 30.2% de &cido palmitico (C16:0) siendo el acido graso mas abundante,
el cual tiene la siguiente férmula quimica C,¢Hs,0, y Su estructura se presenta en la
figura 17.

Fig. 17
Estructura del acido palmitico
Disponible en https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/palmitic_acid#section=Top
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A continuacion en la figura 18 se muestra el espectro del acido palmitico usando el
programa MestreNova.

Fig. 18
Espectro del &cido palmitico.

51



8.4 Espectro de NMR del metil ester.

A continuacién, se muestra el espectro de RMN del biodiesel obtenido del aceite de
microalga utilizando el programa MestreNova.
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Fig. 19

Espectro RMN del metil éster del biodiesel obtenido.
Laletra A,Gy M denotan los atomos a-CH2, glicéricos y del metil éster respectivamente
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Con el espectro del MRN y el area bajo la curva de los picos obtenidos del biodiesel
se puede aplicar la siguiente ecuacion para calcular el porcentaje de conversion
obtenida de la reaccidén de transesterificacion. (Knothe, 2000). Incluso se puede
observar que la sefial en 3.4 muestra la presencia de metil éster.

5xIyg

Cyr = 100x
ME SXIME + 9x1TAG

En donde Cyf representa la conversion del metil éster, Iy es el valor de la integral
del pico de metil éster y It45 corresponde al valor de la integral de los picos

gliceridicos en los triacilglicéridos (TAG) en el aceite.
Sustituyendo los valores de las integrales en la formula obtenemos lo siguiente:

Iy Protones de metil éster — area 11.43

It 4 Protones de Glicerol en los triglicéridos — area 3.89

5x(11.43)
5x(11.43) +9x(3.89)
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En la figura 19 se puede apreciar el soporte con los cristales ZIF 7 después de la
reaccion de conversion. La membrana puede ser reutilizada para reacciones
posteriores, para tal efecto serd lavada en metanol para eliminar el exceso de acidos
grasos y limpiar los poros de la estructura cristalina.

Fig. 20
Soporte con cristales ZIF 7 después de la reaccién de transesterificacion.
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CAPITULO IX. CONCLUSIONES

El crecimiento de los cultivos de microalgas a nivel laboratorio y a gran escala en
los estanques abiertos bajo condiciones de estrés resultaron exitosos toda vez que
se logré incrementar la produccidon de biomasa exponiendo los cultivos a
temperaturas superiores a los 30°C

Con los resultados obtenidos se asegura que es posible producir biodiesel en poco
tiempo a partir del aceite de microalgas utilizando las membranas ZIF 7 como
catalizador heterogéneo de la reaccion obteniendo un 62.01% de conversion.

Con la implementacion de estas membranas cataliticas ya no es necesario separar
el catalizador del producto obtenido al final de la reaccion de conversion, debido a
que los cristales se encuentran anclados al soporte de a- alimina.

La ventaja que ofrece el uso de estas membranas sobre los catalizadores
homogéneos, es que se pueden reutilizar lavandolas y quitando el exceso de acidos
grasos que no se convirtieron durante la reaccion. Y esto se refleja en la disminucién
de costos de produccion y en la generacién de residuos quimicos.

Para obtener un porcentaje mayor en la conversion es necesaria una metodologia
que permita la extraccion total del aceite de microalga, y mediante esto, contar con
una mayor disponibilidad de triglicéridos para su conversion; ya que se comprobo6
que la actividad catalitica no depende de la cantidad de catalizador, si no del tiempo
de contacto con la superficie de la membrana.

La cantidad de catalizador depositado en la superficie de los soportes de a-alumina
(aproximadamente 0.5 gr) es menor que el utilizado en sistemas tipo batch de
produccioén de biodiesel.

Una vez comprobado que las membranas ZIF 7 catalizan la reaccion de
transesterificacion de triglicéridos, se puede plantear la idea del uso de distintos
iones metalicos como el Cobalto que ha mostrado mejores capacidades cataliticas
que el Zinc.

Basados en los resultados obtenidos y analizando el porcentaje de conversion
obtenido, se debe tomar en cuenta que este método de produccién de biodiesel
presenta muchas ventajas frente a los actuales, ademas de ser completamente
sustentable y disminuir los precios en los costos de produccion.
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