
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO
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A mi hermana y cada uno de mis familiares que me han acompañado en cada
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Resumen

El biodiésel producido durante el desarrollo de esta tesis fue obtenido a partir de

biomasa microalgal crecida en diferentes condiciones. Estas provienen de un cul-

tivo mixto de microalgas que fue cultivado en condiciones de laboratorio (BAE)

y en condiciones ambientales (TESR). Parte de la biomasa microalgal obtenida

en condiciones de laboratorio, fue sometida a un proceso de extracción de ca-

rotenoides con fluidos supercŕıticos en dos condiciones diferentes (BE2 y BE3).

La extracción liṕıdica se realizó con solventes (método Bligh y Dyer), en el cual

se usó un sistema cloroformo/metanol/MgCl2 0.003 N que garantiza una mayor

extracción de ĺıpidos (polares y no polares). La biomasa BAE presentó una mayor

proporción de ĺıpidos (12.9% en peso seco) mientras que BE3 presentó el menor

rendimiento de extracción (6.7% en peso seco). Se llevó a cabo la transformación

de los ĺıpidos mediante una reacción de transesterificación usando HCl como ca-

talizador. La composición qúımica del biodiésel resultante se determinó mediante

cromatograf́ıa de gases. Un porcentaje alto de ácidos grasos saturados (AGS) y

bajo porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados (AGP) determinan un biodiésel

de buena calidad. Los resultados obtenidos muestran que el biodiésel produci-

do a partir de BAE presenta un proporción adecuada de AGS (65.30%) y AGP

(17.36%), por lo cual presentará una mayor calidad como biocombustible que los

demás. Mientras que el biodiésel obtenido a partir de TESR presentó 58.86% y

30.91% de AGS y AGP respectivamente, dando como resultado el biodiésel con

menor calidad.
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Abstract

The biodiesel produced during the development of this thesis was obtained

from microalgal biomass grown under different conditions. It comes from a mixed

crop of microalgae that grew under laboratory (BAE) and ambient conditions

(TESR). Part of the microalgal biomass obtained under laboratory conditions

was subjected to a carotenoid extraction process with supercritical fluids under

two different conditions (BE2 and BE3). Lipid extraction was performed with sol-

vents (Bligh and Dyer method) in which a chloroform/methanol/MgCl2 system

was used, which guarantees greater lipid extraction (polar and non-polar). BAE

biomass had a higher proportion of lipids (12.9% by dry weight) while BE3 had

the lowest extraction yield (6.7% by dry weight). The transformation of lipids was

carried out by a transesterification reaction using HCl as a catalyst. The chemical

composition of the resulting biodiesel was determined by gas chromatography. A

high percentage of saturated fatty acids (SFA) and low percentage of polyunsatu-

rated fatty acids (PFA) determine a good quality biodiesel. The results obtained

show that the biodiesel produced from BAE presents an adequate proportion of

SFA (65.30%) and PFA (17.36%), so it will present a higher quality as a biofuel

than the others. While the biodiesel obtained from TESR presented 58.86% and

30.91% of SFA and PFA respectively, resulting in the biodiesel with lower quality
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1.5. Ventajas y desventajas de las diferentes técnicas de ex-
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Caṕıtulo 1

ANTECEDENTES

1.1. INTRODUCCIÓN

El desarrollo de la humanidad depende en gran parte del hallazgo y la utiliza-

ción de la enerǵıa. El primer logro que se suscitó fue el uso y dominio del fuego.

Fue con la revolución industrial cuando se generalizó el uso del carbón mineral

y se desarrolló la máquina de vapor, cuyos efectos en el destino del hombre y

del medio ambiente han sido determinantes para conseguir grandes avances en la

industria minera, la siderúrgica, la textil y en el transporte [1][2].

En 1859 se perforó el primer pozo de petróleo en Estados Unidos de Améri-

ca. A ráız de esto se comenzaron a producir una gran cantidad de inventos que

utilizan esta fuente de enerǵıa, como lo son, el generador eléctrico, el motor de

combustión interna, la luz eléctrica y el automóvil [1].

A inicios del siglo XX se empieza a aumentar vigorosamente el uso de enerǵıa.

La producción de carbón empezó a decaer y se incrementó la producción del

petróleo, que superó al carbón justo después de la Segunda Guerra Mundial, dan-

do origen a la llamada era del petróleo y siguió creciendo hasta la actualidad

[1]. El uso del petróleo y el carbón no solo significa el consumo de recursos no

1



1. ANTECEDENTES

sustentables y precios en alza, sino que también aumentan las emisiones de gases

responsables del calentamiento global y lluvias ácidas. Los gases de efecto inver-

nadero (GEI) más conocidos son los conformados por dióxido de carbono (CO2),

metano (CH4), óxido nitroso (N2O), clorofluorocarbonos (CFC) y ozono (O3),

siendo el CO2 el más importante ya que su fuente principal de emisión proviene

de la quema de combustibles fósiles como lo son el petróleo, gas natural y carbón

[3]. A consecuencia de esto la calidad del aire se vio afectada.

El principal contaminante del aire en México es el proveniente de la combus-

tión en los motores de los automóviles, el cual aporta el 89.6% de CO2 en la

República Mexicana [4]. Una solución alternativa para disminuir la emisión de

contaminantes que afectan el medio ambiente y la salud del ser humano, es la

producción de combustibles a partir de aceites o grasas de origen animal o vege-

tal, denominados, biocombustibles; estos son considerados combustibles limpios,

con los cuales es posible reducir las emisiones de CO2 y mejorar la calidad del

aire.

1.2. BIOENERGÍA

El interés en la enerǵıa renovable está aumentando a nivel mundial en res-

puesta a la creciente demanda de enerǵıa y protección del medio ambiente. La

bioenerǵıa es una enerǵıa renovable producida a partir de fuentes naturales (culti-

vos energéticos, macroalgas, microalgas, algas, plantas acuáticas y residuos) capaz

de sustituir a la enerǵıa fósil. La bioenerǵıa se define como la enerǵıa derivada u

obtenida a partir de biomasa, la cual incluye organismos vivos y materia orgánica

originada en un proceso biológico [5][6].

2



1.2 BIOENERGÍA

La enerǵıa producida a partir de biomasa, es una solución prometedora para

los desaf́ıos ambientales y un motor de desarrollo económico desde el nivel local

hasta el global [7]. Las caracteŕısticas más importantes de la bioenerǵıa son [8]:

Almacenable: La bioenerǵıa está almacenada en la materia orgánica y

puede ser usada para la generación de calor o electricidad.

Permite satisfacer la mayor parte de los usos finales: Es la enerǵıa

renovable que puede sustituir a los combustibles fósiles en todas las aplica-

ciones y finalidades, produciendo calor, fuerza motriz, electricidad y com-

bustibles ĺıquidos.

Ubicua: La biomasa se puede encontrar o cultivar en casi todas las partes,

está disponible en forma concentrada como subproducto de procesos agro-

industriales, residuos de actividades humanas y como estiércol de animales.

Escalable: Existen sistemas de aprovechamiento de biomasa y producción

de bioenerǵıa desde muy bajas (< 1 kW) hasta grandes potencias (> 300,000

kW), permitiendo una amplia versatilidad para el desarrollo de sistemas de

suministro energético a escalas locales y mayores.

Comercialmente madura: Muchas de las tecnoloǵıas para el uso energéti-

co de biomasa son rentables y están ampliamente desarrolladas a nivel co-

mercial.

La bioenerǵıa se puede generar a partir de diversas formas de biomasa, in-

cluidos los residuos de madera, agŕıcolas y ganaderos; plantaciones forestales de

rotación corta; los componentes orgánicos de los residuos sólidos urbanos y otros

flujos de residuos orgánicos. A través de una variedad de procesos, estos materia-

les se pueden utilizar directamente para producir electricidad o calor. También

3



1. ANTECEDENTES

se pueden utilizar para crear combustibles gaseosos, ĺıquidos o sólidos [9].

Los combustibles ĺıquidos, sólidos y gaseosos que se derivan de la biomasa

producidos a través de diferentes procesos se denominan biocombustibles. Los

biocombustibles gaseosos y ĺıquidos se utilizan principalmente en el transporte

[10].

1.3. BIOMASA

La biomasa es básicamente enerǵıa solar almacenada por las plantas mediante

el proceso de fotośıntesis. Durante la fotośıntesis se captura dióxido de carbono

y agua que con ayuda de la luz solar se convierte en glucosa, ecuación 1.1 [11].

6CO2 + 6H2O → C6H12O6 + 6O2 (1.1)

La glucosa (C6H12O6) es un carbohidrato que se puede convertir en celulosa y

almidón en la planta e incluso se puede convertir en protéınas y otros compuestos.

El otro producto, el ox́ıgeno (O2), se libera a la atmósfera, donde es utilizado por

las plantas y los animales para la respiración. El término biomasa por lo tanto,

cubre una amplia gama de materiales orgánicos producidos a partir de plantas y

animales [10][11].

En este contexto se pueden mencionar cuatro tipos de materiales de biomasa:

aceite vegetal, azúcar y almidón, materiales lignocelulósicos y biomasa húmeda,

las cuales se pueden transformar en diferentes tipos de fuentes de enerǵıa: biocom-

bustibles, productos qúımicos, electricidad y calor, mediante el uso de diferentes

tecnoloǵıas [10].

4



1.4 BIOCOMBUSTIBLES

La biomasa lignocelulósica se puede convertir en (1) etanol a través del pro-

ceso de hidrólisis-fermentación, (2) hidrocarburos y biocombustibles a través de

pirólisis, (3) gas a través de gasificación y (4) pellets de biomasa a través del

proceso de peletización. El gas y los pellets se pueden utilizar para generar elec-

tricidad o para fines de calefacción mientras que los productos ĺıquidos se usan

principalmente como combustibles [10].

La biomasa húmeda se convierte en biogás a través de la digestión anaeróbica.

Se produce de forma natural en vertederos municipales y agŕıcolas, en plantas de

tratamiento de aguas residuales y en plantas de residuos animales. La descompo-

sición produce un gas rico en metano, monóxido de carbono y dióxido de carbono.

Este gas combustible artificial tiene un bajo valor caloŕıfico, pero puede mezclarse

con otros combustibles para ser utilizado en turbinas de gas o centrales eléctricas

[10][12].

Los aceites vegetales y las grasas animales se convierten en biodiésel a través

del proceso de transesterificación. La biomasa que contiene azúcar y almidón se

convierte en etanol a través de la hidrólisis y la fermentación. El etanol se utiliza

como producto qúımico y biocombustible [10].

1.4. BIOCOMBUSTIBLES

Los biocombustibles se refieren a los combustibles ĺıquidos y gaseosos pro-

ducidos a partir de biomasa, derivada de plantas o desechos animales. Tienen

caracteŕısticas parecidas a las gasolinas y gasóleos, lo que permite su utilización

en motores convencionales sin tener que efectuar modificaciones importantes. Se

5



1. ANTECEDENTES

emplean en calderas para la producción de calor y electricidad o en motores de

combustión interna [12][13].

La producción de combustibles derivados de biomasa obtenida de plantas te-

rrestres, hierbas/plantas acuáticas, algas, microbios, residuos sólidos y ĺıquidos

ricos en carbono son considerados renovables. El uso de materia orgánica en la

producción de biocombustibles, limitaŕıa la excesiva dependencia de los combus-

tibles ĺıquidos para el transporte basados en los recursos fósiles [14].

Los biocombustibles se pueden clasificar en dos categoŕıas: biocombustibles

primarios y secundarios. Los biocombustibles primarios se producen directamen-

te a partir de la quema de material vegetal leñoso o celulósico y desechos ani-

males secos [15]. Los secundarios se pueden clasificar en cuatro generaciones.

Los biocombustibles de primera generación utilizan materias primas obtenidas

de cultivos alimentarios (caña de azúcar, máız, soya, girasol). Los de segunda

generación se obtienen de materias sin valor nutricional ricas en aceite (jatropha,

palma africana) y desechos (grasas animales, aceites residuales de cocina). La

tercera generación son los biocombustibles generados a partir de cianobacterias,

microalgas y otros microbios, que es el enfoque más prometedor para satisfacer

las demandas energéticas mundiales [15][16]. La cuarta generación de biocombus-

tibles emplea algas modificadas genéticamente que acumulan un alto contenido

de ĺıpidos y carbohidratos [17].

La producción de biocombustibles de primera generación a partir de biomasa

producida en plantaciones ya es una realidad en páıses como Brasil y Estados

Unidos, donde Brasil utiliza la producción de caña de azúcar para la obtención

de bioetanol mientras que Estados Unidos produce el mismo biocombustible a

6



1.4 BIOCOMBUSTIBLES

partir del máız [18].

Desafortunadamente, las proyecciones actuales de los biocombustibles se ba-

san en materias primas que también son productos alimenticios y recursos adecua-

dos para la agricultura convencional. En este sentido, las microalgas han atráıdo

mucha atención mundial en los últimos años por los valiosos productos natura-

les que generan, su capacidad para remediar los efluentes y su potencial como

cultivos energéticos [16]. A continuación se presentan algunas de las ventajas y

desventajas de las diferentes generaciones de biocombustibles (Ver Tabla 1.1) [17].

7
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Tabla 1.1: Ventajas y desventajas de las diferentes generaciones de biocombustibles.

Tema

Biocombustibles

de primera

generación

Biocombustibles

de segunda

generación

Biocombustibles

de tercera

generación

Biocombustibles

de cuarta

generación

Competencia con

los cultivos

alimentarios

Se requiere de

cultivos destinados

a la alimentación

Se utilizan plantas

sin valor

nutricional

No hay conflicto

con los alimentos

No hay conflicto

con los alimentos

Huella terrestre
Requiere tierra

cultivable

Requiere tierra

cultivable o bosque

No requiere de

tierras fértiles

No requiere de

tierras fértiles

Conversión a

biocarburantes

Fácil conversión,

tecnoloǵıas

ampliamente

estudiadas

Necesita tecnoloǵıas

sofisticadas de

procesamiento

Fácil conversión Fácil conversión

Huella h́ıdrica

Se requiere agua

potable para el

cultivo

Se requiere agua

potable para el

cultivo

Se puede utilizar

agua residual y

agua salina

Se puede utilizar

agua residual y

agua salina
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Tabla 1.1 Continuación

Respeto al medio

ambiente

El uso de pesticidas

es una de las

principales

preocupaciones

La deforestación es

una preocupación

Ayuda en el

tratamiento de agua

residual. La

eutrofización

marina es una

preocupación

ecológica

Ayuda en el

tratamiento de agua

residual pero

la liberación de

organismos

transgénicos

es la principal

preocupación

Comercialización
Producido

comercialmente

Producido

comercialmente

Producción

insuficiente

de biomasa para la

comercialización

Producción

insuficiente

de biomasa para la

comercialización

Sostenibilidad

No es conservador

en el uso de

recursos naturales

No preserva la

ecoloǵıa debido

a la deforestación

No tiene una

economı́a favorable

Preocupación por la

fuga de organismos

genéticamente

modificados

Requerimientos

de nutrientes

Los cultivos

requieren de

fertilizantes

No hay necesidad

de fertilizantes

Se requieren

grandes fuentes de

carbono y nitrógeno

Se requieren

grandes fuentes de

carbono y nitrógeno
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Tabla 1.1 Continuación

Cosecha

La cosecha se

realiza a mano o

a máquina

La cosecha se

realiza a mano o

a máquina

La cosecha es

costosa y

complicada

La cosecha es

costosa y

complicada

Regulación
La normativa es

bastante clara

La normativa es

bastante clara

No hay regulación

disponible para el

cultivo marino

La regulación para

la liberación de

algas modificadas

genéticamente

es muy estricta

Aportes

financieros

El costo de capital

es bastante bajo

El costo de capital

es bastante bajo

El costo inicial para

el cultivo a gran

escala es muy alto

El costo inicial para

el cultivo a gran

escala es muy alto

Condición

ambiental

Parámetros como la

temperatura y la

humedad deben

estar dentro de un

rango adecuado

Parámetros como la

temperatura y la

humedad deben

estar dentro de un

rango adecuado

Se puede cultivar

en condiciones

ambientales

adversas, como,

pH alto

Se puede cultivar

en condiciones

ambientales

adversas, como,

pH alto

Basado en Abdullah et al., 2019 [17]
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1.4 BIOCOMBUSTIBLES

Los biocombustibles más utilizados en la actualidad son el bioetanol y el bio-

diésel, ambos derivados de materias primas de naturaleza comestible. Son usados

parcial o totalmente como sustitutos de combustibles derivados del petróleo como

el diésel y la gasolina, respectivamente.

Bioetanol

El bioetanol también se conoce como alcohol et́ılico, su estructura qúımica

comprende dos átomos de carbono unidos con seis átomos de hidrógeno y un áto-

mo de ox́ıgeno (C2H5OH). Se utiliza principalmente en aplicaciones alimentarias,

farmacéuticas y como biocombustible [19].

En general, el bioetanol (biocombustible) se clasifica en tres tipos según la

materia prima que se use para su producción. La utilización de materiales a base

de almidón o azúcar para la producción de bioetanol, se denomina, bioetanol de

primera generación [20]. El bioetanol de segunda generación se produce a partir

de cultivos no alimentarios como la biomasa lignocelulósica y los agrorresiduos

[21]. Por último, el bioetanol de tercera generación se deriva de la biomasa de

algas [20].

Biogás

El biogás que también se conoce como biometano cuando se purifica, se produ-

ce principalmente a partir de la digestión anaeróbica o la fermentación biológica

de sustancias orgánicas, por ejemplo, estiércol ĺıquido y otras materias primas

de biomasa digeribles. El biogás está compuesto por varios gases, por ejemplo,

metano, dióxido de carbono, nitrógeno e hidrógeno. Al igual que el gas natural,

el biogás se puede comprimir y utilizar en veh́ıculos de motor y en muchos otros

lugares como el gas natural fósil [22][23]. El método más común para obtener
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1. ANTECEDENTES

biogás es la digestión anaeróbica, que se utiliza con frecuencia en el procesamien-

to de aguas residuales municipales para la degradación y estabilización de lodos,

la descomposición de residuos de alimentos y otros compuestos en presas [24].

Biohidrógeno

El gas hidrógeno (H2) es un atractivo portador de enerǵıa futura debido a

su eficiencia potencialmente mayor de conversión a enerǵıa utilizable, generación

baja a inexistente de contaminantes y alta densidad de enerǵıa. Por lo tanto, se

considera una fuente prometedora de enerǵıa alternativa limpia y renovable en el

ámbito del agotamiento de los combustibles fósiles y la contaminación ambiental

[25].

Bioqueroseno

El biocombustible para aviones o bioqueroseno, es una fuente de enerǵıa re-

novable que se puede producir a partir de biomasa. Se considera la estrategia con

más potencial en la reducción de emisiones de CO2 en el sector de la aviación. En

general, para la producción de bioqueroseno se transforma la biomasa a través

de diferentes rutas de procesamiento (mecánicas, bioqúımicas, termoqúımicas y

qúımicas); las biomasas que se pueden utilizar para producir bioqueroseno inclu-

yen triglicéridos, biomasa lignocelulósica, azúcar y materia prima con almidón

[26]. Dependiendo de la materia prima renovable, se identifican las siguientes v́ıas

de transformación: v́ıa de hidroprocesamiento y el proceso DSHC (Direct sugar

to hydrocarbon, en español, proceso directo de azúcar a hidrocarburos) [27][28].

12



1.4 BIOCOMBUSTIBLES

Gas de śıntesis

Syngas es el nombre corto de un producto de gasificación, principalmente de

biomasas residuales, conocido como “gas de śıntesis”, que consiste en una mezcla

de H2, CO y CO2 [29]. Además, puede contener otros gases como nitrógeno y

metano. Se produce a través de un proceso termoqúımico llamado gasificación,

que convierte materiales carbonosos como biomasa, desechos municipales, carbón,

petróleo y neumáticos en una cantidad controlada de oxidante como ox́ıgeno, aire

y CO2, dentro de un gasificador para su obtención [30]. El uso principal del gas de

śıntesis es en la producción de otros combustibles, metanol y diésel. En algunos

entornos industriales (molienda de acero, refinación de petróleo, etc.), se producen

grandes cantidades de gas residual con estas caracteŕısticas [29].

Biobutanol

El biobutanol es un combustible renovable prometedor con grandes ventajas

para su uso en motores de combustión interna, aunque todav́ıa es menos conocido

que el bioetanol y el biodiésel. El biobutanol se puede producir por fermentación

de biomasa y por sus caracteŕısticas no solo se puede mezclar fácilmente con

gasolina, sino que también podŕıa ser una opción futura para mezclar con diésel

porque contiene más ox́ıgeno que este, lo que podŕıa conducir a la reducción de

emisiones de gases contaminantes de estos motores [29]. Potencialmente se puede

utilizar como disolvente en otras muchas industrias; qúımica, pintura, agentes de

limpieza, ĺıquido de freno hidráulico, ingrediente de tinta, plásticos y cosméticos

[31].
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1.4.1. Biodiésel

El biodiésel se refiere al combustible procesado y extráıdo de fuentes biológi-

cas. Este combustible es una combinación de ácidos grasos monoinsaturados (éste-

res monoalquilo de ácidos grasos de cadena larga) producidos a través de una

reacción qúımica [32][33].

Para la śıntesis de biodiésel se ha utilizado una amplia gama de materias pri-

mas, que van desde aceites vegetales, grasas animales, aceites de cocina usados,

aceites de microalgas hasta aceites de otros microorganismos. El biodiésel pro-

ducido a partir de aceites comestibles resulta en la controversia de “alimentos vs

combustible”. El biodiésel proveniente de este tipo de materias primas se le conoce

como biocombustible de primera generación [34][35]. El uso de residuos agŕıcolas

para extraer aceites, etc., para la producción de biodiésel evita la competencia di-

recta con el cultivo alimentario y reduce su precio. Éste se conoce como biodiésel

de segunda generación. El biodiésel de tercera y cuarta generación utiliza aceite

extráıdo de microalgas y microalgas modificadas genéticamente respectivamente.

El biodiésel generalmente se produce mediante el uso de diferentes técnicas como;

microemulsión, pirólisis y transesterificación [34].

El uso de biodiésel producido a partir de la microemulsión en los motores diésel

se asocia a varios problemas prácticos, como la fuerte deposición de residuos de

carbono, la combustión inferior, el pegado irregular de la aguja del inyector y el

espesamiento del aceite lubricante. El proceso de pirólisis de los aceites vegetales

y las grasas animales requiere equipos complejos de alto costo. Todos los retos

mencionados anteriormente pueden resolverse adecuadamente mediante el proceso

de transesterificación, en el que los aceites vegetales y las grasas animales se

convierten en un combustible similar al diésel [36].
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1.5 BIODIÉSEL EN EL MUNDO

1.5. BIODIÉSEL EN EL MUNDO

Los combustibles fósiles se están agotando rápidamente, éstos contribuyen con

el 88% a la demanda total de enerǵıa del mundo, en la que alrededor del 25%

se utiliza en el sector del transporte, lo que resulta en casi el 20% de emisión de

CO2 a la atmósfera causando graves problemas ambientales como el calentamien-

to global [37]. Por lo que existe una tendencia internacional hacia la búsqueda de

combustibles más limpios y nuevas fuentes de enerǵıa de baja emisión de carbono,

como los biocombustibles. En este escenario, se espera que el biocombustible ĺıqui-

do biodiésel pueda sustituir al combustible diésel derivado del petróleo.

En la actualidad, más de 350 cultivos productores de aceite han sido con-

siderados globalmente como una fuente potencial de triglicéridos para producir

biodiésel. La materia prima utilizada para la śıntesis de biodiésel debe seleccionar-

se con mucho cuidado, ya que una gran proporción del costo operativo depende

de ella. Una materia prima adecuada debe satisfacer dos demandas que son, la

producción a escala industrial con el mı́nimo costo asociado [38].

Actualmente, la śıntesis de biodiésel es un proceso muy caro, de modo que su

producción no genera un mercado rentable. En Estados Unidos, Brasil y Argen-

tina, el aceite de soya es la principal materia prima para la śıntesis de biodiésel,

cuyo rendimiento en aceite es muy bajo (18%). Argentina y Brasil utilizan la

harina de soya sobrante como producto de exportación para equilibrar los cos-

tos, mientras que Estados Unidos emplea la ingenieŕıa genética para aumentar

el contenido de aceite de la soya. En Europa, la principal materia prima para la

producción del biodiésel es la colza, cuyo rendimiento en aceite es más bajo que

el de la soya, lo que encarece aún más el proceso que en los páıses menciona-
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dos. A pesar de los elevados costos de producción, Europa sigue siendo el mayor

productor mundial de biodiésel (Ver Figura 1.1 [39]). Este análisis de los páıses

productores de biodiésel reitera el punto de que un alto costo asociado a la śınte-

sis del biodiésel es el principal impedimento que se debe superar para ampliar su

producción y uso [40].
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Figura 1.1: Producción de biodiésel en el mundo

Basado en P. agŕıcolas OECD-FAO 2022 [39]

Las medidas de confinamiento y el declive económico resultante de la pan-

demia COVID-19 disminuyeron la demanda mundial de combustible en 2020.

COVID-19 redujo el uso mundial de combustibles de origen fósil empleados en

el transporte, sin embargo, el uso industrial de combustibles fósiles se vio menos

afectado. Indonesia y Tailandia aumentaron el uso de biodiésel debido a las tasas

de mezcla más altas, mientras que disminuyeron el uso del diésel. En el resto del

mundo la producción de biocombustibles se vio afectada por el aumento de los

precios del máız y del aceite vegetal que combinado con la disminución de los pre-
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1.5 BIODIÉSEL EN EL MUNDO

cios de los combustibles fósiles, creó un escenario inestable. El aumento del uso de

etanol en la industria, impulsado por su uso como desinfectante en respuesta a la

pandemia de COVID-19, ayudó a mantener la producción de biocombustibles [41].

Se espera que los páıses adopten poĺıticas para avanzar en la aplicación de

nuevas tecnoloǵıas a fin de reducir las emisiones de GEI. Un factor determinante

de la demanda futura de biocombustibles está relacionado con la respuesta del

sector privado a estas medidas. La industria automotriz y otras industrias están

invirtiendo actualmente en veh́ıculos eléctricos que dependiendo de la adopción

de esta tecnoloǵıa, podŕıa contribuir a una posible disminución en el uso de bio-

combustibles en la próxima década y más allá [42][41].

1.5.1. Biodiésel en México

La mayor producción de enerǵıa en México de 1473.77 TWh proviene de com-

bustibles fósiles (75.49%): 62.28% corresponde al petróleo y 13.21% al gas natu-

ral. Por otro lado, el consumo de enerǵıa renovable se sitúa en torno al 5.66%, en

el que menos del 0.5% corresponde al biodiésel. El mayor consumo de enerǵıa en

México lo realiza el sector transporte (45.4%), seguido por el industrial (30.7%),

doméstico (13.8%), y los sectores agropecuario, comercial y público (cada uno

con más de 3.0%) [43].

Debido a la necesidad de reducir las emisiones de GEI y la dependencia de los

combustibles fósiles y promover el desarrollo rural, el gobierno mexicano comenzó

la producción de biocombustibles en 2007 [44].

A diferencia de Indonesia, Brasil y Estados Unidos, los biocombustibles me-

xicanos no son competitivos en el mercado internacional. Además, se cerraron
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varias plantas comerciales de biodiésel, perdiendo una capacidad instalada de

37 mil m3/año [43]. La tabla 1.2 muestra las plantas productoras de biodiésel

cerradas en México [45].

Tabla 1.2: Plantas comerciales de biodiésel en México, no operativas.

Ubicación
Capacidad

(m3/año)
Inaugurada Cerrada

Cadereyta, Nuevo León 18000 2005 2011

Lázaro Cárdenas, Michoacán 9000 2007 2008

Puerto Chiapas, Chiapas 10000 2010 2011

Basado en Riegelhaupt et al., 2016 [45]

En general, las plantas de biodiésel en el páıs operan en la escala demostrativa,

registrando una capacidad instalada de 4182 m3/año [43]. La tabla 1.3 muestra

las plantas productoras de biodiésel operativas en México [45].

Tabla 1.3: Plantas productoras de biodiésel en México.

Ubicación
Capacidad

(m3/año)
Inaugurada Materia prima utilizada

Puebla 90 2010 Aceite usado

Puebla 950 2011 Grasa animal

Baja California 74 2014 Higuerilla

Durango 1440 2015 Grasa animal

Ciudad de México 628 2015 Grasa animal

Oaxaca 1000 2015 Higuerilla

Basado en Riegelhaupt et al., 2016 [45]

Recientemente, la capacidad de producción de este combustible se ha ampliado

en la Ciudad de México, con la construcción en 2020 de una planta para la
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1.6 BIODIÉSEL A PARTIR DE MICROALGAS

producción de biodiésel cuya capacidad es de 1500 litros/d́ıa, generados a partir

de aceite usado [43].

1.6. BIODIÉSEL A PARTIR DE MICROAL-

GAS

La selección de materia prima para la śıntesis de biodiésel es un criterio sig-

nificativo ya que de esta dependerá la calidad del biocombustible. Las fuentes

comestibles no son una opción viable ya que afectan la cadena alimentaria y la

materia prima de aceite no comestible compite por el uso de la tierra y el agua.

Para superar este contratiempo, las investigaciones se están moviendo lentamente

hacia la tercera generación de biocombustibles, que se producen principalmente

a partir de biomasa marina o microorganismos. El biodiésel producido a partir

de microalgas reduce la emisión de monóxido de carbono e hidrocarburos de un

motor diesel debido a la presencia de un mayor contenido de ox́ıgeno en el com-

bustible [46].

Este biocombustible está tomando impulso en el mundo debido al interés

despertado por el cambio climático, el alza generalizada de los precios de los

combustibles, la disminución de las reservas de petróleo, entre otros [47]. Como

resultado, el biodiésel se ha convertido en un combustible viable para el futuro,

particularmente como reemplazo de los combustibles fósiles en la industria del

transporte [48].

Algunas de las ventajas y desventajas del uso del biodiésel son las siguientes

[49]:

El biodiésel tiene mayor lubricidad (es más “resbaladizo”) que el diésel de
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petróleo. Esto es algo bueno porque se puede esperar que reduzca el desgaste

del motor.

El biodiésel prácticamente no contiene azufre. Esto también es algo bueno

porque se puede esperar que resulte en una reducción de la contaminación

de los motores que usan biodiésel.

El biodiésel tiene un mayor contenido de ox́ıgeno (generalmente 10%− 12%)

que el diésel de petróleo. Esto resulta en menores emisiones de contaminan-

tes. Sin embargo, en relación con el diésel de petróleo, causa una potencia

máxima del motor ligeramente reducida (∼ 4%).

El biodiésel tiende a espesarse a bajas temperaturas más fácilmente que el

diésel de petróleo, debido a la alta concentración de ácidos grasos saturados.

Esto es una preocupación, especialmente para el uso en invierno.

Es más probable que el biodiésel se oxide (reaccione con el ox́ıgeno) para

formar una masa semisólida similar a un gel, esto sucede porque el bio-

diésel presenta una concentración alta de ácidos grasos insaturados. Esto

es una preocupación, especialmente para el almacenamiento prolongado del

biocombustible y cuando se utiliza en motores que solo funcionan ocasional-

mente (como los generadores de enerǵıa de reserva). Un buen método para

el almacenamiento es usar un recipiente seco, semisellado, fresco y liviano.

El biodiésel es qúımicamente más activo como disolvente que el diésel de

petróleo. Como resultado, puede ser más agresivo para algunos materiales

que normalmente se consideran seguros para el combustible diésel.

El biodiésel es mucho menos tóxico que el diésel de petróleo. Esto puede

ser un beneficio real para la limpieza de derrames.

20
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Algunas de las propiedades del combustible biodiésel no son ideales desde el

punto de vista del rendimiento del motor. Afortunadamente, los aditivos se pue-

den utilizar para contrarrestar estos problemas y mejorar la calidad general del

biocombustible [49].

La ASTM (American Society for Testing and Materials) define el biodiésel

como ésteres monoalqúılicos de ácidos grasos de cadena larga [50]. El biodiésel es

una combinación de ésteres met́ılicos de ácidos grasos (FAME) y es un combusti-

ble oxigenado, siendo su peso 11% de ox́ıgeno [51]. La presencia y concentración

de los FAMEs en el biodiésel difiere considerablemente de una materia prima a

otra. En la Tabla 1.4 [52], se enumeran los FAMEs más frecuentes presentes en

el biodiésel. Estos FAMEs son compuestos de cadena recta de 8-24 carbonos y

consisten principalmente en tres tipos: saturados (sin dobles enlaces), monoinsa-

turados (un enlace doble) y poliinsaturados (dos o más enlaces dobles). Dos cifras

identifican la estructura de los ácidos grasos. En primer lugar, la cantidad total

de átomos de carbono en los ácidos grasos y en segundo lugar, la cantidad de

dobles enlaces. Por ejemplo, C14:1 significa que el ácido miristoleico, consta de

catorce átomos de carbono y un doble enlace [53].

Tabla 1.4: FAMEs comúnmente encontrados en el biodiésel.

FAME C:N FAME C:N

Capŕılico C8:0 Oleico C18:1

Cáprico C10:0 Linoleico C18:2

Láurico C12:0 Linolénico C18:3

Miŕıstico C14:0 Araqúıdico C20:0

Palmı́tico C16:0 Gadoleico C20:1
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Tabla 1.4 Continuación

Palmitoleico C16:1 Erúcico C22:1

Esteárico C18:0 Nervónico C24:0

Basado en Alviso et al., 2020 [52]

Los ácidos grasos predominantes en el biodiésel son; el ácido graso monoinsa-

turado, ácido oleico (C18:1); el ácido graso saturado, ácido palmı́tico (C16:0); y

el ácido graso poliinsaturado, ácido linoleico (C18:2) [54].

1.6.1. Microalgas

Las microalgas en algún punto fueron descritas como talófitas, es decir, plan-

tas que carecen de ráıces, tallos y hojas. Su pigmento fotosintético primario es la

clorofila [55]. Son organismos acuáticos fotosintéticos simples que se descubrieron

en dos formas diferentes, unicelulares o multicelulares. Las microalgas se encuen-

tran abundantemente en el medio natural debido a su alta tasa de supervivencia

y crecimiento [56].

A través del proceso de fotośıntesis, las microalgas convierten el CO2, agua y

luz solar en enerǵıa qúımica para generar ĺıpidos, carbohidratos y protéınas. Se

consideran como las responsables de la producción del 50% del ox́ıgeno y de la

fijación del 50% del carbono en el planeta. Su eficiencia de fijación de CO2 es de

10 a 50 veces mayor que la de cualquier otra planta. Un kg de biomasa microalgal

fija alrededor de 1.8 kg de CO2 [56][57].

Por estas razones las microalgas se han estudiado como materia prima para

diferentes fines, como la producción de bioenerǵıa, biofertilizantes y como fuente

de una amplia gama de metabolitos celulares (ĺıpidos, carbohidratos, vitaminas,

colorantes, carotenoides y protéınas de alta calidad) que se pueden utilizar en las
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industrias alimentaria y cosmética [55]. El omega-3, ácidos grasos, clorofila, entre

otros se utilizan en productos cosméticos como compuestos anti-envejecimiento y

anti-irritantes. Se encuentran en lociones de protección solar y productos para el

cabello. Otra aplicación es la de biofertilizantes, las microalgas verdes-azuladas

o cianobacterias son altamente utilizadas en este sector gracias a su capacidad

de fijar nitrógeno, provocando un aumento en la fertilidad de los suelos. Además

algunas técnicas de conversión, especialmente la pirólisis, producen un carbón ve-

getal, llamado Biochar, que tiene un alto potencial para su uso en la agricultura

como fertilizante [58].

El cultivo de microalgas es respetuoso con el medio ambiente porque no re-

quiere pesticidas y la biomasa residual resultante se utiliza como fertilizante [56].

Además, las microalgas pueden proliferar en áreas no cultivables mediante el uso

de agua de mar y efluentes urbanos e industriales y su crecimiento se puede esti-

mular con fitohormonas [59]. Las fitohormonas son sustancias qúımicas naturales

o sintéticas que influyen en los procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas.

Se ha informado que mejoran el crecimiento y la producción de metabolitos en

microalgas incluso en condiciones desfavorables [60].

El cultivo de microalgas es un factor importante en la producción de bio-

combustibles. La eficiencia de crecimiento de las microalgas depende del tipo

de sistema de cultivo empleado, la disponibilidad de luz, los niveles de CO2 y

ox́ıgeno, temperatura, disponibilidad de nutrientes como nitrógeno y fósforo, la

salinidad y el pH [61].

Algunas especies de microalgas cultivadas en condiciones óptimas pueden acu-

mular del 20% hasta el 80% de aceite en peso seco en comparación con el cultivo

23



1. ANTECEDENTES

de semillas oleaginosas como la soya (31%), la colza (24%) y la palma aceitera

(18%) [62].

Producción de microalgas en el mundo

Actualmente existe un creciente interés mundial por los cultivos de microal-

gas. Este factor se manifiesta en varias áreas, entre ellas la bioenerǵıa, donde las

microalgas se utilizan en la producción de biocombustibles (biodiésel, combusti-

ble para aviones, biogás, entre otros) [63].

La ubicación geográfica, los sistemas de cultivo, la selección de especies de mi-

croalgas y las condiciones ambientales de crecimiento son factores cruciales que

deben considerarse al cultivar microalgas [64]. La ubicación geográfica estratégica

es crucial para reducir el costo de inversión, ya que los invernaderos y la ilumina-

ción artificial representan el 45.36% del costo total de los equipos principales [65].

Varias partes del mundo han sido identificadas como excelentes lugares para el

cultivo de microalgas, como el sur de Asia, África central, el sudeste de Australia

y América del Norte y del Sur [64].

A nivel mundial, los continentes que muestran una mayor evolución en esta

materia son América y Europa. Donde Brasil y Estados Unidos utilizan las micro-

algas para elaborar productos como cosméticos, bioplásticos y biocombustibles.

Dinamarca, Portugal, España y Páıses Bajos utilizan biomasa microalgal para la

producción de biocombustibles (biodiésel) y otros productos [63].

1.6.2. Extracción de ĺıpidos de microalgas

El contenido de aceite es considerable en muchas especies de microalgas. La

biomasa producida por el cultivo de microalgas es alta en algunos componen-
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1.6 BIODIÉSEL A PARTIR DE MICROALGAS

tes únicos, como los ĺıpidos. Utilizando procedimientos qúımicos cuidadosamente

elegidos los ĺıpidos son transformados en biodiésel. La biomasa de microalgas tam-

bién contiene otros componentes importantes, como las protéınas. Como resulta-

do, la biomasa sobrante después de la extracción de ĺıpidos se puede fermentar

para producir otros bioproductos como el bioetanol. También se puede utilizar

como fertilizante o alimento [57].

Los ácidos grasos son los ĺıpidos más simples y se definen qúımicamente como:

una cadena de hidrocarburos lineal (no contienen anillos), no ramificada (tiene

solo dos extremos), insolubles en agua pero solubles en disolventes orgánicos, que

puede ser saturada o insaturada, con un solo grupo carboxilo en un extremo [66].

Las microalgas contienen ĺıpidos polares como fosfoĺıpidos y glicoĺıpidos, aśı

como ĺıpidos no polares como triglicéridos, pigmentos y vitaminas. Los triglicéri-

dos (TAG), también conocidos como triacilgliceroles, son componentes liṕıdicos

clave en la fabricación de biodiésel. Los ĺıpidos polares se encuentran principal-

mente en las membranas celulares y los orgánulos, mientras que los no polares se

utilizan para el almacenamiento de enerǵıa [57][67].

Las microalgas tienen paredes celulares gruesas y la liberación de sus com-

puestos bioactivos está limitada por la rigidez de la matriz de las microalgas [67].

La extracción de ĺıpidos es una técnica de transferencia de masa en la que los

ĺıpidos se separan o liberan de las paredes celulares. Por lo tanto, la extracción

de ĺıpidos de la biomasa microalgal es un paso cŕıtico en la producción de un

biodiésel eficaz [57]. La extracción convencional de ĺıpidos se basa en el uso de

disolventes orgánicos que interactúan con las moléculas liṕıdicas y la estructura

proteica celular, este método es conocido como extracción por solvente. Algunos
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enfoques clásicos, como la extracción Soxhlet, la extracción Folch y la extracción

Bligh-Dyer utilizan esta técnica de extracción [68].

Los métodos de extracción por solvente se basan en el uso de disolventes

orgánicos, t́ıpicamente hexano, acetona, benceno, cloroformo, cloruro de meti-

leno, ciclohexano, entre otros. Estos disolventes actúan disolviendo los compo-

nentes hidrofóbicos de la membrana celular y posteriormente extraen los ĺıpidos

de almacenamiento [69]. También se puede utilizar una mezcla de disolventes

cuando se considera la extracción de todas las clases de ĺıpidos [68]. La racio-

nalidad detrás del uso de un sistema de disolventes bifásico es que el disolvente

orgánico polar (como el metanol o el isopropanol) presente en la mezcla rompe

las fuerzas electrostáticas entre el ĺıpido y la protéına asociada en la membrana

celular, mientras que el disolvente orgánico no polar (como el hexano o el cloro-

formo) rompe las fuerzas de van der Waals entre los ĺıpidos no polares presentes

en el citoplasma [70].

Cuando se utiliza una mezcla de disolventes orgánicos no polares/polares (co-

mo hexano/isopropanol o cloroformo/metanol), ambos disolventes se añaden si-

multáneamente a la biomasa de microalgas. Una vez que los restos celulares se

eliminan utilizando un método de separación sólido-ĺıquido (como la filtración), la

separación bifásica de la mezcla de disolventes orgánicos inicialmente monofásica

se induce mediante la adición del disolvente orgánico no polar y agua. Tras la

separación bifásica completa, los ĺıpidos no polares y polares se dividirán prin-

cipalmente en la fase orgánica (una mezcla de disolvente orgánico no polar y

disolvente orgánico polar), mientras que la fase acuosa (una mezcla de agua y

disolvente orgánico polar) contendrá principalmente contaminantes no liṕıdicos

(protéınas y carbohidratos). La fase orgánica se decanta y se evapora para pro-
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ducir ĺıpidos crudos secos, que luego se fraccionan y transesterifican [70].

En los últimos años, se han explorado muchos enfoques innovadores para la

extracción de ĺıpidos, como la extracción con fluidos supercŕıticos, la extracción

asistida por ultrasonidos, la extracción asistida por microondas y otros [67].

Algunas de las ventajas y desventajas más importantes de las diferentes técni-

cas de extracción de ĺıpidos se muestran en la tabla 1.5 [68].

Tabla 1.5: Ventajas y desventajas de las diferentes técnicas de extracción

de ĺıpidos.

Método Ventajas Desventajas

Soxhlet
Bajo costo, operación simple,

alta tasa de extracción.

Periodos prolongados de

extracción, consumo alto de

reactivos y enerǵıa.

Folch
Rápido, fácil de manejar un

gran número de muestras.

Se utilizan reactivos tóxicos

perjudiciales para la salud

humana y el medio ambiente.

Bligh-Dyer

La extracción y separación de

ĺıpidos se puede lograr al

mismo tiempo.

Periodos prolongados de

extracción, los reactivos

son tóxicos.

Extracción con

fluidos supercŕıticos

/subcŕıticos

Alta eficiencia de extracción,

protege los compuestos

bioactivos, menor uso de

reactivos tóxicos y mayor

facilidad en la

separación de los ĺıpidos.

Tiene selectividad a

ĺıpidos de diferente

polaridad y el equipo

es más caro.
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Table 1.5 Continuación

Campos eléctricos

pulsantes

La operación es simple y

libre de contaminación,

procesamiento de un

gran número de muestras.

Es necesario un adecuado

control de la intensidad

del campo eléctrico. Un

campo eléctrico demasiado

alto puede afectar

negativamente a la

extracción.

Extracción asistida

por ultrasonido

La temperatura en el

proceso y la enerǵıa

requerida es baja. Se

puede lograr una alta

tasa de extracción en

poco tiempo.

Es necesario controlar la

intensidad y el tiempo

de los ultrasonidos para

evitar efectos negativos.

Extracción asistida

por microondas

Reducción del tiempo

de extracción y del

consumo de enerǵıa,

mejora de la eficacia

de la extracción.

La polaridad del disolvente

influye en la extracción

y no es adecuada para el

tratamiento de sustancias

sensibles al calor.

Ĺıquidos iónicos

Baja toxicidad y alta

estabilidad, con

propiedades f́ısicas

y qúımicas ajustables.

Posibilidad de contaminación

durante la śıntesis.

Extracción asistida

por enzimas

Selectivo con el sustrato,

el pretratamiento puede

realizarse a

temperatura y presión

ambiente para reducir

el consumo de enerǵıa.

El costo de la preparación

de las enzimas es alto,

por lo que es necesario

optimizar las condiciones

para obtener la mayor

tasa de extracción.

Basado en Russell et al., 2022 [68]
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1.6.3. Producción de biodiésel: Reacción de transesterifi-

cación

El método más usado para la obtención de biodiésel, es la reacción de transes-

terificación de aceites vegetales, aceites refinados y grasas animales, que contienen

triglicéridos (TG) y ácidos grasos libres (AGL) con alcoholes de bajo peso mole-

cular en presencia de un catalizador adecuado [71].

En el caso de la producción de biodiésel, tres moles de TG de las grasas anima-

les o del aceite vegetal reaccionan con alcohol (metanol o etanol) para producir un

mol de glicerol y tres moles de ésteres met́ılicos de ácidos grasos (FAME por sus

siglas en inglés) o ésteres et́ılicos de ácidos grasos (FAEE por sus siglas en inglés).

Si se utiliza metanol como alcohol en la producción de biodiésel, los productos

son ésteres met́ılicos (ME); del mismo modo, si se utiliza etanol como alcohol,

los productos de la reacción serán ésteres et́ılicos (EE). Pero, en ambos casos, la

glicerina es el coproducto de la transesterificación, la cual contiene muchas impu-

rezas como sales, metales pesados y sustancias orgánicas. La glicerina a menudo

se descarta como residuo [72][73]. La figura 1.2 ilustra la producción de biodiésel

a partir de triglicéridos mediante transesterificación.

La reacción de transesterificación puede producirse sin la presencia de un cata-

lizador. En la técnica no cataĺıtica, los aceites de base biológica (TG) se convierten

en biodiésel utilizando alcohol en condiciones supercŕıticas. La transesterificación

no cataĺıtica requiere alta temperatura y presión para proceder, por lo que no

es económicamente factible utilizar esta técnica para la producción de biodiésel

[74][75].
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Triglicérido Alcohol

(Catalizador)

BiodiéselBiodiésel Glicerina

Figura 1.2: Reacción de transesterificación

La transesterificación cataĺıtica se clasifica como heterogénea y homogénea. El

catalizador puede ser una enzima, ácido o base. El catalizador base es preferido

en el proceso de transesterificación ya que es rápido y se puede utilizar a bajas

temperaturas y presión; por lo tanto, es una técnica que se utiliza ampliamente

con fines comerciales. Sin embargo, utilizar un catalizador alcalino cuando el por-

centaje de ácidos grasos libres es alto, se producirán reacciones de saponificación

en lugar de la reacción de transesterificación [74]. Para eliminar este inconveniente

se utiliza un catalizar ácido. El uso de ácido sulfúrico ha completado la reacción

de transesterificación en un solo paso, con una alta concentración de ácidos grasos

libres [75].

Recientemente, se propusieron nuevos métodos de transesterificación liṕıdica

con potencial para la producción de biocombustibles a gran escala. Por ejemplo, la

reacción Fenton asistida térmicamente vinculada a reacciones rápidas no cataĺıti-

cas para la extracción y transesterificación de ĺıpidos de microalgas ha presentado

una gran promesa para la producción en masa [76].
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Caṕıtulo 2

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar la producción de biodiésel a partir de biomasa microalgal y llevar a

cabo su extracción y caracterización.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Evaluar la extracción de ĺıpidos y la producción de biodiésel usando bioma-

sa microalgal obtenida de diferentes medios de cultivo.

Realizar la caracterización del biodiésel producido.

Determinar si el biodiésel obtenido puede ser empleado como combustible.
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Caṕıtulo 3

MATERIALES Y MÉTODOS

3.1. REACTIVOS

Se utilizó cloruro de sodio (NaCl) J.T.Baker®, cloruro de magnesio (MgCl2)

J.T.Baker®, cloruro de potasio (KCl) J.T.Baker®, cloruro de calcio (CaCl2)

J.T.Baker®, cloroformo (CHCl3) Sigma-Aldrich, metanol (CH3OH) ENSURE®,

butilhidroxitolueno (BHT) Supelco, hexano (C6H14) para uso en cromatograf́ıa

ĺıquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) Meyer, ácido clorh́ıdrico

(HCl) Fermont.

La biomasa microalgal utilizada en este trabajo de tesis fue donada por la

estudiante de doctorado M. en I. Dulce Maŕıa Ruiz González y la M. en I. Ana

Laura Sarracino Ortiz. La biomasa proviene de un cultivo microalgal mixto donde

predominan las especies Scenedesmus sp. y Chlorella sp. de la colección de cultivos

del Laboratorio de Ficoloǵıa Aplicada de la Universidad Autónoma Metropolitana

(UAM) Unidad Iztapalapa.
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3.2. EQUIPO Y MATERIALES

Para el proceso de extracción de ĺıpidos se utilizó una centŕıfugadora Eppen-

dorf 5702 con un rotor con capacidad para 8 tubos de 15 ml, agitador de vórtice

(Scientific Industries G560, Vortex-Genie 2), baño de ultrasonido (Cole Palmer).

Jeringas Hamilton® de vidrio graduadas con capacidad de 1000 µl y un termoblo-

que Thermolyne Type 17600, para llevar a cabo la reacción de transesterificación.

Para la determinación de los ĺıpidos presentes en la biomasa se utilizó un

cromatógrafo de gases (CG, Agilent 6850, detector de ionización de flama) con

una columna HP-INNOWax (30 m Ö 0.25 mm Ö 0.25 µm).

3.3. METODOLOGÍA

Descripción de la biomasa utilizada

La biomasa microalgal utilizada en el presente trabajo fue donada por la M. en

I. Dulce Maŕıa Ruiz González (biomasa A) y por la M. en I. Ana Laura Sarracino

Ortiz (biomasa B). La biomasa A, fue extráıda de microalgas cultivadas en una

cabina de cultivo con ambiente de iluminación de 340 µmol m−2 s−1 proveniente

de luz de tiras LED, a temperatura de 30 ± 1 °C, usando como medio de cultivo

fertilizante agŕıcola Bayfolan® Forte. Parte de esa biomasa fue sometida a un

proceso de extracción de carotenoides con fluidos supercŕıticos, a presiones de 200

y 300 bar y temperaturas de 40, 50, 60 °C usando etanol como cosolvente [58]. La

biomasa B, fue obtenida de un cultivo de microalgas producidas en un ambiente

de iluminación natural (luz solar) durante 15 d́ıas en el periodo de primavera, a

temperatura ambiente. Un lote de la biomasa microalgal se creció en Bayfolan®

Forte y el otro en agua residual proveniente de la planta de tratamiento de aguas
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residuales del IER-UNAM [77].

3.3.1. Extracción de ĺıpidos

La extracción de aceite se llevó a cabo tomando como base el método de Bligh

y Dyer (1959) adaptado para la extracción de ĺıpidos de microalgas [78] con al-

gunas modificaciones.

Se pesaron 50 mg de biomasa microalgal seca en un tubo de vidrio tipo HACH

(tubo 1) y con una pipeta graduada de 5 ml se agregaron 3 ml de una mezcla

de solventes cloroformo:metanol (1:2, v/v). Se adicionaron 100 µl de BHT a la

biomasa a utilizar y se mezcló usando un agitador de vórtice. Se realizaron 3

ciclos de sonicación en fŕıo durante 15 minutos. Para enfriar el agua del baño

ultrasónico se colocó hielo por un periodo de 10 a 15 minutos, obteniendo una

temperatura de 13 °C aproximadamente. Se incubaron los tubos por un periodo

de 48 horas a 4 °C protegidos de la luz, de esa manera se favoreció la extracción

completa de los ĺıpidos.

Una vez terminado el periodo de incubación, los tubos con la mezcla se lle-

varon a baño ultrasónico durante 15 minutos (3 ciclos) en fŕıo. La mezcla se

centrifugó a 4000 rpm durante 20 minutos para separar la fase con ĺıpidos de la

biomasa residual. Ya separadas las fases se recuperó el extracto con una pipeta

Pasteur y se pasó a un tubo de vidrio tipo HACH (tubo 2). Usando una pipeta

graduada de 2 ml se le agregaron 1.5 ml de la mezcla CHCl3:CH3OH (1:2, v/v)

a la biomasa residual (se mezcló con un agitador de vórtice) y se centrifugó nue-

vamente a 4000 rpm durante 20 minutos recuperando el extracto. Esto se repitió

una vez más para extraer la mayor cantidad de ĺıpidos presentes en la biomasa.

Al tubo 2 que contiene la fase con ĺıpidos se le agregan 2 ml (usando una pipeta
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graduada de 2 ml) de una solución MgCl2 0.003 N (Ver Anexo 1) y se mezcló

usando un agitador de vórtice. Se incubaron los tubos por un periodo de 17 horas

a 4 °C protegidos de la luz.

Terminado el tiempo de incubación, la mezcla se centrifugó a 4000 rpm du-

rante 15 minutos obteniendo una mezcla bifásica; en la parte inferior se encuentra

la fase formada por cloroformo y ĺıpidos mientras que en la superior las moléculas

no liṕıdicas y restos de ĺıpidos.

Con una pipeta Pasteur se recuperó la fase inferior y se colocó en un tubo de

vidrio tipo HACH (tubo 3, previamente pesado en seco y a peso constante). Se

lavó la fase acuosa contenida en el tubo 2 agregando 1 ml de CHCl3 (usando una

pipeta graduada de 1 ml) y se mezcló con un agitador de vórtice, posteriormente

se centrifugó a 4000 rpm por 15 minutos recuperando la fase inferior. Se realizó

un lavado más a la fase acuosa con las mismas condiciones.

Para llevar a cabo el secado de la fase CHCl3:ĺıpido, se colocó el tubo que

contiene la mezcla (tubo 3) en un horno con extractor de aire a una temperatura

de 35 °C. El secado en el horno se llevó a cabo por un periodo de 3 d́ıas. Terminado

el secado se procedió a cuantificar los ĺıpidos totales extráıdos. La cuantificación

se llevó a cabo mediante método gravimétrico, diferencia de pesos del tubo 3

antes y después del proceso de secado.

3.3.2. Reacción de transesterificación

Para realizar la reacción de transesterificación se tomó como base el procedi-

miento descrito por van Wychen y Laurens [79] donde se realizó una modificación,

se llevó por separado la reacción de transesterificación de la determinación del
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perfil liṕıdico por cromatograf́ıa de gases. Se menciona que para una muestra que

tiene entre 5 a 10 mg de muestra liṕıdica, se agregarán 200 µl CHCl3:CH3OH

(2:1, v/v) y 300 µl HCl:CH3OH 0.6 M.

Se inició precalentando el termobloque hasta alcanzar una temperatura de 85

°C ± 3 °C. Mientras el termobloque se precalentaba, utilizando una jeringa de

vidrio se agregaron 200 µl CHCl3:CH3OH (2:1, v/v) y con una micropipeta 300

µl HCl:CH3OH 0.6 M a la muestra (tubo 3). Usando un agitador de vórtice la

mezcla se agitó y una vez que la temperatura fue constante en el termobloque se

introdujo el vial (tubo 3) por 1 hora.

Terminado el tiempo de reacción, se dejó enfriar el vial a temperatura am-

biente por un tiempo de 15 minutos. Después del enfriamiento, se agregó un 1 ml

de hexano grado HPLC mezclando con vortex y se dejó reposar a temperatura

ambiente por 1 hora.

Terminado el reposo, se obtuvo una mezcla bifásica; en la parte superior se

encuentra el biodiésel y en la inferior la glicerina. Con una pipeta Pasteur se

recuperó el biodiésel almacenándolo en un tubo de vidrio (tubo 4, previamente

pesado en seco y a peso constante). Se dejó secar la muestra por 3 d́ıas dentro de

un horno con extractor de aire a 35 °C y por diferencia de peso se cuantificó la

cantidad total de biodiésel producido.

3.3.3. Determinación del perfil liṕıdico por cromatograf́ıa

de gases

Los FAMEs se analizaron mediante cromatograf́ıa de gases (Agilent 6850,

detector de ionización de flama) con una columna HP-INNOWax (30 m Ö 0.25
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mm Ö 0.25 µm). La inyección (1 µl) se realizó con una temperatura inicial del

horno de 100 °C, sostenida durante 1 min y posteriormente aumentada a una

velocidad de 5 °C/min hasta 180 °C; esta temperatura se mantuvo durante 2 min

y se aumentó a una velocidad de 1 °C/min hasta 220 °C. Se utilizó helio como gas

acarreador a un caudal constante de 1.0 ml/min. Los ácidos grasos presentes en

las muestras de microalgas se identificaron comparando sus tiempos de retención

con los de los estándares FAME (Supelco 37 Component FAME Mix).
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Caṕıtulo 4

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1. RESULTADOS

La producción de biodiésel se analizó a partir de 5 biomasas con caracteŕısti-

cas de cultivo diferentes (descritas en el caṕıtulo 3), 3 pertenecen a la biomasa

A y 2 a la biomasa B. Para la biomasa A tenemos, biomasa sin extracción de

carotenoides (BAE), biomasa remanente después de extracción de carotenoides a

200 bar (BE2) y 300 bar (BE3). La extracción de carotenoides se realizó debido al

interés de uso como productos de alto valor de dichos compuestos. Al realizar su

extracción, queda una gran porción de biomasa que puede ser utilizada para otros

procesos como la extracción de ĺıpidos para producir biodiésel en este trabajo. La

biomasa B se divide en dos, biomasa cultivada en fertilizante foliar Bayfolan®

Forte como testigo (TESR) y agua residual (ARSR).

Se realizó la extracción de ĺıpidos con un sistema cloroformo/metanol a una

relación (1:2, v/v) al cual se adicionó una solución MgCl2 0.003 N para mejorar

la extracción (Ver anexo 1).

En la Tabla 4.1 se muestran los rendimientos obtenidos durante el proceso de

extracción de ĺıpidos de microalgas.
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4.1 RESULTADOS

Tabla 4.1: Extracción de ĺıpidos de las diferentes biomasas utilizadas.

Biomasa Muestra
Peso

(mg)

Ĺıpidos

(mg)
Promedio

Promedio

% ĺıpidos

1 50 6.4
BAE

2 50 6.5
6.45 12.9

1 50 3.9
BE2

2 50 3.8
3.85 7.7

1 50 3.4
BE3

2 50 3.3
3.35 6.7

1 50 4.7
TESR

2 50 4.8
4.75 9.5

1 50 4.9
ARSR

2 50 4.9
4.9 9.8

La biomasa BAE presentó mayor proporción de ĺıpidos (12.9% en peso seco)

en comparación de BE2 (7.7% en peso seco) y BE3 (6.7% en peso seco). La pre-

sencia de una menor cantidad de ĺıpidos en las biomasas BE2 y BE3 es resultado

de la extracción de carotenoides a la cual fueron sometidas. También se puede

observar que la biomasa sometida a una extracción de carotenoides a 300 bar

presenta un menor porcentaje de ĺıpidos (6.7%) en comparación de la biomasa

con extracción de carotenoides a 200 bar (7.7%). Estos resultados muestran que

la cantidad de ĺıpidos presentes en la biomasa disminuirá significativamente al

realizar la extracción de algún otro metabolito. Sin embargo, todav́ıa seŕıa po-

sible utilizar los ĺıpidos remanentes luego de los procesos de extracción, para la

producción de biodiésel.

Las biomasas TESR y ARSR presentan un porcentaje de ĺıpidos de 9.5% y
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

9.8% en peso seco respectivamente. A pesar de que TESR y ARSR no fueron

sometidas a algún otro tipo de extracción de bioactivos anteriormente, presentan

una menor proporción de ĺıpidos en comparación a BAE. Los porcentajes distintos

de ĺıpidos entre BAE, TESR y ARSR, se deben principalmente a las condiciones

(temperatura, intensidad de luz; natural o artificial, pH, medio de cultivo; agua

residual o fertilizante) en que fueron cultivadas las microalgas [80].

Composición qúımica del biodiésel

El perfil FAME (ácidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados)

identificado del biodiésel producido B-BAE, B-BE2, B-BE3, B-TESR y B-ARSR

se presenta en la Tabla 4.2. En todos los casos el FAME dominante fue el palmitato

de metilo (C16:0). Otros FAMEs en mayor concentración también presentes en

los 5 casos fueron, palmitoleato de metilo (C16:1), estearato de metilo (C18:0),

linoleato de metilo (C18:2) y gama-linolenato de metilo (C18:3). Estos resultados

son semejantes a los obtenidos en otros trabajos [81][82][83] donde se produjo

biodiésel a partir de un monocultivo de microalgas. En la Tabla 4.3 se muestra la

comparación de los FAMEs en mayor proporción obtenidos a partir de diferentes

microalgas.
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Tabla 4.2: Perfil liṕıdico completo del biodiésel producido usando diferentes biomasas

Éster Metilico Concentración (µg/ml)

Nombre C:N B-BAE B-BE2 B-BE3 B-TESR B-ARSR

Laurato de metilo C12:0 19.72 19.68 11.49

Miristato de metilo C14:0 9.20 4.59 3.76 4.24

Miristoleato de metilo C14:1 7.95

Pentadecanoato de metilo C15:0 9.15 3.87 3.77

Palmitato de metilo C16:0 558.15 114.85 155.68 471.06 313.97

Palmitoleato de metilo C16:1 25.54 5.42 7.27 17.07 34.49

Heptadecanoato de metilo C17:0 10.42 2.99 9.93 6.17

cis-10 heptadecenoato de metilo C17:1 5.50

Estearato de metilo C18:0 20.18 7.93 7.88 14.68 15.18

trans-9 elaidato de metilo y cis-9 oleato de metilo C18:1 130.08 74.11 50.40

Linoleato de metilo C18:2 117.54 32.76 39.66 155.65 61.49

Gamma-linolenato de metilo C18:3 51.67 23.33 27.63 119.73 42.19

Heneicosanoato de metilo C21:0 9.67 5.23
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Tabla 4.3: Comparación de los FAMEs predominantes en el biodiésel producido a partir de diferentes

microalgas

FAMEs (%)
Microalga

C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Referencia

Cultivo mixto, predominan

Scenedesmus sp.

Chlorella sp.

57.26 2.62 2.07 13.34 12.06 5.30

Chlamydomonas reinhardtii

CCAP 11/32C
24 1.9 5.2 23.5 15.4 21.6 [81]

Chlorella vulgaris 35 2.5 5 30 8 [82]

Chlorella vulgaris 33.71 24.33 18.34 12.35 7.9 [83]42



4.1 RESULTADOS

La calidad del biodiésel se caracteriza por una mezcla de ácidos grasos satura-

dos y monoinsaturados en su composición, aśı como una concentración limitante

de ácidos grasos poliinsaturados que deben estar compuestos preferiblemente de

ácidos grasos de cadena larga (C14 a C20) [82][84].

El biodiésel obtenido en los 5 casos consiste principalmente de ácidos grasos sa-

turados (AGS), (65.30%) B-BAE, (67.43%) B-BE2, (69.55%) B-BE3, (58.86%)

B-TESR y (65.30%) B-ARSR (ver Tabla 4.4). Según Ramos et al., 2009 [85]

la presencia de un mayor porcentaje de AGS representa un ı́ndice de cetano

alto. Cuanto mayor es el ı́ndice de cetano, mejores son sus propiedades de ig-

nición. También se menciona que la presencia de ácidos grasos monoinsatura-

dos (AGM) representa un aumento del ı́ndice de cetano, los resultados obtenidos

muestran: (16.78%) B-BAE, (2.87%) B-BE2, (2.97%) B-BE3, (10.23%) B-ARSR

y (15.62%) ARSR. La presencia de altos porcentajes de ácidos grasos poliinsatu-

rados (AGP) en el biodiésel no son deseables ya que representan una disminución

de la calidad del biocombustible (́ındice de cetano bajo, susceptible a la oxida-

ción)[85][86]. El porcentaje de AGP presentes en el biodiésel (5 casos) es menor

en comparación de AGS, teniendo, (17.36%) B-BAE, (29.70%) B-BE2, (27.48%)

B-BE3, (30.91%) B-TESR y (19.08%) B-ARSR. Cabe mencionar que la presen-

cia de AGP es importante ya que ayuda mejorar las propiedades de flujo en fŕıo

del biodiésel [87].

Los porcentajes obtenidos de AGS, AGM y AGP (ver Tabla 4.4) proporcionan

cierta información del biocombustible obtenido, con la cual se puede determinar

si el biodiésel producido tendrá una buena calidad. De modo que un biodiésel

que contiene una alta cantidad de AGS y pocos AGP posee un ı́ndice de cetano

alto, poder caloŕıfico alto y mayor estabilidad oxidativa, que son deseables, lo que
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

significa una buena calidad del biocombustible.

Los porcentajes de AGS, AGM y AGP entre B-BAE y B-ARSR son muy simi-

lares, donde ambos tienen un porcentaje alto de AGS, 65.30% para ambos casos,

lo que implica que ambos biocombustibles tendrán una buena calidad. Mientras

que para B-TESR la cantidad de AGP (30.91%) es mayor en comparación de

B-BAE (17.36%) y B-ARSR (19.08%), este biocombustible sera más susceptible

a la oxidación por lo que tendrá una calidad baja en comparación a B-BAE y

B-ARSR, lo mismo sucede para B-BE2 y B-BE3 los cuales presentan cantidades

altas de AGP, 29.70% y 27.48%, respectivamente.

Tabla 4.4: Porcentaje de FAMEs presentes en cada biodiésel producido

a partir de diferentes biomasas

% de FAME
Éster Met́ılico

B-BAE B-BE2 B-BE3 B-TESR B-ARSR

C12:0 2.02 2.21 2.11

C14:0 0.94 2.43 1.53 0.78

C14:1 0.82

C15:0 0.94 0.43 0.69

C16:0 57.26 60.80 63.57 52.87 57.78

C16:1 2.62 2.87 2.97 1.92 6.35

C17:0 1.07 1.22 1.11 1.14

C17:1 0.56

C18:0 2.07 4.20 3.22 1.65 2.79

C18:1 13.34 8.32 9.27

C18:2 12.06 17.35 16.20 17.47 11.32
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4.1 RESULTADOS

Table 4.4 Continuación

C18:3 5.30 12.35 11.28 13.44 7.77

C21:0 0.99 0.59

AGS 65.30 67.43 69.55 58.86 65.30

AGM 16.78 2.87 2.97 10.23 15.62

AGP 17.36 29.70 27.48 30.91 19.08

El perfil de FAMEs para cada biodiésel producido es dependiente del siste-

ma de cultivo y las variaciones en las condiciones de crecimiento [81][83][86]. La

presencia de los AGM, miristoleato de metilo (C14:1) y cis-10 heptadecenoato

de metilo (C17:1) en B-BAE los cuales no se presentan en B-TESR y B-ARSR

determinan que existen diferencias en el cultivo de cada una de las microalgas,

las cuales influirán en la calidad del biodiésel producido.

Ahora, la variación del perfil liṕıdico entre B-BAE, B-BE2 y B-BE3 no de-

pende de las condiciones de crecimiento, ya que la biomasa proviene de un mismo

cultivo de microalgas. La variación del perfil de FAMEs corresponde a la extrac-

ción de carotenoides a las que fueron sometidas. La diferencia más significativa

se observa con la presencia de los AGS (C12:0, C17:0, C21:0) y AGM (C14:1,

C17:1, C18:1) presentes en B-BAE, los cuales se considera fueron extráıdos en el

proceso de extracción de carotenoides de las biomasas BE2 y BE3.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede suponer que el biodiésel que

presentará una calidad adecuada para ser utilizado como combustible, fue el ob-

tenido a partir de BAE y ARSR ya que presentara un ı́ndice de cetano alto,

lo que indica una ignición y combustión adecuada, en comparación al biodiésel

producido por TESR, B-AE2 y B-AE3.
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Caṕıtulo 5

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES

En este trabajo se cuantificó la extracción de ĺıpidos para la producción de

biodiésel utilizando biomasa microalgal obtenida a partir de un cultivo mixto de

microalgas producidas en diferentes condiciones, la mayor cantidad de ĺıpidos se

presentó cuando las microalgas fueron cultivadas en un entorno controlado en

comparación de las cultivadas en condiciones ambientales. Se demostró que al ex-

traer ĺıpidos de una biomasa sometida previamente a extracción de carotenoides

el porcentaje de estos disminuirá significativamente. La producción de biodiésel

se comportó de la misma forma, presentando un mayor rendimiento al usar bio-

masa producida en condiciones controladas y sin extracción de carotenoides.

Al realizar la caracterización del biodiésel producido, se determinó que las mi-

croalgas crecidas usando como medio de cultivo fertilizante agŕıcola Bayfolan®

Forte y en condiciones controladas, presenta la mayor proporción de AGS y AGM,

lo mismo sucede para las microalgas crecidas en aguas residuales y condiciones

ambientales, por lo que el biodiésel producido presentará un ı́ndice de cetano alto.

Por otro lado, las microalgas crecidas en un medio de cultivo fertilizante agŕıcola

Bayfolan® Forte en condiciones ambientales produjeron un biodiésel con un alto
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5.2 PERSPECTIVAS

porcentaje de AGP por lo que el biocombustible tendrá un ı́ndice de cetano bajo.

La extracción de carotenoides también es un factor importante en la calidad de

la biomasa microalgal para la producción de biodiésel ya que los resultados obte-

nidos demuestran que el biodiésel producido por esta biomasa (sin carotenoides)

presenta un alto contenido de AGP y un muy bajo porcentaje de AGM, por lo

que el biodiésel presentara un ı́ndice de cetano bajo.

El biodiésel producido por BAE y ARSR presenta un buen perfil para ser

usado como biocombustible, mientras que el biodiésel producido por BE2, BE3

y TESR presentaŕıa problemas al ser usado como biocombustible, ya que es más

susceptible a la oxidación debido a su alto porcentaje de AGP.

5.2. PERSPECTIVAS

Las condiciones de cultivo de las microalgas son muy importantes para ob-

tener una biomasa de buena calidad que permita obtener biocombustibles con

caracteŕısticas similares a los combustibles fósiles, por lo que es importante con-

trolar todos los factores posibles en su crecimiento, además de utilizar las especies

correctas de microalgas que presenten un mayor contenido de aceite ya que al usar

un cultivo mixto es complicado obtener un rendimiento alto en la extracción de

ĺıpidos y producción de biodiésel.
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Apéndice A

ANEXOS

Anexo 1

Según la técnica de Folch et al. (1956) se agregan sales de CaCl2 y/o MgCl2

0.003 N; NaCl y/o KCl 0.05 N al agua, para hacer la fase superior más polar. Al

agregar alguna de estas sales se espera que la parte superior contenga la mayor

cantidad de moléculas no liṕıdicas posibles. En el presente trabajo se realizó la

extracción usando una solución MgCl2 0.003 N y una KCl 0.05 N. Se realizaron

experimentos por cuadruplicado. Los resultados obtenidos se muestran en la Ta-

bla A.1.

El coeficiente de variación en cada uno de los experimentos se encuentra por

debajo de 10, lo que indica que la repetibilidad del experimento es adecuada. Al

usar MgCl2 durante el proceso de extracción, se observa que la transformación de

ĺıpidos a biodiésel es ligeramente más eficiente que al usar KCl (ver Tabla A.1).

Para determinar si entre los resultados obtenidos existe una diferencia signifi-

cativa, demostrando que al usar MgCl2 se obtiene un mayor rendimiento en la

producción de biodiésel, se realizó una prueba estad́ıstica con ayuda de la herra-

mienta, prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales. Los valores que

se tomaron para el análisis estad́ıstico fueron los resultados obtenidos al producir
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biodiésel, en espećıfico, el porcentaje de ĺıpidos que se transformaron en biodiésel

(% biodiesel, ver Tabla A.1).

Al examinar los resultados obtenidos del análisis estad́ıstico, Tabla A.2, Ta-

bla A.3, correspondientes a la biomasa BAE y BE2 respectivamente, se obtiene

que si existe una eficiencia más alta en la transformación de ĺıpidos a biodiésel

al usar una solución MgCl2 0.003 N durante la extracción. En la Tabla A.4, Ta-

bla A.5 y Tabla A.6, resultados obtenidos de las biomasas BE3, TESR, ARSR

respectivamente, determinan que no hay una diferencia significativa entre usar

MgCl2 o KCl durante la producción de biodiésel.

Considerando los resultados obtenidos, se estableció un sistema cloroformo/

metanol/MgCl2 0.003 N para la extracción de ĺıpidos y producción de biodiésel.
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Tabla A.1: Extracción de ĺıpidos y producción de biodiésel
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á
n
d
a
r

C
o
e
fi
c
ie
n
te

d
e

v
a
r
ia
c
ió
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BAE

1 50.1

KCl

0.05 N

7.1 14.2

7.2 0.31 4.3

4.1

4.1

57.7

56.6 0.19 4.7
2 50 6.9 13.8 3.9 56.5

3 50 7 14.0 3.9 55.7

4 50 7.6 15.2 4.3 56.6

1 50.1

MgCl2

0.003 N

6.6 13.2

6.6 0.08 1.2

4.4

4.3

66.7

65.2 0.14 3.3
2 50 6.5 13.0 4.4 67.7

3 50 6.6 13.2 4.1 62.1

4 50 6.7 13.4 4.3 64.2

BE2

1 50

KCl

0.05 N

3.9 7.8

4.1 0.24 5.8

1.9

2.0

48.7

49.1 0.14 7.1
2 50 4.1 8.2 2 48.8

3 50 3.9 7.8 1.9 48.7

4 50 4.4 8.8 2.2 50.0

1 50

MgCl2

0.003 N

3.9 7.8

4.0 0.06 1.5

2

2.1

51.3

51.9 0.10 4.9
2 50 3.9 7.8 2 51.3

3 50 4 8.0 2.2 55.0

4 50.1 4 8.0 2 50.0

BE3

1 50

KCl

0.05 N

3.1 6.2

3.3 0.16 4.9

2.3

2.4

74.2

72.8 0.18 7.6
2 50 3.3 6.6 2.6 78.8

3 50 3.5 7.0 2.5 71.4

4 50 3.3 6.6 2.2 66.7
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Tabla A.1 Continuación

BE3

1 50

MgCl2

0.003 N

3.1 6.2

3.3 0.19 5.9

2.1

2.3

67.7

70.9 0.14 6.1
2 50 3.1 6.2 2.4 77.4

3 50 3.5 7.0 2.3 65.7

4 50.1 3.3 6.6 2.4 72.7

TESR

1 50

KCl

0.05 N

4.8 9.6

4.8 0.14 2.9

3.1

3.1

64.6

63.6 0.13 4.2
2 50 4.7 9.4 3 63.8

3 50 4.7 9.4 3.2 68.1

4 50.1 5 10.0 2.9 58.0

1 50

MgCl2

0.003 N

4.6 9.2

4.8 0.17 3.6

3.6

3.3

78.3

68.6 0.26 8.1
2 50 4.9 9.8 3.1 63.3

3 50.1 4.6 9.2 3.3 71.7

4 50 4.9 9.8 3 61.2

ARSR

1 50

KCl

0.05 N

4.9 9.8

4.9 0.10 2.1

3

3.1

61.2

62.9 0.13 4.2
2 50 4.7 9.4 2.9 61.7

3 50 4.9 9.8 3.2 65.3

4 49.9 4.9 9.8 3.1 63.3

1 50

MgCl2

0.003 N

5 10

5.1 0.22 4.4

3.3

3.2

66.0

63.7 0.25 7.8
2 50 5 10.0 2.9 58.0

3 50 5.4 10.8 3.2 59.3

4 50 4.9 9.8 3.5 71.4
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Tabla A.2: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales (BAE)

Análisis estad́ıstico KCl MgCl2

Media 56.6 65.2

Varianza 0.7 6.3

Observaciones 4 4

Varianza agrupada 3.5

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 6

Estad́ıstico t -6.44728305

P(T<=t) una cola 0.000329641

Valor cŕıtico de t (una cola) 1.943180281

P(T<=t) dos colas 0.000659281

Valor cŕıtico de t (dos colas) 2.446911851
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Tabla A.3: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales (BE2)

Análisis estad́ıstico KCl MgCl2

Media 49.1 51.9

Varianza 0.4 4.7

Observaciones 4 4

Varianza agrupada 2.5

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 6

Estad́ıstico t -2.52242218

P(T<=t) una cola 0.022569588

Valor cŕıtico de t (una cola) 1.943180281

P(T<=t) dos colas 0.045139176

Valor cŕıtico de t (dos colas) 2.446911851
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Tabla A.4: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales (BE3)

Análisis estad́ıstico KCl MgCl2

Media 72.8 70.9

Varianza 25.8 27.6

Observaciones 4 4

Varianza agrupada 26.7

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 6

Estad́ıstico t 0.511701432

P(T<=t) una cola 0.313570528

Valor cŕıtico de t (una cola) 1.943180281

P(T<=t) dos colas 0.627141057

Valor cŕıtico de t (dos colas) 2.446911851
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Tabla A.5: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales (TESR)

Análisis estad́ıstico KCl MgCl2

Media 63.6 68.6

Varianza 17.5 62.0

Observaciones 4 4

Varianza agrupada 39.8

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 6

Estad́ıstico t -1.12098892

P(T<=t) una cola 0.15257205

Valor cŕıtico de t (una cola) 1.943180281

P(T<=t) dos colas 0.3051441

Valor cŕıtico de t (dos colas) 2.446911851
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Tabla A.6: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales (ARSR)

Análisis estad́ıstico KCl MgCl2

Media 62.9 63.7

Varianza 3.4 39.1

Observaciones 4 4

Varianza agrupada 21.2

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 6

Estad́ıstico t -0.24475057

P(T<=t) una cola 0.407402513

Valor cŕıtico de t (una cola) 1.943180281

P(T<=t) dos colas 0.814805025

Valor cŕıtico de t (dos colas) 2.446911851
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Anexo 2

Cromatogramas

Los estándares FAME (Supelco 37 Component FAME Mix) identifican un

total de 37 tipos diferentes de ácidos grasos. De las muestras analizadas BAE

presentó la mayor cantidad de ácidos grasos, 13 en total. A continuación se mues-

tran los cromatogramas correspondientes de cada biodiésel analizado por croma-

tograf́ıa de gases (Agilent 6850, detector de ionización de flama) con una columna

HP-INNOWax (30 m Ö 0.25 mm Ö 0.25 µm).
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A. ANEXOS

Current Chromatogram(s)
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59



A. ANEXOS

Current Chromatogram(s)

min25 30 35 40 45

pA

15

20

25

30

35

40

45

50

 FID1 A,  (PRUEBA\ESTEFA000011.D)

Print of window 38: Current Chromatogram(s)

Instrument 1 19/09/2022 07:06:37 p.m. Ofelia Page 1 of 1

C16:0

C18:0

C18:2

C18:3

Figura A.3: Cromatograma del biodiésel producido por BE2
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63



REFERENCIAS

[1] J. Oviedo-Salazar, M. Badii, A. Guillen, and O. L. Serrato, “Historia y uso
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[20] Z. Qiao and X. Lü, “Industrial bioethanol production: status and bottle-

necks,” in Advances in 2nd Generation of Bioethanol Production (X. Lü,
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