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RESUMEN

El panorama energético actual, basado en el consumo de combustibles fosiles, no solo genera un
cuantioso nimero de problemas medioambientales, también estd abocado a su fin por el agotamiento
de los mismos.

Por ello, las energias renovables ganan cada dia mas peso respecto de sus competidores, entre las
que destaca la biomasa, de la cual se producen combustibles como el bioetanol, capaz de sustituir a
derivados del petroleo como la gasolina, pero con la gran ventaja de poder obtenerlo a partir de un
variado campo de materias primas.

El objeto de este trabajo es estudiar la posibilidad de producir bioetanol de tercera generacion a
partir de residuo algal procedente de un proceso industrial. El proceso comienza con un pretratamiento
del alga Eucheuma Denticulatum (Spinosum), seguido de una hidrdlisis acida, cuyas variables seran
optimizadas, para llegar a obtener la maxima cantidad de aztcares reducidos posibles. Tras ello, se
procederd a la fermentacion de los azicares obtenidos, para obtener el bioetanol, gracias a la levadura
Saccharomyces cerevisiae y, finalmente, se separara el biocombustible por destilacion.

En ultima instancia, se caracterizara el bioetanol, con objeto de verificar si cumple o no alguno de
los requisitos necesarios para su uso como combustible. De forma adicional, se ha analizado el residuo
resultante del proceso de hidrdlisis, con objeto de comprobar si es viable su aprovechamiento
energético.
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1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Tanto la rapida industrializacion como el gran aumento de la poblacion mundial han representado
los dos factores criticos de la actual crisis energética. Como consecuencia de la gran dependencia de la
humanidad de los combustibles fosiles, coexisten un considerable ntimero de problemas
medioambientales. Ejemplo de ello son el calentamiento global, el deterioro de la calidad del aire o la
lluvia acida, entre otros.

Por todo ello, se han incrementado el nimero de estudios con el objetivo de reducir las emisiones
de gases de efecto invernadero, asi como para disminuir la produccion de contaminantes. Ademas, las
reservas de petroleo y carbon se agotan dia a dia sin posibilidad de regenerarse. Este hecho provoca, a
su vez, problemas econdmicos que conviven con las complicaciones de caracter medioambiental.

Por lo tanto, el reto actual no es otro que el desarrollo de un combustible que provenga de una
fuente renovable.

1.1 Paradigma energético

Hace 400000 afios, los neandertales tenian un dominio del fuego incluso mejor que el de algunas
de las herramientas que ellos mismos habian creado [1]. Tomando este dato como punto de partida,
resulta necesario puntualizar que la raza humana ha mudado la forma de obtener energia en su
beneficio, debido al crecimiento demografico de la misma, dando lugar a multiples maneras de
conseguirla:

China utilizaba carbon en torno al 1000 A.C. para la fundicion de cobre, datando su uso en la
antigua Grecia, aproximadamente, en el 300 A.C. [2]. Posteriormente, los britdnicos lo utilizarian
como combustible desde el 400 D.C. [3]. Un punto de inflexion lo representa la expansion de su uso a
finales del siglo XVIII debido a la revolucion industrial originada en Gran Bretaia.

Junto al carbon, en Europa, desde el Imperio Romano y la antigua Grecia, se utilizaban molinos
hidraulicos para el aprovechamiento de la fuerza motriz del agua [4]. En el caso del Imperio Persa, se
comenzo6 a utilizar molinos de viento a partir del afio 1000.

El petroleo, fue usado en China durante siglos para la coccién con gas, o las lamparas. Sin
embargo, no seria hasta 1859 cuando comenzaria a popularizarse, gracias al coronel Edwin L. Drake
quien sustituyo el aceite de ballena de las lamparas por este combustible fosil [5]. Con la aparicion del
automovil en 1895, y la consecuente necesidad de gasolina, el petroleo empez6 a ser consumido en
grandes cantidades, extendiéndose hasta llegar a nuestros dias [6].
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1.2 Crisis energética

El panorama energético actual estd dominado por los combustibles fosiles, concretamente por el
carbon y el petréleo, dando lugar a una agravante crisis energética. La evolucion de consumo y
extraccion de ambos recursos, carbon y petroleo, han sido abarcados a continuacion.

1.2.1 Carbon

El carbon consumido a nivel mundial en el aio 2016 ascendié a 7700 Mt. De esta cantidad, 3080
Mt fueron utilizadas para obtencion de energia eléctrica, mientras que el resto se utiliza para la
manufactura de hierro o acero, uso en transportes, etc [7].

De hecho, es la segunda fuente de energia global, incrementando su uso un 64% entre los afios
2000-2014. China es el mayor consumidor de carbon a nivel mundial, consumiendo casi tanto como la
suma total del resto de paises, como se resefia en la Figura 1-1:

Turquia
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Reino Unido
Indonesia
Taiwan
Polonia
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Rusia
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Sudafrica
Alemania
Japon

India 868
EEUU — 1711

Figura 1-1 Ranking Global generacion de energia eléctrica por carbon en TW/h [7]

1.2.2 Petroleo

El petroleo constituye la principal fuente de energia mundial, representando el 32,9% del
combustible. El principal motivo de su crecimiento reside en la aparicion de economias emergentes.
Ademas, se prevé que en los proximos cuatro afios, la demanda llegue a ascender al 100%, segun las
estimaciones del consejo mundial de la energia, tal y como reflejan los datos de la Tabla 1-1:

Si tomamos como base las previsiones realizadas en el afio 2014 por parte del consejo mundial de
la energia no es tan descabellada la posibilidad de que las reservas de petréleo vayan a agotarse en los
préximos afos [7].
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REGION 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2014-2020
OECD América 24,1 | 242 | 243 | 244 | 24,5 | 244 | 24,4 0,3
OECD Asia oceanica | 8,1 8,0 7,9 7.9 7.9 7.9 7,8 -0,3
OECD Europa 13,4 | 13,3 | 13,3 | 13,2 | 13,1 | 13,0 | 12,9 -0,5
Estados postsoviéticos | 4,8 | 4,6 | 4,7 | 4,7 4,8 49 5,0 0,1
Resto de Europa 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,1
China 10,4 | 10,6 | 10,9 | 11,2 | 11,5 | 11,8 | 12,1 1,7
Resto de Asia 12,1 | 12,5 | 12,9 | 13,3 | 13,7 | 14,1 | 14,5 2,4
América Latina 68 | 69 | 70 | 7.1 7,2 7,3 7,4 0,6
Oriente Medio 8,1 8,3 8,5 8,8 9,0 92 | 9,5 1,4
Africa 39 | 4,1 42 | 44 4,5 46 | 4,8 0,9
MUNDIAL 92,4 | 93,3 | 94,5 | 95,7 | 96,9 | 98,0 | 99,1 6,6

Tabla 1-1 Demanda Global por regiones [7]

En lo que al petroleo respecta, todo apunta a que se cumpliran las predicciones del geofisico
Marion Hubbert, quien enuncid la teoria del pico de Hubbert. Segtn dicha teoria, tras llegar al cenit de
la produccion de petrdleo a nivel mundial, se estima que la caida del mismo serd directamente
proporcional al crecimiento exponencial que ha tenido este anteriormente a su produccion. Todo
apunta a que se estd muy proximo a alcanzarlo, si no se cambia el modelo de producciéon y consumo
[8]. Esta teoria es extensible al resto de combustibles fosiles, y segin las estimaciones, en el afio 2010
se alcanzo6 la pendiente negativa de Hubbert, tal y como se puede apreciar en la Figura 1-2:
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Figura 1-2 Graifica de la teoria del pico de Hubbert [9]

Estos datos cambian constantemente a causa del descubrimiento de nuevos pozos o mejoras en las
técnicas de extraccion, por lo que, a pesar de que el futuro puede ain ser cambiante, no es
descabellado pensar que la concepcion actual del panorama energético pueda llegar a modificarse
subitamente en los proximos afos, teniendo que dejar atras los combustibles fosiles en pro de otras

fuentes de energia alternativas; sobre todo, tras observar la posicion en la grafica anterior del presente
afo.
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1.3 Crisis medioambiental

Otro factor a tener en cuenta, junto con el posible agotamiento de los combustibles fosiles, es el
gran impacto ambiental que generan. La contaminacion generada a causa del consumo del carbon y del
petréleo, se trata en los siguientes subapartados:

1.3.1 Carbon

La gran acumulacion de CO:2 provoca el calentamiento global, instaurando en nuestro planeta
cambios que perduraran durante siglos, y alin puede ir a peor. Este hecho puede apreciarse mejor en la
Figura 1-3. En ella se representan distintas temperaturas que se pueden llegar a alcanzar segun el
aumento anual de las ppmv de COz:

5rF

Anomalia de temperaturas en relacion con el periodo 1861-1880 (°C)

L L L L

0 500 1 000 1500 2000 2500
Total de emisiones de CO: antropogenas acumuladas desde 1870 (GtC)

Figura 1-3 Proyeccion del aumento de temperatura global [10]

El carbon, en mayor medida que el petrodleo a causa de su gran uso como fuente de energia
eléctrica en paises como China (Figura 1-1), es causante de un gran numero de emisiones de COa,
siendo casi el doble que el transporte (petrdleo). De manera que, de no ser por los combustibles fosiles,
la atmoésfera no poseeria actualmente tal cantidad gases de efecto invernadero, siendo la principal
fuente de estas emisiones de CO2 las centrales energéticas, seguidas del transporte y la industria, y por
ultimo, el uso doméstico (Figura 1-4):

Otras  Residencial

9% 6%
Electricidad
Industria y4C23(1)}0r
20% °
Transporte
23%

Figura 1-4 Emisiones de CO: mundiales por sectores en 2012 [11]
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1.3.2 Petroleo

Tres mil ochocientos millones de litros son derramados a las aguas de nuestros océanos
anualmente, mayoritariamente, por vertidos de aguas residuales. Esto dafna tanto la fauna como la
flora, dificultando la fotosintesis y la reproduccion, haciendo grandes estragos en los ecosistemas,
pudiendo incluso llegar al hombre a través de la cadena alimenticia [12].

La concentracion de CO:2 atmosférico se ha elevado considerablemente desde el pasado siglo,
pasando de las 280 ppmv (partes por milléon en volumen) a 369 ppmv en 2013, con un crecimiento de 2
ppmv anualmente. Este aumento representa un 40% mas de las primeras mediciones tomadas de la
década de 1800 [11]. No solo el CO2, también el CH4 y los NOx presentes en la atmdsfera aumentan
dia tras dia [10].

Numerosas fuentes abalan ambas crisis, con datos como los que se citan a continuacion:
“Solo el 10% de la energia producida a nivel mundial proviene de fuentes renovables.” [13]

“Entre los afios 2000 y 2007, mas del 85% de la produccion global de biodiesel procedia del
bioetanol.”” [14]

““Los niveles de CO2 atmosférico estimados de 2010 rondaron los 350-380 ppm, y se predice que
alcanzaran los 450 ppm de no tomase acciones correctivas.” [15]

““Se estima que en 2050, los biocombustibles liquidos como el bioetanol seran los que reemplacen
el uso de la gasolina en el sector transporte.” [16]

Ante esta situacion de agotamiento y contaminacion asociado a las principales fuentes de energia
mundial, se buscan nuevas energias renovables que posean poco impacto medioambiental, ademas de
ser competitivas econdmicamente frente a las anteriores. De ahi, surge la expansion de la bioenergia.

1.4 Bioenergia

Dentro de las energias renovables, se encuentra la denominada bioenergia, que se define como la
compuesta por la biomasa, y los biocombustibles, que consiste en la transformacion de materia
organica en una fuente de energia [7].

Hoy en dia, supone el 10% de la energia global en el panorama energético, siendo la fuente de
energia renovable con mayor porcentaje. En paises que todavia se encuentran en vias de desarrollo, la
biomasa representa una alternativa mas que prometedora frente a los combustibles fosiles,
especialmente para el uso de esta en el transporte, como es el bioetanol.

Ahora bien, tampoco se puede descartar su extension a la vida doméstica y la generacion de
energia eléctrica en zonas rurales debido a la dificultad de instalacion de tendido eléctrico. El aumento
de la produccion a nivel mundial del etanol y del biodiesel para 2024 se estima que seran de 134,5 y 39
mil millones de litros respectivamente [7].

1.4.1 Biomasa

En cuanto a la biomasa, se pueden distinguir distintos tipos, dependiendo del origen de la materia
prima utilizada para su obtencion. En el siguiente diagrama (Figura 1-5), se puede ver la biomasa
vegetal, y como esta puede provenir de residuos agricolas o forestales, asi como cultivos dedicados:

12
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BIOMASA

Residuos
forestales

Cultivos Residuos
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Residuos solidos
urbanos

Residuos
agroganaderos

IAgricolasi | Ganaderos | ~ Basuras I Cardo, L Industria
biodegradables Sorgo maderera y
Podas, . papelera
cafiote, Purines, Manutfacturacion
. excrementos agroalimentaria
paja, .
cascarilla I— Cascaras, huesos
orujillo, desechos
Lodos de
depuradoras

I_ Grasas, aderezos,
compuestos organicos

Figura 1-5 Tipos de biomasa [17]

A su vez, si se hace referencia a la biomasa vegetal (Figura 1-6), resulta coherente proceder a otra
clasificacion. Asi pues, como se aprecia en el diagrama, dependiendo lo utilizado de la misma y el
tratamiento a ejecutar, el resultado serd un tipo de biocombustible u otro:

Grasas y aceites . <y o
(<1%) Transesterificacion Biodiesel
p \ Pirolisis Bio-oil Hidrotratamiento == Combustibles
Lignocelulosa:
celulosa
. 40-80% i -
Biomasa ( ) ) Gasificacion Qas Y Fischer Combustibles
vegetal Hemicelulosa sintesis Tropsch
(15-30% )
Lignina
(10-25%) Hidrolisis Azucares Fermentacion Bioetanol
J
A}m1dones 3’ Hidrdlisis Fermentacion Bioetanol
azucares (<1%)

Figura 1-6 Tipos de biomasa vegetal [18]

1.4.2 Biocombustibles

Inicialmente, su produccién mayoritaria procedia de paises en vias de desarrollo en Sudamérica,
pero a partir del 2003, Europa y Norteamérica encontraron su potencial y aumentaron las
explotaciones de este tipo de energia, tal y como puede observarse en la Tabla 1-2:
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REGION 1993 2003 2013 2014
Asia-Pacifico 3,30% 9,50% 10,50%
Africa 1,0%
Oriente Medio
Europa y Euroasia 1,10% 11,10% 17,10% 16,50%
Sudamérica y 71,40% 49,20% 28,50% 28,70%
Centroamérica
Norteamérica 27,40% 36,40% 44,80% 44,10%

Tabla 1-2 Proporcion mundial en porcentaje de produccion de biocombustibles por region [7]

Los biocombustibles emergen como una panacea frente a la crisis energética surgida del
agotamiento de los combustibles fosiles desde las pasadas décadas [19], siendo su principal atractivo la
capacidad de reducir la presencia de gases de efecto invernadero en la atmosfera debido a las
emisiones producidas por derivados del petréleo y carbon principalmente.

Junto con esta ventaja, cabe destacar la facilidad de cultivo, cosechado y transporte de la materia
prima utilizada para su obtencion, lo que aumenta su eficiencia [20].

Teniendo en cuenta la proyeccion que se espera de esta fuente de energia, y en concreto del
bioetanol [16], es necesario establecer un procedimiento para su obtencion.

1.5 Bioetanol

El bioetanol es un biocombustible obtenido a partir de materia orgdnica vegetal rica en azlcares,
que se consigue por medio de la fermentacion de los mismos. Como materias primas para la
elaboracion del bioetanol, se emplean cultivos agricolas, residuos forestales o algas, y que se
caracterizan por ser materias primas ricas en glucosa.

Resulta adecuado puntualizar que hoy en dia no se utiliza el 100% del etanol en un motor
convencional. Se mezcla con otro combustible y actia como fuente potenciadora de octanaje por su
gran contenido en octano. Actualmente, el etanol usado en motores de combustién se encuentra
mezclado con gasolina, en concentraciones que rondan entre el 5% y 10%, siendo llamadas estas
mezclas BS y B10 [21].

Entre las ventajas del uso del bioetanol, un hecho contrastado es que conlleva una disminucion en
el precio del combustible. Ademas aumenta su indice de octano, lo cual mejora la eficiencia de la
combustién del motor, junto con su caracter biodegradable, lo que favorece la manera de abordar los
problemas medioambientales que existen a nivel global [22]. Otro beneficio es su versatil cultivo, lo
que permite su distribucién geografica, jugando este factor un rol importante en los apartados de
desarrollo y comercializacion del mismo, abriendo un gran abanico de posibilidades socioecondémicas
para multiples sectores [23].

Pais 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2015
Estados Unidos | 3535 | 4264 | 4855 | 6499 | 9000 | 54000
Brasil 3989 | 4227 | 4491 | 5019 | 6472 | 27000
China 964 1004 | 1017 | 486 502 | 2800
India 462 449 502 52,8 66 600
Canada 61 61 153 211 238 | 1800
Tailandia 74 79 93 79,2 90 1200
Australia 33 33 39 26 26 220
Total 9118 | 10117 | 11150 | 12373 | 16394 | 87620

Tabla 1-3 Produccion anual de etanol en millones de galones [24]
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En la Tabla 1-3, se muestran los datos registrados de los paises con mayor produccion de bioetanol
a escala mundial. Destacar el crecimiento exponencial que ha tenido en la pasada década, conclusion
que se extrapola comparando los datos registrados entre los afios 2008 y 2015 [24].

En funcién de la materia prima utilizada para la obtencion de bioetanol, puede clasificarse en tres
grupos: De primera, segunda y tercera generacion.

1.5.1 Primera generacion

El bioetanol de primera generacion se obtiene de la fermentacion de la glucosa que se encuentra en
el almidon de cereales o cultivos de azucar [25]. Estados Unidos y Brasil son los mayores productores
de esta generacion a través de la cafia de azucar y el maiz, mientras que en Europa son los cultivos de
patata, remolacha y trigo los elegidos para el bioetanol [26]. La principal desventaja del empleo de
estas materias primas, residiria en la amenaza de limitar y encarecer el acceso de la poblacion a
productos basicos de la alimentacién como puede ser el trigo. Asi pues, teniendo en cuenta el elevado
numero de personas que a nivel mundial pasan hambre o estan mal nutridas, el uso de estos recursos
podrian llegar a considerarse ni ético ni humano.

1.5.2 Segunda generacion

Como posible alternativa al empleo materias primas cominmente empleadas como alimentos
basicos, se han investigado otras vias de obtener bioetanol, y que se ha denominado bioetanol de
segunda generacion [27].

También conocido como biocombustible avanzado, su produccién se basa en un innovador
proceso que utiliza como principal recurso la lignocelulosa de residuos agricolas y forestales [28],
aportando un menor impacto medioambiental. Como consecuencia de la composicion de la lignina, el
rendimiento de esta generacion es medio. Por ello, se precisa de un gran avance tecnologico para
corregir este defecto.

Por tanto, esta generacion no es del todo atractiva. Es mas, de usarse en exceso los recursos
forestales, se generaria una nueva problemadtica. Asi pues, surge el reto de obtener bioetanol a partir de
otro nuevo recurso, lo que da lugar a la tercera generacion de bioetanol [29].

1.5.3 Tercera generacion

Teniendo en cuenta las peyorativas de sus predecesoras, esta generacion emerge con mas
beneficios en comparacion con las dos anteriores, centrandose en el uso de organismos marinos como
recurso para su obtencién, como son las algas. Estas, ademds de poseer la habilidad de generar
bioetanol, la accion en si misma de usarlas, permiten limitar el conflicto con los cultivos [30].

Representan una esperanzadora alternativa por su alto contenido en lipidos e hidratos de carbono,
facil cultivo en un gran abanico de ambientes acuaticos y gran absorcion de CO2. Ademas, poseen un
bajo nivel de lignina y hemicelulosa. Este hecho aumenta su importancia con respecto a su uso para la
obtencién de bioetanol [31].

En lo respecta a su produccion, el méximo rendimiento registrado fue de 365 toneladas de
biomasa seca por hectarea por ano [32]. A pesar de la poca cantidad de estudios en este campo, el
potencial es innegable, tal y como se ve en la Tabla 1-4.

Analizando la comparativa del bioetanol de tercera generacion con respecto a sus antecesoras, 1o
mas destacable es su alto rendimiento, que ha originado un mayor niumero de investigaciones, junto
con la facilidad de cultivo, que no solo acelera el proceso de obtencion del biocombustible, sino que
plantea una alternativa al empleo materias primas cominmente empleadas como alimentos basicos.
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COMPARATIVA

1° GENERACION

2° GENERACION

3° GENERACION

Materia prima

Cultivos aptos para
el consumo humano

Residuos forestales
y lignocelulosa

Biomasa algal

Tierra para cultivo

Cultivos agricolas

Terreno apto para el

Agua dulce, salada o

conversion simple

combustible vs
comida

cultivo o tierras residual
marginales
Conversion Extraccion de Pretratamiento, Hidrolisis,
tecnologica azucar, hidrolisis, fermentacion y
fermentacion y fermentacion y destilacion
destilacion destilacion
Rendimiento Bajo Medio Alto
bioetanol
Impacto Baja contribuciéon a | Alta contribucion a | Alta contribucion a
medioambiental la mitigacion de la mitigacion de CO2 | la mitigacion de CO2
CO2
Principal Ventaja Proceso de Elimina el conflicto Alto ritmo de

expansion

Principal
Inconveniente

Combustible vs
comida

Estructuras de
materia prima

Inversiones limitadas
y dificultades en el

recalcitrantes

disefio de procesos

Tabla 1-4 Comparativa de generaciones de bioetanol [33]

Teniendo en cuenta el rendimiento de esta generacion respecto de las anteriores, se justifica el
motivo de este trabajo, en el que se utilizara residuo algal para la destilacién de bioetanol.

1.6 Algas para la obtencion de bioetanol

Las algas, que provienen de un amplio grupo de organismos fotosintéticos, poseen una
clasificacion un tanto controvertida, particularmente en el estado de cianobacteria [34], pero pueden
ser clasificadas en dos grandes grupos: Unicelulares y multicelulares.

Las designadas como microalgas (unicelulares), son aquellas que flotan en la superficie marina
(citoplacton) a causa de su contenido lipido.

Las llamadas macroalgas (multicelulares), cominmente denominadas algas marinas o algas
simplemente, se suelen encontrar en rocas u otras estructuras [35].

En lo referido a la produccion de bioetanol, las microalgas ya han captado la atencion de la
industria energética, generando un alto nimero de estudios y publicaciones cientificas, en los tltimos
anos.

1.6.1 Macroalgas

Paises asiaticos como China, Japon o Corea, llevan siglos utilizando las algas como vegetales para
sus habitos alimenticios, pues son ricas en proteinas, aminoacidos, hormona de crecimiento y
minerales [36]. Por otro lado, los paises occidentales optan por usar las algas en la industria alimenticia
para producir carragenano o agar, ademas de agentes gelificantes [37].

El poder disponer de las semillas de alga a lo largo de un afio, la convierte en uno de los mas
importantes cultivos marinos para la biomasa. Las paredes celulares consisten en una matriz
compuesta de polimeros de galactano sulfatados lineales.
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Dentro de las macroalgas, se puede hacer la siguiente clasificacion: Pardas (Phaeophyceae), rojas
(Rhodophyceae) y verdes (Chlorophyceae) [38].

El contenido en proteinas, lipidos y carbohidratos difiere entre los tres grupos. Las algas pardas
estin compuestas de laminarin, manitol, fuicodan, celulosa y alginato, las rojas se forman de
polisacaridos como agar, celulosa, xileno, carragenano y manoproteinas, mientras que las verdes
poseen celulosa, manosa y xileno [39].

De todas ellas, las algas rojas son las que poseen una mayor concentracion de carbohidratos en su
composicion. Este ultimo dato es muy importante, pues recientes estudios demuestran que un gran
contenido de los mismos es crucial para una mayor obtencion de bioetanol [40].

1.6.2 Habitat y distribucion de las algas

La principal ventaja de las algas para su cultivo, reside en el hecho de que se adaptan a cualquier
tipo de ambiente (Tabla 1-4). Los habitats marinos donde crecen son el intermareal y submareal,
sujetas a estructuras, como por ejemplo el fondo marino. Al desprenderse de este, pasan a ser algas a la
deriva de las corrientes y mareas, viéndose reducida su esperanza de vida [41].
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Figura 1-7 Distribucion global de las algas [42]

En la Figura 1-7 se puede observar que la mayor parte de las especies se encuentran en Asia. Este
hecho justifica, a su vez, la gran extension del uso de las algas en este continente respecto del resto,
siendo China el mayor productor de algas a nivel mundial, seguido de Corea del Sur y Japén. Por
tanto, estos paises poseen un gran potencial respecto del resto para hacer inversiones en bioetanol. Con
respecto a los cultivos, estos suponen el 90% de la produccion total de algas a nivel global, siendo la
mayoritaria la laminaria japonica, con un 60%, seguida de otras especies como Porphyra,
Kappaphycus, Undaria, Eucheuma y Gracilaria [43].

1.6.3 Eucheuma Denticulatum (Spinosum)

Tomando en consideracion el potencial de las algas rojas dentro de las macroalgas, en lo que se
refiere a la obtencidon de bioetanol por su composicion (1.6.1), la que se utilizard en este trabajo como
recurso sera la Zaus Spinosum, de origen tailandés y con la siguiente clasificacion:Del imperio
Eukaryota, reino Plantae, subreino Biliphyta, phylum Rhodophyta, subphylum Eurhodophytina, clase
Florideophyceae, subclase Rhodymeniophycidae, orden Gigartinales, familia Solieriaceae vy
g énero Eucheuma [44].

Respecto a su composicion, el 56,9% es de ceniza, un 25,9% de fibra, 15,2% de carbohidratos, 2%
de proteinas y 0,1% de fosforo. Es la tercera macroalga que mas contenido tiene de carbohidratos, s6lo
siendo superada por la Ulva retticulata y la Gracilaria crassa, que poseen un 23,1% y 28,2%
respectivamente [45]. Su utilizacion actual en el mundo occidental, se encuentra relacionada con el
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ambito alimenticio. En la Figura 1-8 se puede apreciar el habitat comentado anteriormente (1.6.2), asi
como su aspecto en estado natural:

Figura 1-8 Euchema denticulatum (spinosum) [46]

Otro de los datos que caracterizan la determinacion del potencial de las algas para la obtencion de
bioenergia, es su contenido en un polisacarido que supone entre el 60 y el 80 por ciento del material
lignoceluldsico: La celulosa.

Esta, contiene un elevado peso en hidratos de carbono, y es insoluble en agua y muchos de los
disolventes orgédnicos. Se encuentra en la pared celular formando moléculas Beta y D de glucosa, en
forma de cadenas lineales con puentes de hidrogeno en los grupos hidroxilo y fuerzas de Van der
Waals intramoleculares [47].

Tras un proceso de hidrolisis, se obtiene D-celulosa. Sin embargo, si se llegara a efectuar un
proceso de degradacion lo suficientemente intenso, se podria llegar a tener productos como la
celotetrosa, la celotriosa o la celobiosa [48].

A tal punto llega la importancia de la celulosa que numerosos estudios experimentales, pretenden
llegar a concluir la cantidad de esta y almidon contenida tanto en microalgas como en magroalgas [33].
Una investigacion [45] observo una alta tasa de crecimiento de 20 a 30 gramos de biomasa seca por
metro cuadrado al dia, con mas de un 20% de almidon.

De todos estos datos, se deduce la importancia de investigar y generar un procedimiento dptimo
para la produccion de bioetanol de tercera generacion utilizando las algas como materia prima.

En la Figura 1-9, puede apreciarse donde se encuentra la celulosa en la estructura de las plantas,
algo que ayuda a comprender el proceso de extraccion de esta y de su contenido en glucosa, que se
tratara en puntos mas adelante del presente trabajo:
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Figura 1-9 Estructura de biomasa lignocelulésica [49]

1.7 Objetivos

El principal objeto del trabajo se centra en obtener bioetanol utilizando como recurso residuo algal,
de manera que se marcan los siguientes hitos:

* Determinacion de la posibilidad de obtener bioetanol a partir de residuo algal.

* Optimizacion de la hidrolisis a partir de la modificacion de parametros conocidos:
Concentracion, tiempo y ratio (volumen de acido/peso de residuo algal).

* Fermentacion y destilacion de la optima hidrélisis conseguida en el apartado anterior.
* Caracterizacion del bioetanol obtenido.
* Analisis del residuo después del proceso para su posible aprovechamiento energético.

* Estudio de la afectacion del proceso industrial al que se ha sometido el residuo algal sobre la
produccion de bioetanol.
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2 ESTADO DEL ARTE

2.1 Produccion de etanol a partir de algas

Con el paso de los afos, la bioenergia gana terreno a sus actuales competidores. Empresas como
Solazyme, de hecho, estudian combinar la energia aportada por el bioetanol de las celulosas, junto con
el biodiesel algal [45].

Desgraciadamente, no existen proyectos comerciales con el objetivo de utilizar las algas como
recurso energético,a pesar de que este tipo de algas tienen un rapido crecimiento en contenido de
celulosa, entre un 7 y un 30% [45].

En comparacion con las otras generaciones, las algas poseen un abordaje distinto, concretando en
la igualacion de levadura con azucares, la extraccion de este azucar, y eficiencia en términos de
concentracion del mismo.

En cuanto al procedimiento a seguir, todos se basan en la extraccidon por medio de métodos
termoquimicos y biologicos [50]. Los pasos a seguir para ello, varian en funcion de la especie utilizada
como recurso, pero el primer paso, y uno de los mds importantes, es el secado de las algas,
consiguiendo evitar la gelificacion de las mismas, ademas de salvaguardar el extracto crudo [51].

Tras este pretratamiento de secado, siempre sigue una hidrolisis, luego una fermentacion, y por
ultimo, destilacidon y recuperacion del bioetanol.

Decir también, que las investigaciones en el campo del aprovechamiento de residuo algal, son
inexistentes, siendo la mayoria de estudios, cultivos de algas con el tinico propdsito de obtener energia,
sin haber por tanto datos registrados de la cantidad de bioetanol producida a partir de residuo algal.

2.2 Hidrdlisis

En el ambito de la quimica organica, la hidrélisis es una reaccion en la que una molécula organica,
en un ambiente de condensacion, reacciona con el agua, lo cual rompe enlaces covalentes, dando lugar
a moléculas con grupos funcionales OH.

Para la catélisis, se necesita afiadir una base o un acido [52]. En las paredes celulares de las
plantas, esta reaccion afecta a los componentes lignocelulosicos, dando lugar a glucosa, segin la
reaccion mostrada en la Figura 2-1.

Con objeto de obtener bioetanol, se necesita exponer los componentes intracelulares de las algas,
para lo que se necesita una despolimerizacion de sus paredes celulares, y asi, conseguir los
polisacaridos, como son laminarins, alginatos, carragenanos y fucanos. La hidrolisis de estos, da lugar
a monomeros [53].
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Ahora bien, se puede diferenciar entre una hidrélisis quimica, o también conocida como acida, o
una hidrélisis enzimatica. En un esquema de quimica organica, puede explicarse mejor la reaccion de
hidrolisis viendo la Figura 2-1, viendo como se separa la glucosa de la celulosa:
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Figura 2-1 Hidrdlisis de Celulosa [54]

2.2.1 Hidrdlisis enzimatica

Esta técnica se basa en la conversion de azlicares complejos en simples a través de enzimas. Los
principales motivos por los que se ha extendido su estudio en los ultimos afios, son su mayor
rendimiento respecto a la hidrolisis acida, consiguiendo resultados un 80% mejores, y su bajo impacto
ambiental, pues no genera corrosion [55].

Entre los enzimas utilizados, las celulasas, especializadas en la descomposicion de la celulosa, se
pueden clasificar 3 tipos: Endo-glucanasas, exo-glucanasas y B-glucosidasa. Las endo, atacan el
interior de las paredes de la celulosa, mientras que las exo degradan la celulosa en celobiosa, hasta
reducir las fibras de celulosa a unidades imposibles de atacar enzimaticamente.

Si alguna de las dos anteriores, se combina con B-glusolidasa, la celobiosa se divide en dos
unidades de glucosa, de forma que la reaccion organica seguiria el de la Figura 2-2 [56]:

~ CELULOSA

Endo-glucanasa y
exo-glucanasa

=) WO

CELOBIOSA

GLUCOSA

Figura 2-2 Hidrélisis enzimatica de la celulosa [57]

La estructura fisica del alga y su interaccion con el enzima constituyen factores a tener en cuenta,
pues afectan a la eficiencia del proceso, siendo lo més critico la formacion de substratos enzimaticos
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complejos, generados por la absorcién de enzimas, que romperan las paredes celulares para formar
mas monosacaridos [58].

Dicha unién enzima-alga rompe la vinculacion de esta con los polisacaridos, y en consecuencia, la
concentracion de enzimas decrecera en la glucosa obtenida al finalizar la hidrélisis, algo muy
beneficioso para el siguiente paso, la fermentacion. Otra ventaja de los enzimas con las algas, es la
porosidad de estas, que aumenta la eficiencia de los enzimas [59].

2.2.2 Hidrolisis acida

También conocida como hidrolisis quimica. Se trata del método actual mas utilizado para la
obtencién de bioetanol, pues mejora de manera significativa la obtencion de azlicares simples a partir
de polisacaridos. En ¢él, el acido sulfurico (H2S04), es el preferido de todos.

De hecho, existen estudios que demuestran su eficacia con las macroalgas en la hidrolisis a
monosacaridos, diluyendo las muestras a una elevada temperatura en una atmdsfera acida. Se rompen
asi, gracias al rol que desempeifia el acido, las cadenas de los polisacaridos [60].

El primer paso es la destruccion de los enlaces de hidrégeno, para luego poder con ello romper las
cadenas de los polisacaridos, pasando todo a un estado amorfo. El polisacarido, llegados a este
momento del proceso, es muy susceptible a ser hidrolizado.

Mas tarde, el acido actia como catalizador, extendiéndose a los polisacaridos, hidrolizando los
enlaces glicosidicos. Finalmente, la incorporacion de agua permite la hidrolisis que luego generaré los
monosacaridos. La reaccion organica se puede apreciar de forma mas clara en la Figura 2-3 [61]:

UHI%‘L Cat 4cido Cat acido
f

Hidrélisis Hidrélisis
—® Oligomeros —y H0

! Solubles HO

Celulosa Glucosa
Figura 2-3 Despolimerizacion de la celulosa [62]

2.3 Fermentacion

Una vez se obtengan los azucares simples al final del proceso de hidrolisis, estos pueden
convertirse en bioetanol gracias a una serie de microorganismos. El producto final, ademés de ser
bioetanol principalmente, contiene también COz y agua [63].

Los microorganismos utilizados son uno de los factores mas cruciales de todo el proceso. Entre las
que se encuentran las bacterias, los hongos y las levaduras, siendo esta tltima la mas utilizada de
todas, debido a su alta selectividad, baja acumulacion, lo que genera una menor cantidad de
subproductos; y posee un gran rendimiento de etanol producido y ratio de fermentacion. Dos de los
mas habituales métodos son el camino de Leloir y el camino de Emben-Melyerhof, utilizados para la
transformacion de galactosa y glucosa respectivamente, en etanol. Estos, se representan en la siguiente
ruta metabolica, llegando en ambos al etanol:
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Camino Emben-Melyerhof Glucosa Galactosa Camino Leloir
ATP m— ATP
— Galactosa-
Glucosa-6- 1-Fosfato
Fosfato
| ¢ UDP-Glucosa
Fructosa-6- UDP-Galactosa
Fosfato
2 Glucosa-1-
. Fosfato
Camino Pentosa ATP a
Fosfato
ructosa-1,6-
Biofosfato
1 1
G-3-P ADPH
| |
I T !
PEP NADH ATP DHAP

ATP i l

Glicerol

Piruvato
NAD

~/ Etanol

CcO

Figura 2-4 Rutas metabdlicas en fermentacién [33]

Haciendo referencia al esquema anterior, en una primera etapa la glucosa es fosforilada pasando a
glucosa-6-fosfato, que se isomeriza a fructosa-6-fosfato. Esta, se fosforila a nivel del carbono 1
pasando a fructosa-1,6- bifosfato, la cual se rompe, dando lugar a dos moléculas de 3 carbonos: DHAP
(dihidroxietonafosfato) y G3P (gliceraldehido3P). El DHAP se isomeriza a G3P, y a lo largo de todo
este proceso, se consume ATP (molécula utilizada por todos los organismos vivos para proporcionar
energia en las reacciones quimicas degradando en ADP), ya que es dador de los fosfatos en ambas
fosforilaciones.

Una segunda etapa comienza con la oxidacion del G3P, que es fosforilada por fosfato inorgéanico
del medio, pasando a 1-3 bifosfoglicerato, que realiza una transferencia del grupo fosfato de ADP para
formar ATP y asi tener 3-fosfoglicerato. Este se deshidrata y se convierte en fosfoenilpiruvato, que
transfiere fosfato al ADP, obteniendo ATP y se libera piruvato, que en condiciones anaerdbicas y a
través de la fermentacion alcoholica, se liberaetanol. En este ultimo paso, entra el NAD (Nicotamin-
Adenin-dinucleotido), nucledtido transportador de H. La ecuacion global seria:

CecHi1206+ 2ADP + 2Pi = 2C2H6O + 2CO2 + 2ATP + 2H20
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Afio tras afo, surgen innovaciones en el campo de la produccion del bioetanol, con el objetivo de
aumentar la productividad y economizar el proceso. Dentro de estos avances, existen dos formas de
plantearse como ejecutar la hidrdlisis y la fermentacion, siendo posible: Sacarificacion y Fermentacion
Separadas (SHF) o Sacarificacion y Fermentacion Simultaneas (SSF) [64].

El mecanismo de SHF, procedimiento a emplear mas habitual, diferencia los de hidrolisis y
fermentacion, degradando la materia prima en monomeros de azicar en primer lugar, gracias a la
sacarificacion; para luego obtener etanol, por medio de la fermentacion de glucosa. Por otro lado, SSF
conduce ambos procesos a la vez, en un solo reactor y como un tnico paso. Para ello, la hidrélisis debe
hacerse con enzimas; y, la fermentacion con levaduras, de manera que los azucares se conviertan
rapidamente en bioetanol. Si se hace correctamente, puede llegar a obtener mejores resultados que
SHF. Tras esta division, se pueden clasificar en tres grupos las fermentaciones a realizar: De biomasa
de algas, de extracto de algas sobrante después de la extraccion de aceite, y de gas sintesis.

2.3.1 Fermentacion de biomasa de algas.

Tras la cosecha de las mismas para obtener biomasa, y la desintegracion celular en un ambiente
anaerdbico, se fermenta con levadura la biomasa para obtener el etanol. La desintegracion celular se
busca con la finalidad de romper las pareces celulares y obtener los carbohidratos presentes en ellas.

Con el objetivo de facilitar el proceso, previamente se efectia un cortado, trituracién, mezcla y
extrusion de las algas, facilitando el ataque con enzimas o del acido para separar la glucosa del
material lignocelulosico. Tras esto, se fermenta y se separa el etanol de la solucion resultante de la
fermentacion, que contendrd agua, biomasa y el bioetanol. Lo mas habitual es la destilacion para
conseguir separar los productos finales del proceso. Este etanol, no es de calidad suficiente para ser
combustible, pero tras una segunda destilacion, podemos conseguir hasta una concentracion en
volumen del 95% [45]. Esta es la mas estandarizada y extendida a nivel mundial.

2.3.2 Fermentacion de extracto de algas sobrante después de la extraccion de
aceite.

La biomasa algal no s6lo puede producir bioetanol, también es posible extraer aceite de esta para
poder generar biodiesel. De este modo, se obtiene dos combustibles de una misma materia prima,
gracias a la reutilizacién del CO:z liberado al extraer el etanol. Este, se redirige a la planta de etanol, y
con las algas del reactor, producimos aceite, que serd utilizado para obtener biodiesel. El nombre con
el que la empresa Veridium ha bautizado a este sistema de recirculacion es Viridium BioStarch. En la
Figura 2-5 puede apreciarse con claridad [45]:

Etanol
CO2
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Etanol Aceite
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de algas

Figura 2-5 Esquema sistema de reutilizacion [45]
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2.3.3 Fermentacion de gas de sintesis.

Otra forma de producir bioetanol, es la gasificacion de biomasa algal, que luego se fermenta para
obtener el biocombustible. Esta técnica ha obtenido resultados satisfactorios utilizando una biomasa
diferente como materia prima, y ain se encuentra en vias de desarrollo en el campo del bioetanol de
tercera generacion, utilizando las algas como recurso, pero ello no quita el posible potencial que puede
llegar a tener en los proximos afios [65].

El procedimiento de gasificacion se divide en dos pasos: Conversion y destilacion. En el primer
paso, se convierte el syngas en bioetanol gracias a la intervenciéon de microorganismos como, por
ejemplo, el Clostridium ljungdahlii. En el segundo paso, se separa el etanol del agua, destilandolo.

2.4 Comparativa de produccion de bioetanol bajo distintas condiciones

Una vez expuestos los procesos por los que debe de pasar la materia prima para llegar a obtener
bioetanol de la misma, se puede hacer una comparativa entre los resultados obtenidos con unas
técnicas u otras, particularmente, en el apartado de la hidrolisis, donde existe una gran diferencia entre
la hidrélisis acida y la enzimatica.

Existen estudios acerca de diversas experiencias con microalgas y macroalgas, tanto con una
hidrolisis acida como enzimatica. Es necesario puntualizar que al comparar ambas, en cuanto a
pardmetros se refiere, la 4cida requiere menos tiempo, es menos costosa, precisa de mas temperatura,
tiene menor rendimiento y genera corrosion en los equipos y productos indeseados [33]. En la Tabla
2-1, se muestran los resultados obtenidos en investigaciones de distintas macroalgas a las que se les ha
efectuado una hidrolisis enzimatica:

Hidrolisis Concentracion
i6 Bioetanol
Especie . Conceantraao.n Fermentacion | (I/1)/T*/tiempo/r toetano Ref.
Encimas/T?/rpm/tiempo/ (g/g)
pm/pH
pH
Gracilaria 0,5%celulosa/40°C/- .. . N
salicornia 26h/5.0 Eschericia coli -/30*C/-/48h/- 0,079 [66]
20FPU/g celulosa,
Gracilaria 60CBU/g Saccharomyces 6%/30°C/- 0.430 [67]
verrucosa | Pglusolidasa/50°C/150/36 cerevisiae /16h/6,0 ’
h/5.0
10FPU/g celulosa,
Sargassum 250CBU/g B- Saccharomyces 5%/40*C/- 0.170 [68]
spp. glusolidasa/50°C/100/96h/ cerevisiae /48h/4,5 ’
4.8
Ulva 2%celulosa/45°C/150/36h | Saccharomyces .
fasciata o /28*C/120/48h/6 0,450 [69]
. /4.8 cerevisiae
Delile ,8
8,4EGU/ml celulosa .
T ’ ’ Saccharomyces - S: 0,44
Gelidium 1,2FGB/mIp- . N )
amansii | glusolidasa/45°C/30/60h/4 | CSrevisiaey | 30°C/30/96h/6, | - P: 0,50 [70]
5 Pichia stipitis 4
Gracilaria | 1%celulosa/50°C/100/6h/ | Saccharomyces 10%/30°C/- 0.470 [71]
sp. 4.8 cerevisiae /48h/4,5 ’
15FPU/g celulosa,
- ~ SHF 0,559
Eucheup_wa 52CBU/g B Saccharpr_nyces /35C/130/6h5, [72]
cottonii glusolidasa/30- cerevisiae 0 SSF 0,909
60°C/150/72h/7.8

Tabla 2-1 Estudios de bioetanol en hidrolisis enzimatica
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A fin de comparar estos resultados con los de la hidrdlisis acida, con acido sulfurico, en la Tabla
2-2 se exponen los resultados obtenidos en otros estudios, existiendo en ocasiones coincidencia en la
especie de alga utilizada como recurso en este trabajo:

Especie Concentracion Fermentacion Parametros Bioetanol Referencia
(g/l)/T*/tiempo/ fermentacion (g/g)
pH Concentracion
1/1)/T?*/rpm/tiem
po/pH
Eucheuma 5%/100°C/30- Saccharomyces 10%/28-30*C/- 0,046 [73]
cottonii 120min/5,0 cerevisiae /36-128h/-
Kappaphycus | 5%/100°C/60min | Saccharomyces | 5%/30*C/150/48h/ 0,39 [74]
alvarezii /5.5 cerevisiae 6,4-6,8
Gelidium 2%/150°C/ Brettanomyces | 8%/30*C/150/39h/ 0,38 [75]
amansii 240min/- custersii 4,8-5,5
Undaria 10- Pichia 10%/30°C- 0,33 [76]
pinnatifida 20%/121°C/15- angophorae +2°C/220/72h/7,0
60min/-
Eucheuma 3%/121°C/30min | Saccharomyces -/Ambiente/- 0,025 [77]
cottonii /5,0 cerevisiae /144h/-

Tabla 2-2 Estudios de bioetanol en hidrolisis acida

Teniendo en cuenta ambas tablas, y haciendo una comparativa de las mismas, se pueden deducir una
serie de conclusiones: Para una misma especie, como es la Eucheuma cottonii, vemos que la hidrélisis
con enzimas es mucho mas beneficiosa a la hora de obtener una mayor cantidad de bioetanol, asi como
el hacer simultdneamente la fermentacion y sacarificacion, también aumenta atin mas la cantidad de
producto generado. La mayoria de las experiencias habituales usan levadura de cerveza para la
fermentacion, y el acido sulfurico en las hidrolisis quimicas. Las concentraciones de H2SOs, oscilan
entre el 5% y 10%, y el pH casi siempre es acido, variando entre 4,5-7.

2.5 Situacion global de produccion

Una vez expuestas las técnicas relacionadas con el trabajo que se va a desarrollar, y comparar los
resultados obtenidos bajo distintas condiciones y especies de algas utilizadas como recurso; resulta
adecuado proceder a una reflexion sobre lo que han hecho el resto de paises para explotar el potencial
de esta fuente de energia.

2.5.1 Proyeccion de Asia

Debido al gran nimero de especies de algas que se encuentran en Asia (Figura 1-7), no es de
extrafiar que numeros estudios hayan sido promulgados en este continente [45].

Vietman ha puesto en marcha proyectos para investigar la rentabilidad econdmica y productiva de
diversos tipos de macroalgas, midiendo la cantidad de carbohidratos en porcentaje en peso de estos,
estando el alga completamente seca, para estimar su calidad: Sargassum 48%, Glacilaria 45%,
Kappaphycus 35% y Eucheuma 45%.

Japon comenzo a inversigar la especie Sargassum en 2007, y ahora desarrollan el proyecto “Ocean
Sunrise”, donde pretenden crear granjas de esta especie en una superficie total de 4,47 millones de
kilometros cuadrados. Se trata de una zona del mar de Japdén que no tiene ninguna proyeccion
econdmica. Se participa, asi, en el proyecto global de combate contra las energias de combustibles
fosiles con energias renovables.

Corea del Sur ha centrado sus investigaciones en la hidrolisis con enzimas, desarrollando uno que
por si solo es capaz de romper por completo las paredes celulares y obtener azucares simples.

26



APROVECHAMIENTO DE RESIDUO ALGAL PARA LA OBTENCION DE
BIOETANOL DE TERCERA GENERACION

2.5.2 Ejemplos de empresas productoras

Empresas privadas investigan dia a dia la viabilidad de multiples especies, buscando la mejor
formula calidad precio. Algunos de los resultados registrados de estas investigaciones lo constituyen la
laminaria Hyperborea y AscophyllumNodosum, ambas algas pardas que pueden producir metano y
etanol como combustible [78].

Green Gold Algae and Seaweed Sciences Inc (GGASS), investigan sobre el modo en que se puede
obtener biocombustible con macroalgas, basando su desarrollo en tecnologia israelita de NoriTech
Seaweed Biotechnologies Ltd, que incluye el uso de CO: para aumentar la biomasa algal para
combustibles. Esta via de aprovechamiento de residuo generado tras el proceso de fermentacion,
condiciona el crecimiento de cultivos, y por ende, al contenido de carbohidratos. De tener éxito, se
conseguiria aumentar el bioetanol obtenido en especies con valores registrados [45].

Algenol Biofuels [79] es una compaiiia dedicada a la obtencion de bioetanol de tercera generacion
a partir de algas. Esta empresa se dedica a obtener combustible a escala industrial, a base de
macroalgas, luz solar, agua del mar, y CO2, haciendo ventas comerciales desde el 2009. El proceso de
obtencién, vincula la fotosintesis de enzimas dentro de células vegetales, mejorando estas
metabolicamente al estar a alta temperatura y salinidad, lo que aumenta su produccion de bioetanol.
Sus instalaciones en México, producen un galoén por un coste de 3 dolares. Tienen una produccion de
6000 galones al afio, y consumiendo 1,5 millones de toneladas de CO2, por cada 100 millones de
galones producidos.

Por ultimo, en varios lugares de Estados Unidos, surgen cada vez mas estudios dedicados a
desarrollar técnicas para la obtencion de bioetanol a partir de algas:

En la universidad de Hawaii, el profesor Fu modifico genéticamente la especie Synechocystis, con
la finalidad de producir etanol a partir del CO2 de la fotosintesis, utilizando una solucion de aqueous
cyanobacteria con energia solar en un fotobiorreactor, y obteniendo 15 mM en un tiempo de 5 dias. El
problema que encontrd fue que el etanol en gran concentracion mataba a la bacteria, poniendo asi final
al proceso [80].

Greenstar USA [81], produce etanol y biodiesel aprovechando la fermentacion de extracto de algas
sobrante después de la extracciéon de aceite (Figura 2-5). Por otro lado, la universidad Western
Michigan también esta realizando investigaciones con esta tecnologia.

Teniendo en cuenta todas las peyorativas de los apartados anteriores, es innegable la proyeccion
del bioetanol de tercera generacion que utiliza como recurso las algas. Por ello, resulta necesario el
desarrollo de una metodologia que permita el aprovechamiento del residuo algal para la obtencion de
este biocombustible.
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3 DESARROLLO DEL TFG

En este capitulo, se describe la metodologia empleada para el desarrollo de este trabajo, el
pretratamiento al que se somete el alga, el proceso de obtencion de bioetanol a partir del residuo algal,

y su posterior caracterizacion. El proceso conlleva una serie de etapas que seran descritas a
continuacion.

3.1 Metodologia

En este apartado se procede a exponer las distintas fases que componen la metodologia del
proceso, el cual, se ha llevado a cabo durante la ejecucion de este trabajo. Con la finalidad de facilitar
una mejor comprension, en la Figura 3-1, se muestra un diagrama de flujo de las distintas etapas que
conforman la produccion de bioetanol a partir del residuo algal:

Pretratamiento
I
Hidrolisis acida
I
Separacion

Licor madre Residuo
I I
Caracterizacion | |Fermentacion| | Caracterizacion

|
Método del L I_ Poder
DNS Destilacion calorifico
I
Indice de Bioetanol
refraccion |
Caracterizacion
Indice de
refraccion
— Densidad
Método del
dicromato

Figura 3-1 Plan de trabajo
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En primer lugar, se ejecuta un pretratamiento al alga, concretamente a la variedad Eucheuma
Denticulatum Spinosum, y a su residuo, para seguidamente poder someterlos a hidrolisis acida, proceso
que permitird transformar la celulosa en azlicares. El producto resultante se separard en licor madre y
residuo, siendo caracterizados ambos una vez obtenidos.

Por una parte, el licor madre se fermentara con el objetivo de transformar los azucares en etanol,
para posteriormente ser destilado y poder separar el bioetanol producido, siendo el ultimo paso del
proceso la caracterizacion del mismo.

Por otro lado, el residuo sera caracterizado para estudiar su posible reaprovechamiento.

3.2 Pretratamiento y caracterizacion del alga

Para la realizacion de este trabajo, se ha partido del alga Eucheuma Denticulatum Spinosum. El
alga procede de la empresa CEAMSA, ubicada en As Gandaras, en el ayuntamiento de O Porrifio
(Pontevedra). Dicho alga ha sido facilitada tanto en su forma original, como en forma de residuo, una
vez empleada industrialmente por dicha empresa.

Previamente a la hidrdlisis 4cida a la que se va a someter el residuo, es necesario realizar un
pretratamiento, tanto del residuo como del alga original, con el objetivo de adecuar la materia prima,
de manera que la celulosa presente en las paredes celulares, sea mas facilmente atacada por el 4cido, y
asi, obtener la mayor cantidad de glucosa posible.

3.2.1 Pretratamiento al residuo algal

En el caso del residuo algal, este presenta un elevado contenido en agua debido al proceso al que
se ha visto sometido para la extraccion de gelificantes, por lo que se precisa realizar un secado para
disminuir su contenido en humedad. Para ello, se deposita el residuo en recipientes abiertos, y se deja a
temperatura ambiente durante un par de dias, con el objetivo de que se pierda una gran parte del
contenido de agua.

Posteriormente, con un mortero se tritura y almacena, para evitar la alteracion en su contenido de
humedad, a fin de que los resultados al final del proceso sean lo més uniformes posibles.

3.2.2 Pretratamiento al alga

El alga, debido a su alto contenido en sales, precisa de un lavado en agua fria, para su total
eliminacion. A continuacioén, debido al contenido de humedad, se realizara una etapa desecado a
temperatura ambiente, almacenando las muestras tras una semana en envases cerrados con el mismo
objetivo que el residuo algal.

3.2.3 Determinacion de la humedad

Una vez pretratado el residuo y el alga, se medird la humedad de cada una de las muestras,
previamente al proceso de hidrdlisis. Para ello se utilizar4 un analizador de humedad (Figura 3-2). Para
ello, se deposita una pequefia muestra en un plato metalico previamente tarado, y se determina el peso
final de la muestra tras ser secada con energia infrarroja.
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Figura 3-2 Analizador de humedad "RADWAG MA 110.R"

3.2.4 Calculo de la celulosa

Una vez realizado el pretratamiento del alga y residuo, y analizada su humedad, previamente al
proceso de hidroélisis, se caracterizara la cantidad de celulosa contenida en el alga y residuo.

Este dato permitira calcular el rendimiento de dicho proceso, asi como determinar si el proceso
industrial realizado por la empresa CEAMSA al alga ha afectado a su composicion de celulosa.

La cantidad de celulosa presente tanto en el alga como el residuo, la cual sera sometida al proceso
de hidrdlisis, fue medida por medio del método de Van Soest Wine [82]. Este dato permite calcular el
rendimiento de dicho proceso, junto con poder determinar si el proceso industrial realizado por la
empresa CEAMSA al alga, ha afectado a su composicion.

En el siguiente esquema (Figura 3-3) queda detallado la metodologia a seguir con este método:

Se pesa 1 g de muestra de Se secan las muestras durante
alga y residuo por separado 7 horas a horas a 105 °C

Se separan y se lavan las Se someten las muestras a
muestras con etanol y se refluyjo durante 20 min en
secana 105°C 24 h 30mL de 4cido acético al 80%

Se incineran durante 3 h a
504 °C v se enfrian

Se caracterizan las muestras

Figura 3-3 Esquema pasos a seguir para el cilculo de la celulosa

Una vez realizadas todas estas etapas, se calcula la cantidad de celulosa contenida en el alga y en
su residuo mediante el empleo de la siguiente ecuacion:
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% Celulosa = Masa 12 secado — MASAincinerado 100 Ecuacién 3-1

Masamuestra

El control de masa al final de cada paso especificado en el esquema anterior, se efectiia por
medio de una placa cerdmica y una balanza con una precision de +£0,001. Para eliminar el contenido en
humedad, se utilizard una estufa (Figura 3-4) en la que se introducen las placas ceramicas con las
muestras.

Figura 3-4 Estufa “INDELAB”

Una vez secas, se someten a reflujo. El montaje de reflujo (Figura 3-5) mantiene la reaccion a
temperatura constante para evitar tener pérdida alguna de disolvente, pues este se evapora y se
condensa por el refrigerante del reflujo, retornando al matraz.

Termometro Refrigerante
N P .
- de reflujo

[/

Agitador
magnético con
placa calefactora

Figura 3-5 Montaje a reflujo

Pasado ese tiempo, la muestra sometida a reflujo se separa del disolvente mediante filtracion a
vacio, con un montaje que consta de un embudo Biichner, un matraz Kitasato y un filtro de microfibra
de vidrio, en el que quedan retenidas las muestras una vez separadas.
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Una vez filtradas las muestras contenidas en el filtro, se calcinaran ubicando dicho filtro en placas
ceramicas, para evitar la contaminacion por ceniza en el interior de la mufla; y finalmente, se dejan
enfriar en un desecador (Figura 3-6) para evitar la humedad ambiental. Posteriormente, se pesaran para
calcular el porcentaje de celulosa (Ecuacion 3-1).

Figura 3-6 Mufla “NABERTHERM” y desecador
3.3 Hidrolisis acida
Una vez pretratados y caracterizados tanto el alga como el residuo, se procede a realizar la
hidrolisis acida, con el fin de poder llevar a cabo la reaccion para la produccion del licor madre. Para

ello, se emplearon 10 g de residuo algal en cada experiencia, y se sometieron bajo diferentes
condiciones de concentracion, tiempo y ratio de acido.

Previamente a la puesta en practica de las experiencias, resulta necesario calcular la concentracion
de acido a utilizar en los ensayos, y determinar cudl utilizar. En base a la informacioén obtenida de
estudios anteriores, el acido sera elH2SO4, ya que ha producido mejores resultados [60] con valores de
concentracion que oscilan entre el 2% y el 20% (Tabla 2-2). Partiendo de este rango, se toman 3
valores equidistantes: 3%, 5%y 7%.

Respecto del tiempo (Tabla 2-2), los valores oscilan entre los 30 y 120 minutos; por lo que si se
parte de esta premisa, se vuelven a tomar 3 valores equidistantes: 35, 70 y 105 minutos.

Por ultimo, para el establecimiento del ratio no existen datos, por lo que se parte de un rango entre
el 5y 15, tomando de nuevo 3 valores equidistantes: 5, 10 y 15 registrados del porcentaje dptimo de
volumen de disolucion acida respecto de la masa de recurso (residuo algal en este trabajo).

De esta manera, para la consecucion del proyecto, se han efectuado un total de 25 experiencias,
resefiadas en la Tabla 3-1:
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Ensayo | Tiempo | Ratio | Concentracion | Materia
(min) V/P) (%) prima
Ratio 5 70 5 5 Residuo
Ratio 10 70 10 5 Residuo
Ratio 15 70 15 5 Residuo
1 35 7 5 Residuo
2 70 13 5 Residuo
3 35 10 7 Residuo
4 70 7 7 Residuo
5 105 10 7 Residuo
6 70 7 3 Residuo
7 70 13 3 Residuo
8 105 10 3 Residuo
9 35 10 3 Residuo
10 35 13 5 Residuo
11 70 10 5 Residuo
12 70 10 5 Residuo
13 70 10 5 Residuo
14 105 13 5 Residuo
15 105 7 5 Residuo
2 (1D 70 13 5 Residuo
4 (1) 70 7 7 Residuo
5 (ID) 105 10 7 Residuo
16 70 7 9 Residuo
2 (1ID) 70 13 5 Alga
5 (IID) 105 10 7 Residuo
16 (ID) 70 7 9 Alga

Tabla 3-1 Experiencias realizadas

3.3.1 Ensayos

Una vez realizados los pasos previos de la hidrdlisis, se procede a la realizacion de la misma. Para
ello, en todas las experiencias, tal como se ha detallado anteriormente, se le afaden a los 10 g de
residuo algal constante para todas las muestras, y se afiade volumen de disolucion H2SO4, a
concentracion dada, en funcion del ratio deseado.

Se pesa la muestra de residuo de alga, y se introduce en un matraz Erlenmeyer donde se afiadira el
acido, y posteriormente sera cerrado mediante un tapon de celulosa y papel de aluminio. Finalmente, la
reaccion a vapor (Figura 2-1) serd llevada a cabo en un autoclave (Figura 3-7), configurandolo a 121
°C, un tiempo determinado.

33



CARLOS GUTIERREZ RAMOS

Figura 3-7 Autoclave "P SELECTA MED 20"

La funcidn del tapon de celulosa y el aluminio es evitar que se altere la reaccion que tiene lugar en
el interior del matraz, aislando del ambiente corrosivo que genera la atmosfera acida en el interior del
equipo a causa de la disolucion acida. Una vez finalizado el proceso de hidrdlisis, se separa el licor
madre del solido. Para ello, existen dos posibilidades:

= Filtracion a vacio: Que separa el licor madre del residuo para su posterior caracterizacion,
como se ve en la Figura 3-8:

Figura 3-8 Montaje del filtrado, muestra obtenida de licor madre y residuos

= Centrifugacion: Para ello se empleara una centrifugadora (Figura 3-9) configurada a 4000
rpm durante 4 minutos. este tipo de separacion permite separar facilmente y de forma mas
eficaz el licor madre del residuo solido.

Figura 3-9 Centrifugadora ""SIGMA 2-7"

La filtracién a vacio ha sido utilizada en los primeros ensayos con el Unico propodsito de
caracterizar el licor madre a través de los métodos del siguiente apartado. Por otro lado, para las
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ultimas fases de experimentacion, la centrifugacion de las muestras permite extraer el mayor volumen
de licor madre posible, dato necesario para concluir cual es el mejor ensayo.

3.4 Caracterizacion del licor madre

Una vez realizada la separacion, se procede a realizar la caracterizacion del licor madre. El
objetivo de este paso del plan de trabajo, es determinar la cantidad de azicares obtenidos y por tanto el
rendimiento de la hidroélisis. Para ello, se establecen dos métodos:

- Determinacion de la glucosa por medio del indice de refraccion.
- Determinacion de la cantidad de azucares reducidos por medio del método del DNS.

Ambos métodos se emplearon en todos los casos, y su descripcion y justificacion es abordada en
los siguientes apartados:

3.4.1 Recta de calibrado del indice de refraccién

El indice de refraccion es un término de dptica de valor adimensional resultante del cociente de la
velocidad de la luz en el vacio entre la velocidad de la luz en el medio. Para poder calcularlo, se usa un
refractometro (Figura 3-10), que mide el angulo limite, siendo este la separacion entre el angulo del
material y el &ngulo conocido del aire [83].

Figura 3-10 Refractémetro “ABBE-REF 1”

Para construir una recta de calibrado de glucosa, se preparan 15 muestras de concentracion
conocida y se obtiene el indice de refraccion todas ellas. La recta obtenida se representa a continuacion
en la Figura 3-11, junto con la ecuacion asociada a la misma:

1,3440 -
1,3420
1,3400
1,3380
1,3360
1,3340
1,3320

1’3300 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracion glucosa (g/L)

c/v)

indice de refracciéon (n

Figura 3-11 Recta de calibrado indice de refraccion de la glucosa (Tabla A1-2)
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y = (1,54 x 107*)x 1,33 R? = 0,996 Ecuacion 3-2

Al medir el indice de refraccion de los ensayos hidrolizados de residuo algal o alga, se despeja la
glucosa contenida en las muestras por medio de la ecuacion obtenida a través método.

3.4.2 Método de DNS

Este método utiliza una técnica colorimétrica basada en una reaccion de 6xido-reduccion (Figura
3-12), que se indica a continuacion, donde el radical OH libre en los azucares reductores se oxida
mientras se reduce el 3,5-acido dinitrosalicilico (DNS) cuando se calienta [84]:

O.. _OH CHZOH CHZOH O OH CH,OH CH,OH
0, 0 OH O
oH + o B < >\ /é; /IL
H
OH O.N NH, OH=—f O ]
O;N NO, OH OH : OH OH
3,5- 4cido Carbohid 3—afnino—§—égido Carbohidrato
Dinitrosalicilico arbohidrato Nitrosalicilico (oxidado)
(DNS) (reducido)

Figura 3-12 Reaccion redox DNS y azicares reductores [85]

Se precisa de la preparacion de un reactivo del acido 3,5 dinitrosalicilico en frio, detallando a
continuacion los pasos a seguir para la obtencion del mismo (Figura 3-13):

Se disuelve el reactivo en 20 mL
de H20

v

Se pesan 0,8 g de NaOH

Se afiaden 0,5 g de DNS Se anaden 15 g de C4H4sKNaOsx4H20
i con 40 mL de H20

Se deja en agitacion hasta la

disolucion de todos los Se enrasa hasta 50 mL de H20
reactivos incorporados

Figura 3-13 Esquema obtencion del reactivo DNS

Para efectuar esta disolucion, se usa de una balanza para pesar los reactivos, junto con un agitador
magnético para disolverlos.
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Una vez obtenido el reactivo, se preparan 10 muestras de concentracién conocida. Se vierten 0,5
mL de cada una en un tubo de vidrio que se colocaran en un bano de arena, a 100 °C durante 5 minutos.

Tras ser enfriados a temperatura ambiente, se afiade a cada tubo 5 mL de agua y se agita, para
poder medir su absorbancia con un espectrofotdmetro (Figura 3-14) con lecturas a 540 nm. Este, tras
iluminar la muestra con luz blanca, mide la cantidad de luz que es reflejada por una superficie en
funcién de la longitud de onda, generando un espectro de reflactancia.

Figura 3-14 Espectrofotometro “SPEKOL 1500”

Para obtener una mayor precision de los resultados obtenidos en los ensayos, se han efectuado dos
rectas, una de ellas para concentraciones altas (Figura 3-15), y otra para concentraciones bajas (Figura
3-16). A continuacion, se representan tanto las graficas como las ecuaciones asociadas a las mismas:

1,4 -
1,2 -
1 .

Absorbancia (A)
S i
b s o

1 1 1 1

o
2

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracion glucosa (g/L)

Figura 3-15 Recta de calibrado DNS 0-2 (Tabla A1-4)

y = 0,605x — 0,053 R? = 0,992 Ecuacion 3-3
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0,3 1
0,25 -

=
[\S}

0,15

Absorbancia (A)
N

0,05 -

0 ‘ T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracion de glucosa (g/L)

Figura 3-16 Ajuste recta calibrado DNS 0-0,5 (Tabla A1-4)
y = 0,565x — 0,008 R? = 0,993 Ecuacion 3-4

Si se tiene en cuenta el calculo de la cantidad de celulosa de las muestras de residuo y alga
(Ecuacion 3-1), y se hace la suposicion de que la cantidad total de glucosa es equivalente a la masa de
celulosa calculada, se puede obtener el rendimiento de la hidrolisis a través de los azucares reducidos
de la siguiente manera:

CelulosaDisponible (9) = Glucosaesricamente obteniaa(9) Ecuacion 3-5

m ‘s
AzUcares reducidos (mg) = Concentracionpys (_g) X Volmengpsay, (Ml) Ecuacién 3-6

ml

Cantidad de azucares reducidos i6n 3-

Glucosateéricamente obtenida (g)

3.5 Fermentacion

Una vez caracterizado el licor madre, se procede a realizar la fermentacion. Este proceso radica en
la transformacién de los azlcares presentes en el licor madre en etanol. Para poder llevar a cabo este
proceso, se precisa de un medio indculo y un concentrado de nutrientes.

El inéculo es un conjunto de microorganismos o células que garantizan las condiciones idoneas
para la fermentacion, mientras que el concentrado de nutrientes es el alimento de los microorganismos
del inoculo durante la fermentacion. De este modo, es posible obtener etanol, agua y dioxido de
carbono al final del proceso.

Para la preparacion del indculo, se necesita una solucion de 3 g de glucosa, 2 g peptonay 1 g de
extracto de levadura, que se pesan en un vaso de precipitados con una balanza, y se disuelven con un
agitador magnético para luego esterilizar los durante 15 minutos a 121 °C. Una vez esterilizado, se deja
enfriar y se afiaden 0,5 g de levadura fresca Saccharomyces cerevisiae, por su capacidad de crecer
tanto en ambientes anaerobios como aerdbicos [86].

Para la preparacion del concentrado de nutrientes, se pesan 15 g peptona y 7,5 g de extracto de
levadura, se disuelven en 20 mL de agua y se enrasa hasta 50 mL Este matraz se esterilizal 5 minutos a
121 °C.
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Ambos se preparardn simultdneamente, para finalmente introducirlos en un incubador (Figura
3-17) con agitacion orbital durante 24 horas a 30 °C y 120 rpm, como se observa en la siguiente
imagen.

| £ =d

Figura 3-17 Incubador “OVAN?” con in6culo y concentrado de nutrientes en su interior

Tras la separacion del licor madre de cada ensayo de hidrélisis, se determina el volumen obtenido,
que indicara la cantidad de medio indculo y concentrado de nutrientes que se debe anadir para la
fermentacion segln las siguientes ecuaciones. Adicionalmente, se realizd un ensayo disminuyendo
estos volimenes a la décima parte para cuantificar la influencia de ambos en el rendimiento de la
fermentacion:

_ Vhiarotizado Ecuacion 3-8
Vinscuto = 10
v _ Vhidrolizado Ecuacion 3-9
Concentrado nutrientes — 15

Previo a este paso, es necesario ajustar el pH hasta que se alcancen un valor comprendido entre
4,5 y 5. Para ello, se utiliza una disolucién de hidroxido sédico (NaOH) 5M, con objeto de reducir la
acidez del licor madre resultante tras la hidrolisis hasta valores adecuados para la fermentacion.

Una vez preparada, se ajusta el pH del licor madre con la disolucion de hidroxido sédico en el
matraz. La lectura se hace utilizando un pHmetro (Figura 3-18), hasta que este alcance el valor
deseado.

Figura 3-18 Medidor “HANNA CHECKER DIGITAL PH METER”

Una vez ajustado el pH del licor madre resultante, se le afiade un 10% de volumen de medio
in6culo y un quinceavo de volumen del concentrado de nutrientes a la muestra respecto del volumen
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hidrolizado de cada ensayo, y se tapan los matraces con un airlock (Figura 3-19), que contiene agua en
su interior. La finalidad de este, no es otra que proteger los ensayos contra la oxidacion y la
contaminacion, ademas de expulsar el didxido de carbono (COz2) liberado durante la fermentacion del
etanol.

Ta

Figura 3-19 Airlock

Se introducen los matraces en el incubador (Figura 3-17), configurandolo 24 horas a 120 rpm con
una temperatura de 30 °C. Al finalizar la fermentacion, se puede pasar al Gltimo paso necesario para la
obtencion de bioetanol: La destilacion.

3.6 Destilacion

Finalmente, para separar el bioetanol producido se lleva a cabo una destilacion. Para ello, se utiliza
un equipo de destilacién simple como el que se puede ver en la Figura 3-20.

Termometro

Entrada/Salida
Agua

Licor Madre + Cuerpo
Indculo + Refrigerante
Concentrado

Destilacion

Manta

Calefactora Probeta

Destilado

Figura 3-20 Montaje de destilacion simple

El resultado de la fermentacion se vierte en su totalidad en un balon de 250 mL con perlas de
vidrio en su interior, para que las burbujas que se formen no asciendan con el vapor de destilado,
contaminando el producto de la destilacion. Este balon, se introduce en una manta calefactora
“NAHITA SERIE 655”, encargada de aportar calor a la muestra. La cabeza de destilacion contiene una
salida al tubo refrigerante, y también un termdémetro. Dicho termometro mide la temperatura del
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destilado, de manera que si esta llega alcanzar una temperatura muy préxima 100 °C, se descartaria
dicha destilacion, ya que en ese caso se estaria destilando mayoritariamente agua.

Por otro lado, el tubo refrigerante condensa los vapores liberados en el interior del balon, gracias a
una entrada y salida de agua a contracorriente. A la salida del tubo, un goteo constante cae en un
matraz Erlenmeyer.

La destilacién se mantuvo mientras la temperatura no alcanzaba los 95 °C, con el objetivo de evitar
llegar a obtener un producto destilado de mala calidad, con presencia de moléculas de H20.

3.7 Caracterizacion del bioetanol

Una vez finalizado el proceso, resulta necesario saber la cantidad de bioetanol obtenida en el
proceso. Para ello, se plantean tres métodos:

- Método de la densidad.
- Meétodo del indice de refraccion.
- Método del dicromato.

Estos tres métodos se usan indistintamente en la bibliografia [85], para la caracterizacion del
bioetanol. Ademas, esto permite poder efectuar una comparativa de los resultados obtenidos con cada
método, y por tanto, llegar a conclusiones més precisas y fehacientes.

3.7.1 Método de la densidad

El objeto de este método es determinar la concentracion de las muestras destiladas. Se basa en la
medida de la densidad por método del picnometro, un instrumento calibrado a 10 mL [87]:

Si se supone que la destilacion es ideal, la masa total seria equivalente al sumatorio de la masa del
agua y la masa del etanol, y por lo tanto, se puede despejar el volumen de bioetanol destilado a través
de la siguiente ecuacion:

me(g) — (10mL X pyzo (22)) Ecuacién 3-10
Vetanoi(mL) = p—y
Petanol (m)

Se plantea obtener una recta de calibrado con diferentes densidades obtenidas en las diferentes
concentraciones volumen/volumen de etanol y agua. En la siguiente Figura 3-21, se exponen los pasos
a seguir para la obtencion de la misma:

Se preparan disoluciones Se pesa el picndmetro vacio y con
de C2HeO a diferentes disolucion de cada muestra a mismo
concentraciones volumen
Caracterizacion de la Se calcula la densidad
recta y su ecuacion de cada muestra

Figura 3-21 Esquema pasos del método de la densidad

Para efectuar el control de masas, se utiliza una balanza configurada con una precision de +0,001.
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En la Figura 3-22, se muestra la recta obtenida tras la caracterizacion, junto con la ecuacion de la
misma:

0,98
0,975 l
0,97 -
= 0,965 -
§ 0,96 -
< 0,955 -
0,95 -
0,945 -
0,94 -
0,935 . : . . . .

0 1 2 3 4 5 6

% Concentracion (v/v)

/

Dens

Figura 3-22 Recta de calibrado de la densidad (Tabla A2-2)
y = —0,006x + 0,973 R? = 0,962 Ecuacion 3-11

En esta recta, se ha omitido la representacion del punto de concentraciéon 96% de etanol, para
facilitar su interpretacion. El valor de densidad del agua destilada difiere de 1 por el error que posee la
bascula en la que se peso el picndmetro.

3.7.2 Método del indice de refraccion
Este método es equivalente al que se hizo con la glucosa para su recta de calibrado en el apartado:

Tomando las mismas muestras preparadas para el método de la densidad, se mide el indice de
refraccion de cada una de ellas con un refractdmetro, tomando una gota de cada, y asi, obtener la recta
de calibrado; siendo la recta del método la que se representa en la Figura 3-23, y la ecuacion a
continuacion:

1,3345 ~
1,334
1,3335
1,333
1,3325
1,332
1,3315
1,331

1,3305 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentracion (%)

c/v)

indice de refracciéon (n

Figura 3-23 Recta de calibrado indice de refraccion del etanol (Tabla A2-3)

y = 0,0005x + 1,331 R?>=10,993 Ecuacion 3-12
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3.7.3 Método del dicromato

El método del dicromato de potasio [88], es una técnica colorimétrica basada en una reaccion de
oxido-reduccion, que se indica a continuacion, que reconoce la cantidad de etanol de una muestra
gracias a la oxidacion del mismo, como consecuencia de la reduccion del dicromato al aplicar calor:

K2Cr207+ 4H2S04 + 3CH3CHO = Cr2(S04)3 + K2SO4 + 3CH3COOH + 4H20

En la Figura 3-24 se exponen los pasos a seguir para la obtencion de la misma:

Se disuelven 4,165 g

de K2Cr207 en 250 mL Se enrasa la disolucion a 1L
de H2SO4al 96%

Se disuelve 1 mL de cada Se preparan 15 disoluciones
muestra con 5 mL de H20 de (CHsO a diferentes

y 5 mL de solucién &cida

concentraciones
Se incuban en un bafio de agua Se caracterizala absorbancia
durante 20 minutos a 60 °C de las muestras a 584 nm

Figura 3-24 Esquema pasos del método del dicromato

Respecto a los resultados obtenidos, hay que destacar que el aumento cuantitativo se produce en el
punto de concentracion 1% en volumen, algo que coincide con el cambio de colores de las muestras,
como se ve en la Figura 3-25, donde el amarillo es la muestra utilizada como blanco, el verde es el
punto de concentracion 0,5%, y el azul el de concentracion 1%.

W
)

o

Figura 3-25 Muestras método del dicromato

Para una mayor precision de los resultados a obtener por este método, se plantean dos rectas, con
sus dos ecuaciones correspondientes: Una primera de 0-1% (Figura 3-26) y la otra de 0-11% (Figura
3-27).
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El motivo por el que ambas graficas no poseen el punto 0, es por culpa del gran cambio de
coloracion es casi inapreciable con una infima cantidad de etanol (Figura 3-25), evitando provocar
errores en el apartado de resultados:

0,18 -

0,16 -
20,14 - o
50,12 -

0,1 -
< 0,08 -
Z 0,06 -
< 0,04 -
0,02 -
0 . . . .

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracion (%)

anc

or

Figura 3-26 Recta de calibrado del dicromato 0-1 (Tabla A2-5)

y = 0,052x + 0,99 R? = 0,998 Ecuacion 3-13
03 -
025 -
<
= 02 -
5
50,15 -
=
1 S
2 0,1 -
=
0,05 -
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (%)

Figura 3-27 Recta de calibrado del dicromato 0-11 (Tabla A2-5)

y = 0,009x + 0,150 R? = 0,995 Ecuacion 3-14

3.7.4 Rendimiento del bioetanol y la fermentacion

Una vez hallada la masa y el volumen de bioetanol que se ha destilado de cada ensayo, por medio
de los métodos descritos en los apartados anteriores; se puede calcular el rendimiento del bioetanol,
definiendo este como la cantidad de etanol producida a partir del recurso utilizado:

Volumenpigrolizado (L) X Concentracionyoetanot (9/L) Ecuacion 3-15
10 g de materia prima

Rendimiento (g/g) =

Junto con este rendimiento, también se puede parametrizar el rendimiento que ha tenido la
fermentacion, efectuando un cociente de la biomasa generada a partir de la cantidad de sustrato
utilizado, donde el producto de etanol es el peso del volumen destilado de bioetanol, y el sustrato no es
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mas que la cantidad de azucares consumidos, coinciden con los reducidos que se calcularon por medio
del DNS, que se recogen en el apartado de resultados:

_ Producto de etanol(g/g) Ecuacion 3-16
P/s ™ Consumo de sustrato (9)

La temperatura, pH, concentraciéon de oxigeno y las fuentes de carbono y nitrogeno afectaran
notablemente al resultado, pudiendo comparar, en este trabajo, si la cantidad de sustrato afecta o no al
rendimiento.

3.7.5 Turbidez y coloracion

Para el calculo de la nitidez se ha empleado la norma UNE-EN 15769 [89], se determina la nitidez
del bioetanol midiendo la turbidez o grado de opacidad, comparando las muestras con agua destilada y
etanol al 96% de pureza. Se utiliza un turbidimetro (Figura 3-28) previamente calibrado con la
disolucion que viene con el equipo.

Figura 3-28 Turbidimetro marca “Butech” modelo “LW-TN3024 X5”

Para obtener un resultado en NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez), el equipo mide las
particulas que se encuentran en suspension en una muestra de 10 mL previamente introducida en el
mismo. Esta medicion la efectua con un haz de luz y un detector a 90° del haz, de manera que a mayor
densidad de particulas, menor serd la luz reflejada, y por tanto mas elevado el valor en NTU de la
muestra.

En cuanto a la coloracion, la norma UNE-EN 15769 [89], establece que se comparen visualmente
muestras de agua destilada con las de bioetanol, utilizando fondo blanco y negro para la inspeccion y
posterior interpretacion de resultados.

3.8 Caracterizacion del residuo

El residuo generado tras la separacion del licor madre después de la hidrdlisis acida, ha sido
caracterizado por el laboratorio de caracterizacion de residuos biomasicos de la Universidad de
Badajoz, a través de la metodologia descrita a continuacion.

3.8.1 Preparacion de las muestras

En primer lugar, se seleccionaron de forma aleatoria muestras del residuo para su secado,
estableciendo previamente el contenido de humedad. Debido al tamano del residuo, no fue necesario
su triturado, siendo idoneo para su manipulacién y homogenizacion.

Luego, se distribuy6 la muestra formando una hilera de la misma que tendria una dimension de 1
m de largo por 0,15 m de ancho, de dicha hilera se extrajeron fracciones de 0,15 m alternas y se
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procedié a su mezcla, obteniendo de dicha mezcla la cantidad necesaria para la realizacion de los
analisis solicitados.

3.8.2 Caracterizacion de la humedad

Se secaron las muestras en una estufa a 105 °C hasta pesada constante. La pérdida de masa de
expresada en % es el contenido de humedad. El procedimiento se ejecutd conforme a la norma UNE-
EN 14774- 2 [90].

3.8.3 Analisis elemental

Se determind el contenido en porcentaje en peso de carbono, hidrogeno, nitrogeno y azufre
mediante un equipo “TRUE SPEC LECO CHNS MOD 4084”, analizando los gases de combustion por
rayos infrarrojos, de acurdo a la norma UNE-EN 15104 [91].

3.8.4 Analisis inmediato

Expresado también en porcentaje en peso, se estiman los siguientes valores:

Las cenizas contenidas tras calcinacion de las muestras a 815 °C, basando el procedimiento en la
combustion de la biomasa de acuerdo a la norma UNE-EN 15403 [92].

El contenido en volatiles a 900 °C en una atmdsfera pobre en oxigeno gracias a crisoles con
tapaderas, ejecutando el procedimiento de acuerdo a la norma UNE-EN 15148 [93].

Por ultimo, el carbono fijo se calcula por diferencia de los contenidos de cenizas, humedad y
volatiles respecto del peso original de la muestra.

3.8.5 Poder calorifico en base seca

El limite superior (PSC) se determina por medio de una bomba calorimétrica “PARR 1351, en la
que una combustion de la biomasa se ejecuta a presion de oxigeno de 30 bar, midiendo la temperatura
del agua en el equipo antes y después de la combustion, segun la norma UNE-EN 14918 [94].

El limite inferior se obtiene restando el PSC al calor de vaporizacion del agua a partir del
hidrégeno elemental:

PCI; = PCSs — 5400H Ecuacién 3-17

3.8.6 Poder calorifico en base hiumeda

El limite superior (PSC) se calcula con el mismo procedimiento que en el apartado anterior, pero
sin secar previamente la muestra.

El limite inferior se obtiene restando el PSC al calor de vaporizacion del agua a partir del
hidrégeno elemental y del agua que acompaiia:

PCIy; = PCSy — 5400H — 600X Ecuacién 3-18
3.8.7 Andlisis de elementos inorganicos

A partir de la calcinacion a 815 °C, se utiliza la técnica de Fluorescencia de rayos X por dispersion
de longitud de onda WDXREF, gracias al equipo “BRUKER MODELO S8 TIGER”.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacion del alga

Segtin lo descrito en apartados anteriores, se caracteriza tanto el alga Eucheuma Denticulatum
Spinosum como su residuo a través de la determinacion de la humedad y el calculo de la celulosa
contenida en ambos.

4.1.1 Caracterizacion de la humedad

La humedad de las muestras tanto del alga como del residuo algal fueron caracterizadas para cada
ensayo previamente a la hidrdlisis de los mismos. En la Tabla 4-1 se recogen los valores obtenidos
para cada uno (Tabla 3-1), donde se puede observar que los valores varian entre 2,8 y 6,9% para el
residuo algal. El valor para el alga es mucho mayor, en torno a un 17%.

Ensayo | Humedad (%) | Ensayo | Humedad (%) | Ensayo | Humedad (%)
Ratio 5 2,832 7 4,286 15 4,717
Ratio 10 2,832 8 6,957 2 (ID 3,334
Ratio 15 2,832 9 5,612 4 (II) 3,334

1 4,717 10 4,054 5 (1) 3,334

) 5,612 11 5,612 16 3,334

3 6,957 12 4,054 2 (I10) 16,837

4 4,054 13 4,054 5 (I1D) 4,521

5 4,717 14 4,717 16 (ID) 16,837

6 4,286

Tabla 4-1 Valores de humedad

Una vez se analizan los porcentajes de humedad, se extrapola como conclusion que el
pretratamiento de secado que se efectu6 al residuo algal ha sido efectivo, ademas de que su almacenaje
en un envase herméticamente cerrado ha favorecido a no alterar en gran medida la cantidad de vapor
de agua presente en ¢l. Junto con ello, se puede afirmar que la humedad en el residuo algal no serd un
factor que vaya a alterar en gran medida los resultados tras hidrolizar cada ensayo.

Por otro lado, se aprecia por los valores del alga que la cantidad de vapor de agua contenido en ella
si que es significativa con respecto al residuo, pues el secado del residuo es mas sencillo debido al
menor tamafio de particula.
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4.1.2 Caracterizacion de la celulosa

Una vez calculada la humedad, se pasa a caracterizar la cantidad de celulosa contenida en el alga
Eucheuma Denticulatum Spinosum y su residuo, haciendo el control de pesos pertinente y aplicando la
Ecuacion 3-1, obteniendo los resultados planteados en la Tabla 4-2:

Muestra | Masa (g) | 1°secado (g) | Reflujoy secado (g) | Incinerado (g) | Celulosa (%)
Residuo 1 0,985 0,805 0,615 37
Alga 1 0,825 0,17 0,055 77

Tabla 4-2 Resultados calculo de celulosa

Como conclusion al resultado obtenido, se aprecia que si existe una gran diferencia entre ambos a
la vista de la Figura 4-1, pero también se da el caso en términos de resultados obtenidos tras el célculo,
pues el proceso industrial al que se somete al alga en la empresa CEAMSA ha provocado la pérdida
del doble de celulosa, y por tanto de glucosa, que puede llegar a repercutir en el resultado del proceso
de obtencion de bioetanol.

Figura 4-1 Alga y residuo antes y después del proceso

Si se compara el porcentaje de celulosa del alga roja Eucheuma Denticulatum Spinosum, con el de
investigaciones anteriores, en donde los valores registrados son del 70% de contenido de celulosa [95],
se puede verificar que los resultados obtenidos en este trabajo estan dentro del orden de magnitud de
los de otros estudios.

De hacer la comparativa con otras especies, su contenido sigue siendo superior: El alga verde Ulva
lactuca posee solo un 9% de celulosa [96], y el alga parda Sargassum, posee un 41,61% [97].

Por ello, se demuestra que las algas rojas son mas idoneas que otras macroalgas para la obtencion
de bioetanol, corroborando los estudios previos otros autores [40].

4.2 Establecimiento de las condiciones iniciales

Una vez decididos los parametros a optimizar (concentracion, tiempo y ratio), se plantea la
siguiente premisa: Se conoce que el rango la concentracion adecuado para el proceso, segin
investigaciones anteriores, se encuentra entre el 3%-20%, y el tiempo varia desde 20 minutos hasta las
2 horas (Tabla 2-2), pero el ratio (volumen de 4cido/masa de materia prima) es desconocido.

Conociendo, pues, los rangos de la concentracion a utilizar, tomando 3 valores equidistantes: 3%,
5% y 7%; y el tiempo, donde se vuelven a tomar 3 valores equidistantes (35min, 70min y 105min),
solo falta por calcular cuales seran los ratios a preparar.
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Por ello, se decide proceder, en primer lugar, a tres experiencias, con ratios 5, 10 y 15. De este
modo es posible estimar el rango de valores entre los que se encontrara el ratio 6ptimo.

En la siguiente tabla, se muestran los resultados de las concentraciones de glucosa y azlcares
reducidos de los ensayos de la caracterizacion del licor madre, obtenidos con las rectas de calibrado
correspondientes (Ecuacion 3-2, Ecuacion 3-4):

Experiencia | Indice de Concentracion Absorbancia | DNS(g/L)
refraccion | g/L (glucosa/agua) (A)
(n=c/v)
Ratio 5 1,338 46,784 0,048 0,167
Ratio 10 1,339 52,631 0,084 0,226
Ratio 15 1,34 58,480 0,067 0,200

Tabla 4-3 Desglose de datos para optimizar ratio

Se llega a la conclusion de que el indice de refraccion no es significativo para determinar si el
rango de ratios es Optimo o no, pues son valores crecientes en todo momento, directamente
proporcional al aumento del ratio. Junto con esta premisa, el indice de refraccion presenta una mayor
imprecision por la infima diferencia de una concentracion a otra.

Sin embargo, el método del DNS, se muestra mas cuantitativo y preciso, variando en mayor
medida de una concentracion a otra, a pesar del bajo valor de la absorbancia (A). Por ello, se
representan los valores de la cantidad de azucares reducidos (DNS) de las muestra, lo que otorga un
resultado similar a una pardbola invertida donde el maximo se encuentra en torno a 10:

0,25

0,2

u:
—
(9]

DNS (g/L)
VO

0,05

0 5 10 15 20
Ratio (V/P)

Figura 4-2 Grifica Ratio frente a DNS (Ecuacion 3-4)

En base a esto, se modifican los valores de la relacion entre el volumen de disolucién 4cida y la
cantidad de residuo algal a introducir en los parametros a optimizar. De este modo, como resultado
final, las combinaciones de variables serian los siguientes (Tabla 4-4):

Equivalencia | Tiempo (min) Ratio(V/P) Concentracion H2SO4 (%)
-1 35 7 3
0 70 10 5
1 105 13 7

Tabla 4-4 Parametros con los que optimizar
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4.3 Resultado y analisis de los ensayos de hidrolisis acida

La metodologia del disefio de superficie de respuesta utiliza técnicas de disefio de experimentos
(DOE) para obtener curvaturas que permitan parametrizar la mayor o menor influencia de una serie de
variables en una experiencia dada. Esta, difiere del disefio factorial por el empleo de valores
cuadraticos, lo que da lugar a la curvatura de las superficies, buscando la optimizacion de los valores
establecidos. Existen dos disefos de respuesta: Los centrales compuestos, y los de Box-Behnken. Este
ultimo serd el utilizado en este trabajo para el modelado usando el software Statistica. Gracias al
software Statistica, se obtiene una matriz de ensayos a realizar para la optimizacion de la hidrolisis,
que ofrece el siguiente codigo de combinaciones con la equivalencia indicada en la tabla anterior:

Ensayo Tiempo (min) | Ratio (V/P) Concentracion (%)
1 -1 -1 0
2 0 1 0
3 -1 0 1
4 0 -1 1
5 1 0 1
6 0 -1 -1
7 0 1 -1
8 1 0 -1
9 -1 0 -1
10 -1 1 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 0 0 0
14 1 1 0
15 1 -1 0

Tabla 4-5 Matriz de ensayos

Con el objetivo de establecer las condiciones més adecuadas para el proceso de hidrdlisis acida se
realizaron una totalidad de 15 ensayos variando las condiciones de operacion en funcion de los valores
establecidos por Statistica (Tabla 4-6):

Ensayo | Tiempo | Ratio | Concentracién | Indice refraccion | Absorbancia
(min) V/P) (%) (n=c/v) (A)
1 35 7 5 1,3405 0,1030
2 70 13 5 1,3390 0,1100
3 35 10 7 1,3415 0,0860
4 70 7 7 1,3420 0,1280
5 105 10 7 1,3410 0,1210
6 70 7 3 1,3370 0,0560
7 70 13 3 1,3360 0,0360
8 105 10 3 1,3360 0,0520
9 35 10 3 1,3360 0,0360
10 35 13 5 1,3400 0,0550
11 70 10 5 1,3405 0,1010
12 70 10 5 1,3405 0,0800
13 70 10 5 1,3405 0,0820
14 105 13 5 1,3400 0,0800
15 105 7 5 1,3410 0,0860

Tabla 4-6 Resultados matriz de ensayos
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Ademas, en la Tabla 4-6 se recogen los resultados de indice de refraccion y absorbancia, asi como
las condiciones de operacion, de cada uno de los ensayos:

Teniendo en cuenta las rectas de calibrado de indice de refraccion y DNS (Ecuacion 3-2, Ecuacion
3-4), se calcula la concentracion de glucosa y azicares reducidos en cada ensayo, siendo los resultados
obtenidos los planteados en la siguiente tabla:

Ensayo Glucosa (g/LL) | DNS(g/L) | Ensayo | Glucosa (g/L) | DNS (g/L)

1 61,404 0,257 9 35,088 0,147
2 52,632 0,269 10 58,480 0,178
3 67,252 0,229 11 61,404 0,255
4 70,175 0,299 12 61,404 0,219
5 64,328 0,287 13 61,404 0,223
6 40,936 0,180 14 58,480 0,219
7 35,088 0,147 15 64,328 0,229
8 35,088 0,173

Tabla 4-7 Resultados de glucosa y DNS con rectas de calibrado

Una vez realizados los ensayos se analizo la influencia de cada una de las variables del proceso, y
utilizando los resultados de la cantidad de azucares reducidos en cada ensayo, por la precision de los
mismos (4.2), para observar como afecta cada parametro analizado sobre el DNS.

4.3.1 Influencia de la concentracion

A fin de determinar la influencia de la concentracion en la cantidad de aztcares reducidos, si se
comparan los ensayos 5 (7% de concentracion), 8 (3% de concentracion) y 12 (5% de concentracion)
(Figura 4-3); se observa que manteniendo el mismo ratio, una pendiente positiva caracteriza que el
aumento de la concentracion es directamente proporcional a la cantidad de azucares reducidos.
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Figura 4-3 Comparativa DNS con concentracion

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otras especies, como es el alga parda Sargassum
[97], donde a mayor acidez del ensayo hidrolizado, mayor era la cantidad de azlcares reducidos, y lo
mismo ocurre con especies rojas como la Kappaphycus alvarezii, o la Gracilaria verrucosa, las cuales,
a partir de concentraciones superiores al 8%, disminuyen la cantidad de aztcares reducidos [98].
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La pendiente positiva es debida a que a mayor cantidad de acido, mayor celulosa reaccionara con
el mismo, siendo el maximo de los estudios anteriores el punto de saturacion, donde hay mas acido que
celulosa con la que pueda llegar a reaccionar.

4.3.2 Influencia del tiempo

Por otro lado, con objeto de caracterizar la influencia del tiempo en la hidrolisis, se representaron
los valores de los ensayos 2 (70 minutos), 10 (35 minutos) y 14 (105 minutos) (Figura 4-4); que fueron
realizados para los mismos valores de concentracion y ratio. Como se puede observar en la grafica se
genera una parabola invertida con maximo centrado en 70 minutos, de manera que se establece un
maximo en 70 minutos, momento a partir del cual la cantidad de aztcares invertidos disminuye.
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Figura 4-4 Comparativa DNS con tiempo

Respecto a otras especies de alga roja, como la Kappaphycus alvarezii, o la Gracilaria verrucosa,
tienen la misma tendencia, pero con el maximo de la parabola en 90 minutos [98], concordando por
tanto con este resultado. Esta tendencia es debida a que, una vez se haya hidrolizado toda la celulosa
contenida en la muestra, el 4cido continua reaccionando mientras no disminuye la temperatura,
provocando la degradacién de la glucosa extraida.

4.3.3 Influencia del ratio

Por ultimo, a fin de determinar la afectacion del ratio en los resultados obtenidos, los ensayos 1 (7
V/P), 3 (10 V/P) y 10 (13 V/P) (Figura 4-5), a igual tiempo, demuestran que el DNS es inversamente
proporcional al aumento del ratio, pudiendo afirmar que el ratio 6ptimo es el minimo los
parametrizados.
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Figura 4-5 Comparativa DNS con ratio
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Esta tendencia negativa también se ha observado en el alga parda Sargassum [97].

El motivo de que esto se produzca, no es otro que la relacion entre la celulosa contenida en la
muestra y el volumen de disolucion 4cida afiadido, pues de haber una mayor cantidad de acido, se
degradara la cantidad de azticares reducidos.

4.3.4 Disefio de experimentos

Los disenios Box-Behnken [99], son menos costosos que los centrados por usar un menor nimero
de datos, y lo cual permite estimar los coeficientes de primer y segundo orden, sin usar disefo
factorial.

Para este trabajo, las tres variables tomadas para optimizar afectan en gran medida a la cantidad de
glucosa extraida tras la hidrélisis. Por ello, en base a los datos obtenidos, y utilizando de nuevo el
software Statistica, se representan en numerosas graficas los resultados con objeto de facilitar su
interpretacion y extraccion de conclusiones. Todos ellos, se basaran en el valor de DNS obtenido,
tratando de maximizar su valor. Ademas, si se denominan X, y, z a tiempo, ratio y concentracion
respectivamente, en funcion de los coeficientes de regresion de las variables nombradas, se obtiene la
siguiente ecuacion para obtener la cantidad de azicares reducidos (DNS) en funcion de ellas (Tabla
A3-2):

DNS = 0,11859x — 0,0009x2 + 0,72345y — 0,03745y? + 0,16256z Ecuacion 4-1
—0,01613z2 — 0,02565xy + 0,0013xy? + 0,00019x%y
—0,00001x%y? 4+ 0,00072xz

Se representa a continuacion el diagrama de Pareto (Figura 4-6) con los factores de la Tabla 4-5:

Tiempo*Ratio 0,3486948 P=0,05
(Tiempo)*2*Concentracion 0,6226694
Tiempo*Concentracion 0,8196562
(Ratio)*2 0,9626726
Tiempo 1,292611
Tiempo*(Ratio)"2 1,311691
Tiempo*Ratio 1,811872
(Tiempo)*2*(Ratio)"2 -1,88544
(Concentracion)”"2 2,073584
Ratio -2,60654
(Tiempo)"2 _ 2,649238

Concentracion | 6,727688

Figura 4-6 Diagrama de Pareto del efecto estimado de variables en valor absoluto

El diagrama de Pareto es una grafica que permite clasificar los datos en funcion de lo triviales o
vitales que sean para el problema o funcion que se plantee.

A la vista de los valores obtenidos, se ve que la concentracion de acido es el factor que mas afecta
a la optimizacion de la cantidad de azucares reducidos con una significancia mayor de 0,05, algo que
concuerda con los valores obtenidos para los distintos ensayos, donde las concentraciones del 5y 7%
daban resultados mas elevados que en el 3%. Esto indica que una mayor cantidad de 4cido extrae una
mayor cantidad de glucosa de las paredes de celulosa, debiendo existir un valor limite para ello, algo
que concuerda con una de las conclusiones extraidas tras comparar los resultados de este trabajo con
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otros estudios (4.3.1). Respecto al cuadrado del tiempo, es el segundo factor mas determinante,
seguido del ratio, que afecta negativamente, implicando ello que un mayor ratio no va a aumentar la
cantidad de glucosa, pues no reaccionari la totalidad del acido con el alga.

A continuacion, se utiliza la Ecuacion 4-1, se obtiene la cantidad de aztcares reducidos de cada
ensayo supuesta para cada ensayo. Si se comparan dichos resultados con los obtenidos
realmente en cada ensayo, se puede representan la comparativa entre los valores observados y
predichos, obteniendo la siguiente recta de la Figura 4-7 y ecuacion asociada a la misma:

y =0,977x + 0,003 R? =0,977 Ecuacion 4-2

0,3 -
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=
[\

=
—
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=]
\:_.
()]

0,05

1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Valores observados

Figura 4-7 Valores observados vs valores predichos (Tabla A3-1)

Como se puede observar en la Figura 4-7, el modelo predice bastante bien los valores
experimentales.

Las superficies de respuesta con diseio Box-Behnken buscan demostrar lo mismo que las
conclusiones extraidas con las graficas de los apartados anteriores, ademds de determinar en especial si
la concentracion posee un punto maximo o si la pendiente continia creciendo con caracter
exponencial:

=025
B <021
C1<016
B < 0,11
B < 0,06
<001

Figura 4-8 Valores ratio (V/P) vs tiempo (min) a concentracion 7%
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En lo que respecta a los resultados, la superficie respuesta de la Figura 4-8, se ha obtenido
mantenido la concentracion constante a 7%. En ella se puede apreciar que el maximo se produce
cuando el tiempo es de 70 minutos y el ratio cercano a 10.

Estos puntos, coinciden con las conclusiones extraidas de estudios anteriores de algas rojas [98]
respecto a la concentracion, y la misma tendencia que el alga parda Sargassum [97] en lo que respecta
al tiempo.

Por ello, se hace una segunda superficie de respuesta (Figura 4-9) donde se fija el tiempo a 70
minutos frente a la variacion del ratio y la concentracion, dando lugar a dos maximos, ambos con una
concentracion proxima a 7%, pero con un ratio maximo y minimo.

=031
=03
<025
B <02
[J<0,15
<01
B < 0.05
-0

Figura 4-9 Valores ratio (V/P) vs concentracion (%) a tiempo 70 min

Gracias a las conclusiones extraidas del diagrama de Pareto y la influencia negativa del ratio
(4.3.3), se descarta el maximo ratio, y se efectlia una tercera grafica a minimo ratio 7. Al igual que
antes, existe concordancia con investigaciones previas de algas rojas [98], como la Kappaphycus
alvarezii, en lo que respecta al tiempo, y la misma tendencia negativa en el ratio del alga parda
Sargassum [97].

Por este motivo, se efectiia una ultima superficie de respuesta para predecir el punto 6ptimo a
minimo ratio, como se aprecia en la Figura 4-10. En ella, se observa que se sigue cumpliendo que el
maximo se produce con una concentracion elevada, pero la pendiente creciente no llega a determinar el
valor maximo de concentracion, mientras que el tiempo, con 70 minutos, si es 6ptimo. De nuevo, al
igual que en las anteriores superficies de respuesta, se cumplen los resultados de estudios anteriores
con algas rojas como la Kappaphycus alvarezii, o la Gracilaria verrucosas [98], tanto para la
concentracion, como para el tiempo.
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Figura 4-10 Valores tiempo (min) vs concentracion (%) a ratio 7

A raiz de las conclusiones extraidas tras este analisis, se decide hacer un ensayo a mayores, en el
que se preparara una concentracion de H2SOa4 al 9%, con un ratio de 7 (70 mL/10 g), y un tiempo de 70
minutos, que se denomina ensayo 16 en el trabajo, con objeto de demostrar si el punto predicho como
optimo por Statistica se cumple de manera experimental.

Decir ademas que esta optimizacion solo ha buscado la mejor forma de maximizar los azlcares
reducidos calculados por el método del DNS, pero no se ha tenido en cuenta la cantidad de volumen
extraido.

La cuantificacion del volumen de licor madre hidrolizado se efectuard para los ensayos que se
vayan a fermentar y destilar, con objeto de determinar si el punto valor de ratio mas elevado de la
Figura 4-9 es veraz, debido a que estudios anteriores en especies de alga parda como la Sargassum
[97] no se cumple esa prediccion.

4.4 Resultado y analisis de los ensayos optimos

Un objetivo de este trabajo es obtener la mayor cantidad de etanol posible y de gran pureza. Con
esta premisa, se repiten los ensayos 2, y 4, llamados ahora ensayos 2 (II), y 4 (II); pues son los que
poseen las mayores cantidades de azucares reducidos, respecto del resto de ensayos (Tabla 4-7).

Ademas, se realiza a mayores el ensayo 16, con las condiciones establecidas como dptimas en la
hidrdlisis: Concentracion de H2SO4 al 9%, con un ratio de 7 V/P (70 mL/10 g), y un tiempo de 70
minutos. Una vez realizada la hidrélisis acida de los nuevos ensayos, el licor madre fue separado del
residuo por centrifugacion, extrayendo mas volumen de licor madre que el obtenido en la filtracion a
vacio.

La caracterizacion del licor madre de cada ensayo, queda reflejada en la Tabla 4-8, que muestra la
cantidad de glucosa y de azticares reducidos en cada uno:

N° T Ratio | H2SOq4 Vol (n=c/v) Abs.(A) | Glucosa | DNS
(min) | (V/P) | (%) (mL) (gL) | (g/L)

2 (IT) 70 130 5 93,700 1,339 0,105 52,632 | 0,205
4 (IT) 70 70 7 28 1,342 0,128 70,175 | 0,244
16 70 70 9 29,500 1,346 0,159 93,567 | 0,297

Tabla 4-8 Valores de glucosa y DNS previos a fermentacion
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Teniendo en cuenta estos valores, se puede calcular rendimiento de la hidrdlisis, utilizando la
Ecuacion 3-7:

El porcentaje de celulosa del residuo algal es 37%, de manera que en 10 gramos de residuo, hay
3,7 gramos de celulosa (Ecuacion 3-5).

Los resultados obtenidos de rendimiento de la hidrolisis son los de la Tabla 4-9:

N° Volumen DNS Glucosa | Azucares reducidos | Rendimiento
(mL) (g/L) tedrica (mg) (%)
(€9)
2 (ID) 93,700 0,205 3,700 19,250 0,520
4 (1IN 28 0,244 3,700 6,845 0,185
16 29,500 0,297 3,700 8,765 0,237

Tabla 4-9 Rendimiento de los ensayos

Esto indica que con un mayor ratio, si se consigue un mayor rendimiento respecto de la glucosa
obtenida, pues la experiencia 2 (II) posee mayor ratio (13 mL de disoluciéon por cada gramo de
residuo) que los ensayos 4 (II) y 16 (7 mL de disoluciéon por cada gramo de residuo).

No existen registros de rendimientos de residuo algal, por lo que no se puede hacer valoracion
alguna respecto a investigaciones predecesoras a este trabajo.

Con los valores de volimenes obtenidos, se anade el medio indculo y el concentrado de nutrientes
a cada ensayo (Ecuacion 3-8, Ecuacion 3-9) preparado 24 horas antes de la hidrdlisis, ademas de
ajustar el pH de cada uno.

En la Tabla 4-10, se muestran los volumenes anadidos a cada ensayo, junto con el pH de los
mismos:

N° pH Inéculo (mL) Concentrado (mL)
21D | 4,60 8,95 5,97
4 (D) | 4,68 2,65 1,77

16 4,51 2,80 1,87

Tabla 4-10 Parametros para la fermentacion

Tras la fermentacion y destilacion de los ensayos, en la Tabla 4-11 se resefian los resultados de
concentracion de bioetanol, conseguidos por medio de los métodos de la densidad, y del indice de
refraccion (Figura 3-22, Figura 3-23):

N° Volgest | n=c/v Po(g) P: (g) P+Py | p(g/mL) | mtd n=c/v | mtd p
(mL) (2) (v/v) (v/v)

2 (ID) 88 1,3320 | 9,8040 | 13,6500 | 3,8460 | 0,9615 1,5000 1,3000

4 (IT) | 29,9500 | 1,3320 | 9,5050 | 13,3500 | 3,8450 | 0,9612 1,5000 1,3500

16 | 34,8000 | 1,3330 | 9,6700 | 13,4500 | 3,7800 | 0,9450 3,5000 4,6000

Tabla 4-11 Valores de etanol obtenidos

La concentracion de bioetanol obtenida por el método de la densidad (mtd p (v/v)) ofrece una
mayor precision que la del indice de refraccion (mtd n=c/v (v/v)), ya que existe una diferencia mas
cuantitativa de un valor a otro de la recta.

Por tanto, con la concentracion del método de la densidad, se calcula el volumen obtenido de
etanol (Volet) (Ecuacion 3-10), y su rendimiento (Rend. (g/g)) (Ecuacién 3-15).

Se calcula también el rendimiento de la fermentacion (Ys)) (Ecuacion 3-16), siendo los
resultados obtenidos los de la Tabla 4-12:
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N° mtd p(v/v) Volgest (mL) Voleic(mL) | Conc.(g/L) | Rend. (g/g) | Yes)
2 (ID) 1,300 88,000 1,144 10,335 0,092 4,805
4 (ID) 1,350 29,950 0,400 10,733 0,028 4,154

16 4,600 34,800 1,600 36,570 0,102 11,682

Tabla 4-12 Rendimiento bioetanol, fermentacién y volumen obtenido

En base a los resultados obtenidos, se extrapola que ratio (V/P) no influye ni en el rendimiento del
bioetanol, ni en el rendimiento de la fermentacion. El motivo por el cual no es beneficioso, es debido a
que no hay una gran concentracion de celulosa en el residuo algal.

Otra conclusion es que el ensayo 16 (concentracion 9%, ratio 7 mL/g y tiempo 70 min) se ha
producido una mayor cantidad de bioetanol, y mejores rendimientos.

Debido a la inexistencia de lineas de investigacion en el campo de la obtencion de bioetanol con
residuo algal, no existe ninguna posible comparativa con estudios relacionados con el presente trabajo
en lo referido a la cantidad de bioetanol destilada, asi como de los rendimientos obtenidos.

4.5 Comparativa de la eficiencia del rendimiento de fermentacion

Con objeto de comparar la diferencia de rendimientos de la fermentacion, y saber si el utilizar
diferentes volimenes de medio indculo y concentrado de nutrientes afecta a la destilacion; se plantean
a continuacion los ensayos 5 (II) y 5 (III), los cuales poseen las mismas variables que el ensayo 5, pero
se diferenciaran en el volumen de indculo y concentrado de nutrientes que se les afiadira previamente a
la fermentacion.

En la Tabla 4-13 se caracteriza el licor madre de cada ensayo:

N° T Ratio | H2SOq4 Vol (n=c/v) Abs.(A) | Glucosa | DNS
(min) | (V/P) | (%) (mL) (g/L) | (g/L)

5 (1) 105 100 7 63,500 1,342 0,117 70,175 | 0,225
5Ir | 105 100 7 68 1,342 0,115 70,175 | 0,222

Tabla 4-13 Valores de glucosa y DNS previos a fermentacion

Teniendo en cuenta estos valores, se puede calcular rendimiento de la hidrdlisis, utilizando la
Ecuacion 3-7. Los resultados obtenidos de rendimiento de la hidrélisis son los de la Tabla 4-14:

N° Volumen DNS Glucosa | Azucares reducidos | Rendimiento
(mL) (g/L) | tedrica (mg) (%)
(2
5D 63,500 0,225 3,700 14,338 0,387
5 (IID) 68 0,225 3,700 15,124 0,408

Tabla 4-14 Rendimiento de los ensayos

Con los valores de volimenes obtenidos, se anade el medio indculo y el concentrado de nutrientes
a cada ensayo (Ecuacion 3-8, Ecuacion 3-9) preparado 24 horas antes de la hidrdlisis, ademas de
ajustar el pH de cada uno.

En el ensayo 5 (III), se utilizara el volumen total de in6culo y concentrado de nutrientes, pero en el
ensayo 5 (II), se utilizard la décima parte del total, para comprobar como afecta al potencial del
proceso.

En la Tabla 4-15, se muestran los volumenes afiadidos a cada ensayo, junto con el pH de los
mismos:
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N° pH Inéculo (mL) Concentrado (mL)
5D 4,50 0,620 0,410
5 (I10) 4,63 6,500 4,330

Tabla 4-15 Parametros para la fermentacion

Tras la fermentacion y destilacion de los ensayos, en la Tabla 4-16 se resefian los resultados de
concentracion de bioetanol, conseguidos por medio de los métodos de la densidad, y del indice de
refraccion (Figura 3-22, Figura 3-23):

N° Volgest | n=c/v Po(g) Ps (g) P+-Py | p(g/mL) | mtd n=c/v | mtd p
(mL) (2 (v/v) (v/v)

5 D) 42 1,3315 | 9,6900 | 13,5500 | 3,8600 | 0,9650 0,7500 0,6000

5y | 31,3000 | 1,3320 | 9,5150 | 13,3500 | 3,8350 | 0,9587 1,5000 1,8500

Tabla 4-16 Valores de etanol obtenidos

Con las mismas premisas que el apartado anterior, con la concentracion del método de la densidad,
se calcula el volumen obtenido de etanol (Volet) (Ecuacion 3-10), y su rendimiento (Rend. (g/g))
(Ecuacion 3-15).

Se calcula también el rendimiento de la fermentacion (Y®s)) (Ecuacion 3-16), siendo los
resultados obtenidos los de la Tabla 4-17:

N° mtd p(v/v) Volgest (mL) Vol (mL) | Conc.(g/L) | Rend. (g/g) | Yes)
51T 0,600 42,000 0,252 4,770 0,029 2,062
5 (I1D) 1,850 31,300 0,579 14,700 0,095 6,321

Tabla 4-17 Rendimiento bioetanol, fermentaciéon y volumen obtenido

Teniendo en cuenta los rendimientos de la fermentacion en los ensayos 5 (II) y 5 (III), se confirma
que si afecta la cantidad de medio indculo y concentrado de nutrientes afiadidos al licor madre: A
mayor cantidad de ambos, mayores son los rendimientos del bioetanol y la fermentacion, ademas de
que se destila mas cantidad del mismo.

4.6 Comparativa entre alga y residuo

Una vez analizados los resultados de los apartados anteriores, y como los ensayos 2 (II) y 16
poseen los mejores rendimientos; se busca comprobar, en este apartado, si el alga ha sido afectada por
el tratamiento que recibe hasta que se convertirse en residuo.

Usando el alga Eucheuma Denticulatum Spinosum como materia prima, en lugar de residuo algal,
se realizan los ensayos 2 (III) y 16 (II), que poseen las mismas variables que el 2 (I) y 16.

En primer lugar, la hidrdlisis de los ensayos, junto con la caracterizacion del licor madre obtenido
(Tabla 4-18):

N° T Ratio | H.SO4 | Vol n=c/v | Abs.(A) | GLUCOSA | DNS
(min) | (V/P) | (%) | (mL) (g/L) (g/L)
2 (1) 70 130 5 97 1,3425 | 0,2330 73,0994 0,4220
16 (ID) 70 70 9 45 1,3460 | 0,2490 143,2748 | 0,4490

Tabla 4-18 Valores de glucosa y DNS previos a fermentacion

En lo referente a los resultados de aztcares reducidos y glucosa, si se comparan los ensayos 2 (III)
y 16 (II) del alga Eucheuma Denticulatum Spinosum, con el mismo ensayo del residuo algal (Tabla
4-8), es apreciable un gran aumento en ambos.
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La cantidad de azucares reducidos es el primer indicativo de que una mayor cantidad de bioetanol
puede llegar a ser destilado del alga respecto del residuo.

Respecto a los valores de glucosa obtenidos, todos los ensayos poseen valores muy superiores a
los de otras especies que no sean algas rojas, como el alga parda Sargassum [97]. En concreto, de
llegar a comparar el ensayo 16 (II) con otras algas rojas, como Kappaphycus alvarezii, o la Gracilaria
verrucosas [98]; el alga Eucheuma Denticulatum Spinosum posee mucha mas concentracion de
glucosa.

La causa de esta gran diferencia es que en estudios anteriores, no se habia llegado a aplicar una
disolucion de 4cido sulftirico con una concentracion tan alta (9%).

Teniendo en cuenta que el alga Eucheuma Denticulatum Spinosum contiene un 77% de celulosa,
en 10 gramos de alga hay 7,7 gramos de celulosa. Utilizando las mismas formulas que en el apartado
anterior (Ecuacion 3-4, Ecuacion 3-5), se obtienen los siguientes rendimientos (Tabla 4-19):

N° Volumen DNS | Glucosa Azucares Rendimiento
(mL) (g/L) tedrica reducidos (%)
(2 (mg)
2 (IID) 93,700 0,233 7,700 41,006 0,532
16(II) 29,500 0,297 7,700 20,246 0,263

Tabla 4-19 Rendimiento de los ensayos

Tanto los ensayos 2 (III) y 16 (II), como sus homodlogos de residuo (2 (II) y 16), poseen casi el
mismo rendimiento. Este dato, permite extrapolar como conclusion que, bajo las condiciones sobre las
que se esta ejecutando la hidrdlisis, no se puede llegar a reducir mas cantidad de azticares que los ya
calculados.

Una vez efectuada la separacion del licor madre y medido su volumen, se calcula la cantidad de
medio inoculo y concentrado de nutrientes de los ensayos (Ecuacion 3-8, Ecuacion 3-9), junto con el
ajuste de pH (Tabla 4-20):

N° pH Inéculo(mL) Concentrado(mL)
2 (I11) 4,55 9,50 6,33
16(11) 4,63 4,30 2,86

Tabla 4-20 Parametros para la fermentacion

Tras la fermentacion y destilacion, se obtienen los siguientes resultados (Tabla 4-21) utilizando los
métodos de la densidad, y el indice de refraccion (Figura 3-22, Figura 3-23):

N° Volgest n=c/v Po(g) Ps (g) PPy (g) | p(g/mL) mtd mtd
(mL) n=c/v | p(V/v)
(v/v)
2 (11D 56 1,3325 | 9,6850 | 13,5050 | 3,8200 0,9550 2,5000 | 2,600
16(I1) 19 1,334 | 9,5750 | 13,3200 | 3,7450 0,9362 5 6,3500

Tabla 4-21 Valores de etanol obtenidos

En primera instancia, si se comparan las concentraciones en volumen de los ensayos 2 (III) y 16
(IT) del alga Eucheuma Denticulatum Spinosum con el mismo ensayo del residuo algal (ensayo 2 (II) y
16); es notable que la conclusion extraida de la Tabla 4-18 era correcta, y una mayor cantidad de
etanol es directamente proporcional a la presencia de celulosa en la materia prima.

Para afianzar esta afirmacion, se efectian los mismos calculos de rendimiento y volumen extraido,
a través de concentracion obtenida por medio del método de la densidad (Ecuacion 3-15, Ecuacion
3-16), siendo los resultados los planteados en la Tabla 4-22:
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N° mtd p (v/v) | Volgest (mL) Vol (mL) Conc.(g/L) | Rend. (g/g) | Y@s)
2 (I1II) 2,600 56 1,456 20,670 0,196 4,788
16 (II) 6,350 19 1,200 50,480 0,217 10,721

Tabla 4-22 Rendimiento bioetanol, fermentacién y volumen obtenido

En este caso, debido a la mayor concentracion de celulosa, se concluye que si afecta la cantidad de
ratio respecto del volumen obtenido, a diferencia de lo que pasaba con el residuo algal. Por tanto el
proceso industrial al que se ha visto sometido el alga si ha afectado a su eficiencia para obtener
biocombustible.

Por ello, se puede extrapolar la siguiente relacion lineal: A mayor ratio, mayor contenido de
glucosa, y por tanto, mejor resultado; lo cual tiene sentido, pues al haber mas celulosa, se precisa de
una mayor cantidad de acido para que esta se pueda desprender del alga.

El volumen destilado de bioetanol es mayor que el obtenido en algas pardas como la Sargassum
[97].

En concreto, el ensayo 16 (II), de llegar a compararlo con otras algas rojas, como Kappaphycus
alvarezii, o la Gracilaria verrucosas [98], posee una mayor concentracion que otras especies en
hidrolisis acida, debido a la mayor concentracion del acido sulfurico utilizada con respecto de otras
investigaciones.

4.7 Segunda destilacion

Seglin estudios anteriores, se establece que realizando una segunda destilacion se produce un
aumento de la eficiencia del proceso (25). Con objeto de confirmar que el punto 6ptimo predicho por
las superficies de respuesta de Stadistica era correcto, se redestilan los ensayos 2 (II) y 16 de residuo,
ademas de los ensayos 2 (IIT) y 16 (II) de alga; con los siguientes resultados:

N°® | Volp | Volt | n=c/v | Po(g) | Pr(g) PPy p mtd mtd p Mtd
(mL | (mL (g) (g/mL) | n=c/v (v/v) dicro
) ) (v/v) (vIv)
2 88 | 41,3 | 1,332 | 9,700 | 13,510 | 3,8150 | 0,9530 | 2,5000 | 2,8500 | 0,4110
{an 000 5 0 0
2 56 | 38,8 | 1,335 | 9,895 | 13,600 | 3,7100 | 0,9270 | 8,5000 | 8,1000 | 5,8800
110 000 5 0 0
16 | 34,8 | 24,2 | 1,334 | 9,665 | 13,390 | 3,7330 | 0,9330 5 6,9500 | 2,7780
000 | 500 0 0
16 19 | 15,4 | 1,336 | 9,785 | 13,450 | 3,6650 | 0,9160 10 10,350 | 9,1100
an 000 5 0 0 0

Tabla 4-23 Resultados de la segunda destilacién

En la Tabla 4-18, se aprecia una mejora en la concentracion de todas las muestras. Ademas, tras la
segunda destilacion, todas ellas poseen una densidad que sobrepasa el limite establecido por la norma
ASTM 4806-11a de 0,99 g/mL [100]. Junto con los métodos de la densidad y del indice de refraccion,
se ha efectuado el método del dicromato (Mtd dicro (v/v)) como tercera confirmacion de los resultados
obtenidos.

En los ensayos 2 (II) y 2 (III), si se compara el valor de la concentracion de bioetanol del método
del dicromato, con la concentracion del método de la densidad; se aprecia que dicha concentracion es
muy baja. Esto es mds coherente que los resultados de apartados anteriores, teniendo en cuenta el
analisis de las superficies de respuesta y las conclusiones extraidas en el apartado 4.3.4.

Por tanto, para el calculo del rendimiento, se toman como datos en esta ocasion las
concentraciones del método del dicromato, obteniendo los siguientes resultados (Tabla 4-24):
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N° mtd dicro Volgest Vol Conc.(g/L) | Rend. Yes)
(v/v) (mL) (mL) (g/2)
2 (ID 0,411 41,3 0,170 3,273 0,029 1,522
2 (II1) 5,88 38,8 2,284 46,816 0,444 | 10,845
16 2,778 24,25 0,673 22,083 0,061 7,054
16(11) 9,11 15,4 1,403 72,433 0,311 15,383

Tabla 4-24 Rendimiento bioetanol, fermentacion y volumen obtenido segunda destilacion por dicromato

Una mejora en volumen y rendimientos respecto de la primera destilacion demuestra que el
proyecto ha sido correctamente ejecutado, cumpliendo con las expectativas predichas, concluyendo

con rotundidad que el mejor ensayo es el 16 (concentracion 9%, ratio 7 mL/g y tiempo 70 min).

4.8 Caracterizacion del bioetanol

Efectuando lo indicado en el apartado de turbidez y coloracion, se busca que se cumplan los
requisitos de bioetanol nitido e incoloro segiin lo especificado en la norma UNE-EN 15376. En las
siguientes figuras (Figura 4-11 hasta Figura 4-14), se puede extrapolar como conclusion que todas las
muestras si cumplen esta especificacion, siendo en todas ellas la muestra del bioetanol el tubo de

ensayo de la izquierda, y el agua destilada el de la derecha:

Figura 4-12 Comparacion de turbidez y coloracién para el ensayo 2 (III)
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Figura 4-14 Comparacion de turbidez y coloracién para el ensayo 16 (II)

En la Tabla 4-25, se muestran a continuacion los resultados de turbidez obtenidos con el
turbidimetro marca “Butech” modelo “LW-TN3024 X5 (Figura 3-28), donde se obtienen resultados

que se encuentran entre los valores del agua destilada y el etanol, confirmando el cumplimiento de la
norma. Las unidades son NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez):

Muestra NTU Muestra NTU | Muestra NTU
Agua destilada 0,98 2 (IID) 0,71 16 (II) 0,59
2 (ID) 0,75 16 0,61 Etanol 0,43

Tabla 4-25 Resultados de turbidez
4.9 Caracterizacion del residuo

La caracterizacion del residuo obtenido tras la separacion del licor madre, se fundamenta en los
siguientes apartados:

4.9.1 Analisis elemental

Respecto de la composicion elemental del residuo obtenido tras la hidrolisis, en la Tabla 4-26 se
detallan los porcentajes en masa de cada elemento:
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Elemento Porcentaje en masa (%)
C 0,43
H 0,02
N 0,13
S 0,2007

Tabla 4-26 Analisis elemental

Destacar de este analisis que el mayor porcentaje es de carbono, dato coherente, pues la mayor
parte del residuo es materia organica, células vegetales del alga Eucheuma Denticulatum Spinosum.

4.9.2 Andlisis de elementos inorganicos

Respecto de la composicion de elementos inorganicos, en la Tabla 4-27 se detallan los porcentajes
en masa o en partes por millon (ppm) de cada elemento:

Elemento Porcentaje en masa (% y
ppm)
Na,O 3,49%
MgO 0,46%
ALO;3 13,10%
SiO; 74,50%
P,0s 963 ppm
BaO 0,22%
CaO 1,33%
TiO; 0,16%
SO; 0,59%
K;O 5,03%
Fe,03 0,93%
SrO 173 ppm
Rb20 145 ppm
MnO 544 ppm
7r0; 112 ppm

Tabla 4-27 Analisis elementos inorganicos

Al observarse la carencia de compuestos derivados del 4cido sulfurico, se concluye que no han
quedado residuos de la disolucion empleada en la hidrdlisis.

4.9.3 Analisis inmediato

En la Tabla 4-28, se detallan los porcentajes en masa de humedad, volatiles, carbono fijo y
cenizas, contenidas en las muestras de residuo analizadas:

Variable Porcentaje en masa (%)
Humedad 49,42
Volatiles 6,04
Carbono fijo 3,77
Cenizas 40,77

Tabla 4-28 Analisis inmediato

Resefiar que a causa del elevado contenido en humedad, es posible que el residuo posea bajo
potencial para su aprovechamiento energético. Ademads, su contenido en ceniza es el casi el doble que
otras algas rojas como la Calliblepharis Ciliata [101], pero hay que tener en cuenta que es un residuo,
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y no un alga, lo que se esta analizando. Ademas de poseer un menor porcentaje en volatiles y carbono
fijo que esta misma especie.

4.9.4 Poder calorifico

En la Tabla 4-29, se especifican los valores de poder calorifico de los residuos:

Poder (kcal/kg)
calorifico
PCS seco 543,28
PCI seco 245,706
PCS hiamedo 389,61
PCI humedo 92,0394

Tabla 4-29 Poder calorifico

De comparar estos poderes calorificos con otras algas rojas como la Calliblepharis Ciliata [101],
posee menos de la mitad de poder calorifico, por lo que estos residuos, poseen un bajo
aprovechamiento energético.
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5 CONCLUSIONES Y LINEAS FUTURAS

5.1 Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que es posible la obtencion de
bioetanol a partir del aprovechamiento de residuo algal. Este resultado podria ser de interés para la
comunidad cientifica debido a la carencia de estudios similares.

Este estudio se centrd en la optimizacion de diferentes variables del proceso (concentracion de
acido, tiempo de operacion y relacion volumen de acido/cantidad de alga) y que permiten maximizar la
cantidad de azucares reductores obtenidos en el proceso de la hidrélisis acida de la celulosa. Los
ensayos realizados permitieron concluir que los mejores resultados se consiguieron con una
concentracion de acido del 9%, 75 min y 7 mL de disolucién por cada gramo de residuo algal, llegando
a obtener mejores resultados incluso que con otras especies de algas rojas [98].

Paralelamente, se han comparado ensayos de residuo algal y alga bajo las mismas condiciones,
observando que el rendimiento del alga es mayor que el del residuo algal. Por tanto, se puede afirmar
que el proceso industrial si ha afectado al proceso de obtencion de bioetanol. A pesar de este hecho, es
fehaciente que el residuo algal si podria llegar a ser utilizado para la obtencion de biocombustible.

Dado que la empresa CEAMSA genera 50 toneladas de residuo algal diariamente, y teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en este proyecto, se obtendria un total de 114 m® de bioetanol puro.

Se puede afirmar también que la cantidad de medio indculo y concentrado de nutrientes son
factores determinantes a la hora de obtener un mayor volumen de bioetanol tras la destilacion.

La segunda destilacion confirmé la mejor configuracion de variables para la optimizacion de la
hidrdlisis &cida, descartando que un mayor ratio llegue a obtener mejores resultados.

En lo que respecta al cumplimiento de las normas para ser componente de mezcla de combustible,
cumple las normas de nitidez y coloracion (norma UNE-EN 15376 [102]), asi como la de densidad
(norma ASTM 4806-11a [100]).

Respecto al poder calorifico del residuo generado tras la hidrélisis de la materia prima, su bajo
poder calorifico es un indicativo de la baja proyeccion de estos como pellets. Sin embargo, debido a su
alto contenido en carbono, y bajo contenido en azufre; podria ser utilizado para compostaje, o0 como
corrector de suelos.

5.2 Lineas futuras

A continuacion, se detallan las posibles futuras lineas de investigacion en las que puede derivar
este trabajo.
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5.2.1 Aplicacion a otras algas y/o residuos

Este proyecto se ha centrado en un Unico espécimen de alga y su residuo, por lo tanto se podrian
estudiar otros tipos de algas o residuos derivados de las mismas. Por otra parte, se podria aumentar la
cantidad de masa algal y disolucion afiadida, manteniendo el ratio constante, analizando si existe o no
variacion en la cantidad de azucares reducidos.

5.2.2 Hidrdlisis

En el caso modificar las condiciones de la hidrolisisacida, ademds de comprobar si volver a
aumentar la concentracion a mas del 9% da un mejor resultado en el DNS, manteniendo el ratio y el
tiempo; otros acidos, como el clorhidrico, podrian llegar a convertirse en objeto de estudio, asi como el
variar otros parametros que no fueron objeto del analisis de optimizacion de la matriz de ensayo, como
son la temperatura y el pH.

En este apartado, existen multiples variables a modificar con objeto de mejorar la hidrolisis acida.
Una de ellas, es la de utilizar enzimas en lugar de una disolucion acida. Estudios previos han
demostrado que para una misma especie, los rendimientos podrian ser mas elevados [73].

5.2.3 Fermentacion

Los parametros de fermentacion fueron optimizados, mds seria conveniente estipular el mejor
volumen de medio in6culo y de concentrado de nutrientes para llegar a aumentar todavia mas la
cantidad de biocombustible destilado.
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ANEXO I: RECTAS DE CALIBRADO HIDROLISIS

Para construir la recta de calibrado la glucosa y de la cantidad de aztcares reducidos, y teniendo en

cuenta las disoluciones preparadas en la tabla que las precede, se obtienen los siguientes resultados:

g/l | mlDis | ml H:O g/l ml Dis | ml HO g/l ml Disol | ml HO
0 0 7 25 2,5 4,5 50 2 5

5 0,5 6,5 30 3 4 55 1,5 5.5
10 1 6 35 3,5 3,5 60 1 6

15 1,5 5,5 40 3 4 65 0,5 6,5
20 2 5 45 2,5 4,5 70 0 7

Tabla A1-1 Preparacién muestras glucosa para indice de refraccién

Concentracion g/l Indice de refraccién

(glucosa/agua) n=c/v

0 1,3315

5 1,3325

10 1,3330

15 1,3340

20 1,3350

25 1,3358

35 1,3375

40 1,3380

45 1,3385

50 1,3395

55 1,3405

60 1,3410

65 1,3415

70 1,3423

Tabla A1-2 Valores recta de calibrado de la glucosa
g/l | mlDis | ml HO g/l ml Dis | ml H:0

0 0 10 0,5 2,5 8
0,1 0,5 8 0,8 4 6
0,2 1 8 1,2 6 4
0,3 1,5 4 1,6 8 2
0,4 2 8 2 10 0

Tabla A1-3 Preparacion muestras glucosa para DNS
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Concentracion Absorbancia (A)
g/l(glucosa/agua)

0 0
0,4 0,15
0,8 0,388
1,2 0,666
1,6 0,948

2 1,161
0,1 0,044
0,2 0,1
0,3 0,158
0,4 0,219
0,5 0,279

Tabla A1-4 Valores recta de calibrado de DNS
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ANEXO II: RECTAS DE CALIBRADO DE DESTILACION

Para poder obtener la recta de calibrado de la densidad, se efectuan los siguientes calculos:

Primero el célculo de volimenes para cada concentracion, y luego, el calculo de la densidad:

Por otro lado, para calcular la del indice de refraccion, al igual que en el apartado anterior, se

utiliza los siguientes datos:

Por otro lado, para el método del dicromato de potasio se prepararon las siguientes muestras para

Tabla A2-2 Calculo recta del método de densidad

Concentracion (v/v)

indice refraccion

etanol/agua n=c/v
0 1,331
1,5 1,332
2 1,3323
2,5 1,3325
3 1,3327
3,5 1,333
4 1,3335
4,5 1,3337
5 1,334
100 1,36

Tabla A2-3 Calculo recta indice de refraccion

construir la recta de calibrado, junto con los puntos resultantes con el espectrofotometro:
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11 ml ml H>O 111 ml ml H,O 11 ml ml H,O
C,HqO C2HqO C2HqO
1,5 0,15 10 3 0,3 10 4,5 0,45 10
2 0,2 10 35 0,35 10 5 0,5 10
2,5 0,25 10 4 04 10 96 10 0
Tabla A2-1 Preparacion muestras etanol para densidad
Concentracion Peso inicial | Peso final Diferencia Densidad
(v/v) etanol/agua (2) (2) (2) (g/mL)
0 9,65 13,55 3.9 0,975
1,5 9,65 13,5 3,85 0,9625
2 9,65 13,49 3,84 0,96
2,5 9,65 13,48 3,83 0,9575
3 9,65 13,465 3,815 0,95375
3,5 9,65 13,45 3.8 0,95
4 9,65 13,44 3,79 0,9475
4,5 9,65 13,435 3,785 0,94625
5 9,65 13,42 3,77 0,9425
96 9,65 12,83 3,18 0,795
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n ml | ml H0 1 ml ml H;O 1 ml ml H,O
C:Hs0 C:HsO C:HsO
0,25 | 0,0125 5 3 0,15 5 8 0,4 5
0,5 | 0,025 5 4 0,2 5 9 0,45 5
0,75 | 0,0375 5 5 0,25 5 10 0,5 5
1 0,05 5 6 0,3 5 11 0,55 5
2 0,1 5 7 0,35 5

Tabla A2-4 Preparacion muestras etanol para método del Dicromato

Concentracion Absorbancia

(v/v) etanol/agua (A)

0,25 0,115

0,5 0,124

0,75 0,132

1 0,156

2 0,169

3 0,178

4 0,189

5 0,196

6 0,207

7 0,215

8 0,221

9 0,228

10 0,24

11 0,251

Tabla A2-5 Calculo recta del método del Dicromato
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ANEXO III;: VALORES STATISTICA

Para la representacion del enfrentamiento entre valores observados y predichos, y el calculo de la

formula del DNS, se han utilizado los siguientes datos:

Ensayo | Observado X | Predecido Y
1 0,2020373 0,202037
2 0,2139219 0,213922
3 0,1731749 0,173175
4 0,2444822 0,244482
5 0,2325976 0,232598
6 0,1222411 0,122241
7 0,08828523 0,088285
8 0,1154499 0,11545
9 0,08828523 0,088285
10 0,1205433 0,120543

11 0,1986418 0,176005
12 0,1629881 0,176005
13 0,1663837 0,176005
14 0,1629881 0,162988
15 0,1731749 0,173175

Tabla A3-1 Valores observados y predichos

Factor Regr. Coefficients; Var.:Var7; R-sqr=,97719; Adj:,84033 (Spreadsheetl)
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Residual=,0003872
X : TIEMPO Y : RATIO Z : CONCENTRACION DV:DNS
Regressn Std.Err. t(2) p -95,% +95,%
(Coeft.) (Cnf.Limt) | (Cnf.Limt)
Mean/Interc. -3,60324 2,466550 | -1,46084 | 0,281520 | -14,2159 | 7,009474
X 0,11859 0,073640 1,61034 0,248618 -0,1983 0,435431
X2 -0,00090 0,000525 | -1,71454 | 0,228564 -0,0032 0,001359
Y 0,72345 0,464354 1,55797 0,259558 -1,2745 2,721401
Y2 -0,03745 0,022775 | -1,64420 | 0,241861 -0,1354 0,060545
Z 0,16256 0,091771 1,77140 0,218506 -0,2323 0,557423
72 -0,01613 0,007778 | -2,07358 | 0,173848 -0,0496 0,017338
X*Y -0,02565 0,014789 | -1,73414 | 0,225030 -0,0893 0,037985
X*Y~"2 0,00130 0,000723 1,80174 0,213376 -0,0018 0,004412
XA2*Y 0,00019 0,000105 1,82728 0,209181 -0,0003 0,000646
XA2%Y N2 -0,00001 0,000005 | -1,88544 | 0,200027 0,0000 0,000012
X*Z 0,00072 0,000984 0,73338 0,539643 -0,0035 0,004955
XA2*7. 0,00000 0,000007 | -0,62267 | 0,597036 0,0000 0,000026

Tabla A3-2 Valores de factores para formula del DNS
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