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RESUMEN

TITULO: COMPARACION DE METODOS DE EXTRACCION DE ACEITE DE
MICROALGAS A ESCALA LABORATORIO PARA LA PRODUCCION DE
BIODIESEL *

AUTORES: JAIRO ANDRES GARCIA HERNANDEZ**
JESUS HERNANDO MIRANDA CARDENAS**

PALABRAS CLAVE: Analisis estadistico, Amphiprora sp., Nannochloropsys sp.,
Navicula sp., disrupcion celular, métodos de extraccion, lipidos.

CONTENIDO

En la actualidad, los altos precios mundiales de los combustibles sumados a los
graves prejuicios ambientales por emision de diéxido de carbono han motivado el
interés de los especialistas por los biocombustibles como alternativas energéticas
a los combustibles fésiles. Entre las opciones mas prometedoras como fuente de
energia se encuentran las microalgas. Se ha demostrado que la biomasa de las
microalgas puede proporcionar diversos productos ricos en energia, éstos incluyen
metano producido por la digestién anaerébica de la biomasa, biodiesel derivado de
aceite microalgal, biohidrégeno y bioetanol producido fotobiol6gicamente.

En la produccién de biodiesel a partir de microalgas, las etapas de disrupcion
celular y extraccion de lipidos son importantes para la obtencién de aceites que
pueden ser transesterificados a biodiesel. En este trabajo se aplicé los métodos de
extraccion Soxhlet, Bligh and Dyer, Etanol-Hexano, In Situ Hexano e In Situ
Ciclohexano, utilizando los géneros de microalgas nativas Amphiprora sp.,
Nannochloropsys sp., Navicula sp., las cuales se someten a una etapa de
disrupcion celular (Hidrdlisis acida excepto para el método Bligh and Dyer) para
posterior andlisis estadistico, el cual se lleva a cabo con el software
STATGRAPHICS Centurion XV, utilizando la herramienta “comparacion de varias
muestras” el cual analiza las medianas y las medias de cada uno de los extractos
lipidicos obtenidos en los diferentes métodos aplicados a los distintos géneros de
microalgas, esta herramienta indica si entre el par de métodos hay diferencias
estadisticamente significativas lo cual es de gran importancia para definir cudl
método es aplicable en cada género de microalgas.

*Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Viatcheslav
Kafarov. Ingeniero Quimico Dr.Sc. Co-Director: Ingeniero Quimico. Angel Dario Gonzélez.
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ABSTRACT

TITLE: STATISTICAL COMPARISON OF LAB-SCALE MICROALGAE CELL
DISRUPTION/OIL EXTRACTION METHODS FOR BIODIESEL PRODUCTION.*

AUTHORS: JAIRO ANDRES GARCIA HERNANDEZ**
JESUS HERNANDO MIRANDA CARDENAS**

KEYWORDS: statistical analysis, Amphiprora sp., Nannochloropsis sp., Navicula
sp., cell disruption, extraction methods, lipids.

CONTENT

Currently, high global fuel prices have attracted the interest of specialists in
biofuels as energy alternatives to fossil fuels. Among the most promising options
for energy are microalgae. It has been shown that microalgae biomass may
provide different energy-rich products; these include methane produced by
anaerobic digestion of biomass, biodiesel based on microalgae oil, bioethanol and
photobiological biohydrogen.

In the production of biodiesel from microalgae, the stages of cell disruption and
extraction if lipids are important for the production of oils that can be transesterified
to biodiesel. In this paper the authors applied Soxhlet, Modified Bligh and Dyer,
Ethanol-hexane, In situ hexane and In situ cyclohexane oil extraction methods,
using the native genera of microalgae Amphiprora sp., Nannochloropsis sp.,
Navicula sp., which is undergoing a stage of cell disruption (acid hydrolysis except
for the Bligh and Dyer method) for subsequent statistical analysis, which is carried
out with the software STATGRAPHICS Centurion XV, looking at the medians and
means of each of the lipid extracts obtained from different methods applied to
different kinds of algae.

Is shown that there are no significant differences between Soxhlet extraction and In
situ cyclohexane methods for Amphiprora sp., also, for Navicula sp., two extraction
methods described above shows similar efficiencies to the widely used Bligh and
Dyer’s method.

*Graduation Project

** Physical and Chemical Engineering Faculty. Chemical Engineering Department. Director:
Viatcheslav Kafarov. Chemical Engineer Dr.Sc. Co-Director: Chemical Engineer. Angel Dario
Gonzalez.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el aumento de los precios de los combustibles a nivel mundial,
sumado entre otros al impacto ambiental producido por la emision de didxido de
carbono, han incrementado el interés de los especialistas por los biocombustibles.
Al parecer, las caracteristicas de estos Ultimos los convierten en una mejor
alternativa energética frente a los combustibles fésiles. Entre las opciones mas
prometedoras como fuente de energia se encuentran las microalgas, dado que se
ha demostrado que su biomasa puede proporcionar diversos productos ricos en
energia, tales como: metano producido por la digestion anaerébica de la biomasa,
biodiesel derivado de aceite microalgal, biohidrégeno y bioetanol producido
fotobiologicamente [6]. En esta busqueda, el Ministerio de Agricultura junto con el
Instituto Colombiano de Petréleo (ICP), la Corporacion Instituto de Morrosquillo y
la Universidad Industrial de Santander, han comenzado a estudiar el potencial de
las microalgas como materia prima para desarrollar nuevas fuentes de energia
[38]. El interés que despiertan estos microorganismos es que, ademas de
necesitar pequefas extensiones para cultivo, su crecimiento se realiza en agua de
desechos industriales, aguas residuales y en todas las fuentes de agua [22].
Asimismo, otra de las ventajas es que reducen las concentraciones de gases de
efecto invernadero, al captar el dioxido de carbono como nutriente para su
crecimiento [11]. Las microalgas pueden asegurar una gran cantidad de biodiesel
por su alto contenido de lipidos, el cual supera a todas las fuentes de biodiesel
utilizadas en la actualidad [25].

El objetivo principal de este trabajo es comparar los diferentes métodos de
extraccion de aceite de microalgas. De esta manera, se busca generar
conclusiones relacionadas con su empleo y seleccionar asi, el método mas
adecuado desde el punto de vista de eficiencia de extraccion, calidad del extracto
y aplicabilidad a microalgas de caracteristicas diferentes. Dichos métodos ya han
sido estudiados y evaluados dentro del proyecto denominado “Bioprospeccion de
Microalgas Colombianas para la Produccion de Biodiesel” (Soxhlet, Bligh and
Dyer, Etanol-Hexano, In Situ Hexano, In Situ Ciclohexano) en donde se han

empleado los géneros nativos Amphiprora sp., Nannochloropsis sp., y Navicula sp.
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1. CONCEPTOS TEORICOS

En este capitulo se presentan aspectos generales de las microalgas y de los
géneros utilizados, asi como las principales caracteristicas del aceite proveniente
de esta materia prima. Igualmente, se describen generalidades de los métodos de

extraccioén utilizados.

1.1 Generalidades de las microalgas.

Las microalgas fueron los primeros organismos con capacidad de realizar
fotosintesis y uno de los agentes en la creacion de la actual atmdsfera terrestre.
Estos organismos son claves en el equilibrio planetario, ya que determinan en
gran medida la dinamica del dioxido de carbono en la tierra y ademas, constituyen
la base de las cadenas alimenticias en los océanos [33]. Su importancia industrial
radica en que poseen un gran potencial como fuente de carbohidratos, proteinas,
lipidos, pigmentos y otros formados a través del proceso fotosintético sobre
sustancias inorganicas simples como diéxido de carbono, compuestos

nitrogenados y fosforados [28,37].

Generalmente la biomasa esté constituida por 20-40% de lipidos, de 40-50% de
proteinas, y la parte restante subdividida entre los carbohidratos, que en algunas
especies pueden llegar hasta el 55% de la biomasa y otros compuestos de
importancia menor. Sin embargo, para los lipidos se han reportado valores en un

rango del 1 al 70%, o incluso superiores [1,17].

1.1.1 Descripcion de los géneros de microalgas utilizadas.

1.1.1.1 Amphiprora sp. Ehrenberg, 1843. Es una diatomea (Bacillariophyceae),
posee tallas cercanas a las 20 micras y forma rectangular 2:3. Se caracteriza por
un rapido crecimiento y contenido de lipidos elevado (generalmente del 37%). Su
pared celular o frustulas de color amarillo oro consta de dos mitades que se

sobreponen y adaptan entre si, constituyendo las valvas [29].
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1.1.1.2 Nannochloropsis sp. D.J. Hibberd, 1981. Especie de microalga que se
desarrolla en ambientes marinos. Las células son pequefias (2-4 um de didmetro),
esféricas o ligeramente ovoides, no flageladas. Tienen un Unico cloroplasto sin
pirenoide y que contiene varias bandas de laminillas fotosintéticas, cada una con
tres tilacoides por banda. Esta microalga tiene un importante interés aplicado
como fuente de &cidos grasos poliinsaturados, puesto que acumula importantes

cantidades de acido eicosapentaenico [10].

1.1.1.3 Navicula sp. Bory de Saint-Vincent, 1822. Pertenece al grupo de las
diatomeas; son microalgas unicelulares o coloniales, de plastos marrones o
amarillos. Incluye individuos con valvas lanceoladas, estriadas transversalmente
en la zona media, en sentido opuesto a los polos. Los extremos de la célula son
redondeados [26].

1.2 Caracteristicas del aceite de microalgas.

Dependiendo de las especies, las microalgas producen diferente tipos de lipidos,
hidrocarburos y otros aceites complejos, de los cuales no todos son adecuados
para la produccion de biodiesel [3].

La cantidad total de lipidos, asi como la tipologia de los &cidos grasos presentes,
ademas de ser especifica para cada especie, esta ligada a factores ambientales
como la intensidad luminosa, pH, salinidad, temperatura, concentracion de
nitrégeno y otros nutrientes en el medio de cultivo [4]. Los lipidos de las
microalgas son principalmente esteres de glicerol formados por &cidos grasos

saturados e insaturados con cadenas constituidas de 14-20 atomos de carbono.

1.3 Obtencidn de aceite de microalgas.

Las etapas clave involucradas en el proceso de produccion de biodiesel a partir de
microalgas son el cultivo, cosecha, extraccidon de lipidos y por ultimo, la
transesterificacion de estos [19]. Antes de realizar la extraccion se considera en
algunos casos aplicar mecanismos de disrupcion celular debido a que el

rendimiento de la extraccion depende de la eficiencia de esta [16].
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1.3.1 Disrupcién celular. El principal problema a la hora de realizar la extraccion
del aceite de las microalgas es el rompimiento de la pared celular, puesto que
algunas especies, poseen una matriz celular compleja, otras como las diatomeas,
poseen fristulas de hidratos de silice, las cuales las protegen. Por tanto, la ruptura
celular es particularmente compleja, debido a la diferencia que existe a nivel de
composicion de pared celular entre los diferentes géneros de microalgas [31]. El
método de disrupcién celular es de gran importancia en la obtencién de los
productos intracelulares de los microorganismos, y es clave para aumentar la
eficiencia en la extraccion de lipidos, puesto que al romper la estructura celular,
mas lipidos almacenados dentro de las células pueden ser liberados favoreciendo
el contacto de estos con el solvente organico [18,20]. Al someter la biomasa a un
método de disrupcion celular como la hidrdlisis, los componentes hidrosolubles
presentes en la pared celular son disueltos por el agente disruptor empleado, este

material disuelto se denomina masa solubilizada.

1.3.2 Extraccién. La extraccion de aceite de microalgas a nivel de laboratorio se
ha realizado empleando solventes quimicos, choque osmatico, extraccién con
fluidos supercriticos, extraccion asistida con ultrasonido, extraccion asistida con
microondas, hidrolisis y extraccion mediante destruccion mecanica [19].

La extraccion con solvente quimico de lipidos consiste en usar un solvente para
extraer selectivamente compuestos de interés presentes en una muestra. Dentro
de estos métodos de extraccion se encuentran principalmente Soxhlet [36], Bligh &

Dyer [7], Etanol-Hexano [30], e In Situ empleando diferentes solventes.

1.3.2.1 Soxhlet. Es método estdndar de extraccion de muestras solidas. Esta
técnica se usa comunmente en el laboratorio para la determinacién del contenido
graso en muestras de diferente naturaleza [16]. El sistema se compone de un
matraz, una camara de extraccion (tubo Soxhlet), y un condensador [2].

En este método, el solvente situado en el matraz se calienta hasta alcanzar su
temperatura de ebullicion, los vapores ascienden por un conducto del tubo Soxhlet

y pasan a estado liquido en el condensador ubicado en el tope del extractor,
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cayendo gota a gota sobre el cartucho que contiene la muestra [34,14]. Cuando el
nivel del solvente condensado en la cdmara alcanza la parte superior del sifon, el
solvente con los analitos disueltos retorna al matraz [8]. Se recupera el solvente

mediante destilacion simple [35].

1.3.2.2 Bligh & Dyer. Este método principalmente comprende las etapas de
agitacion, centrifugacion, filtracion y evaporacion, empleando metanol, cloroformo
y agua como solventes [23,7]. El metanol es un solvente polar que disuelve los
lipidos polares, por otro lado, el cloroformo es un solvente no polar el cual disuelve
los lipidos neutros presentes en la extraccion y el agua al ser un disolvente polar
permite separar la fase metanol/lipidos polares de la fase cloroformol/lipidos
neutros [9,15].

1.3.2.3 Etanol-Hexano. Este método de extraccion consiste fundamentalmente de
dos etapas. En la primera etapa, el etanol es usado para extraer los lipidos desde
la biomasa. Aunque el etanol es un muy buen solvente también puede extraer
algunos contaminantes celulares tales como azucares, aminoacidos, sales,
proteinas y pigmentos, que no son deseables durante la extraccion del contenido
lipidico [24]. El segundo paso consiste en la formacion de un sistema bifasico,
mediante la adicion de hexano al extracto de aceite crudo obtenido del primer
paso. De esta manera muchos de los lipidos son transferidos a la fase hexanica y

la mayoria de las impurezas remanentes, permanecen en la fase alcohdlica.

Este es un procedimiento alternativo a los métodos tradicionales para la extraccion
de lipidos, que usan solventes de alta toxicidad. Ademas reduce la cantidad total

de solvente utilizado [31].
1.3.2.4 Métodos in situ. Este tipo de método consiste en la agitacion a alta

velocidad por un tiempo prolongado de una mezcla solvente-biomasa, la posterior

separacion de fases y recuperacion del extracto lipidico.
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia experimental desarrollada contempla tres etapas: la disrupcion
celular mediante hidrdlisis acida, la extraccion del aceite empleando diferentes
metodos (Soxhlet, Bligh & Dyer, Etanol-Hexano e in situ) y la comparacion
estadistica tanto de los métodos como del desempefio de las especies ante los

diferentes métodos de extraccion (figura 1).

Figura 1: Metodologia experimental desarrollada

* Soxhlet

* Bligh & Dyer

* Etanol-Hexano
* |n Situ

e Hidrdlisis Acida.

2.1 MATERIALES

2.1.1 Materia Prima. Los géneros de microalgas utilizados fueron suministrados
por la Corporacién Instituto de Morrosquillo (punta Bolivar, Colombia), su cultivo se
realiz6 en estanques abiertos, se cosecharon por floculacion, fueron secadas al
sol y refrigeradas hasta su utilizacion; los géneros trabajados son:

v" Amphiprora sp.
v" Nannochloropsis sp.

v Navicula sp.

2.2 Reactivos y equipos
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2.2.1 Reactivos. Para la etapa de disrupcion celular el reactivo utilizado fue acido
clorhidrico. Mientras que para los métodos de extraccibn se usaron hexano,
ciclohexano, etanol, metanol, cloroformo como solventes, conjuntamente durante
el desarrollo de algunos métodos se emple6 agua destilada en la preparacion de
las soluciones y en los procesos de lavado, las propiedades principales se

muestran en el anexo A.

2.2.2 Equipos. Los principales equipos utilizados durante la experimentacion, se
especifican en el Anexo B.

a) Balanza analitica.

b) Plancha de calentamiento con agitacion.
c) Equipo de filtracion al vacio.

d) Manta de calentamiento.

e) Centrifugadora.

f) Horno digital de conveccion.

g) Homogenizador SilentCrusher M.

2.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.3.1 Disrupcién Celular. En este trabajo se emple6 la hidrdlisis acida mostrada
en la figura 2 como método de disrupcion celular.

Figura 2: Diagrama de bloques método de disrupcion celular.

Agente
disruptor

Biomasa

Secay DN A Biomasa
Preparacion macerada 'smp‘::: Sl atada-licor Separacion

de laMuestra HCIO.5M (Filtracion al vacio)

Biomasa

Biomasa
Tratada+Licor
remanente

Agua
Destilada

: Solucion
Biomasa

Pretratada
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La hidrélisis acida comienza con el secado de la biomasa de microalgas a 105°C
durante 4 horas y la maceracion que sirve para la disminucién de particulas y
homogenizacion de la biomasa; luego se agita la biomasa durante 30 minutos a
500 rpm en una solucién de acido clorhidrico (HCI) [0,5 M]. Posteriormente se
separa la biomasa tratada de la fase liqguida empleando filtracion al vacio, la fase
sélida retenida en el filtro se lava con abundante agua destilada con el fin de
eliminar residuos del agente disruptor, por ultimo, la biomasa se seca nuevamente

de la misma manera, el procedimiento se puede observar en el anexo C.

2.3.2 Métodos de Extraccion empleados.

2.3.2.1 Soxhlet. Esta extraccion se realizé con las condiciones establecidas en la
metodologia experimental y siguiendo las condiciones de operacion mostradas en

el anexo D. El proceso se ilustra en la figura 3.

Figura 3: Diagrama de bloques Soxhlet

Solvete
Recuperado.

Extracto+
Solvente Solvente
emanent Remanente

Solvente+

Biomasa pretratada
Extracto

Seca

\

Biomasa
Residual

Extracto
Lipidico.

2.3.2.2 Bligh & Dyer modificado. Esta extraccion se realizé con las condiciones
establecidas en la metodologia experimental y siguiendo las condiciones de
operacion mostradas en el anexo E. El proceso se ilustra en la figura 4. Teniendo
en cuenta que para este método no se realiza disrupcion celular antes de la

extraccion. Esto fue resultado de estudios anteriores [13].
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Figura 4: Diagrama de bloques Bligh and Dyer

Metanol/
Agua

Biomasa
Biomasa Residual
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2.3.2.3 Extraccién In Situ. Esta extraccion se realizé con las condiciones
establecidas en la metodologia experimental y siguiendo las condiciones de

operacién mostradas en el anexo F. El proceso se ilustra en la figura 5.

Figura 5: Diagrama de bloques In Situ

Biomasa Extracto+

Pretratada Solvente

+Solvente Agitacion Filtracion ML  Evaporaciony
8 Cuantificacion

Solvente
Remanente

Extracto
Lipidico.

2.3.2.4 Extraccién con Etanol-Hexano. Esta extraccion se realiz6 con las
condiciones establecidas en la metodologia experimental y siguiendo las
condiciones de operacion mostradas en el anexo G [5]. El proceso se ilustra en la
figura 6.
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Figura 6: Diagrama de bloques Etanol-Hexano
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2.3.3 Cuantificacion del extracto. La cuantificacion del extracto lipidico se realiza

por medio de las siguientes ecuaciones:

Weiobre .100% (Ec1)

|74 =
Real “y Recupg,,

Donde Wsio.rre es el peso de la biomasa pretratada (g), %Recupsio el porcentaje
de recuperacion en el proceso de pretratamiento de la biomasa, Wrea: €l peso
real adicionado a la muestra (g).

W .
wExty, =w_“1’l.100% (Ec2)
rea
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Donde Wii» es el peso del extracto lipidico (g), %£X%ur es el porcentaje de
extracto lipidico.

Eficiencia = «100 <(EcP

%Lipicp
Donde %Lip;ce es el porcentaje lipidos contenidos en cada especie suministrado
por el ICP.

2.4 Estudio estadistico
Este estudio se realiza con el software STATGRAPHICS Centurion XV, utilizando

la herramienta “comparacion de varias muestras” la cual realiza las pruebas de
multiples rangos y estudio de medias, para estas pruebas se toman los datos de
extracto lipidico por cada método y genero de microalga. Estas pruebas indican si
hay o no diferencias significativas entre cada uno de los métodos, esto se ve en la
tabla de rangos multiples cuando al lado del par de métodos no hay un “*, un
criterio a tener en cuenta es el valor-P, cuando P es menor 0.05 hay diferencias

significativas y si P es mayor de 0.05 no hay diferencias significativas.

Figura 7: Metodologia para la comparacion de métodos.

Método sin
Métodos con disrupcion celular disrucion celular

v
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

La tabla 1 muestra la composicion fisicoquimica y el orden de los diferentes
géneros de microalgas utilizadas en este trabajo de investigacion. De acuerdo con
los resultados obtenidos, se puede afirmar que los tres géneros seleccionados en
este estudio tienen un bajo porcentaje de lipidos, proteinas, carbohidratos y
nitrégeno esto se debe a la gran cantidad de cenizas presentes en la biomasa, las
cuales corresponden al floculante utilizado para su cosecha, y el cual no hace
parte originalmente de la biomasa cultivada, si se elimina de la base de calculo el

floculante, es claro que estos porcentajes se incrementan significativamente.

Tabla 1. Caracterizacion taxondémica y fisicoquimica de los géneros estudiados

R

< > = < g

3 2 @ o I

Genero Orden 8 o c S S

i=] > > N =

= g 5 5 S

(@)
Amphiprora sp. Naviculales 11.3 3.4 21.3 57.9 6.2
Nannochloropsis sp. | Eustigmatales 12 2.1 13.2 53 3.3
Navicula sp. Naviculales 13.2 3.2 15.1 51.6 5.2

Fuente: ICP y Autores

3.1 Rendimiento de la disrupcion celular.

En la figura 8 se aprecia el porcentaje de biomasa obtenido después de aplicar la
disrupcion celular mediante hidrélisis acida. Los porcentajes de biomasa
aprovechada para la extraccion de lipidos se encuentran en un intervalo de 30-
40% con respecto a la biomasa total. Esto se debe a la alta concentracion de
cenizas en la biomasa, y a que en la hidrdlisis los azlcares y el material celulosico
de las microalgas son degradados formando parte del material hidrosoluble
llamado licor, lo cual significa que la biomasa obtenida después de la hidrolisis es

rica en lipidos y otros componentes no hidrosolubles.
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Figura 8: Rendimiento de hidrolisis acida.
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También se aprecia que los porcentajes de biomasa hidrolizada presentan un
comportamiento estable para cada uno de los géneros estudiados. Por lo anterior,
se puede afirmar que el pre-tratamiento con acido es un método adecuado para

ser aplicado a microalgas de distinto orden taxonémico.

3.2 Rendimiento del proceso de extraccién de lipidos a partir de biomasa

hidrolizada

La cantidad de extracto lipidico obtenido cambia segun el método de extraccién
aplicado y el género de microalga al que se aplica. En las figuras 9,11 y 13 se

presentan los métodos aplicados por cada género y su eficiencia.
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Figura 9: Eficiencia de extraccién para el género Amphiprora sp.

Amphiprora sp.

30

Eficiencia de extraccion

Soxhlet Et-Hex insitu hexano insitu ciclohexano

Método

La comparacion de métodos, para Amphiprora sp., muestra que el método Soxhlet
es el de mayor eficiencia y es uno de los mas selectivos garantizando la calidad
del extracto seguido por el método in situ ciclohexano el cual debido al solvente

asegura que el extracto lipidico sea rico en lipidos neutros.

En la figura 10 se presenta la distribucion de los valores de medias y medianas
utiizados para el andlisis estadistico, de los resultados obtenidos para el
porcentaje de extracto lipidico. Se observa que hay diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de las 4 muestras con un Intervalo de Confianza de
95% y un valor P = 0.0001.
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Figura 10: Gréfico de Medias para el género Amphiprora sp.
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En la tabla 2 se observan las diferencias significativas entre grupos.

Tabla 2. Prueba de Multiples Rangos para el género Amphiprora sp.

Contraste Significancia | Diferencia
Soxhlet-Etanol Hexano & 5.2498
Soxhlet-In Situ Hexano * 3.3946
Soxhlet-In Situ Ciclohexano 0.277
Etanol Hexano-In Situ Hexano * -1.8552
Etanol Hexano- In Situ Ciclohexano & -4.9728

*

In Situ Hexano- In Situ Ciclohexano -3.1176

* indica una diferencia significativa.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 2 se evidencia que no existen

diferencias significativas entre los métodos Soxhlet e In Situ Ciclohexano.

Este resultado es favorable para la toma de decisiones en la transferencia
tecnolégica del proceso de produccion de biodiesel, debido a que teniendo en
cuenta los aspectos ambientales, energéticos y econdmicos es mejor utilizar el

método in situ ciclohexano para biomasa del género Amphiprora sp.
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Figura 11: Eficiencia para el género Nannochloropsis sp.
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Método

La comparacién de métodos para Nannochloropsis sp., muestra que el método de
mayor eficiencia de extraccion es el Etanol-Hexano, debido a la adicion de
hexano, el cual atrapa los lipidos disueltos en la fase alcohdlica garantizando que
el extracto sea en gran parte lipidos, seguido de in situ ciclohexano. Esta
microalga es la de mas dificil manipulacién ya que al aplicar el método in situ
ocurria un fenébmeno de sedimentacion debido a su fisiologia, ocasionando que el
solvente no actué eficientemente.

En la figura 12 se presenta la distribucion de los valores de medias y medianas
utiizados para el anadlisis estadistico de los resultados obtenidos para el
porcentaje de extracto lipidico. Se observa que hay diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de las 4 muestras con un Intervalo de Confianza de
95% y un valor P = 0.0036.
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Figura 12: Gréfico de Medias para el género Nannochloropsis sp.
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En la tabla 3 se observan las diferencias significativas entre grupos.

Tabla 3. Prueba de Mltiples Rangos para el género Nannochloropsis sp.

Contraste

Soxhlet-Etanol Hexano

Soxhlet-In Situ Hexano

Soxhlet-In Situ Ciclohexano

Etanol Hexano-In Situ Hexano
Etanol Hexano- In Situ Ciclohexano

In Situ Hexano- In Situ Ciclohexano

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 3 se evidencia que no existen
diferencias significativas entre los métodos Etanol-Hexano e In Situ Ciclohexano.

Este resultado es favorable para la toma de decisiones en la transferencia
tecnologica del proceso de produccién de biodiesel, debido a que teniendo en
cuenta los aspectos ambientales, energéticos y econdmicos es mejor utilizar el
método in situ ciclohexano, a su vez no se registra diferencia significativa entre los

métodos de extraccidon Soxhlet e in Situ hexano los cuales se descartan por su

bajo porcentaje de extraccion.
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Figura 13: Eficiencia para el género Navicula sp.
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La comparacién de métodos, para Navicula sp., muestra que el método Soxhlet es
el de mayor eficiencia seguido por el método In Situ Ciclohexano e In Situ
Hexano. En la figura 14 se presenta la distribucion de los valores de medias y
medianas utilizados para el analisis estadistico de los resultados obtenidos para el
porcentaje de extracto lipidico. Se observa que hay diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de las 4 muestras con un Intervalo de Confianza de
95% y un valor P = 0.0010. .

Figura 14: Gréfico de Medias para el género Navicula sp.
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En la tabla 4 se observan las diferencias significativas entre grupos.

Tabla 4. Prueba de Multiples Rangos para el género Navicula sp.

Contraste Significancia | Diferencia
Soxhlet-Etanol Hexano * 5.9277
Soxhlet-In Situ Hexano 0.6485
Soxhlet-In Situ Ciclohexano 0.4461
Etanol Hexano-In Situ Hexano * -4.9792
Etanol Hexano- In Situ Ciclohexano * -5.4817
In Situ Hexano- In Situ Ciclohexano -0.5024

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 4 se evidencia que no existen
diferencias significativas entre los métodos Soxhlet, In Situ hexano e In Situ

Ciclohexano.

Este resultado es favorable para la toma de decisiones en la transferencia
tecnologica del proceso de produccién de biodiesel, debido a que teniendo en
cuenta los aspectos ambientales, energéticos y econdmicos es mejor utilizar el
método In Situ Ciclohexano, a su vez hay una diferencia significativa del grupo
anterior con el método Etanol-Hexano lo cual deja ver que es un método poco

eficiente para la produccion de biodiesel a partir del género Navicula sp.

La comparacion de las especies con los resultados muestra que el método Soxhlet
sobresale en dos de las tres especies, el método que obtiene resultados similares
al método Soxhlet es el In situ Ciclohexano que obtiene porcentajes altos de
extracto lipidico comparados con los demas métodos en todas las especies
aplicadas. En general el método que logra el més alto porcentaje de extracto

lipidico es el método Soxhlet seguido por in situ ciclohexano.

3.3 Comparaciéon del método Bligh & Dyer modificado.
La comparacion de géneros de microalgas, muestra que no hay diferencias

significativas entre Amphiprora sp., Nannochloropsis sp., y Navicula sp. En la
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figura 15 se presenta la distribucion de los valores de medias y medianas
utiizados para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos para el
porcentaje de extracto lipidico. Se observa que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las 3 muestras con un Intervalo
de Confianza de 95% y un valor P = 0.6769.

Figura 15: Gréfico de Medias para el método Bligh & Dyer.
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En la tabla 5 se observan las diferencias significativas entre grupos

Tabla 5. Prueba de Multiples Rangos para el método Bligh & Dyer

Contraste Significancia | Diferencia
Amphiprora - Nannochloropsis -0.3263
Amphiprora - Navicula -0.1456
Nannochloropsis - Navicula 0.1808

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 5 se evidencia que no existen
diferencias significativas entre los porcentajes de extraccion para los géneros de

microalgas analizados.
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3.4 Comparacion de los métodos Soxhlet e In Situ Ciclohexano con Bligh &
Dyer modificado.

El método Bligh & Dyer es el que muestra mayor eficiencia de extracto lipidico
para los tres géneros de microalgas, aproximadamente dos veces la cantidad que
el método Soxhlet, el método Bligh & Dyer es el Unico al cual no es necesario
hacerle disrupciéon celular, lo cual fue establecido en trabajos anteriores [37]. La

figura muestra estos resultados.

Rendimientos del método Bligh & Dyer, Soxhlet e in situ Ciclohexano

Tabla 6. Extracto Lipidico del método por género.

Genero/ Bligh & Dyer In Situ
_ Soxhlet - )
Método de Extraccién Modificado Ciclohexano
Amphiprora sp. 6.7379+0,1453 | 8,5065+0,3127 | 6,46095 + 0,2756
Nannochloropsis sp. 1,13 +0,0385 8,8328 +0,1510 1,9626 +0,2233
Navicula sp. 8,5349+0,8588 | 8,6520 +0,4889 8,0889 +0,2823

A continuacion en la figura 16 se hace el estudio estadistico comparando los tres
métodos. Debido a que no existen diferencias significativas entre los géneros de
microalgas para el método Bligh & Dyer se hizo el estudio estadistico con la

especie Nannochloropsis.

La comparacion de métodos para los géneros estudiados, muestra que el método
Bligh &Dyer es el de mayor eficiencia, seguido por los métodos Soxhlet e In Situ

Ciclohexano.

En la figura 16 se presenta la distribucion de los valores de medias y medianas
utiizados para el anadlisis estadistico de los resultados obtenidos para el
porcentaje de extracto lipidico. Se observa que hay diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de las 7 muestras con un intervalo de confianza de
95% y un valor P = 0.0000.
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Figura 16: Gréfico de Medias para los métodos Soxhlet, B&D e In Situ Ciclohexano.
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c) Nannochloropsis sp.-Soxhlet

d) Nannochloropsis sp.-In Situ Ciclohexano
e) Navicula sp.-Soxhlet

f) Navicula sp.-Bligh & Dyer

g) Navicula sp.-In Situ Ciclohexano

Tabla 7. Prueba de Mltiples Rangos para los métodos Soxhlet, B&D e In Situ Ciclohexano.

Contraste Significancia | Diferencia

Ampbhiprora Soxhlet - Amphiprora In Situ Ciclohexano 0,277

Amphiprora Soxhlet — Nannochloropsis Soxhlet * 5,60795
Amphiprora Soxhlet — Nannochloropsis Bligh & Dyer & 4,77535
Amphiprora Soxhlet — Navicula Soxhlet * -1,797

Amphiprora Soxhlet — Navicula Bligh & Dyer & -1,9141
Amphiprora Soxhlet — Navicula In Situ Ciclohexano * -1,35095
Amphiprora In Situ Ciclohexano — Nannochloropsis Soxhlet S 5,33095
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Amphiprora In Situ Ciclohexano — Nannochloropsis In Situ
Ciclohexano

Amphiprora In Situ Ciclohexano — Navicula Soxhlet
Ampbhiprora In Situ Ciclohexano — Navicula Bligh & Dyer
Amphiprora In Situ Ciclohexano — Navicula In Situ Ciclohexano
Nannochloropsis Soxhlet — Nannochloropsis In Situ
Ciclohexano

Nannochloropsis Soxhlet — Navicula Soxhlet
Nannochloropsis Soxhlet — Navicula Bligh & Dyer
Nannochloropsis Soxhlet— Navicula In Situ Ciclohexano
Nannochloropsis In Situ Ciclohexano — Navicula Soxhlet
Nannochloropsis In Situ Ciclohexano — Navicula Bligh & Dyer
Nannochloropsis In Situ Ciclohexano — Navicula In Situ
Ciclohexano

Navicula Soxhlet — Navicula Bligh & Dyer

Navicula Soxhlet — Navicula In Situ Ciclohexano

Navicula Bligh & Dyer — Navicula In Situ Ciclohexano

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 7 se evidencia que no existen
diferencias significativas para el género Navicula entre Bligh &Dyer, Soxhlet e In
Situ Ciclohexano, esto brinda la ventaja de utilizar otros criterios de seleccion para
la aplicacion de un método de extraccion a escala de laboratorio, tales como

impacto ambiental, requerimientos energéticos, selectividad de los solventes o

factibilidad técnico-econdmica.
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4. CONCLUSIONES

A pesar de que los tres géneros de microalgas eran distintos y de dos 6rdenes
diferentes los porcentajes de biomasa después de la hidrolisis fueron similares
(30-40%) lo que confirma la aplicabilidad del método de disrupcion celular

utilizado a microalgas de distinto orden taxonémico.

No hay diferencia significativa entre aplicacion en laboratorio de Soxhlet e In
Situ Ciclohexano para genero Amphiprora sp., la decision final sobre el

método a aplicar debe ser tomado después del estudio de escalamiento.

Los métodos mas eficientes (con mayor porcentaje de extraccion) son el
etanol-hexano e in situ ciclohexano para el género Nannochloropsis sp.
ademas estadisticamente no hay diferencias significativas entre ambos

métodos.

No existen diferencias significativas para el género Navicula entre Bligh &
Dyer, Soxhlet y In Situ Ciclohexano, esto brinda la ventaja de utilizar otros
criterios de seleccion para escalamiento de un método de extraccion para este
género, tales como impacto ambiental, requerimientos energéticos,

selectividad de los solventes o factibilidad técnico-econémica.

A escala laboratorio los métodos mas eficientes para todos los géneros fueron
Soxhlet e In Situ Ciclohexano, ademas estos no tienen diferencia significativa
lo cual obliga aplicar criterios como, requerimientos energéticos, selectividad
de los solventes o factibilidad técnico-econdmica para la toma decision sobre

la utilizacién de uno u otro método.
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5. RECOMENDACIONES

Aplicar y validar la metodologia propuesta en este trabajo a otras especies de

microalgas nativas de otros érdenes, géneros y caracteristicas fisioldgicas.

Aplicar técnicas adicionales de caracterizacion a los extractos lipidicos con el

fin de identificar los componentes del extracto.

Realizar un andlisis energético y exergético, analisis ciclo de vida y un estudio
de factibilidad técnico-econdmica para evaluar si los proceso de extraccion

son viables a escala industrial.
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ANEXOS

ANEXO A: FICHA TECNICA DE LOS REACTIVOS.

o (@] o
—_ c —_
e 238 § 5 g5 ¢
> 8 £ S 5 S £ 8
T < 4« S s < o =
S o o
Formula Quimica CeHis  CH5CH,OH CeHiz  CHCI; HCl CH3;0OH
Masa Molecular 86,2 46,1 84,2 119,39 365 32
Pureza (% p/v) 98,5 99,9 99 972 37 999
Gravedad Especifica (Agua=1) a 20° C 0,66 0,793 0,78 1484 1,19 0,79
Punto de Ebullicion (°C) a 1 atm 69 78,3 81 61 48 64,5
Punto de Fusion (°C) -94,3 -114,5 6 635 -26 98
Presion de Vapor (hPa) a 20° C 160 59 103 19,58 190 128
Punto de Inflamacién (°C) -22 12 18 e - 11

Tabla 8. Reactivos quimicos empleados en el desarrollo experimental.

La informacion suministra en la tabla 8 se obtuvo del catalogo de reactivos y

productos 2008-2010 de Merck.
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ANEXO B: PRINCIPALES EQUIPOS EMPLEADOS.

a) Balanza analitica b) Plancha de calentamiento con agitacion

c¢) Equipo de filtracion al vacio d) Manta de calentamiento
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e) Centrifuga f) Horno digital de conveccion

g) SilentCrusher M
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ANEXO C: PRETRATAMIENTO HIDROLISIS ACIDA.

Materiales y reactivos:

e Plancha de agitacion.

e Equipo de filtracion al vacio.

e Horno digital de conveccion.

e Mortero.

e Balanza analitica.

e Acido Clorhidrico (HCI).

e Camara de extraccidon de vapores.
PROCEDIMIENTO DEL DISRUPCION CELULAR

1. Pesar la biomasa a pre tratar.

2. Macerar la biomasa.

3. Agregar HCI 0.5M.

4. Agitar a 500 rpm durante 30 min.

5. Filtrar al vacio realizando lavados de 400 ml de agua destilada por cada 100 mi

de solucién.

6. Secar a 105° C durante 4 horas.
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a) Agitacion. b) Filtracion al vacio.

c) Biomasa Pretratada Himeda. d) Biomasa Pretratada seca.
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ANEXO D: EXTRACCION DE ACEITE MEDIANTE METODO SOXHLET.

Materiales y reactivos:

e Manta de calentamiento.
e Equipo de extraccion Soxhlet (matraz, tubo Soxhlet, condensador).
e Papel de filtro.

e Soporte universal.

e Espatula.
e Mortero.
e Embudo.

e Balanza analitica.
e Hexano.

e Camara de extracciéon de vapores.

PROCEDIMIENTO DEL METODO DE EXTRACCION SOXHLET

Pesar 3g de biomasa pretratada.

Introducir la biomasa en el papel filtro y formar el cartucho.
En el matraz agregar 220 ml de hexano.

Hacer montaje Soxhlet.

Recuperacion del solvente por medio de destilacion.

o g bk w N PE

Dejar volatilizar el extracto y la biomasa residual en una camara extracto hasta
obtener peso constante.

7. Cuantificacion del extracto por diferencia de masa.
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a) Biomasa macerada. b) Cartucho con biomasa.

¢) Montaje Soxhlet. d) Solvente remanente

e) Extracto lipidico.
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ANEXO E: EXTRACCION DE ACEITE MEDIANTE METODO BLIGH & DYER.

Materiales y reactivos:

e Balanza analitica.

e SilentCrusher M.

e Probeta.

e Tubos de centrifuga.
e Centrifuga.

e Embudo.

e Papel filtro.

e Vaso de compota.

e Cloroformo.

e Metanol.

PROCEDIMIENTO DEL METODO DE EXTRACCION

1. Pesar 3 g de biomasa seca.

2. En una probeta agregar la biomasa y los solventes: 24 ml de metanol y 12 ml de
cloroformo; agitar a 5000 rpm durante 10 minutos.

3. Agregar 12 ml de cloroformo y agitar durante 2 minutos.

4. Agregar 12 ml de agua y agitar durante 2 minutos.

5. Centrifugar a 3400 rpm durante 15 minutos.

6. Extraer la capa superior (metanol-agua) contenida en los tubos de centrifuga

con un gotero.
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7. Realizar doble filtracion por gravedad a la capa inferior contenida en los tubos
de centrifuga.

8. Lavar los tubos de centrifuga con 15 ml de cloroformo.

9. Dejar volatilizar el extracto y la biomasa residual en una camara extractora
hasta obtener peso constante.

10. Cuantificar el rendimiento de la extraccion por diferencia de masas.

a) Agitacion con solventes. b) Centrifugacion.
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c) Separacion de fases. d) Filtracion por gravedad.
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ANEXO F: EXTRACCION DE ACEITE MEDIANTE METODO IN SITU.
Materiales y reactivos:
e Balanza analitica.
e Plancha de agitacién magnética.
e Equipo de filtracion al vacio.
e Matraz de redondo de tres bocas.
e Hexano.

e Ciclohexano.

PROCEDIMIENTO DEL METODO DE EXTRACCION

Se pesan 3g de biomasa pretratada.
Se adiciona al matraz 200ml de hexano o Ciclohexano.
Agitacion durante 24 h a 500 rpm.

Filtrar la mezcla obtenida.

a w0 DdPRE

Dejar volatilizar el extracto y la biomasa residual en una camara extractora
hasta obtener peso constante.

6. Cuantificacion del extracto por diferencia de masa.
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a) Agitacion. b) Filtracién al vacio.

c¢) Evaporacién del solvente
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ANEXO G: EXTRACCION DE ACEITE MEDIANTE METODO ETANOL-
HEXANO.

Materiales y reactivos:

e Balanza analitica.

e Plancha de agitaciébn magnética.
e Equipo de filtracion al vacio.

e Embudo.

e Decantador.

e Erlenmeyer.

e Etanol.

e Hexano.

PROCEDIMIENTO DEL METODO DE EXTRACCION

1. Pesar 3g de biomasa pretratada.

2. Adicionar etanol a la biomasa pretratada en proporcién 5mL/g biomasa.
3. Agitar la mezcla durante 14 h a 500 rpm y temperatura ambiente.

4. Filtrar la mezcla obtenida.

5. Adicionar etanol a la biomasa residual en proporcion 5mL/g biomasa.
6. Agitar la mezcla durante 1 h a 500 rpm y temperatura ambiente.

7. Filtrar la mezcla obtenida.
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8. Adicionar Hexano a la solucion Hidroalcohodlica obtenida de las extracciones

con etanol en proporcion 0.2mL/mL a temperatura ambiente.
9. Separa las fases por decantacion.
10.Realizar 4 extracciones adicionales con hexano en proporcion 0.2 mL/mL.

11. Dejar volatilizar el extracto y la biomasa residual en una camara extractora

hasta obtener peso constante.

12. Cuantificaciéon del extracto por diferencia de masa.

a) Agitacion. b) Filtracién al vacio.

¢) Separacion de fases. d) Decantacién.
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ANEXO H: EXTRACTOS LIPIDICOS.

Amphiprora sp. Soxhlet Amphiprora sp. Bligh & Dyer

Amphiprora sp. Etanol-Hexano Amphiprora sp. In situ Hexano

Amphiprora sp. In situ ciclohexano Nannochloropsis sp. Soxhlet
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Nannochloropsis sp. Etanol-Hexano

Nannochloropsis sp. In Situ Hexano Nannochloropsis sp. In Situ Ciclohexano

Navicula sp. Soxhlet Navicula sp. Bligh & Dyer
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Navicula sp. Etanol-Hexano

Navicula sp. In Situ Ciclohexano
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