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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO COMPARATIVO DE METODOS DE DISRUPCION CELULAR/EXTRACCION
PARA LA OBTENCION DE ACEITE DE MICROALGAS DE BIOPROSPECCION NACIONAL*,

AUTORES: DIANA CATALINA MOLANO BAYONA, DIANA PAOLA ALVAREZ SUAREZ**,

PALABRAS CLAVE: Microalgas, disrupcion celular, extraccion, lipidos.

La obtencion de biodiesel a partir de microalgas es promisoria al tener el potencial de proporcionar
grandes cantidades de combustible a partir de pequefias areas de cultivo y menores costos de
produccion. Una etapa importante en esta cadena de produccion es la extracciéon del aceite de
microalgas cuya eficiencia esta relacionada con la eficiencia global del proceso

El tema de este estudio es la comparacion en términos de eficiencia, costo, requerimientos
energéticos y toxicidad; de 5 métodos de extraccion de aceite de microalgas con solventes
quimicos acomparfados de disrupcion celular. Se empled hidrélisis con HCI 0.5M como método de
disrupcion celular para soxhlet con hexano, Etanol/hexano y métodos in-situ con hexano y
ciclohexano y se realizé el método Metanol/Cloroformo a partir de biomasa sin pretratar, todo esto
para 3 cepas bioprospectadas, aisladas y escaladas pertenecientes a los géneros Guinardia sp.,
Tetraedron sp. y Amphiprora sp. Se desarrollaron dos estudios con el propésito de determinar el
mejor de estos procedimientos. El primero, un analisis estadistico de las eficiencias obtenidas y el
segundo, un estudio de casos que hizo posible la estimacion de diferentes escenarios para los
métodos a partir de variaciones en la ponderacién de los criterios de seleccién. Se encontré que la
eficiencia de los métodos de extraccién depende de la cepa empleada siendo soxhlet el mas
eficiente en las 3 especies entre aquellos que requieren previa disrupcion celular y entre todos los
métodos los de mayor eficiencia fueron Soxhlet y Metanol/Cloroformo, siendo éste dltimo también
el mas favorable en cuanto a costo y requerimientos energéticos pero no asi para la toxicidad.

*Proyecto de Grado
**Facultad de ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de ingenieria Quimica. Director: Dr. Sc.
Viatcheslav Kafarov. Codirector: Ing. Angel Gonzalez.
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ABSTRACT

TITLE: COMPARATIVE STUDY OF CELL DISRUPTION/EXTRACTION METHODS TO OBTAIN
MICROALGAE IOL FROM NATIONAL BIOPROSPECTION MICROALGAES*.

AUTHORS: DIANA CATALINA MOLANO BAYONA, DIANA PAOLA ALVAREZ SUAREZ**.

KEY WORDS: Microalgae, cell disruption, extraction,lipids.

Production of biodiesel from microalgae is promising as they hawe the potential to offer
considerable amount of fuel from small crop areas and less production costs. Microalgae oil
extraction is an important step in the production chain, which efficiency is related to global efficiency
of the process.

The theme of this project is the comparison in terms of efficiency, costs, energetic consume and
toxicity of five methods for microalgae oil extraction with chemical solvents and cell disruption. It
was used hydrolysis with HCI 0.5M as cell disruption method for hexane and cyclohexane in-situ,
soxhlet and ethanol/hexane methods and it was carried out the methanol/chloroform method from
biomass that did not go under a stage of cell disruption as well. Two studies were dewveloped in
order to determinate the best of this procedures. The first one was a statistical analysis done over
efficiency results, the second one was a study of cases which make possible to estimate different
scenarios for the methods from variations on the criteria’s selection adjustment. It was shown that
soxhlet and methanol/chloroform methods are more efficient, being this last one also the most
appropriate based on cost and energy requirements but not thus for the toxicity criteria.

* Undergrade Project
** Physical and Chemical Engineering Faculty. Chemical Engineering Department. Director:
Dr. Sc.Viatcheslav Kafarov. Codirector: Ing. Angel Gonzalez.
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INTRODUCCION

El uso de combustibles fésiles como fuente de energia ha sido actualmente
reconocido como insostenible, dado el agotamiento de recursos y el impacto
ambiental de los gases efecto invernadero [1]. La produccion de energia, bienes y
servicios es necesaria, pero esta debe ser social, econdmica y ambientalmente
sostenible [2]. Para tal fin se han considerado fuentes alternas de generacion de
energia como las microalgas que, con el aumento en los precios del petréleo, se
han consolidado como una alternativa renovable y viable para la produccion de
biodiesel [3].

La cadena de produccion de biodiesel a partir de microalgas es un proceso
conformado, en términos generales, por las etapas de cultivo, cosecha de la
biomasa, secado, extraccion de lipidos y transesterificacion [4], siendo la etapa de
extraccion de aceite determinante en la produccion de biodiesel.Los
procedimientos de extracciéon de aceite deben ser favorables desde diferentes
puntos de vista para ser considerados viables. El objetivo del presente trabajo es
la comparacion de 5 métodos de extraccion de aceite con solventes quimicos bajo
los criterios de eficiencia, costo, requerimientos energéticos y toxicidad con el fin
de determinar el mejor de estos procedimientos basados en estudios estadisticos
de la eficiencia obtenida y del comportamiento de los métodos en diferentes

escenarios.
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1. MARCO TEORICO

Factores ambientales y econémicos han llevado a la necesidad de considerar
alternativas no convencionales de combustibles. Formas mas limpias vy
econdmicas de energia toman fuerza en la actualidad. Este es el caso de los

combustibles de tercera generacion, a partir de aceite de microalgas [5].

1.1GENERALIDADES DE MICROALGAS

Las microalgas son un grupo de microorganismos fotosintéticos que pueden
crecer rapidamente y vivir en habitats diversos. Son capaces de convertir la luz del
sol, el agua, nutrientes inorganicos y el dioxido de carbono en biomasa,
produciendo eficientemente lipidos, carbohidratos y proteinas, en diferentes
proporciones [6]. Se estima que existen mas de 50000 especies pero solamente
30000 han sido estudiadas y analizadas[7]. Para el desarrollo de este estudio, se
tomaron tres especies de bioprospeccion nacional promisorias para la obtencién
de biodiesel ya que son facilmente aisladas y escaladas, de las cuales dos son del
mismo filo y una de distinto analizando asi la influencia de esto en la eficiencia de

la extraccion. Estas especies se presentan a continuacion.

1.1.1 Guinardia sp. H Peragallo, 1892 Diatomea caracteristica de ambientes

salobres y marinos. Sus células son cilindricas y se combinan para formar

cadenas lineales de corta duracion [8].

1.1.2 Tetraedron sp. Kitzing, 1845 Clorofita plana triangular, cuadrangular o
poligonal, cuya pared celular es relativamente delgada. La superficie celular de

células jévenes esta provista con una red irregular, la cual desaparece en células
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adultas. El contenido de la célula esta compuesto por un nucleo, centriolos y un

cloroplasto sencillo que llena completamente la célula [9].

1.1.3 Amphiprora sp. Ehrenberg, 1843 Es una diatomea que posee tallas
cercanas a las 20 micras y forma rectangular 2:3. Se caracteriza por un rapido
crecimiento y contenido de lipidos elevado.Su pared celular o frastulas de color
amarillo oro consta de dos mitades que se sobreponen y adaptan entre si,

constituyendo las valvas [10].

1.2 OBTENCION DE ACEITEDE MICROALGAS

En los procesos de obtencion de aceite de algas se destacan 2 procedimientos: la

disrupcion celular y la extraccion del aceite de la microalga [11].

1.2.1 Disrupcion celular Tratamiento en el que se pretende destruir la pared
celular de las microalgas para facilitar la recuperacion de productos intracelulares
y obtener mayor cantidad de lipidos [11]. Diferentes métodos pueden ser usados
dependiendo de la composicién de la pared celular de la microalga y de los
productos a obtener, estos métodos pueden estar basados en accion mecéanica
(ultrasonido, autoclave y homogeneizadores) y no mecénica (shock osmotico y

reacciones acidas, basicas y enzimaticas) [7, 13].

El tipo de disrupcion celular empleada en este trabajo fue la hidrélisis 4cida ya que
es el método que ofrece un mayor porcentaje de eficiencia de extraccion para
microalgas de bioprospeccion nacional [14]. En este método, los compuestos
hidrosolubles presentes en la célula son disueltos por el acido y forman un

compuesto llamado masa solubilizada [15].

1.2.2 Métodos de extracciébn Para la obtencion de lipidos presentes en

microalgas a nivel laboratorio, se ha empleado una variada cantidad de métodos
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tanto mecéanicos como quimicos. Estos Ultimos comprenden la extraccion con

solventes quimicos que son los presentados en este trabajo [11].

1221 Etanol-Hexano Se utiliza etanol en una primera etapa para
recuperar el contenido lipidico de la microalga. Como segundo paso se genera la
formacion de un sistema bifasico mediante la adicion de agua y hexano al extracto
de aceite crudo obtenido anteriormente. Esta separacion de fases ocurre dado la
diferencia de solubilidades entre los solventes. Los lipidos se transfieren a la fase

hexanica y las impurezas quedan retenidas en la fase hidroalcohdlica [16].

1222 Cloroformo-Metanol Método rapido de extraccion en el cual la
biomasa no requiere ser sometida a disrupcion celular. Comprende las etapas de
agitacion, centrifugacion, filtracion y destilaciéon. Emplea metanol, solvente polar
para disolver lipidos polares, cloroformo, solvente no polar que disuelve lipidos
neutros y agua, que al ser un solvente polar, permite separar las fases
cloroformo/lipidos y metanol/lipidos [17]. Este método ha obtenido muy buenos
resultados en la extraccion de aceite de microalgas, sin embargo, posee la
desventaja de ser poco amigable con el ambiente, debido a la toxicidad de los

solventes [11].

1223 Soxhlet con hexano Consiste en el calentamiento a ebullicion del
solvente, seguido de su condensacion sobre el cartucho de biomasa, dando paso
a la extraccion solido-liquido de los lipidos presentes en esta [18]. El proceso
descrito se repite hasta alcanzar el tiempo de extraccion establecido, momento en
el cual se retira el cartucho con la biomasa residual y se lleva a cabo una

destilacién simple, con el fin de recuperar la mayor cantidad de solvente posible.

1224 Extraccién in-situ Método en que se agrega hexano 6 ciclohexano

fresco a la biomasa pretratada y se somete a agitacién durante un periodo de
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tiempo especifico, con el fin de favorecer el contacto solvente-biomasa y aumentar
la disolucién [18,19]. Se separa la solucion solvente-extracto de la biomasa por

medio de filtracion al vacio y se deja a evaporacion.
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2. DISENO METODOLOGICO

La metodologia desarrollada consta de 3 etapas, de las cuales 2 son
experimentales: disrupcién celular y extraccion lipidica, complementadas con la
comparacion de los métodos. Esta Ultima estudia criterios como: eficiencia, dado
gque a mayor cantidad de aceite extraido mayor serd la cantidad de biodiesel
producido; requerimientos energéticos que deben ser bajos para tener un
equilibrio entre la energia producida y la empleada para este fin; costos, para que
los procedimientos sean viables y toxicidad, que involucra aspectos ambientales y

de seguridad industrial relacionados a los solventes usados.

Figura 1. Metodologia experimental

Pisrupcién celular

'xtraccic')n con solventes
'studio comparativo

Etanol - Hexano

Hidrdlisis acida Cloroformo - Eficiencia lipidica
Metanol Requerimientos
Soxhlet energéticos
Extraccidn in-situ Costos
Toxicidad

Fuente: Los autores

2.1MATERIALES

Pueden ser las microalgas o los solventes empleados para la extraccion.
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2.1.1 Materia prima Las microalgas utlizadas fueron suministradas por la
Corporacién Instituto de Morrosquillo (Punta Bolivar, Colombia) y caracterizadas
por el Instituto Colombiano de Petrdleo, ICP. Estas especies son Guinardia sp.,
Tetraedron sp.y Amphiprora sp., en la tabla 1 se muestran los porcentajes lipidicos
de estas especies otorgado por el ICP. Cultivadas en medio /2, cosechadas por

floculacion, secadas al soly refrigeradas hasta su utilizacion.

Tabla 1. Especies usadas y sus porcentajes lipidicos

Especie Guinardia Tetraedron Amphiprora
% lipidos 7,5 9,87 12
% cenizas 67,4 22,64 52,8

Fuente: Informe del ICP y los autores

2.1.2 Reactivos Durante el proceso de disrupcidon celular se utiliz6 &cido

clorhidrico al 37% y para la extraccién con los distintos métodos, los solventes
empleados fueron: n-hexano, ciclohexano, cloroformo, metanol y etanol.

Adicionalmente durante todo el proceso se utiliz6 agua destilada como agente de

disolucion y lavado.

2.2 EQUIPOS

Los equipos utilizados se listan a continuacion:

e Balanza analitica. Precisa modelo XB220A.

e Plancha de calentamiento con agitacién. Wisestir MSH20D.
e Equipo de filtracion al vacio. Bomba Emerson 1/6 HP.

e Horno digital de conveccion. WTC binder.

e Homogenizador. Heidolph SilentCrusher.

e Manta de calentamiento. Glassco DIN 12347.
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e Centrifuga. UNICO MX C8624.

2.3PROCEDIMIENTO

Las etapas experimentales son la degradacion de la pared celular y la extraccion
del aceite utilizando solventes.

2.3.1 Disrupcion celular Se llevd a cabo disrupcién celular quimica con acido

clorhidrico de acuerdo al procedimiento mostrado en la figura 2.

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de disrupcion celular

HCI0,5M
100 ml

Biomasa .. * P
Secay Biomasa

Preparacion™ RuttLIEnE! Disrupcion Tratada+Licor Separacion
de la Celular (Filtracion al Licor
Muestra 500 rpm, 2h. vacio)

10 g.
Biomasa

Biomasa
Tratada+Licor
remanente

Agua
Destilada

Agua
Evaporada

p—— ———————

Secado Lavado Solucion

Biomasa 105°C, 4 h pH 5-6 de Agua y
Pretratada Seca Licor

Biomasa
tratada Lavada

Fuente: Los autores

2.3.2 Métodos de extraccion Los métodos de extraccion se desarrollaron de
acuerdo a la metodologia experimental y a la los protocolos de extraccion del

laboratorio de biomasa de la UIS [20]. Se realizaron 2 experimentos de cada
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método (prueba y repeticion), y una tercera prueba cuando se vio gran divergencia

en los resultados.

23.2.1 Etanol hexano Es una extraccién en multiples etapas en la que la

separacion de la fase hexanica de la hidroalcohdlica se repite 5 veces. El proceso

se representa en la figura 3.

Figura 3. Diagrama flujo del método etanol-hexano

Biomasa pretratada seca
3g.

Etanol

5ml/g

Extracto

Agitacion
500 rpm, 14 h

Filtracién al
vacio

crudo

Ajuste Etanol
40% v/v

Agua

Hexano

0.2 ml/ml —> Extraccion

Residuos de
biomasa

Etanol Agitacion
5ml/g 500rpm, 1.25 h

Filtracion

Separacién de Fases

(Decantacion) Fase
Hidroalcohdlica

Fase Hexanica

Hexano

Volatilizacion
remanente

Extracto Lipidico.

Residuo 2

Fuente: Los autores
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2.3.2.2 Cloroformo metanol: El procedimiento seguido para la realizacion
de este método se presenta en la figura 4. La extraccidn se desarrollé siguiendo la

metodologia experimental.

Figura 4. Diagrama de flujo del método cloroformo metanol

Metanol/Agua

Biomasa
Residual

Biomasa Seca
sin pretratar

3g Agitacion Centrifugacion Separacion
5000 rpm, 14 min 3400 rpm, 15 min Filtracién al vacio

Cloroformo/Lipidos
Biomasa

Cloroformo/Lipidos

Cloroformo /Metanol/Agua
Solvente

Volatilizacion remanente
Extracto

Lipidico.

Fuente: Los autores

2.3.2.3 Soxhlet El procedimiento se sintetiza en la figura 5, se llevan a cabo
multiples extracciones y luego se deja el extracto a volatilizacion para obtener

finalmente el aceite.
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Figura 5. Diagrama de flujo del método soxhlet

Hexano Hexano Hexano
300 mL Recuperado Remanente

Extraccion Destilacion

3 H e
E Soxhlet Simple Evaporacion

16 horas Hexano (Recuperacion del Extracto
+ Solvente) +

Extracto

Biomasa seca
Pretratada

Hexano
remanente

Biomasa Extracto
Residual Lipidico.

Fuente: Los autores

2324 Extraccion in situ La metodologia in-situ se desarrolld6 con 2
solventes distintos, hexano y ciclohexano siguiendo el mismo procedimiento y el

esquema del proceso se presenta en la figura 6.

Figura 6. Diagrama de flujo del método in-situ

Hexano/Ciclohexano Biomasa
150 mL residual

Solvente
remanente

Biomasa Seca

Pretratada Agitacion Filtracion E .,
. vaporacion
3g 500 rpm, 24 horas al vacio P

Solvente
+
Extracto

Biomasa
+
Solvente

Extracto
Lipidico.

Fuente: Los autores
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2.3.3 Cuantificacién del extracto A partir del andlisis gravimétrico hecho a cada
prueba y los datos mostrados en la tabla 1, se determinaron los rendimientos y
eficiencias para cada uno de los métodos aplicados a las diferentes especies, por

medio de las siguientes ecuaciones:

my = —2_ 4100 1D

= *

0 %Rec,

Donde m, corresponde a la cantidad de biomasa inicial sin pretratar que fue

sometida a extraccion, ya que el procedimiento de disrupcién fue desarrollado
para una gran cantidad de biomasa yen este se presentan pérdidas de materia;m,,

equivale a la cantidad de biomasa pretratada sometida a extraccion en cada

prueba realizada. Finalmente %Rec, se refiere a la biomasa recuperada después

p

del pretratamiento.

%Rendimiento = Z—Z * 100 (2)
La ecuacion 2 indica el rendimiento de aceite obtenido para cada prueba con
relacion a la biomasa empleada, siendo m, la masa del extracto lipidico obtenido
luego de la aplicacion del método.
%Rendimiento

%Eficiencia = % lipidos ICP 3

La eficiencia es el valor de interés que hace posible la comparacion de los
métodos en distintas especies. En la ecuacion 3 el término % lipidos ICP
corresponde al valor de lipidos de las 3 especies empleadas, que esta

referenciado en la tabla 1.

2.4ESTUDIOS COMPARATIVOS

Se recurre a la microscopia para ver el efecto de los tratamientos sobre la
morfologia de las células y relacionar esto con la eficiencia de cada uno. Mediante

andlisis estadistico se comparan los métodos en cuanto a su eficiencia. Por otra
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parte, con el analisis de escenarios se varia la ponderacion dada a cada criterio de
seleccién (costo, requerimientos energéticos, eficiencia y toxicidad), y asi tener

mayor claridad en la escogencia del método mas apropiado para cada especie.

2.4.1 Respuesta morfoldgica Se lleva a cabo observacién en microscopio optico
de las especies antes y después de la disrupcidén celular; asi como de las
muestras después de la aplicacién de los métodos para ver el dafio hecho a las

células en cada procedimiento.

2.4.2 Analisis ANOVA y prueba de multiples rangos Este estudio se realiza
con el software STATGRAPHICS Centurion XVI utlizando la herramienta
‘comparacion de varias muestras” para los resultados de extracto lipidico de cada
meétodo y género de microalga. La tabla ANOVA es el analisis de varianza que se
realiza a los datos, buscando aceptar o rechazar la hipotesis Hyp que afirma que
sus medias son iguales (p-valor>0.05 se acepta Hp y p-valor<0.05 se niega Hp). A
partir de esta tabla se determina si hay diferencias significativas entre los datos y
con una prueba de mudltiples rangos, se determina entre cuales de estos se

presenta dicha diferencia.

La comparacion de los métodos debe hacerse en aquellos que tienen
procedimientos similares [19], por esto se hace necesario llevar a cabo un sistema
de seleccion que permita determinar el mejor método en un conjunto de afines
desde el punto de vista estadistico, tomando en cuenta las eficiencias de

extraccion. Esta metodologia es mostrada en la figura 7.
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Figura 7. Metodologia de comparacion de los métodos

Metodos con disrupcién celular

=
—

Fuente: Los autores

v v

Método sin
disrupcién
celular

v

=3

24.3 Casos de estudio Se analizan varios escenarios teniendo en cuenta
diferentes criterios de comparacién como requerimientos energéticos, costos,
toxicidad y eficiencia (numeral 2.4.2) y se toma una muestra de 10 considerando la
eficiencia como aspecto principal. El primer paso en el estudio de escenarios es la
normalizacién de los datos de los criterios de seleccion, con el fin de tener valores
en una escala de 1 a 100 que facilite el andlisis. Luego se relaciona cada resultado
de estos criterios con un valor de ponderacion variable en la sumatoria de todas
las variables siguiendo la ecuacion 4, el valor obtenido se llama total que es Unico

para un método en una especie y sera Util en las posteriores comparaciones.
c
Total,,, = Z(pc * valor,) (4)
1

Donde p es la ponderacién asignada a determinado criterio, c es el criterio y valor

es la cantidad normalizada de cada criterio, todo esto para cada método.



Empleando la herramienta solver de Microsoft Office Excel 2007, se calculan los
valores de ponderacion que determinan el mejor escenario para cada método. El
administrador de escenarios de la herramienta “andlisis Y si” del mismo software,
se utiliz6 para el estudio del comportamiento de los métodos frente a diferentes
valores de ponderacion asignados aleatoriamente, dandole prevalencia a la

eficiencia.

2431 Estudio de requerimientos energéticos Para determinar los
métodos con menores requerimientos energéticos se calculé la energia gastada

de cada uno de estos siguiendo la ecuacion 5.
n
Emét = leeq ’ tet (5)

En donde P, es la potencia nominal de cada equipo, t, equivale al tiempo durante

el cual se utliza el mismo y n corresponde al nimero de equipos usados.Las
potencias de los equipos empleados se registran en la tabla 2. Considerando a

partir de estas potencias el maximo requerimiento energético de los métodos.

Tabla 2. Potencia nominal de los equipos usados

Equipo Potencia [W]

Bomba de filtracion al vacio 124,3
Horno digital de conveccion 1200
Plancha de calentamiento con agitacion 1200
Manta de calentamiento 200
Homogeneizador Silentcrusher 130
Centrifuga 575,5

Fuente: Los autores
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2432 Estudio de costos Con el fin de hallar el método méas econémico se

determina el costo de cada uno a partir de la ecuacion 6.

m
Cmét = Z Csolv ) Vsolv + otros (6)
1

En la cual C indica el valor de determinado solvente por unidad de volumen, los

solv
costos de los solventes engrado analitico son presentados en la tabla 3; V,,,, se
refiere al volumen utilizado de dicho solvente y m representa el solvente sobre el
cual se hace el calculo. Por otra parte, el término otros corresponde a un
estimativo del costo de otros implementos usados en la realizaciéon de cada
método como es el caso de papeles filtro e indicadores de pH y en el caso de la
extraccion soxhlet se agrega un término correspondiente al costo del servicio de

agua de acuerdo a su precio en la ciudad de Bucaramanga Y el flujo empleado.

Tabla 3. Costo de los reactivos

Materias primas Valor [$/ml]
n-Hexano 9,94
Ciclohexano 143,60
Etanol 6,66
Metanol 29,00
Cloroformo 45,40
Acido clorhidrico 37% 27,92
Agua (serv. Industrial) 1,271E-6

Fuente: Los autores

2.4.3.3 Toxicidad Se hizo una relacién del DLsyy, [21] para los solventes
utiizados con el método correspondiente. Se consider6 100% tolerable (en
comparacion con los otros) al reactivo cuyo DLsgy, €S el mayor, con el fin de
establecer cual de estos es el menos nocivo y a partir de ese valor se calcularon

los porcentajes de los demas, estos porcentajes son mostrados en la tabla 4.
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Tabla 4. Criterio de toxicidad de los reactivos

0 -
SOLVENTES DL50 (mg/Kg) % Tolerancia

relativa
Hexano 28710 100,00
Etanol 10600 36,92
Metanol 7500 26,12
Ciclohexano 6200 21,60
Cloroformo 1194 4,16

Fuente: Los autores

Para determinar el % tolerancia relativa de los métodos que mezclas de solventes

se toma el valor del solvente mas toxico (el menos tolerable).
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

Los estudios comparativos arrojaron resultados que permiten la seleccion de los

métodos de extraccion mas eficiente y su comparacion en diferentes contextos.

3.1DISRUPCION CELULAR

Dado que durante esta etapa, las cenizas y el material celulésico junto con los
azucares son degradados, la biomasa recuperada es rica en lipidos y
aprovechada para la extraccion. Los porcentajes de material no hidrolizable en la

biomasa obtenidos en esta etapa son presentados en la figura 8.

Figura 8. Rendimiento en el proceso de disrupcion celular

Disrupcion Celular

90,0

80,0

70,0

60,0

50,0

40,0

30,0

% de Biomasa Recuperada

20,0 A
10,0 A

Guinardia Tetraedron Amphiprora

Género

Fuente: Los autores
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La variacion de los resultados se justifica con la taxonomia de las especies y el
floculante usado en el proceso de cosecha ya que queda en la célula como
cenizas. La hidrélisis empleada cumplié con el objetivo de remover los azlcares y
cenizas que poseen porcentajes similares para especies del mismo filo como se
muestra en la tabla 1 y cuyos valores estan relacionados con los porcentajes de

biomasa recuperada.

3.2RESPUESTA MORFOLOGICA

Se observaron las células al microscopio con 100x de aumento evidenciandose la
influencia de los procedimientos en la morfologia de las especies.

Guinardia sp.: mostrd células intactas después de la hidrdlisis, su pared celular no
presentd desprendimiento, sin embargo, la microscopia después de la extraccion
metanol cloroformo permiti6 afirmar que las altas velocidades de agitacion
debilitan la estructura celulésica de la pared y la silice que la compone, lo que
facilita la entrada del solvente y la extraccion de lipidos y otro tipo de material

intracelulésico como fosfolipidos, pigmentos, azucares entre otros.

Figura 9. Imagenes de microscopia Guinardia sp.

(A) Células sin pretratar (B) Células después de metanol cloroformo
Fuente: Los autores
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Tetraedron sp.: después del pretratamiento, la morfologia de las células cambié
notoriamente, estas fueron achatadas y no se observo la pared celular. Luego de
cada extraccion las células perdian gran parte de su contenido celular,
especialmente para soxhlet debido a la sensibilidad de la cepa al choque térmico.

Figura 10. Imagenes de microscopia Tetraedron sp.

(A) Célula inicial ~ (B) Célula pretratada (C, D) Células después de Soxhlet
Fuente: Los autores

Amphiprora sp.. no se detectd la estructura de la pared celular después del
pretratamiento, la morfologia celular se alter6 notoriamente y por esta razon las
células sometidas a extraccion perdieron gran parte de su contenido
citoplasmatico. En el método soxhlet se observaron frastulas totalmente vacias, se
apreciaron las estrias y la morfologia totalmente alterada; ademas se vieron

ciertas estructuras circundantes, al parecer restos celulares
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Figura 11. Imagenes de microscopia Amphiprora sp.

(A) Célula sin pretratar ~ (B) Célula pretratada  (C) Sometida a Soxhlet

Fuente: Los autores.

3.3 COMPARACION DE EFICIENCIAS DE EXTRACCION.

Los resultados de las eficiencias de extraccion de aceite usando los 5 métodos en

las 3 especies se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Eficiencias obtenidas experimentalmente

12,83 +/-0,4 13,15 +/-1,0 100 +/-1,7 9,28 +/-1,7

9,55 +/- 3,6

11,44 +/-4,0 18,28 +/-0,4 100 +/-10,5 50,57 +/- 15,1 14,69 +/-4,9

26,01 +/-2,4 21,08 +/-3,9 37,07 +/-2,6 34,90 +/-1,9 15,24 +/-2,1

Fuente: Los autores

Los métodos que presentaron mayores eficiencias fueron metanol cloroformo y
soxhlet, sin embargo su reproducibilidad es baja dado que estos valores varian de
una cepa a otra esto puede deberse a la composicién de la pared celular y a la

afinidad de los solventes con la estructura celular, por el contrario los resultados
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obtenidos para los métodos in situ, y etanol hexano fueron bajos pero similares en

las diferentes especies lo cual muestra la reproducibilidad.

La variacion de las eficiencias de los diferentes métodos se debe a la sensibilidad
de la pared celular frente al calentamiento y la agitacion a elevadas velocidades

asi como del solvente empleado y el tiempo de duracion de cada procedimiento.

3.3.1 Analisis ANOVA y pruebas de multiples rangos

Los resultados de eficiencias de las diferentes especies sometidos a un analisis

estadistico y comparado en grupos de iguales son mostrados a continuacion.

Para Guinardia sp. los métodos con disrupcién celular y mayores eficiencias
fueron soxhlet e insitu ciclohexano, esto se puede apreciar en la figura 12a donde
se muestra el grafico de medias. En la figura 12b se observa la prueba de
multiples rangos, que indica que no hay diferencias significativas entre los 4
métodos, de modo que se escogid soxhlet en virtud de la posterior comparacion

con metanol clorofromo y debido a sus buenos resultados en las otras especies.

Figura 12. Gréafico de medias y prueba de mdltiples rangos, Guinardia sp.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

18 — -
16 - .
= F ] Contrasie Sig. |Diferencia | +/- Limites
E 181 — | Guin Hex - Gui ciclohex 327874 618342
s I 1 |Guin Hex - Gui Sosh 339617 [6,18342
g - 7 |Guin Hex - GuiEt Hex 0272153  [6,18342
s b 3 |Guiciclohex - Gui Sozh 0317427 [6,18342
2 1 |Guiciclohex - GuiEt Hex 333089 [618342
gl 7 |GuiSosh - GuiEt Hex 386832 [6.18302
L 1 *indica una diferencia significativa.
6 .
Guin Hex Gui ciclohex Gui Soxh Gui Et Hex
a) Grafico de medias b) Prueba de multiples rangos

Fuente: Los autores
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Se compard soxhlet con metanol cloroformo y se encontré6 que este Ultimo arroja

una eficiencia significativamente mayor como se observa en la figura 13.

Figura 13. Soxhlet vs metanol cloroformo, Guinardia sp.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

120 - =
100 — I ]
= C 2
T 80 ]
E - ]
-] - -
2 60 -
k] C ]
o - -
& 40 —
ES - 2
20 — -
C ]
0= _
Gui Soxh Gui Met clorof
Contraste Sig. |Diferencia |=+/- Limites
Gui Soxh - Gui Met clorof * -86.8525 7.96486

* indica una diferencia significativa.

Fuente: Los autores.

La figura 14a muestra la distribucion de los valores de medias arrojado por el
andlisis estadistico realizado a las eficiencias de cada método para Tetraedron sp.
No se observaron diferencias entre los métodos in situ hexano, in situ ciclohexano
y etanol hexano. No obstante, las eficiencias obtenidas por ellos difieren en gran
magnitud de la obtenida con el método soxhlet, el cual se destacé como el mejor
en este caso. Lo anterior también se puede observar en la figura 14b, donde se
muestran las diferencias significativas entre grupos dada por la prueba de

multiples rangos.
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Figura 14. Gréfico de medias y prueba de mditiples rangos, Tetraedron sp.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

120 F =

100 :_ I _: Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites
% ] Tet Hex - Tet Ciclohex -6,8421 13,5925
g oOF T [TetHex- Tet Sosh = [-883507  [13,5925
g oF ] [TetHex- TetEtHex 324969 13,3925
H o 3 Tet Ciclohex - Tet Soxh = |-81,7176 13,5925
< Y &1 Tet Ciclohex - Tet Et Hex 3,59241 13,5925
* 1 [TetSosh-TetEtHex *  [8531 13,5925

2 :_ I I I _: * indica una diferencia significativa.
0 &
TetHex  TetCiclohex TetSoxh  TetEtHex
a) Grafico de medias b) Prueba de mdltiples rangos

Fuente: Los autores

La comparacion de los métodos soxhlet y metanol cloroformo no arrojé diferencias
significativas, dada la mayor eficiencia y la menor desviacion de soxhlet lo hacen

el mas recomendable para esta especie.

Figura 15. Soxhlet vs metanol cloroformo, Tetraedron sp.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

150
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% Eficiencia media
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Tet Soxh Tet Met Cloform

Contraste Sig. | Diferencia |=+/- Limites
Tet Soxh - Tet Met Cloform 49 4343 51,0817
* indica una diferencia significativa.

Fuente: Los autores
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Las eficiencias medias de extraccion para la especie Amphiprora sp. se ven

representadas en la figura 16a. El resultado de la prueba de mdltiples rangos entre

las metodologias de extraccion se esquematiza en la figura 16b, en la que el

método soxhlet muestra diferencias destacables con relacion a los tres restantes,

por lo tanto se considera como la mejor ruta de extraccion de aceite para esta

especie cuando se efectta hidrélisis acida.

Figura 16. Gréafico de medias y prueba de muiltiples rangos, Amphiprora sp.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

AmpHex Amp Ciclonex Amp Soxh  Amp Et Hex
a) Grafico de medias

Fuente: Los autores

51 —
r 1 |Contraste Sig. |Diferencia |+ Limites
g M- 7 [Amp Hes - Amp Ciclohex 493403 780752
Bl I 7 [Amp Hes - Amp Sosh * 110568 |1.89752
S sl 1 [AmpHex- AmpEt Hex © (107707 |7.89752
g L 1 1 |AmpCiclohex- AmpSosh  [* [-159908  [7,89752
Bt 1 I 1 [Amp Ciclohex - Amp Et Hex 593666 |7.99752
r T T [Amp Sosh - Amp Et Hex P
ol ’ * indica una diferencia significativa,

b) Prueba de mliltiples rangos

La comparacion de soxhlet con metanol cloroformo de la figura 17 evidencia la

similitud de los resultados, por lo cual no es posible seleccionar uno como el mejor

Unicamente a partir de la eficiencia.
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Figura 17. Soxhlet vs. metanol cloroformo, Amphiprora sp.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Amp Soxh - Amp Met Clorof 2,16655 9,70848

* indica una diferencia significativa.

Fuente: Los autores

Ninguno de los métodos evaluados logrd eficiencias superiores al 40% para

Amphiprora sp., esto hace que esta especie sea poco promisoria para extraccion.

3.4 CASOS DE ESTUDIO

Para este estudio se tuvieron en cuenta los resultados del andlisis energético, de

costos y toxicidad realizados a los métodos, cuyos valores son independientes de

la especie usada. Estos se registran en la tabla 6.

Tabla 6. Energia, costo y toxicidad de los métodos empleados

| Método ~ Energia [KWh]  Costo [$]  %Tolerancia relativa
Metanol Cloroformo 0,1844 2563,44 4,16
Soxhlet 18,98 3448,65 100
In-situ ciclohexano 36,26 21689,06 21,59
In-situ hexano 36,26 1639,69 100
Etanol Hexano 26,76 1039,62 36,92

Fuente: Los autores
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Se plantearon 10 posibles escenarios en los cuales se variaron las ponderaciones

de los criterios, asegurando que la eficiencia no fuera menos importante que

ningun otro. La variacion en las ponderaciones de los criterios se hizo siguiendo

un orden descendente con el animo de llegar a encontrar la influencia de esto en

el comportamiento de los métodos, como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Estudio de escenarios

Escenario 1 3 2 4 5 6 7 9 8 10
Eficiencia 0,6 0,5 0,5 0,4 04 04 04 04 04 0,3
Energia 0,1 0,3 0,2 0,3 025 0,15 0,1 0,1 0,1 0,3
Costo 0,2 0,1 0,2 0,2 025 0,25 0,2 0,15 0,1 0,2
Toxicidad 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,35 04 0,2
GUINARDIA
MetClo 880 891 830 879 873 77,8 688 646 604 78,3
Soxhlet 396 393 429 464 48,3 534 568 57,6 584 55,1
In situ Ciclohex 9,9 8,6 8,6 7.3 7.3 95 116 12,7 138 872
In situ Hexano 342 240 333 323 369 469 523 52,7 531 41,4
Et Hex 309 25,7 326 343 378 388 364 335 306 37,1
TETRAEDRON
MetClo 583 64,4 63,2 681 676 580 491 449 40,7 635
Soxhlet 916 827 864 81,1 829 882 916 924 932 811
In situ Ciclohex 13,1 11,3 11,3 9,5 95 116 13,8 149 16,0 9,8
In situ Hexano 359 252 348 336 384 484 536 539 541 425
Et Hex 336 28,1 348 359 392 403 381 353 325 38,1
AMPHIPRORA
MetClo 489 56,5 554 619 61,3 518 428 386 344 58,8
Soxhlet 53,8 51,2 549 559 578 630 664 67,2 68,0 622
In situ Ciclohex 148 12,7 12,7 106 106 128 149 16,0 17,1 10,6
In situ Hexano 441 32,3 415 389 435 535 589 593 596 46,3
Et Hex 345 28,7 356 36,7 401 412 388 359 330 389

Fuente: Los autores

El método metanol cloroformo se comporta mejor cuando se asignan altas

ponderaciones a los costos, la eficiencia y la energia pero al aumentar la

importancia del %tolerancia relativa disminuye notoriamente el valor total, esto se
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debe a la alta toxicidad del cloroformo. Se observa que cuando la toxicidad se
pondera por encima del 30% el método soxhlet, que también tiene muy buenos
resultados, puede ser el mas recomendado ya que es mas amigable
ambientalmente.

Guinardia sp.. El método mas conveniente para esta especie es metanol
cloroformo como se puede observar en la figura 18., aunque su comportamiento
disminuye notoriamente en los escenarios donde la toxicidad tiene mayor

ponderacion.

Figura 18. Favorabilidad de los métodos en Guinardia sp.

Porcentaje de favorabilidad

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Escenarios

E Met Clo H Soxhlet i Ciclohex # Hexano i Et Hex

Fuente: Los autores

Amphiprora sp.: Los métodos metanol cloroformo y soxhlet son los que presentan
mejores resultados en esta especie siendo soxhlet sobresaliente en los escenarios
donde la toxicidad tiene mayor ponderacion y los requerimientos energéticos
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menor. Esto indica que no es posible estandarizar un método para esta especie ya
gue su comportamiento oscila entre valores muy cercanos en los escenarios

evaluados.

Figura 19. Favoravilidad de los métodos en Amphiprora sp.
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Fuente: Los autores

Tetraedron sp.: El calor proporcionado por soxhlet hace la pared celular méas
maleable lo cual toma ventaja de la sensibilidad de esta especie, permitiendo
ubicar a soxhlet como el mejor en todos los escenarios evaluados como se ve en

la figura 19.

44



Figura 20. Favorabilidad de los métodos en Tetraedron sp.
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Fuente: Los autores

Teniendo en cuenta los diferentes criterios, siguen ubicandose metanol cloroformo
y soxhlet como los mejores métodos de extraccion. Sin embargo, no es posible
estandarizar alguno de estos como el mas apropiado para la obtencion de aceite
de microalgas ya que esto depende del género de microalga y del contexto de

evaluacién segun lo visto en este estudio.
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4. CONCLUSIONES

El procedimiento de hidrolisis empleado remueve eficientemente las
cenizas y material hidrosoluble de las microalgas. Esto se ve reflejado en la
relacion coherente del porcentaje de biomasa recuperada con la cantidad

de cenizas presentes en las microalgas.

La disrupcion celular y extraccion tienen diferentes efectos en el
comportamiento morfolégico de las microalgas que van desde la
deformaciéon celular para Tetraedron sp. pretratada, hasta la ruptura en
Guinardia sp. llevada a extraccion con metanol cloroformo vy la liberacion de
contenido intracelular de Amphiprora sp. y Tetraedron sp. sometidas a

extraccidon con soxhlet.

Para los métodos de extraccion de aceite que no requieren previa
disrupcion celular de la biomasa, se observd que Soxhlet es el mas
eficiente en los tres géneros de microalga debido al calentamiento

proporcionado.

Con base en el estudio de escenarios llevado a cabo los métodos soxhlet y
metanol cloroformo presentan mejores resultados, sin embargo no es
adecuado establecer de un método estandar para todas las cepas.Por otro
lado, soxhlet es el mas favorable desde el punto de vista ambiental ya que
al aumentar la ponderacion del criterio %tolerancia relativa mejora sus

resultados llegando incluso a superar a metanol cloroformo.
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5. RECOMENDACIONES

Caracterizar el extracto lipidico obtenido en los diferentes métodos con el

fin de determinar la selectividad de los solventes.

Llevar a cabo un analisis de impactos de los solventes con base en criterios
de efectos a la salud, emisiones, corrosion, inflamabilidad, reactividad,
almacenaje entre otros y llevar esto a términos econdmicos para estudiar

cémo afecta este criterio la factibilidad a escala industrial de los métodos.

Estudiar viabilidad economica de escalamiento de los 2 métodos
sobresalientes en este estudio basado en el disefio preliminar de una planta

extractora de aceite de microalgas.
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