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RESUMEN

TITULO: PLANTEAMIENTO DE UNA RUTA PARA LA OBTENCION DE DISTINTOS
METABOLITOS DE LA MICROALGA AmphiproraSp. CON MIRAS A SU
APROVECHAMIENTO INTEGRAL BAJO EL CONCEPTO DE BIOREFINERIA*

AUTORES: PAOLA ANDREA ARIZA URIBE, EDINSSON ANDRES CASTRO VESGA**

PALABRAS CLAVES: microalgas, biorefineria, extraccion de metabolitos, diagrama de
proceso.

Las microalgas son microorganismos promisorios para el desarrollo de biorefinerias debido a la
variedad de metabolitos que contienen (carbohidratos, proteinas, triglicéridos, etc.), los cuales
se separan mediante una amplia gama de tecnologias maduras y emergentes, Yy
posteriormente pueden ser transformados en productos con alto valor agregado y
biocombustibles. Sin embargo estas tecnologias se han aplicado por separado para
metabolitos especificos y no se ha hecho un desarrollo experimental profundo que busque el
establecimiento de una topologia de aprovechamiento total de la biomasa.

En este trabajo se platearon 3 alternativas para la extraccion y cuantificacion de diferentes
metabolitos microalgales (clorofilas, ficobiliproteinas, carbohidratos, lipidos y proteinas)
presentes en la microalga Amphipora sp., buscando el mayor rendimiento en la extraccion de
un metabolito especifico mediante la ubicacion de las otras etapas dentro de la topologia. Para
la cuantificacion de pigmentos se utiliz6 espectrometria UV-Visible, en la extraccion de
carbohidratos se utiliz6 el método Organosolv a las concentraciones de 32 [%V sgjivto/ Vsolucion] d€
metanol en el licor y 0.6 [M] de acido sulfarico en la solucién y se cuantificé con el método
colorimétrico de fenol-acido sulftrico, para la extraccion de lipidos se usa el método soxhlet, el
contenido de proteinas totales se determind espectrofotométricamente utilizando el método de
Biuret y la cantidad de cenizas fueron cuantificadas segin la norma NREL/TP-510-42622.

Los resultados mostraron que la cadena de aprovechamiento de biomasa de la
cepa Amphipora sp., es extraccién de clorofilas y ficobiliproteinas en himedo - extraccion de
carbohidratos - extraccion de lipidos y separacién de proteinas, obteniendo en ese orden las
mayores eficiencias de extraccion. El balance de masa muestra que las corrientes de proceso
obtenidas presentan altas concentraciones de metabolitos especificos y una baja degradacion
de productos.

* Trabajo de grado

** Facultad de ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Director: Dr. Sc.
Viatcheslav Kafarov. Codirectores: Bidlogo Andrés Barajas y el Ing. Angel Gonzalez.
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ABSTRACT

TITLE: DEVELOPMENT TO A TOPOLOGY FOR OBTAINING DIFFERENT METABOLITES
FROM Amphiprora Sp. MICROALGAE, FOR TOTAL BIOMASS USE UNDER THE
BIOREFINERY CONCEPT *

AUTHORS: PAOLA ANDREA ARIZA URIBE, EDINSSON ANDRES CASTRO VESGA**

Key words: microalgae, biorefinery, metabolites extraction, process diagram.

Microalgae are promissory microorganisms for the development of biorefineries due to their
diversity of metabolites (carbohydrates, proteins, triglycerides, etc), which are separated using a
wide variety of existing and emerging technologies, for further purification and transformation in
high value products and advanced biofuels. However, these technologies have been applied in
a separated way for specific metabolites and there is not an experimental development focused
on the establishment of a topology for total use of biomass.

In this work, three different microalgae processing configurations were brought up in order to
extract and quantify the different microalgal metabolites (chlorophylls, phycobilins,
carbohydrates, lipids and proteins) from the Amphipora sp. strain taking as selection criteria the
yield improvement of one specific metabolite through the location of the others stages into the
topology. Spectrometry of UV-Vis was used for quantification of pigments, organosolv method
was used for carbohydrates separation and cuantification was made by phenol-sulfuric acid
method; CSE method was employed for lipid extraction, total proteins were determined using
Biuret method and ash were quantified according to the NREL/TP-510-42622 standards, afther
that, mass balance was performed and streams were caracterized.

It was shown that process configuration for total use of Amphipora sp strain biomass is:
chlorophylls and phycobiliproteins wet extraction- carbohydrates extraction- lipid extraction and
proteins separation, in this order for obtaining a higher efficiency extraction. The mass balance
showed that obtained process streams presents high concentration of specific metabolites and
a low product degradation.

*

Graduation Project
** Physical-Chemical Engineering Faculty. Chemical Engineering Department. Director: Dr.
Sc. Viatcheslav Kafarov. Co-director: Bio. Andrés Barajas and Eng. Angel Gonzalez.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios los biocombustibles han adquirido gran importancia debido
al agotamiento rapido de las reservas de petrdleo y al deterioro de los
ecosistemas. Dentro de los organismos propuestos para la produccion de
biodiesel, las microalgas toman un posicionamiento muy importante como
alternativa viable, ya que algunas especies poseen altos contenidos de lipidos
transesterificables [10], su crecimiento es extremadamente rapido en
comparacién con las plantas terrestres, y la biomasa puede ser duplicada
dentro de 24 h, no compiten con la produccion de alimentos ya que tienen la
capacidad de crecer en condiciones que no son adecuadas para cultivos
convencionales y son acuaticas, por tanto no necesitan de grandes extensiones
de tierras, ademas pueden convertir el CO, en biomasa, y puede reducir la
concentracion de CO; en la atmésfera [22]. Los biocombustibles producidos a
partir de microalgas no contienen azufre, no son toxicos, son altamente
biodegradables y genera menos contaminantes gaseosos que los combustibles
fésiles convencionales; ademas, la quema de estos Ultimos esta asociada al
calentamiento global, en la Figura 1 se representan las diferentes alternativas
tecnologicas de aprovechamiento de biomasa de microalgas. También el uso
de cultivos de microalgas se considera como una posible manera de superar
nuestra dependencia actual de los combustibles fésiles, ya que contiene ciertas
ventajas como: la velocidad de crecimiento de la microalga en comparacion con
otros cultivos, altos contenidos de aceite en algunas cepas, las bajas tasas de

consumo de agua, y la posibilidad de producir microalgas en tierras infértiles.
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Figura 1. Representacion de diferentes alternativas tecnoldgicas de
aprovechamiento de biomasa de microalgas
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La idea de emplear microalgas para la produccion de combustible no es
reciente [16], pero en la actualidad ha tomado mayor relevancia debido al
precio del petréleo, a la inestabilidad politica de los paises productores,
impactos ambientales debido a las emisiones de CO,, y mas significativamente
por la crisis emergente debido al calentamiento global, el cual est4 asociado

con la quema de combustible fésiles [12].
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Aunque se proyecten como una solucibn a esta problemética mundial,
trabajamos como el de Gonzéalez y Kafarov [13], Wijffels y Barbosa [23] vy
Norsker et al. [19], evidencian que la produccién de microalgas orientada
Gnicamente a la produccion de biodiesel tiene un alto costo, por lo cual es
necesario utilizar integralmente los diferentes metabolitos (proteinas,
carbohidratos, triglicéridos, entre otros) que consecutivamente pueden ser
transformados en productos de alto valor agregado y biocombustibles por

medio de la aplicacién de otros procesos y nuevas tecnologias.

El concepto de biorefineria implica la evaluacién y el uso de una amplia gama
de tecnologias para separar la biomasa en sus componentes principales
(carbohidratos, proteinas, triglicéridos, etc.), que posteriormente pueden ser
transformados en productos con valor agregado y los biocombustibles a través
de la aplicacion de otros procesos [13]. Por esto las microalgas son una buena
opcion para ser aplicada en procesos de biorefineria debido a su variedad de
componentes y su alto potencial energético buscando el aprovechamiento total
de su biomasa, adquiriendo asi no s6lo un extracto lipidico para la produccion
de biodiesel, sino también subproductos valiosos, como: los carbohidratos para
la obtencién de bioetanol, y las proteinas y pigmentos que se usan en la
industria farmacéutica para el tratamiento de enfermedades, los cuales al tener
un gran valor comercial pueden ayudar a la viabilidad de la cadena de
produccion de biocombustibles a partir de microalgas. En la Figura 2 se

presenta la valorizacion de los productos obtenibles de la biomasa microalgal.
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Figura 2. Pirdmide de valorizacion de biomasa de microalgas

Fuente: [1], [9], [20], [24].

Generalmente las microalgas estan constituidas por un porcentaje de lipidos y
otros metabolitos de bajo peso residual como: 10-20% de proteinas y 40-70%
de carbohidratos, que también pueden ser una buena alternativa en otros

procesos de obtencidn de productos valiosos. [4]

Uno de los componentes importantes de las microalgas son los lipidos, sobre
todo los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga que se caracterizan por
tener un valor agregado medio segun la jerarquia de la Figura 2. Los lipidos
normalmente representan el 30-50% de su contenido en peso, bajo varias
condiciones especificas, como la alta tasa C / N [25]. Los lipidos de microalgas
se clasifican de acuerdo con el nimero de carbonos en dos tipos, que son: los
acidos grasos con 14-20 atomos de carbono, y acidos grasos poliinsaturados
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los cuales contienen tres 0 mas dobles enlaces con una cadena de acido graso
esquelético que tiene 18 o mas atomos de carbono, los cuales son viables para
utilizar en la industria de alimentos [25]. Dos parametros son generalmente
considerados para la evaluacion de la acumulacion de lipidos para la
produccion de biocarburantes: uno es el contenido de lipidos (% lipidos x peso
seco de biomasa), y el otro es la productividad de lipidos (cantidad de lipidos
producida/litro de volumen) [25]. Tanto el contenido de lipidos y la tasa de
produccion de biomasa se debe considerar simultaneamente para asegurar la
produccién eficiente de lipidos de microalgas. Para identificar si el extracto
lipidico es viable para la produccion biodiesel, se utilizan los criterios de Moser
& Vaughn, que son: porcentaje de acidos grasos saturados (SFA), acidos
grasos monoinsaturados (MFA), acidos grasos trienoicos (MFA) y los acidos
grasos de cadena larga (VLCFASs), esto se representa en la Tabla 1 que
aparece en la pag. 31.[18]

Otro metabolito de gran importancia son los carbohidratos que son una de las
mas importantes fuentes de energia y nutrientes bioldgicos. Cabe destacar que
los trabajos que se han venido publicando en cuanto a la extraccion de
carbohidratos ha sido en macroalgas y en especial las de la familia Phaeophyta
debido a que el 60% de la biomasa seca de las algas marrones esta constituida
por carbohidratos, un 50% de los cuales son alginatos. Sin embargo, para
microalgas marinas, se ha encontrado que entre un 20-30% de la biomasa se
constituye de celulosa o almidén, ademéas de contener varios monosacaridos
como glucosa, xilosa, galactosa y otros [5]. De éstos, el almidén y la glucosa se
utilizan convencionalmente para la produccion de biocombustibles, sobre todo
para el bioetanol [21] y el hidrogeno [6], mientras que los polisacaridos tienen
diferentes funciones biolégicas importantes en las células de las microalgas,
principalmente como almacenamiento, proteccion y estructura molecular [2].
Sin embargo, estos componentes no son explotados en las cadenas de
produccion de biocombustibles a partir de microalgas, ademas los métodos que
se utilizan en los procesos de disrupcion de la pared celular y extraccién de
lipidos para la produccion de biodiesel a escala laboratorio los extraen en

mezcla con los diferentes productos de interes.
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En la actualidad no se han reportado estudios experimentales con una ruta de
aprovechamiento integral teniendo en cuenta la mejor configuracién de proceso
gue permita obtener un componente especifico sin intervenir en la eficiencia de
la obtencion de otros componentes de la microalga, solo se han buscado las
mejores condiciones de operacion para un metabolito especifico (celulosa,

aceite, etc.) sin abordarlo desde el punto de vista de un proceso integral.

De acuerdo a lo descrito anteriormente, el objetivo principal de esta
investigacion es evaluar a escala de laboratorio varias alternativas de
separacion de distintos metabolitos presentes en la microalga Amphiprora sp.,
caracterizar las corrientes obtenidas después de cada proceso y hacer un
balance de masa como primera aproximacion a una configuracién de
biorefineria para la obtencion de biocombustibles, co-productos de alto valor y

energia.

1 DESCRIPCION METODOLOGICA

La microalga Amphiprora sp., utilizada para el desarrollo de este proyecto fue
suministrada por la Corporaciéon Instituto de Morrosquillo (punta Bolivar,
Colombia), su cultivo se realizdé en estanques abiertos utilizando un medio de
cultivo F/2, se cosecharon por floculacién con FeCl; a 50 ppm, fueron secadas

al sol y refrigeradas hasta su utilizacion.

El desarrollo de la metodologia experimental consta principalmente del
planteamiento de las diferentes rutas del proceso, como se ilustra en la Figura
4, donde se realiza diferentes etapas de extraccion y cuantificacion de los
distintos componentes de la biomasa, como lo son: pigmentos, carbohidratos,
proteinas, lipidos y cenizas. Finalmente se realiza un analisis detallado para los
resultados obtenidos por medio de un balance de masa y se presentan las

respectivas conclusiones; tal como se ilustra en la Figura 3.
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Figura 3. Metodologia experimental
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Figura 4. Posibles rutas para aprovechar al
presentes en la microalga Amphiprora Sp.
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1.1 Extracciéon de pigmentos

A la biomasa utilizada para este proceso se le realiza una maceracion previa
con el fin de que esta se homogenice, seguidamente se agrego el solvente que
es etanol en una relacion biomasa/solvente de 1:10 g/mL, luego la mezcla de
biomasa-etanol fue sometida a condiciones éptimas de agitacion magnética a
350 rpm y temperatura de 45 °C durante 4 horas; seguidamente se realizo
filtracion al vacio a la mezcla donde se cuantificaron los pigmentos en la fase

liguida, este proceso se representa en la Figura 5. [1]
1.1.1 Cuantificacién de pigmentos

La cuantificacién de pigmentos se realizé6 midiendo el espectro de absorcion
(absorbancia A) de los extractos de la fase hidroalcohodlica después de la
filtracion al vacio en un espectrofotometro UV-visible (Spectroquant Pharo 300
Merck) a 665, 650 y 620 nanometros (nm). Utilizando las Ecuaciones 1-4 se
calculan los pigmentos fotosintéticos de la microalga. Los datos obtenidos de

clorofilas y ficobiliproteinas fueron normalizados con el fin de descartar
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resultados erroneos por dilucion de los componentes en un mayor volumen de

solvente. [1]

Chla[mg/L] = (16,5 * Ages) — (8,3 * Agsp)

Chlb [mg/L] = (33,8 * Ags0) — (12,5 * Ages)

Ag50—0,7%Ag50

PCmg/L] ==

Ag50—0,19%A620

APC [mg/L] = 5.65

Donde:

Chl-a: concentracién de clorofila a en mg/L.
Chl-b: concentracion de clorofila b en mgl/L.
PC: concentracion de ficocianina en mg/L.

APC: concentracion de aloficocianina en mg/L.

Acss. absorbancia a la longitud de onda de 665 nm.
Aeso: absorbancia a la longitud de onda de 650 nm.

As20: absorbancia a la longitud de onda de 620 nm.

Fuente: [3]
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Figura 5. Metodologia de extraccion de pigmentos

Maceracion Adicion del Agitacion Filtracion
de la solvente magnética al
biomasa (etanol) calentamiento vacio

1.2 Extraccion de carbohidratos

Es un proceso de hidrolisis de los materiales celulésicos presentes en la
biomasa de la microalga que emplea solventes organicos como etanol, metanol
y acetona [15]. Adicional al uso del solvente, el método Organosolv requiere el
empleo de un catalizador que puede ser, una base, un acido organico o
inorganico para romper los enlaces de la celulosa. El método consiste en
preparar 200 ml de licor (metanol + agua) usando &cido sulfarico como
catalizador, con wuna relacibn biomasa solvente de 1:10 g/ml a las
concentraciones de 32 [%Vsoluto/Vsolucion] d€ metanol en el licor y 0.6 [M] de &cido
sulftrico en la solucion. Posteriormente se pesa 20 g de biomasa que se
adicionaron al licor para cada ensayo, esto se lleva a cabo en una autoclave a
15 psi durante un tiempo de reaccion de 4 horas. Después de la coccion se
hace una filtracion al vacio, donde la biomasa separada es lavada con agua
destilada. El licor obtenido después de la filtracion al vacio, se neutraliza con
una cantidad de carbonato de calcio de 2,88 g. Por medio de la norma
NREL/TP-510-42621 es secada, la cual consiste en llevar la biomasa
pretratada a un horno a condiciones de temperatura de 105 °C durante un

tiempo de 12 horas, este procedimiento se ilustra en la Figura 6. [11]
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Figura 6. Metodologia de extraccién de carbohidratos

Biomasa sin Disrupcion Filtracion y Lavado y
pre-tratar » celular » Extraccién » secado de
Organosolv del licor biomasa

Neutralizacion

del licor

1.2.1 Degradacion de la glucosa

Se lleva a cabo el mismo proceso nombrado anteriormente pero aplicado solo a
la glucosa para observar su degradacion por el efecto de este mismo. Ademas
se hace una comparacion con el método NREL/TP-510-42618, el cual consiste
en utilizar una relacién biomasa/acido sulfarico al 72% p/p de 1:10 g/ml. A esta
solucién del 72% de pureza se le agrega agua destilada para obtener acido
sulfarico al 4%. Esta mezcla es llevada al autoclave a condiciones de
temperatura de 121 °C, 15 psi de presion y un tiempo de reaccion de una hora.
Para estos dos métodos se realizaron pruebas con glucosa pura y glucosa
diluida en agua al 25% p/p.

1.2.2 Cuantificacion de carbohidratos

Se utilizé el método colorimétrico fenol-acido sulftrico [8], el cual permite
diferenciar diferentes tipos de monosacaridos presentes en la muestra, ademas
de ser mas sensible que métodos como el de DNS (determinacién de azlcares
reductores). Por tanto, se tomé una muestra de 1mL de cada cultivo y se
centrifugd por 20 min a 3400 rpm, separando la biomasa de la fase liquida.
Para evitar una posible interferencia generada por la clorofila presente, se
extrajo este pigmento mediante la adicion de 10 mL de etanol, posteriormente
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se calentd durante 10 minutos a bafio maria a 25°C y se centrifugo
nuevamente por 20 min a 3400 rpm. Luego de centrifugar se obtienen dos
fases, la fase liquida correspondiente al extracto con pigmentos y el precipitado
correspondiente a la biomasa libre de pigmentos. Para evitar que el color de los
pigmentos altere la medicion, se le adicion6 0,3 g de carbdn activado a la fase
liguida, seguidamente se agitd por unos segundos y luego se filtro.
Posteriormente, a cada fase se les adiciond 1 mL de fenol al 5 %Vsoiuto/Vsolucisn Y
5 mL de acido sulfarico al 95.5 %p/p. Finalmente, cada una de estas muestras
fue transferida a las celdas colorimétricas y se midio la absorbancia a 480nm
para la identificacion de pentosas y 490nm para hexosas, en un
espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck). Para la cuantificacion en el
licor se modifica la lectura en el espectrofotometro, ya que si este no suministra
una lectura idonea entre 0 - 1 en la absorbancia, se procede hacer diluciones
seriadas de la muestra para reducir la concentracién, seguidamente se toman
muestras de las diluciones como se menciond, aplicando los reactivos para la

cuantificacién hasta obtener las lecturas deseadas.

1.3 Extraccién de lipidos

La extraccion se realiz6 siguiendo el protocolo Soxhlet con hexano modificado
por Gonzalez-Delgado y Kafarov [13], el cual consiste en secar 10 g de
biomasa a 105°C durante 12 h y se homogeniza usando un mortero.
Finalmente, la biomasa es llevada al tubo Soxhlet, el cual se ubica sobre un
balén aforado al que se le agrega el solvente hexano y por calentamiento se
extraen los lipidos de la biomasa, este procedimiento tarda 24 horas, quedando
el extracto lipidico en el bal6n aforado junto con parte del solvente apolar, el
cual es recuperado por destilacion simple, y el extracto lipidico se obtiene por
volatilizacion del solvente restante en el balon. El proceso general se ilustra en

la Figura 7.
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Figura 7. Metodologia de Extracciéon de Lipidos
Solvente Recuperado

—

Solvente +
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Biomasa
Residual
Solvente Evaporacion y
cuantificacion
Remanente
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Lipidico

Fuente: [1]
1.3.1 Caracterizacién del extracto lipidico

Los extractos lipidicos de la especie Amphiprora Sp., fueron caracterizados
empleando el  Analisis FAMES (FattyAcidMethylEsters) 'y un
cromatografo Agilent 7890 con detector FID y una columna DB 5-Ht de 15m,
para compararlo con la tabla de criterios de Moser y Vaugh que se representan

en la Tabla 1.
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Tabla 1. Criterios de seleccion para deducir si el aceite es apto para el uso
de biocombustible, segun Moser y Vaugh [18]

Acido graso Criterio (Moser &

Vaughn)

SFA (Acidos grasos
saturados) <15% plp

MFA (Acidos grasos
monoinsaturados) >62% plp

TFA (Acidos grasos
trienoicos) <7% plp

VLCFAs (Acidos grasos de

cadena larga) <1% plp

1.4 Cuantificacion de proteinas

Las proteinas totales fueron extraidas siguiendo el procedimiento de Illman et
al. [14], el cual consiste en tomar 10ml de muestra algal, centrifugar a 3400 rpm
durante 20 minutos, luego se re-suspendio el pellet en 1ml de NaOH 1M. La
mezcla del NaOH 1M y el pellet de nuevo es centrifugado a 3400 rpm durante
20 minutos. Finalmente, el contenido de proteinas totales es determinado
espectrofotométricamente utilizando el método de Biuret, empleado por Dorey

& Draves [7]. El proceso se representa en la Figura 8.
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Figura 8. Metodologia de la cuantificacién de proteinas

Alicuota de » Centrifugacion » Adicion 1ml » Centrifugacion
la muestra de NaOH 1M
algal

Adicion 5ml de

reactivo Biuret

1.5 Cenizas

La cantidad de cenizas fueron realizadas segun la norma NREL/TP-510-42622,
la cual consiste en utilizar un horno mufla equipado con un programa de rampa,

que funciona con un programa de temperatura asi:

Se mantiene a 105 ° C durante 12 minutos. Luego, se eleva la temperatura a
250 ° C a 10 ° C / minuto, para mantener a 250 ° C durante 30 minutos.
Después, la temperatura se incrementa a 575 ° C a 20 ° C / minuto, durante un
tiempo de 180 minutos. Y por ultimo, se permite que la temperatura descienda

a 105 ° C, donde se mantiene a 105 ° C hasta que se retiran las muestras.

Los porcentajes conseguidos de cada uno de los componentes de la biomasa

fueron calculados utilizando la ecuacion 5.

_ ) g de componente
Porcentaje extraido = _ * 100% (5)
g de biomasa
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2 RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 Degradacion de la glucosa

Las pruebas realizadas para la glucosa donde se compara el método NREL
con el método Organosolv, se pudo obtener un porcentaje de degradacion de la

glucosa de 23%, estos resultados se representan en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de degradacion de la glucosa

Porcentaje de Porcentaje de Promedio de

degradacioén de la
glucosa por el Método
NREL (%p/p)

degradacién de la
glucosa Método

Organosolv (%p/p)

porcentaje de
degradacién de la

glucosa (%p/p)

23 22,5 = 23

2.2 Extraccién de pigmentos

Al evidenciar los bajos porcentajes de clorofilas y ficocianinas obtenidos al utilizar
biomasa de microalgas proveniente de la etapa de secado se decidio realizar las
pruebas de extraccion con las mejores condiciones de operacion obtenidas al final
de la etapa de cosecha de microalgas y después de la etapa de disrupcién celular
con el fin de comparar los porcentajes de metabolitos obtenidos, la Tabla 3
muestra las tres alternativas de ubicacion de la etapa de extraccién de clorofilas y

ficobiliproteinas con sus respectivas eficiencias de extraccion.
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Tabla 3. Porcentajes de eficiencia del método de extracciéon de pigmentos

Antes de
. Antes de -
Pigmento/etapa | Antes de secado S extraccion de
hidrolisis .
lipidos
% Clorofila a 159EO0 0,68 E -2 590E -3
% Clorofilab 341EO0 0,12E-1 141E-2
% Ficocianina 6,50 E -1 0,26 E -4 2 75E-5
% Aloficocianina 190E0 0,10E-3 1,00E-4

Los resultados muestran que al incluir el proceso de extraccion de clorofilas antes
de la etapa de extraccion de lipidos no seria viable, ya que este no genera ningin
aumento en las cantidades extraidas de clorofilas y ficocianinas, descartando asi
la segunda ruta planteada en la pag. 18. Ademas se demuestra que se obtienen
mayores eficiencias de extraccion de estos metabolitos al utilizar la biomasa
humeda proveniente de la etapa de cosecha, lo que indica que tanto la floculacién
de biomasa como el secado afectan el contenido y la extractabilidad de estos
componentes, ya que la temperatura de secado de la biomasa es 105 °C, la cual
es mayor que la temperatura de degradacion de las clorofilas y ficobiliproteinas,
por esto a la primera hipétesis planteada en la pag. 18 se modifica la ubicacion de

extraccion de pigmentos antes de hidrdlisis para antes del proceso de secado.
2.3 Eficiencias de los métodos de extracciéon de carbohidratos y lipidos
2.3.1 Carbohidratos

% Eficiencia

cantidad de azlcares tedrico (g) — cantidad de azicares real (g)

cantidad de azlUcares tedrico (g)

X 100%

) 43g —6,64g
% Carbohidratos = 13 g x100% = 54,42% p/p
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La eficiencia de extraccion de los carbohidratos es 54,42 %p/p lo que hace muy
selectivo por este metabolito el método Organosolv.

2.3.2 Lipidos

Figura 9. Porcentaje de eficiencia del método de Organosolv
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Como se puede observar en la Figura 9, el método de Organosolv es muy
eficiente ya que al darse el rompimiento de la pared celular aumenta hasta 6
veces la extraccion de lipidos contenidos en la biomasa, por lo tanto este
método ayuda a la liberacion de los diferentes metabolitos y se descarta la
tercera ruta planteada en la pag. 19.

2.4 Caracterizacion masica de cada uno de los componentes de la
biomasa

Para identificar la ruta de aprovechamiento de biomasa mas conveniente se

aplica un balance de masa para carbohidratos, lipidos, proteinas y cenizas. Los

resultados obtenidos se representan tanto en composicion masica como en

porcentaje en las Tablas 4 y 5. En la Figura 10 se muestra las etapas del

proceso y corrientes para la cuantificacién de cada uno de los metabolitos.
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Figura 10. llustracion grafica de las etapas del proceso y corrientes para
la cuantificacion de cada uno de los metabolitos

EXTRACCION 2 EXTRACCION 3
DE — DE :)
BSP

CARBOHIDRATOS LiPIDOS IBSR
1! ! 4 ! l
LICOR EXTRACTO
LIPIDICO

BSP: BIOMASA SECA PRETRATADA.
BSR: BIOMASA SECA RESIDUAL.

Tabla 4. Composicion mésica de las corrientes obtenidas durante el
proceso

METABOLITOS
CARBOHIDRATOS | PROTEINAS LIPIDOS CENIZAS
(9) (9) (9) 9)
CORRIENTES

1 3,19 0,00 0,00 1,39
2 1,58 2,50 0,00 0,35
3 0,15 1,38 0,00 0,02
4 0,00 0,00 6,08 0,00
DEGRADADO O NO 1,47 1,13 0,53 0,23

CUANTIFICADO
TOTAL 6,39 5,01 6,61 1,99
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Tabla 5. Porcentaje en peso de metabolitos microalgales extraidos en
cada etapa

METABOLITOS
CARBOHIDRATOS | PROTEINAS LIPIDOS CENIZAS
(%) (%) (%) (%)
CORRIENTES
1 49,84 0,00 0,00 69,80
2 24,70 50,00 0,00 17,73
3 2,44 27,50 0,00 1,12
4 0,00 0,00 92,05 0,00
DEGRADADO O NO
CUANTIFICADO 23,00 22,50 7,95 11,37

2.5 Caracterizacion del extracto lipidico

Se analiza el aceite extraido de Amphiprora sp., por medio de la
caracterizacion que se obtuvo por cromatografia de gases con un
cromatografo Agilent 7890 con detector FID y una columna DB 5-Ht de 15m,
de lo cual se puede decir que su contenido de acidos grasos saturados
corresponde al 19,7 % p/p y de acidos grasos poliinsaturados el 59,9 % p/p, los

cuales estan representados en la Tabla 6.
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Tabla 6. Perfil de acidos grasos del aceite extraido de la microalga
Amphiprora sp.

Acidos grasos % Acidos grasos (p/p)
C14:0 9
C16:0 5,5
Cis:1 5,9
C18:2n9,12t 31,7
C18:2 15,2
C6:0 1,8
C8:0 0,5
C11:0 0,1
C12:0 0,4
C13:0 1
C15:.0 1,4
C18:1n9t 3,3
C18:3 4,6
C20:2n11,14c 3,7
C20:4 0,8
C22:0 0,8
C22:2 3,9
C23:0 0,4
SFA (Acidos grasos saturados) 19,7
MFA (Acidos grasos 02
monoinsaturados)
(Acidos grasos poliinsaturados) 59,9
TFA (Acidos grasos trienoicos) 4,6
VLCFAs (Acidos grasos saturados de 12
cadena larga)

38




Comparando la Tabla 1 (pag. 25) y 6 se evidencia que el aceite extraido no
cumple con los criterios planteados por Moser y Vaughn para obtener un
biodiesel de buena calidad, ya que presenta mayores porcentajes de acidos
grasos monoinsaturados y de cadena muy larga, y menores porcentajes de
acidos grasos trienoicos. Por otra parte, el alto porcentaje de acidos grasos
poliinsaturados que contiene lo hacen recomendable para ser utilizado en la

industria alimenticia. [25]

2.6 Eleccién de laruta del proceso

Con base a los resultados obtenidos en la experimentacidén, se plantea la

siguiente ruta de aprovechamiento de biomasa de la microalga Amphiprora Sp.:

a) Extraccion de pigmentos: se hace necesario extraer estos metabolitos en
primer lugar, debido a que los demas procesos no generan aumento en la
eficiencia de su extraccion, por el contrario la reduce. Por esto, esta etapa
se plantea antes de secado que es cuando se obtuvo las eficiencias mas

altas de estos metabolitos.

b) Extraccién de carbohidratos: donde se comprueba la selectividad del
método Organosolv por este tipo de metabolito haciendo que se extraiga su
mayor cantidad que equivale al 49,84% de los carbohidratos que contiene la
biomasa, ademas que arrastra la mayor cantidad de cenizas (69,80%)
limpiando asi la biomasa para los procesos posteriores.

c) Extraccion de lipidos: es necesaria la disrupcion celular antes para que se
extraiga la mayor cantidad de &cidos grasos saturados y acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga, que se encuentran dentro de la pared

celular.

d) Cuantificacion de proteinas: debido a la aplicacion de los anteriores
procesos se logra que la biomasa saliente de la extraccion de lipidos sea un
efluente rico en proteinas el cual corresponde al 64,67%, como se muestra

en la corriente 3 de la Figura 11.
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La Figura 11 muestra la composicién de las corrientes a lo largo del proceso,
en la cual no se incluye los solventes adicionados en cada etapa del proceso.

Figura 11. Diagrama de la ruta de aprovechamiento de biomasa de la
microalga Amphiprora Sp. planteada
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CONCLUSIONES

1. Se plante6 una ruta de obtencidn de distintos metabolitos de la
microalga Amphiprora Sp. con miras a su aprovechamiento integral,
consistente en las etapas de extraccién de pigmentos y ficobiliproteinas,
disrupcion celular mediante hidrolisis del material celuldsico de la cepa,
extraccion de lipidos y obtencion de biomasa residual rica en proteinas.
El orden encontrado permite obtener un componente sin disminuir la

eficiencia de extraccion de otros componentes de la microalga.

2. El método de Organosolv para la disrupcién celular incrementa la
eficiencia de la extraccion de lipidos, en este estudio con el rompimiento
de la pared celular aumenta hasta 6 veces la extraccion de este
metabolito contenido en la biomasa.

3. El método Organosolv tiene una alta selectividad por los carbohidratos,
en el licor se detectd un porcentaje considerable de este metabolito
(49,84%). Otra ventaja de este proceso es la capacidad de limpiar la
biomasa de las cenizas, hasta el 69,80%, lo que resulta ser beneficioso,
debido a que la presencia de las cenizas dificulta mediciones, balances y

analisis del proceso.

4. El analisis del perfil de &cidos grasos del aceite extraido muestra que es
mas viable para la industria alimenticia que para la produccién de
biodiesel, ya que tiene un 59,9% de acidos grasos poliinsaturados, y no
cumple con los parametros definidos por Moser & Vaughn para un aceite
utilizable en la obtencion de biocombustibles.
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RECOMENDACIONES

1. Se debe realizar un estudio detallado al uso de floculantes y el método
de floculacion para la extraccion de biomasa (relacion
biomasa/floculante), tipos de floculantes y sus consecuencias sobre

componentes de la biomasa como lo es el contenido de cenizas.
2. Es de gran importancia aplicar estos resultados en la simulacion de

procesos industriales para contrastar y tomar decisiones sobre la

viabilidad de este proceso a escala industrial.
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ANEXOS

ANEXO A.EXTRACCION DE ACEITE MEDIANTE METODO SOXHLET.

Materiales y reactivos:

o 0k w N

Manta de calentamiento.

Equipo de extraccién Soxhlet (matraz, tubo Soxhlet, condensador).
Papel de filtro.

Soporte universal.

Espatula.

Mortero.

Embudo.

Balanza analitica.

Hexano.

Camara de extraccion de vapores.

PROCEDIMIENTO DEL METODO DE EXTRACCION SOXHLET
Pesar 10g de biomasa pretratada, que ya se encuentra secada a 105 °C y
homogenizada.
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 simple.
Dejar volatilizar el extracto y la biomasa residual en una cdmara extracto
hasta obtener peso constante.

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

c) Montaje Soxhlet. d) Solvente remanente

e) Extracto lipidico.
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