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RESUMEN

TITULO: APROVECHAMIENTO DE BIOMASA DE LA MICROALGA
Amphiprora  sp. PARA LA OBTENCION DE  PIGMENTOS,
FICOBILIPROTEINAS Y LIPIDOS BAJO EL CONCEPTO DE BIOREFINERIA”

AUTORES: ERIKA LILIANA AMAYA TOLEDO, LINA MARCELA GARCIA
PENALOZA™

PALABRAS CLAVES: microalgas, pigmentos, ficobiliproteinas, lipidos,

extraccion.

Actualmente se esté investigando el potencial de las microalgas como materia prima para la
produccion de biocombustibles, sin embargo éstas también contienen productos de alto valor
agregado como pigmentos, biliproteinas, entre otros, los cuales muchas veces son
desaprovechados debido a que se retiran de las microalgas junto con los extractos lipidicos
influyendo negativamente en las caracteristicas finales del biodiesel producido, por lo que es de
gran importancia separar estos componentes para obtener mas productos y a su vez conseguir
un extracto lipidico con menos cantidad de impurezas, abordando el concepto de biorefineria.

En este estudio, se evallan las variables que afectan la obtencion de pigmentos,
ficobiliproteinas y lipidos para la produccion de biodiesel utilizando biomasa seca de la
microalga Amphiprora sp. Inicialmente se evaluaron distintos sistemas de solventes para la
extraccion de los productos de interés; posteriormente se ejecutd un disefio experimental para
estudiar el efecto de las variables temperatura, tiempo y relacién biomasa/solvente en el
porcentaje de pigmentos, ficobiliproteinas y lipidos extraidos. Para la cuantificacion de
pigmentos vy ficobiliproteinas se utilizd espectrometria UV-Visible y para la extraccion de aceite
crudo se utilizé el método Soxhlet, por Ultimo se realizé un analisis estadistico con el fin de
identificar qué variables afectan significativamente la extraccion de estos componentes
microalgales.

Las mejores condiciones para la obtencién de pigmentos, ficobiliproteinas y extracto lipidico se
dan a una relacion biomasa/solvente de 1/10 g/mL, temperatura de 45 °C y tiempo de 4 h,
siendo la relacion biomasa/solvente la variable mas influyente en los dos casos.

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

TITLE: UTILIZATION OF BIOMASS FROM MICROALGAE Amphiprora sp.
FOR OBTAINING PIGMENTS, PHYCOBILIPROTEINS AND LIPIDS UNDER
THE CONCEPT OF BIOREFINERY"

AUTHORS: ERIKA LILIANA AMAYA TOLEDO, LINA MARCELA GARCIA
PENALOZA™

KEYWORDS: microalgae, pigments, phycobiliproteins, lipids, extraction.

Nowadays the potential of microalgae as feedstock of biofuel production is deeply researched;
however, these microalgae also contain high-value products such as pigments, biliproteins, and
others which are often put away, due to those products are removed from microalgae with lipid
extracts. It produces a negative influence on the final characteristics of the biodiesel produced.
Therefore, it is quite important that these components can be separated in order to obtain more
value products directly that a lipid extract with fewer amounts of impurities is reached,
addressing the concept of bio-refinery.

In this project the variables which affect the pigments, phycobiliproteins and lipids production in
the biofuel manufacture were evaluated using dry biomass obtained from a microalga known as
Amphiprora sp. Initially, different solvent systems for extraction of the products mentioned were
evaluated. Subsequently, an experimental design to study the effect of temperature, time, and
biomass/solvent ratio on the pigments, phycobiliproteins and lipids percentage was made.
Afterwards, in order to get a quantification of pigments and phycobiliproteins, a UV-Visible
spectrometry was carried out, then a Soxhlet method was used to extract crude oil. Finally, a
statistical analyst to identify the variables which significantly affect the extraction of these
microalgae components was performed.

The best conditions for obtaining pigments, phycobiliproteins and lipid extract was found at a
biomass/solvent ratio of 1/10 g/mL, 45°C and at 4 hours, the biomass/solvent ratio was the most
influential variable in both cases.

i*Graduation Project
Physical-Chemical Engineering Faculty. Chemical Engineering Department. Director: Dr. Sc.
Viatcheslav Kafarov. Co-director: Eng. Angel Gonzalez.
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1. 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 que causan, es por ello que especialistas se han enfocado en otras
fuentes de energia prometedoras como son los biocombustibles, entre ellos se
resalta el biodiesel a partir de microalgas [1,2], dado que se ha demostrado que
su biomasa puede proporcionar una amplia variedad de compuestos de interés
biotecnolégico, como los acidos grasos poli-insaturados de cadena larga,
proteinas, carbohidratos y pigmentos en grandes cantidades y en cortos

periodos de tiempo.

Generalmente la biomasa de microalgas estd constituida por 20-30% de
lipidos, 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 otras sustancias especiales propias de cada cepa de microalga [3].

Entre los componentes de las microalgas se encuentran diversos productos de
alto valor agregado como las clorofilas que son esenciales en muchos
productos de uso diario, ademdas tiene una aplicacion terapéutica en el
tratamiento de la anemia y reducen la presion sanguinea alta e inflamaciones
[4]. Dentro de las microalgas también se encuentran las ficobiliproteinas (PBs),
gue son los principales pigmentos accesorios de las algas rojas y de algunas
cianobacterias. Las PBs se clasifican principalmente en tres grupos:
ficocianinas (PC), aloficocianinas (APC) vy ficoeritrinas (PE), en la Tabla 1 se
muestran las principales propiedades y aplicaciones de las clorofilas y

ficobiliproteinas.
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Tabla 1. Propiedades principales de los pigmentos y ficobiliproteinas.

Pigmento de color verde, predomina en los vegetales y es el responsable de la
fotosintesis mediante la absorcién de energia luminica. Se utiliza no sélo como
aditivo en productos farmacéuticos y cosmeéticos, sino también como agente
colorante natural, desintoxica y oxigena nuestras células de forma muy efectiva,
Chl-a ademés es fuente de vitaminas y minerales, funciona como suplemento alimenticio
y ayuda a eliminar los olores provocados por la transpiracion, debido a que posee
accion antioxidante. La composicion quimica de la clorofila es similar a la
composicién de la sangre humana, excepto que el atomo central de la clorofila es
el magnesio, mientras que el de la sangre es el hierro.

Presenta las mismas propiedades de la Chl-a pero siendo un pigmento accesorio
Chl-b presente en vegetales y otras células fotosintéticas complejas que transfiere la
energia a la Chl-a.

Las ficocianinas son ficobiliproteinas que se extraen de las algas verde-azules, se
utilizan como colorantes naturales en la industria alimentaria y de cosmeéticos.
También poseen propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y neuroprotectoras;

PC " .
es por esto que se pueden utilizar en enfermedades neurodegenerativas causadas
por el estrés oxidativo (Alzheimer, Parkinson), asi como para las Ulceras géstricas
y el cancer de colon.
Las aloficocianinas son ficobiliproteinas que se utilizan como indicadores en
APC quimica fina molecular debido a sus propiedades fluorescentes y se utilizan

comunmente en equipos de inmunoensayo, también han mostrado poseer valor
terapéutico debido a su actividad inmunomoduladora y anticarcinogénica.

Fuente: Chl-ay Chl-b [4, 7, 9, 10, 11, 13] PCy APC [5, 6, 8, 12].

Sin embargo, estos componentes no son aprovechados en las cadenas de
produccion de biocombustibles a partir de microalgas, los cuales son objeto de
estudio actualmente, debido a que los métodos utilizados en procesos de
destruccion de pared celular y extraccion de lipidos para la produccion de
biodiesel a escala laboratorio los extraen en mezcla con los productos de
interés, afectando la pureza de los licores ricos en azucares reductores y los

triglicéridos utilizados en el proceso de transesterificacion.

La biorefineria consiste en procesar biomasa de forma sostenible para obtener
biocombustibles, productos comercializables y energia mediante procesos y
equipos para la transformacion de biomasa, por lo cual las microalgas se

catalogan como candidatas promisorias en procesos de biorefineria debido a
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su variada composicion y potencial biotecnolégico buscando un
aprovechamiento total de su biomasa, obteniendo no sélo un extracto lipidico
para la produccién de biodiesel, sino también subproductos valiosos, los
cuales, al tener un mayor valor comercial pueden contribuir a la viabilidad de la
cadena de produccion de biocombustibles a partir de microalgas. En la figura 1
se presenta la valorizacibn de los productos obtenidos de la biomasa
microalgal.

Figura 1. PirAmide de valorizacion de biomasa de microalgas.

Fuentes: [6, 14, 15]

En la actualidad no existe un método estandarizado para extraer productos de
alto valor comercial como las clorofilas y las ficobiliproteinas utilizando como
materia prima algas y microalgas, ya que varios autores han propuesto
diversas condiciones de operacion (tabla 2), por lo que se crea la necesidad de
hacer un estudio para su extraccion.
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Tabla 2. Reporte de literatura especializada.

A | Agas 10 mL 4

B | Algas MetOH Hom‘l)gggirz;;ié” &1 1050 28 1

C | Microalgas Acetona Molienda 10 mL 28 1

D | Microalgas EtOH Autoclave 0.3/2.0 121 30

E Algas EtOH Calentamiento No reporta 78 0,15

F | Microalgas Acetona Molienda No reporta 28 3a6

G | Microalgas EtOH No reporta 1.0/1.0 4 No reporta

H | Algas EtOH Trituracion y 3mL 28 360
agitacion a 500 rpm

| Microalgas MetOH Ultrasonido No reporta 6 1440

J | Microalgas Acetona Molienda No reporta 4 240

Fuente: Autores

De acuerdo a lo descrito anteriormente, el objetivo principal de esta

investigacion es estudiar las variables que afectan la obtencién de clorofilas,

ficobiliproteinas y lipidos en biomasa seca de la microalga Amphiprora sp. con

miras al desarrollo de una topologia de biorefineria para la obtencién de

biocombustibles, energia y co-productos de alto valor [16].
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2. DESCRIPCION METODOLOGICA

El desarrollo de la metodologia experimental consta principalmente de la
eleccion de una mezcla de solventes para la extraccion tanto de pigmentos
como de lipidos, seguida por un disefio experimental para minimizar el nimero
de pruebas, posteriormente se realiza la etapa de extraccion y cuantificacion de
clorofilas, ficobiliproteinas y lipidos, finalmente se realiza un analisis estadistico
para los resultados obtenidos y se presentan las respectivas conclusiones; tal

como se ilustra en la figura 2.

Figura 2. Metodologia Experimental.

/Eleccién delamezcla\ /Estudio devariables\ / Extraccion y \

de solventes que afectan la Cuantificacion de
extraccion de Pigmentos
e Etanol/Hexano pigmentos y lipidos
e Metanol/Hexano |_> ‘—> e Agitacion con
e EtOH/Ciclohexano e Temperatura solvente
e MetOH/Ciclohexano e Tiempo e Filtracion al Vacio
e Relacion e Espectrofotometria

/ K Biomasa/SoIvente/ \ UVViSEIj /
K \ /Anélisis Estadistico \

7

Extraccion de
. Lipidos
e Diagrama de Pareto b
Conclusiones <_I * Diagramade <_| e Método Soxhlet
Superficie de
Respuesta

N DN DN J

La microalga Amphiprora sp. utilizada para el desarrollo de este proyecto fue
suministrada por la Corporacion 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.
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2.1. Eleccién de la Mezcla de Solventes

Este procedimiento se llevo a cabo para la seleccion de la mejor mezcla de
solventes para la extraccion de clorofilas, ficobiliproteinas y lipidos en cuatro
pruebas las cuales evaluaron dos tipos de solvente: polar (etanol, metanol) y
apolar (hexano, ciclohexano); éstos fueron utilizados debido a que los
solventes polares extraen lipidos desde la biomasa con algunos contaminantes
celulares tales como azlcares, pigmentos, aminoacidos, sales y proteinas; con
el solvente apolar se forma un sistema bifasico para la extraccién del aceite

crudo.

Para cada experimento, 3 g de biomasa seca fueron utilizados, primero se
realiz6 una maceracion con el fin de homogenizar la biomasa, seguidamente se
agrego el solvente polar en una relacion biomasa/solvente de 1:10 g/mL, luego
la mezcla de biomasa-solvente fue sometida a agitacion magnética a 350 rpm y
temperatura ambiente durante 24 horas; seguidamente se realizé filtracion al
vacio a la mezcla donde se cuantificaron los pigmentos en la fase liquida. Para
la separacion de los lipidos, se agrego6 a la fase liquida un volumen de 6 mL de
solvente apolar y 4 mL de agua destilada en la primera separacion con el fin de
obtener una separacion de fases, las cuales se llevaron a un embudo de
decantacion y se extrajo la fase lipofilica, este proceso se repitié cuatro veces
mas con el fin de asegurar una efectiva separacion del aceite de microalgas;
una vez terminada la separacién, se realizé un secado por volatilizacion con el
fin de obtener el extracto lipidico y asi realizar los respectivos calculos para
seleccionar la mejor mezcla de solventes tanto para cuantificacion de

pigmentos como para extraccion de lipidos.
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2.2. Estudio de Variables que Afectan la Extraccion de Pigmentos y
Lipidos

Una vez obtenida la mezcla de solventes para la extraccidon de pigmentos y
extracto lipidico, se efectu6 un disefio experimental central compuesto (DCC)
para un intervalo de confianza del 95% en el software STATISTICA 7.0, con el
fin de evaluar el efecto de las variables temperatura (35, 45 y 55°C), tiempo (2,
4y 6 h) y relacion biomasa/solvente (1/30, 1/60 y 1/90 g/mL) en la etapa de
agitacion sobre la extraccion de clorofilas, ficobiliproteinas y aceite crudo; este
disefio experimental también se realizdé con el fin de disminuir el nimero de
experimentos y el consumo de biomasa y solventes. Se realizé una réplica de
cada combinacion arrojada por el disefio experimental con el fin de reforzar los
resultados, comparando datos obtenidos entre los diferentes niveles y datos de

una misma combinacion.

En la tabla 3, se muestran los valores y niveles de las variables estudiadas,
arrojados por el software.

Tabla 3. Valores y Niveles de las Variables estudiadas.

Relacion
Biomasa/Solvente 1/10 1/30 1/60 1/90 1/110
[g/mL]
Temperatura [°C] 28,3 35,0 45,0 55,0 61,7
Tiempo [h] 0,65 2 4 6 7,35

2.3. Extraccion y Cuantificacion de Pigmentos

La cuantificacién de pigmentos se realiz6 midiendo el espectro de absorcion

(absorbancia A) de los extractos de la fase hidroalcohdlica después de la
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filtracion al vacio en un espectrofotometro UV-visible (Spectroquant Pharo 300
Merck) a 665, 650 y 620 nanémetros (nm).

Posteriormente se aplicaron las ecuaciones 1-4 [17] para calcular las
concentraciones de los diferentes pigmentos en microalgas; donde Chl-a es la
concentracion de clorofila a, Chl-b es la concentracion de clorofila b, PC es la
concentracion de ficocianina y APC es la concentracion de aloficocianina en
mg/L. Estas ecuaciones utilizadas fueron desarrolladas especificamente para el
calculo de los pigmentos fotosintéticos de microalgas. Los datos obtenidos de
clorofilas y ficobiliproteinas fueron normalizados con el fin de descartar

resultados erréneos por dilucion de los componentes en un mayor volumen de

solvente.
Chla[mg/L] = (16,5 * Aggs) — (8,3 * Agso) €Y
Chlb [mg/L] = (33,8 * Aeso) — (12,5 * Aggs) (2)
_ Asso — 0,7 * Agsp
_ Agso — 0,19 * Agyp
APC [mg/L] = 5 65 4)
Fuente: [17].
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2.4. Extraccién de Lipidos

Teniendo ya seleccionado el solvente apolar para la extraccion de lipidos, ésta
se realiza por medio del método Soxhlet, el cual proporciona mayor eficiencia y
es uno de los mas selectivos garantizando la calidad del extracto [18], se utiliza
la biomasa proveniente de la etapa de extraccion de clorofilas vy
ficobiliproteinas, la biomasa es llevada al tubo Soxhlet, el cual se ubica sobre
un balén aforado al que se le agrega 250 mL del solvente apolar seleccionado
y por calentamiento se extraen los lipidos de la biomasa, este procedimiento
tarda 18 horas, quedando el extracto lipidico en el balén aforado junto con
parte del solvente apolar, el cual es recuperado por destilacién simple, y el
extracto lipidico se obtiene por volatilizacion del solvente restante en el balon.

Esta extraccion, se llevd a cabo siguiendo las condiciones de operacién
establecidas de la metodologia experimental, mostradas en el anexo A. El

proceso general se ilustra en la figura 3.

Figura 3. Metodologia de Extraccién de Lipidos.

Solvente

Solvente Recuperado Remanente

Extracto +
. ] [ ‘ Solvente
Biomasa,

] Solvente + emanent
Residuo Extracto g
De filtracion. Recuperacion
, Extraccion solvente Evaporaciéon y
l > Soxhlet I > (destilacion I > cuantificacion
simple)
Biomasa
Residual Extracto

Lipidico
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Los porcentajes conseguidos de clorofilas, ficobiliproteinas y extracto lipidico

fueron calculados utilizando la ecuacion 5.

) . g de componente
Porcentaje extraido = - * 100% (5)
g de biomasa

2.5. Andlisis Estadistico

Se analizé la influencia de las variables temperatura, tiempo y relacién
biomasa/solvente de la etapa de agitacion en la extraccion de pigmentos (Chl-
a, Chl-b, PC y APC) y lipidos para la biomasa de microalga Amphipora sp.;
utilizando los diagramas de Pareto y superficie de respuesta en el software
STATISTICA 7.0 con un intervalo de confianza del 95%.

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. Eleccién de la Mezcla de Solventes

Los resultados de la seleccion de la mejor mezcla de solventes (polar y apolar)

para la extraccién de pigmentos y aceite crudo, se muestran en las figuras 4, 5

y 6.
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Figura 4. Efecto del solvente polar sobre la concentracion de Chl-a'y Chl-
b.
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Figura 5. Efecto del Solvente polar sobre la concentracién de PCy APC.
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El mejor solvente polar para la extraccion de pigmentos fue el etanol, ya que
incremento la cantidad de pigmentos extraidos en comparacion con el metanol,
este resultado confirma la eficiencia de dicho solvente para la extraccion tanto
de clorofilas como de ficobiliproteinas en la microalga Amphiprora sp., por tal

motivo, se selecciond etanol como solvente polar para posteriores pruebas.
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Figura 6. Efecto del solvente apolar sobre la eficiencia del extracto
lipidico.
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10,00 -
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5,00 -

0,00 -

Mezcla de solventes

En la figura 6 se muestra que para la extraccidon de lipidos la mejor mezcla de
solventes es metanol/ciclohexano, seguida por las mezclas que utilizan hexano
como solvente apolar y con la mas baja eficiencia se encuentra la mezcla
etanol/ciclohexano, estos resultados se deben a la diferencia de polaridades
gue existe entre los solventes utilizados lo cual influye en el desplazamiento de
los lipidos hacia la fase hidrofobica [19], por lo cual podemos concluir que el
solvente hexano es el solvente mas conveniente para la obtencion de lipidos de
esta cepa. Se debe tener en cuenta también que con etanol se obtienen mas

clorofilas y ficobiliproteinas que con los sistemas que utilizan metanol.

Teniendo en cuenta las figuras 4, 5y 6, y el objetivo de buscar un mayor
aprovechamiento de la biomasa con el fin de obtener productos de alto valor,
se selecciond la mezcla de solventes etanol/hexano, ya que permite obtener la
mayor eficiencia de extraccion de clorofilas y ficobiliproteinas y una alta

eficiencia de extraccion de lipidos.
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3.2. Estudio de Variables que Afectan la Extraccion de Pigmentos y
Lipidos

Los resultados del disefio experimental central compuesto (DCC) obtenido con
el software STATISTICA 7.0 para el estudio de las variables que afectan la
extraccion de clorofilas, ficobiliproteinas y lipidos, se muestran en la tabla 4.
Los datos sombreados son los resultados que representan los mejores
porcentajes obtenidos a las diferentes condiciones de temperatura, tiempo y

relacion biomasa/solvente en la etapa de extraccion de pigmentos.

Tabla 4. Resultados de los diferentes pigmentos y lipidos extraidos.

1 1 35 6 90 0,17 0,16 4,3E-04 | 1,7E-03 0,74
2 1 55 6 30 0,51 0,59 1,4E-03 | 5,8E-03 0,85
3 1 55 2 90 0,50 0,48 1,3E-03 | 5,1E-03 0,12
4 1 45 4 60 0,26 0,24 6,4E-04 | 2,5E-03 0,12
5 1 35 2 30 0,46 0,39 1,1E-03 | 4,4E-03 0,75
6 2 45 4 60 0,24 0,25 6,3E-04 | 2,5E-03 1,54
7 2 35 2 90 0,17 0,13 3,8E-04 | 1,5E-03 1,41
8 2 55 6 90 0,18 0,18 4,7E-04 | 1,9E-03 0,72
9 2 35 6 30 0,44 0,42 1,1E-03 | 4,4E-03 1,21
10 2 55 2 30 0,26 0,24 6,5E-04 | 2,6E-03 0,85
11 3 45 4 110 0,16 0,13 3,8E-04 | 1,5E-03 0,04
12 3 45 4 60 0,32 0,30 7,9E-04 | 3,2E-03 1,86
13 3 45 4 10 0,69 0,69 1,8E-03 | 7,2E-03 2,13
14 3 45 7,35 60 0,21 0,28 6,5E-04 | 2,6E-03 0,60
15 3 28,3 4 60 0,27 0,21 6,1E-04 | 2,4E-03 0,35
16 3 45 0,65 60 0,26 0,24 6,5E-04 | 2,6E-03 0,49
17 3 61,7 4 60 0,22 0,26 6,4E-04 | 2,5E-03 0,66

Como se observa en la tabla 4, la prueba 13 fue la mas exitosa obteniéndose
los mayores porcentajes de extraccion de clorofilas, ficobiliproteinas y lipidos,
los resultados de las demas pruebas son variables dependiendo del producto

de interés, se puede ver que la siguiente prueba que mejor extrae clorofilas y
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ficobiliproteinas es la prueba 2, mientras que para la lipidos la siguiente mejor
prueba es la 12.

3.3. Anédlisis Estadistico

3.3.1. Extraccién de Clorofilas y Ficobiliproteinas

Teniendo en cuenta los datos obtenidos por las ecuaciones 1-4 de la
descripcion metodoldgica, en las figuras 7, 8, 9 y 10, se muestran los
diagramas de Pareto y de superficies de respuesta para observar el efecto que
tienen las interacciones de las variables temperatura, tiempo y relacion
biomasa/solvente en la etapa de agitacion sobre la extraccion de clorofilas y

ficobiliproteinas.

Donde el diagrama de Pareto muestra qué variables tienen una influencia
significativa sobre la extraccion de los diferentes pigmentos, esta significancia
se aprecia cuando las variables cruzan el umbral (linea roja) con un valor
p<0,05.

Para el diagrama de superficie de respuesta se realizaron dos graficos
manteniendo constante en cada uno la mejor condicion de temperatura y
tiempo de agitacién, para observar el efecto que tienen las interacciones
tiempo y temperatura con respecto a la relacibn biomasa/solvente, donde se

muestran las zonas de mayor (rojo) y menor (verde) porcentajes extraidos.
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Figura 7. Diagramas de Pareto y de Superficie de Respuesta, para analizar

el efecto de las variables estudiadas sobre la extraccion de Chl-a.
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En la figura 7 se puede observar que la Unica variable significativa es la
relacion biomasa/solvente influyendo negativamente, con lo cual para el
diagrama de superficie de respuesta se grafican las interacciones con respecto
al solvente; se puede ver que la temperatura y el tiempo de extraccién tienen

un efecto positivo y negativo respectivamente, aunque no es significativo; lo
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que nos indica que se obtienen mejores rendimientos de extraccién a

temperaturas cercanas a 55 °C y tiempos de extraccion cercanos a 2 h.

Figura 8. Diagramas de Pareto y de Superficie de Respuesta, para analizar

el efecto de las variables estudiadas sobre la extraccion de Chl-b.
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Para Chl-b al igual que para Chl-a la Unica variable que afecta
significativamente es la relacidbn biomasa/solvente influyendo negativamente
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sobre la etapa de extraccion, seguida de la interaccion solvente-tiempo la cual
a diferencia de las demas interacciones es la que mas se acerca al umbral
(p<0,05) influyendo también en forma negativa. Ademas, la variable tiempo
presenta un efecto positivo contrario a la Chl-a, lo que indica que se obtienen
mejores rendimientos en zonas cercanas a 55 °C y tiempos cercanos a 6 h de
agitacion como se puede apreciar en el diagrama de superficie de respuesta.

Para el caso de las ficocianinas, al igual que para las graficas anteriores, la
relacion biomasa/solvente sigue siendo la Unica variable significativa y afecta
negativamente la eficiencia de la extraccion (Figura 9). Se observa también que
la interaccion biomasa/solvente- tiempo aunque no es significativa es la que
tiene mayor influencia sobre las demés variables e interacciones, la cual influye
de manera negativa, por lo que se obtienen mayores rendimientos a tiempos
cercanos a 6 h, y con respecto a la temperatura, es una de las variables menos

influyentes, pero que afecta de forma positiva.

Figura 9. Diagramas de Pareto y de Superficie de Respuesta, para analizar

el efecto de las variables estudiadas sobre la extraccion de PC.
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En la figura 10 se observa que el efecto de las variables sobre la extraccion en
APC tienen la misma tendencia que en las PC, pero es de tener en cuenta que
el porcentaje de extraccién es mayor en aloficocianinas; este comportamiento
se debe a que las APC pertenecen al grupo de las ficobiliproteinas al igual que

las PC, por lo que poseen propiedades similares.

Figura 10. Diagramas de Pareto y de Superficie de Respuesta, para

analizar el efecto de las variables estudiadas sobre la extraccién de APC.
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Como se observé en las graficas 7, 8, 9 y 10, la Unica variable que tiene un
efecto significativo para la extraccion de clorofilas y ficobiliproteinas es la
relacion biomasa/solvente, la cual afecta de forma negativa, lo que indica que
se debe realizar la extraccion con relaciones biomasa/solvente cercanas a 1/30
g/mL para obtener mayores concentraciones de clorofilas y ficobiliproteinas; la
temperatura tiene un efecto positivo, aunque no significativo, siendo mas
favorable utilizar temperaturas cercanas a 55 °C; para la variable tiempo, en
todos los pigmentos excepto para la Chl-a, tuvo un efecto positivo, lo cual
indica que es mas conveniente utilizar tiempos de extraccion altos, y esto no
afectaria de forma relevante la extraccion de Chl-a, por ser una variable no

significativa.

3.3.2. Extraccion de Lipidos

Una vez obtenidos los datos de los extractos lipidicos en las pruebas Soxhlet;

se muestran en la figura 11 los diagramas de Pareto y de superficie de

respuesta para la extraccion de lipidos donde se puede notar que los factores

analizados en la etapa de extraccion no presentan efectos significativos sobre
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el rendimiento de la extraccion de aceite crudo; sin embargo, tanto la
concentracion de solvente como la temperatura afectan de forma negativa la
extraccion, mientras que el tiempo de extraccion de clorofilas y ficobiliproteinas
actia positivamente aumentando la extraccion de lipidos. La interaccion
biomasa/solvente-tiempo y la variable tiempo son las que menos tienen
influencia sobre la obtencion del extracto lipidico, tal como se observa en la

gréfica.

Figura 11. Diagramas de Pareto y de Superficie de Respuesta, para
analizar el efecto de las variables estudiadas sobre la extraccion de

lipidos.
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La figura 11 indica que la extraccion de lipidos no se ve afectada
significativamente por las variables que participan en la extraccion de
pigmentos y ficobiliproteinas, pero la variable biomasa/solvente es la que mas
tiene influencia sobre la extraccion de lipidos y que al igual que para clorofilas y
ficobiliproteinas este efecto es negativo. Se puede observar en el diagrama de
superficie de respuesta que la interaccion biomasa/solvente-temperatura influye
negativamente, por lo que el rendimiento aumenta en zonas cercanas a 65 °C y
1/30 g/mL, este comportamiento se puede explicar porque las condiciones de
operacion que permiten una mayor extraccién de clorofilas y ficobiliproteinas
generan un debilitamiento de la pared celular de la microalga al descomponer
el material celulésico presente en ésta, permitiendo en la siguiente etapa de
extraccidon de lipidos un mayor contacto del hexano con el aceite, y facilitando

la obtencién del aceite crudo.
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CONCLUSIONES

1. Para biomasa seca de la microalga Amphiprora sp. las mejores
condiciones de extraccion fueron: temperatura de 45 °C, tiempo de 4 h'y
relacion biomasa/solvente de 1/10 g/mL, tanto para extraccion de

clorofilas y ficobiliproteinas como para lipidos.

2. El analisis estadistico de los resultados mostr6 que la relacion
biomasa/solvente es la Unica variable significativa para la extraccion de
clorofilas y ficobiliproteinas, y poco significativa (pero mas influyente que
las otras variables: temperatura y tiempo) en la extraccion de aceite

crudo.

3. Se encontrd que los altos costos de clorofilas y ficobiliproteinas a pesar
de su baja produccién contribuyen positivamente a la economia global
del proceso para la produccion de biodiesel en la microalga Amphiprora

sp., abordando el concepto de biorefineria.
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RECOMENDACIONES

1. Estudiar la obtencion de otros posibles co-productos como azucares
fermentables y otras proteinas, con el fin de desarrollar una topologia de

biorefineria en microalgas econémicamente mas viable.

2. Aplicar la metodologia desarrollada para este estudio a otras cepas de

microalgas ricas en sustancias especiales.
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ANEXOS

Anexo A. EXTRACCION DE ACEITE CRUDO MEDIANTE EL METODO
SOXHLET

Materiales y Reactivos:

e Manta de Calentamiento.

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

e Soporte universal.

e Espatula.

e Mortero.

e Desecador.

e Embudo.

e Balanza analitica.

e Hexano.

e Camara de extraccion de vapores.

Procedimiento del método de Extraccién Soxhlet

a) Pesar 1 g de biomasa pretratada.

b) Introducir la biomasa en el papel filtro y formar el cartucho.

c) Agregar 250 mL de hexano en el matraz.

d) Hacer montaje Soxhlet

e) Recuperar el solvente por medio de destilacion simple.

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

g) Cuantificar el extracto obtenido por diferencia de masa.
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Biomasa Macerada Cartucho con biomasa

Montaje Soxhlet Solvente Remanente
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Extracto Lipidico
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