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RESUMEN

TITULO: OBTENCION DE ACEITE DE MICROALGAS NATIVAS MEDIANTE LA COMBINACION
DE DISRUPCION CELULAR Y METODO DE EXTRACCION SOXHLET PARA LA PRODUCCION
DE BIODIESEL*

AUTORES: LUZ STELLA CORDOBA CARRENO, LINA MARCELA LOPEZ CHOGO **
PALABRAS CLAVES: Soxhlet, aceite de microalgas, disrupcion celular, biodiesel
DESCRIPCION:

La produccién de biocombustibles presenta un crecimiento acelerado en todo el mundo. Los altos
precios del petréleo y a la necesidad de mitigar la contaminacion ambiental asociada con el
consumo de combustibles fésiles han impulsado su investigacién y desarrollo. Dentro de estos, una
opcién promisoria son los biocombustibles de tercera generacion; en especial el biodiesel a partir
de microalgas, cuya sostenibilidad depende en gran medida de la eficiencia en la extraccién de los
aceites.

En el desarrollo del presente trabajo se emple6 un procedimiento basado en disrupcion celular y
método de extraccidon Soxhlet como una alternativa en la obtencion de aceite a partir de microalgas
a nivel de laboratorio. Con dicho procedimiento se evalué el efecto de varios métodos de
disrupcion celular (Metanol-H,SO,4, Metanol-HCI, HCI 4[M] 1 min y HCI 0,5[M] 30 min), solventes
(hexano, ciclohexano y etanol) y tiempos de operacion (4, 6 y 8 horas) en el porcentaje de extracto
lipidico, seleccionando las condiciones experimentales que permitieron alcanzar una mayor
eficiencia del proceso de extraccion, y aplicAndolas a tres géneros de microalgas nativas
Amphiprora, Desmodesmus y Tetraselmis.

Los mayores rendimientos de extraccion del aceite de microalgas, se consiguen al utilizar el
método de disrupcién celular metanol-H,SO,, solvente hexano y un tiempo de operacion de 8
horas. Logrando para todos los géneros utilizados una eficiencia del proceso superior al 50 %, y
siendo la cepa Tetraselmis sp. la mas promisoria en dicho aspecto.

Este trabajo fue realizado dentro del proyecto Bioprospeccién de microalgas colombianas para la
produccién de biodiesel cédigo 2008D32006-6710, financiado por el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, en cooperacion con el Instituto Colombiano del Petréleo (ICP-ECOPETROL) y la
Corporacion Instituto Morrosquillo.

* Proyecto de Grado
** Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingeria Quimica.
Director: Dr. Sc. Viatcheslav Kafarov. Codirectores: Quimico Ph.D. Alexander Guzman
Monsalve y Ing. Angel Dario Gonzalez



ABSTRACT

TITLE: OBTAINING MICROALGAE OIL BY JOINT CELL DISRUPTION AND SOXHLET
EXTRACTION FOR BIODIESEL PRODUCTION *

AUTHORS: LUZ STELLA CORDOBA CARRENO, LINA MARCELA LOPEZ CHOGO **
KEYS WORDS: Soxhlet, microalgae oil, cell disruption, biodiesel.
DESCRIPTION:

Biofuel production has been growing worldwide. High oil prices and the need to mitigate the
environmental pollution associated with the consumption of fossil fuels has boosted its research
and development. Third generation biofuels as biodiesel production from microalgae, are a
promising alternative for supply the global demand of fossil derived fuels, the sustainability of
biodiesel production chain depends in a great way of the oil extraction efficiency.

In the present study, a joint procedure based on cell disruption and Soxhlet extraction method was
evaluated as an alternative for obtaining oil from microalgae in the laboratory. With this procedure,
the effects of different cell disruption methods (methanol-H,SO,, methanol-HCI, HCI 4 [M] 1 min and
HCI 0.5 [M] 30 min), solvents (hexane, cyclohexane and ethanol) and extraction times (4, 6 and 8
hours) on the percentage of lipid extract were evaluated. The best experimental conditions were
selected in order to increase the extraction efficiency and were applied to three genuses of native
microalgae, Amphiprora, Desmodesmus and Tetraselmis.

The highest oil yield from native microalgae was achieved by employing the methanol-H,SO, cell
disruption method, the best solvent was hexane and the extraction time was 8 hours. In addition,
extraction efficiency was over 50% for all genuses used, and within them, Tetraselmis sp. shown
the highest efficiency.

This work was developed within the project Bioprospeccion de microalgas colombianas para la
produccién de Biodiesel code 2008D32006-6710, funded by the Ministry of Agriculture and Rural
Development, in cooperation with the Colombian Petroleum Institute (ICP-ECOPETROL) and the
Institute Morrosquillo Corporation.

* Degree Project
** Faculty of Physical-Chemical Engineeries. Chemical Engineering Department.
Director: Dr. Sc. Viatcheslav Kafarov. Co-directors Ph.D. Alexander Guzman Monsalve and Ing
Angel Dario Gonzalez



INTRODUCCION

En la actualidad, los altos precios del petréleo, y el agotamiento de los
combustibles fésiles junto a la problemética medioambiental que conlleva su uso,
han motivado el creciente interés de los investigadores en la produccion de
biocombustibles, dentro de ellos, una alternativa energética promisoria es el
biodiesel a partir de microalgas [1,2]. Esta materia prima es interesante dadas las
ventajas que ofrece en contraste con las plantas oleaginosas, tales como: mayor
eficiencia fotosintética, una mayor produccion de biomasa sostenida durante todo
el afio, la capacidad de crecer tanto en aguas marinas, dulces y residuales, asi
como su velocidad de crecimiento relativamente alta [3,4]. Sumado a lo anterior, la
ventaja competitiva mas importante del uso de microalgas para la obtencion de
biodiesel, consiste en los rendimientos lipidicos por unidad de &rea

considerablemente superiores a los obtenidos con plantas oleaginosas [5].

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 [1]. Puesto que la
factibilidad de la elaboracion de biodiesel depende en gran medida de la eficiencia
en la extraccidon del aceite, es en esta etapa del proceso en la cual se centra el
presente trabajo, cuyo proposito es obtener aceite a partir de microalgas a nivel de
laboratorio mediante la combinacion de disrupcién celular y método de extraccion
Soxhlet.

En el desarrollo metodolégico se evalla la influencia de algunas variables en el
rendimiento de la extraccién, tales como el método de disrupcion celular, solvente
empleado y tiempo de operacion, con el fin de determinar las mejores condiciones
gue permitan alcanzar una mayor eficiencia en el proceso y sirvan para orientar
posteriores estudios encaminados a la conformacion de una cadena de produccion

sostenible de biodiesel a partir de microalgas nativas.
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1. CONCEPTOS TEORICOS

En este capitulo se presentan aspectos generales de las microalgas y de los
géneros utilizados, asi como las principales caracteristicas del aceite proveniente
de esta materia prima. Igualmente, se describen generalidades del método de
extraccidn Soxhlet haciendo hincapié en las variables de mayor importancia en

este proceso.
1.1 GENERALIDADES DE LAS MICROALGAS

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de organismos microscopicos
fotosintéticos [6]. Se consideran uno de los grupos de organismos mas verséatiles
en términos de su tamafo, forma y funcion ecoldgica [7]. Estos convierten la luz
del sol, el agua, nutrientes inorganicos y el diéxido de carbono en biomasa,
produciendo eficientemente lipidos, carbohidratos, y proteinas en diferentes

proporciones [8].

En la actualidad se han identificado alrededor de 40,000 especies aunque se
estima que existen mas de 100,000. Las microalgas pueden adaptarse a vivir en
gran variedad de habitats tales como aguas marinas, dulces y residuales, bajo un
amplio rango de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes [9,10]. La
reproduccion de microalgas se produce principalmente por division celular
(asexual), aunque la reproduccion sexual puede ocurrir en muchas especies en

condiciones adecuadas de crecimiento [6].
1.1.1 Composicion quimica

La composicién quimica de las microalgas es muy variable debido a factores tales
como especie, tiempo de cosecha, nutrientes presentes en medio de cultivo,
temperatura, fotoperiodo, salinidad, fuente de carbono, intensidad y color de la luz
entre otros [11]. Generalmente la biomasa esta constituida por 20-40% de lipidos,

de 40-50% de proteinas, y la parte restante subdividida entre los carbohidratos,
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gue en algunas especies pueden llegar hasta el 55% de la biomasa y otros
compuestos de importancia menor. Sin embargo, para los lipidos se han reportado
valores en un rango del 1 al 70%, o incluso superiores [7,12]. En el Anexo A se
muestra el contenido de lipidos en diferentes especies de microalgas.

1.1.2 Descripcion de los géneros de microalgas utilizadas

1.1.2.1 Amphiprora sp. Ehrenberg, 1843. Es una diatomea (Bacillariophyceae),
posee tallas cercanas a las 20 micras y forma rectangular 2:3. Se caracteriza por
un rapido crecimiento y contenido de lipidos elevado (generalmente del 37%). Su
pared celular o fristula de color amarillo oro consta de dos mitades que se
sobreponen y adaptan entre si, constituyendo las valvas [13].

1.1.2.2 Desmodesmus sp. Friedl & Hegewald, 1999. Es una microalga que
pertenece a la clase Chlorophyceae (algas verdes) especificamente a la familia de
Scenedesmaceae. Es abundante en los ecosistemas de agua dulce, y sus células
son cilindricas unidas lateralmente en grupos. Ademas se caracterizan por un alto

grado de flexibilidad que les permite resistir condiciones adversas [14].

1.1.2.3 Tetraselmis sp. Stein, 1878. Es una microalga maovil que pertenece a la
clase Prasinophyceae, se caracteriza por ser unicelular, de forma elipsoidal
comprimida con 4 flagelos de tamafio similar. Es de color verde brillante, y por lo
general crece 14 um de ancho por 10-16 ym de largo. Contiene aproximadamente
49,2% de proteina, 16,4% de carbohidratos y un nivel de lipidos de 10% a 45%
[15,16].

1.2 PRODUCCION DE BIODIESEL A PARTIR DE MICROALGAS

Las microalgas tienen la ventaja de producir aproximadamente 30 veces mas
aceite por hectarea que los cultivos actuales utilizados para la elaboracion de
biocombustibles (cultivos oleaginosos terrestres) y ademas no ponen en peligro la

produccion de alimentos [9]. Las microalgas mas utilizadas para la produccion de
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biodiesel corresponden a las microalgas clasificadas como diatomeas y algas
verdes [17].

El proceso de produccién de biodiesel esta conformado en términos generales por
las etapas de cultivo de microalgas, cosecha, secado, extraccion lipidica y
transesterificacion. Las microalgas por lo general se cultivan en sistemas abiertos
(estanques naturales o artificiales, lagos y lagunas), y sistemas cerrados
(fotobiorreactores). Seguidamente se da inicio a la etapa de cosecha con el
proposito de remover el agua y concentrar las células, esta se puede realizar
comunmente por centrifugacién, sedimentacion, filtracion y floculacion [1,7]. Luego
de la recoleccion, para aumentar la vida util de la biomasa es comun aplicar
deshidratacion mediante métodos como secado al sol, por aspersion, y liofilizacién
[18]. Finalmente, se extraen el aceite mediante procedimientos mecanicos,
quimicos o enzimaticos, y este es transformado en biodiesel y glicerol, mediante la

reaccion de transesterificacion alcalina [1].

Por su parte, la biomasa residual de la produccion de biodiesel puede ser
potencialmente utilizado para la alimentacion animal, y también para producir

metano por la digestion anaerobica [3].

1.3 OBTENCION DE ACEITE DE MICROALGAS

En la obtencion de aceite de microalgas se puede identificar generalmente dos
etapas importantes como lo son la aplicaciéon de un método de disrupcioén celular y

la extraccion del aceite.
1.3.1 Disrupcion celular

El principal problema a la hora de realizar la extraccion del aceite de las
microalgas es el rompimiento de la pared celular, puesto que algunas especies
como por ejemplo Botryoccocus braunii, poseen una matriz celular compleja, otras
como las diatomeas, poseen frustulas de hidratos de silice, las cuales las

protegen. Por tanto, la ruptura celular es particularmente compleja, debido a la
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diferencia que existe a nivel de composicion de pared celular entre los diferentes

géneros de microalgas [19].

Pese a las dificultades que se puedan presentar, el método de disrupcion celular
es de gran importancia en la obtencién de los productos intracelulares de los
microorganismos, y es clave para aumentar la eficiencia en la extraccion de
lipidos, puesto que al romper la estructura celular, mas lipidos almacenados
dentro de las células pueden ser liberados favoreciendo el contacto de estos con
el solvente organico [20,21]. Hay varias formas en que disrupcion se puede lograr,
con base en la accion mecanica, como homogeneizadores, molinos de grano y
ultrasonidos, o la accién no mecénica, por ejemplo congelacion, hidrolisis y shock
osmotico [19,22]. La mayoria de los métodos de disrupcién desarrollados para el

uso de microorganismos no-fotosintéticos se puede aplicar a microalgas [23].

Al someter la biomasa a un método de disrupcion celular como la hidrdlisis, los
componentes hidrosolubles presentes en la pared celular son disueltos por el
agente disruptor empleado, este material disuelto se denomina masa solubilizada.

1.3.2 Métodos de extraccién de aceite

Existen varios meétodos para extraer aceite de microalgas, como por ejemplo,
extraccibn con solventes quimicos, shock osmotico, fluidos supercriticos,
autoclave, ultrasonido, extraccion enzimatica, destruccidn mecéanica y extraccion

asistida con microondas [24].

Particularmente, la extraccion con solventes quimicos es una técnica que consiste
en usar un solvente (un liquido capaz de disolver otra sustancia) para extraer
selectivamente compuestos de interés presentes en una muestra. Dentro de estos
métodos de extraccion se encuentran principalmente Bligh & Dyer [25], Folch et al
[26], Ramirez-Fajardo et al [27], y método de extraccidn Soxhlet [28]. Siendo este

ualtimo, el método utilizado para el desarrollo del presente trabajo.
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1.3.2.1 Método de extraccion Soxhlet. La extraccion Soxhlet, generalmente
conocida como extraccion sélido-liquido o lixiviacion es un método estandar de
extraccion de muestras solidas. Esta técnica se usa comunmente en el laboratorio
para la determinacion del contenido graso en muestras de diferente naturaleza
[29]. El sistema Soxhlet fue inventado por Franz Soxhlet en 1879, y se compone

de un matraz, una camara de extraccion (tubo Soxhlet), y un condensador [24].

En este método, el solvente situado en el matraz se calienta hasta alcanzar su
temperatura de ebullicion, los vapores ascienden por un conducto del tubo Soxhlet
y pasan a estado liquido en el condensador ubicado en el tope del extractor,
cayendo gota a gota sobre el cartucho que contiene la muestra (al haber contacto
solvente-solido empieza a producirse la transferencia de masa de los analitos
hacia el liquido) [30,31]. Cuando el nivel del solvente condensado en la camara
alcanza la parte superior del sifon, el solvente con los analitos disueltos retorna al
matraz [32]. El ciclo vaporizacion, condensacion, extraccion y evacuacion, se
repite varias veces, hasta que se complete el tiempo de extraccion, logrando de
esta manera someter la muestra a percolacion o lavado repetido en el solvente
quimico [33,34]. En la Figura 1 se puede observar el recorrido de los vapores

ascendentes (flechas rojas) y el solvente condensado (flechas azules).

Figura 1. Equipo de extraccion Soxhlet

Fuente: Los autores

Terminada la extraccién, el matraz que contiene el solvente, extracto lipidico y

algunos solidos residuales (biomasa e impurezas) es llevado a un proceso de
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filtracion. Seguidamente, se recupera el solvente mediante destilacion simple,
rotoevaporacion o volatilizacion con el fin de concentrar el extracto en el matraz.
Dado que el punto de ebullicién del extracto obtenido siempre sera superior al del
solvente empleado, el solvente destilado no contiene cantidades importantes de
éste [30].

Finalmente, el solvente remanente es evaporado hasta que el matraz alcance
peso constante, y se calcula el porcentaje de extracto lipidico utilizando la

Ecuacion 1, donde m; = masa final del matraz (g), m; = masa inicial del matraz (g),
m, ....a = Cantidad de muestra inicial (g) y m......c= Cantidad de extracto lipidico

obtenido (g) [35].

- m m T,
% de extracto lipidico = —=7%%° + 100 = L — "+ 100 (1)

m

musstra musstra

Una vez calculado el porcentaje de extracto lipidico se determina la eficiencia de la
extraccidén, dada por la relacion entre los lipidos extraidos con un determinado
método y los que se extraen con un método de control [36]. En consecuencia, la

eficiencia se puede obtener mediante la Ecuacién 2, donde A4; = porcentaje de

extracto lipidico obtenido y Az = porcentaje total de lipidos en la muestra inicial.

f'l.l.
Eficiencia =— =100 (2)
AB
1.3.2.2 Variables del proceso de extraccion de aceite mediante el método
Soxhlet. La eficiencia del proceso de extraccién de aceite a partir de microalgas
mediante el método Soxhlet depende principalmente de la naturaleza del

disolvente y el tiempo de operacion.

e Solventes

En el caso de extraccion de lipidos, los solventes utilizados deben tener una alta
solubilidad para todos los compuestos lipidicos, ser lo suficientemente polares

para eliminar sus sitios de union en las membranas celulares, lipoproteinas y
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glicolipidos, y ser selectivos [37]. Ademas para los procesos de extraccion son
deseables solventes con baja toxicidad e inflamabilidad, baja presion de vapor,
baja viscosidad, facilidad y economia de recuperacion de la corriente de extracto y
bajo costo. El solvente mas ampliamente utilizado para extraer aceites vegetales

es el hexano, por su solubilidad y facilidad de recuperacion [38].

e Tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion es otra variable del proceso, que depende del solvente
utilizado y del estado en que se prepare la muestra para hacer la extraccion [39].
Este tiempo debe ser suficiente para permitir la separacion de los compuestos de
interés, aunque se debe prestar cuidado para que no sea excesivo. Prolongar el
tiempo de extraccion mas alla del necesario incrementa los costos del consumo de

energia y otros costos de operacion [40].

1.4 CARACTERISTICAS DEL ACEITE DE MICROALGAS

En las microalgas, los principales componentes de la fraccion lipidica son
triacilgliceroles, acidos grasos libres, ceras, esteroles, hidrocarburos, glicolipidos y
fosfolipidos [1]. La composicion de acidos grasos de las microalgas comunmente
incluye moléculas lineales de 12 a 22 atomos de carbono en numero par,
saturadas e insaturadas, donde la posicidén y el nimero de enlaces dobles (1 a 6)
es variable. Los acidos grasos que van desde C16 a C18 son los mas frecuentes,
no obstante moléculas de cadena media (C10, C12, C14) o moléculas demasiado
largas (> C20) predominan en algunas especies [1,41].

Un perfil de acidos grasos de cadena larga con un bajo grado de insaturacion es
deseable para la elaboracién de biocombustible de calidad, aunque esto no tiene
gue ser una limitacién, pues el grado de insaturacién del aceite de microalgas y su
contenido de &cidos grasos con mas cuatro dobles enlaces se pueden reducir
facilmente con una hidrogenacion parcial catalitica del aceite [3]. Por tanto, el
aceite de microalgas puede ser considerado como una alternativa interesante para

la produccién de biodiesel [1].
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En el presente capitulo se realiza una descripcion detallada de la metodologia
empleada en el desarrollo experimental, incluyendo los materiales, equipos y
etapas necesarias para llevar a cabo el proceso de obtenciébn de aceite de
microalgas a nivel de laboratorio mediante la combinacién de disrupcion celular y

extraccion Soxhlet.

2.1 MATERIALES

2.1.1 Materia prima

Para la realizacion del presente trabajo se contd con tres géneros de microalgas:
Amphiprora, Desmodesmus y Tetraselmis, las cuales fueron cultivadas en un
medio f/2, cosechadas mediante floculacion y secadas a exposicion solar. Las
microalgas fueron suministradas por la Corporacion Instituto Morrosquillo (punta

Bolivar, Colombia).

Por otra parte, el Instituto Colombiano del Petroleo ICP-ECOPETROL realizo la
caracterizacion de la biomasa de las microalgas nombradas anteriormente,
reportando los datos mostrados en la Tabla 1. EI método empleado para la

caracterizacion de la biomasa se describe en el Anexo B.

Tabla 1. Composicion quimica de los géneros de microalgas empleadas

Géneros Nitrégeno, | Proteina, | Cenizas, | Carbohidratos, | Lipidos,
% % % % %
Amphiprora 2,1 13,1 52,8 6,2 12,0
Desmodesmus 7,3 45,9 28,7 6,2 10,9
Tetraselmis 3,0 18,6 46,3 4.9 12,7

Fuente: Informe Instituto Colombiano del Petréleo ICP-ECOPETROL

2.1.2 Reactivos y equipos
Los reactivos usados durante el proceso fueron hexano, alcohol etilico absoluto

anhidro, ciclohexano, acido sulfarico, acido clorhidrico y metanol. Ademas, durante
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el desarrollo del procedimiento se utiliz6 agua destilada en la preparacion de las
soluciones y en los procesos de lavado. Las fichas técnicas de los reactivos se
muestran en el Anexo C. Igualmente, los equipos empleados durante la

experimentacién, se especifican en la tabla D1 del Anexo D.

2.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El procedimiento experimental se dividi6 en dos partes, el método de disrupcion

celular y la extraccion Soxhlet.

2.2.1 Método de disrupcion celular

Con base en pruebas preliminares se establecié la necesidad de someter la
biomasa a un método de disrupcidn celular antes de realizar el proceso de
extraccion Soxhlet, el diagrama de bloques para llevar a cabo dicha disrupcién se

muestra en la Figura 2.

Figura 2. Pasos para aplicar el método de disrupcion celular

Agente disruptor
Biomasa l
- secay , Biomasa Y
Biomasa | macerada METODO DE tratada + licor ~ SEPARACION | Licor
_— PREE‘:‘R:ECS'?:ADE }—){ DISRUPCION }—){ (Filtracién al ’—)
| CELULAR \I’a{:ID]
Biomasa Agua
Agua tratada + licor destilada
evaporada remanente
v

Biomasa tratada Solucion
seca € _{ SECADO . LAVADO de agua
. ) Biomasa [ ) y licor
tratada lavada

Fuente: Los autores

El proceso comenzd con la preparacion de la muestra, en este primer paso toda la
materia prima suministrada se seco en un horno digital de conveccion a 105°C

durante 4 horas con base en la norma NREL/TP-510-42621, y seguidamente fue
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macerada; luego, la biomasa se sometio a los diferentes métodos de disrupcién

celular descritos en la Tabla 2.

Tabla 2. Métodos de disrupcion celular evaluados
Métodos de o
_ . Descripcion general
disrupcion
Se prepara una solucién metanol-agua (denominada
_ licor) al 3,32 [%v/v], y se adiciona por cada gramo de
Pretratamiento . . ) . o
biomasa 10 ml de licor. Posteriormente se aflade acido
organosolv . »
sulfarico a una concentracion de 0,6 [M], y esta mezcla
metanol-H,SO4 )
es llevada a un autoclave a 15 psi y 121 °C, con un
tiempo de reaccion de 247 minutos [42].
Se prepara una solucibn metanol-agua (denominada
_ licor) al 3,32 [%v/v], y se adiciona por cada gramo de
Pretratamiento _ _ ) . o
biomasa 10 ml de licor. Posteriormente se aflade acido
organosolv o .
clorhidrico a una concentracion de 0,5 [M], y esta
metanol-HCI )
mezcla es llevada a un autoclave a 15 psiy 121 °C, con
un tiempo de reaccion de 247 minutos.
Por cada 5 gramos de biomasa seca y macerada se
_ afilade 50 ml de agua destilada y 2,5 ml de acido
HCI 4 [M], 1 min - » _
clorhidrico a una concentracion de 4 [M]. Finalmente la
mezcla se agita por 1 minuto a 500 rpm.
Se pesan 10 gramos de biomasa seca y se adiciona
una solucién de acido clorhidrico (HCI) 0,5 [M] en la
HCI 0,5 [M], 30 min | Proporcion 10 ml de solucidon por cada gramo de
biomasa seca. Finalmente se agita la mezcla durante

30 minutos a 500 rpm.

Fuente: Los autores

Posteriormente se separ0 la biomasa tratada de la fase liquida empleando

filtracion al vacio, y la fase solida retenida en el filtro fue lavada en tres ocasiones
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con 50 ml de agua destilada con el fin de eliminar residuos del agente disruptor,
por ultimo, la biomasa se someti6 nuevamente a un proceso de secado en un
horno a una temperatura de 105°C durante 4 horas. Con esta biomasa tratada
seca se realiz6 el proceso de extraccion Soxhlet mediante el cual se evalué la

eficiencia del método de disrupcion celular.

2.2.2 Proceso de extraccion y cuantificaciéon del extracto

El proceso de extraccion y cuantificacion del extracto lipidico fue realizado como

se observa en la Figura 3.

Figura 3. Diagrama de bloques: Extraccion y cuantificacion

Solvente Solvente recuperado Sglvente

fresco v remanente
Solvente +

extracto + solidos Soi:r[en;e t o EVAPORACION Y
: residuales ; exiracto c
> EXSLRJf:icL(g'?N e BN F;';T':;‘;'t?a’:‘ ——> DESOLVENTE ———> CUANTIFICACION
Biomasa (porg ) (Destilacion simple) | Extracto | GRAVIMETRICA
pretratada - + solvente
seca Bmmasa Solidos remanente
residual residuales
EXTRACTO
LIPiDICO

Fuente: Los autores

En primera instancia la biomasa pretratada seca se sometié al método de
extraccibn Soxhlet con las condiciones establecidas en la metodologia
experimental para cada prueba, seguidamente se hizo uso de la filtraciébn por
gravedad con el fin de retirar los solidos residuales (biomasa, impurezas)
presentes en la mezcla extracto-solvente. Posteriormente se recuperé el solvente
mediante destilacién simple obteniendo por una parte el solvente que puede ser
reutilizado en posteriores extracciones, y por otra el extracto concentrado. Sin
embargo, puesto que con la operacion de destilacion no se retira todo el solvente,
se procedi6 a evaporar el solvente remanente hasta alcanzar un peso constante
en el extracto. Finalmente, la cuantificaciébn del porcentaje de extracto lipidico

obtenido se realiz6 mediante gravimetria por volatilizacion [43], calculandose el
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porcentaje de extracto lipidico junto a la eficiencia del proceso con las Ecuaciones

1y 2 respectivamente.

2.3 METODOLOGIA

El desarrollo metodolégico se efectud en tres etapas, las cuales se muestran en la
Figura 4, con las dos primeras se buscé seleccionar las mejores condiciones
experimentales que permitieran obtener la mayor cantidad de extracto lipidico, y

con la tercera etapa determinar el perfil de acidos grasos presentes en el extracto.

Figura 4. Etapas del desarrollo metodolégico

-» l

+» Evaluacionde *» Evaluacionde la + Caracterizacion de
diferentes métodos de influencia del solvente extractos lipidicos
disrupcion celular y tiempo de operacion obtenidos

en el porcentaje de

extracto lipidico
obtenido mediante el
método Soxhlet

Fuente: Los autores

2.3.1 Etapa 1: Evaluacion de diferentes métodos de disrupcion celular

Las condiciones a las cuales se realizaron las pruebas experimentales del proceso

de extraccion durante la primera etapa se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Pruebas realizadas para la eleccion del método de disrupcion

CONDICIONES
Método de disrupcion celular Género Tiempo | Solvente
Sin disrupcién (control)
Metanol-acido sulfdrico
Metanol-acido clorhidrico Amphiprora | 8 horas Hexano
HCl 4 [M], 1 min
HCI 0,5 [M], 30 min

Fuente: Los autores

En estos ensayos se establece el tiempo de extraccién en 8 horas puesto que es

el valor superior de los tiempos a examinar, y se emplea hexano como solvente
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dado que se usa habitualmente en los procesos de extraccion [4,44,45].
Igualmente, se efectuaron pruebas de control (sin disrupcion), con el fin de evaluar
la factibilidad de aplicar un método de disrupcién celular antes del proceso de

extraccion.

Debido a la disponibilidad de biomasa de una misma especie en grandes
cantidades, se utiliz6 el género Amphiprora en la evaluacién de diferentes
métodos de disrupcion celular y en la seleccion del solvente. Mientras que en las
pruebas realizadas para la seleccion del tiempo de extraccién se trabajé con

Desmodesmus sp.

2.3.2 Etapa 2: Evaluacién de la influencia del solvente y tiempo de extraccion

en el porcentaje de extracto lipidico obtenido mediante el método Soxhlet

Hasta el momento no se ha reportado un protocolo en el cual se indique el tiempo
de operacion y solvente de trabajo que se deben emplear en el método de
extraccion Soxhlet aplicado a microalgas nativas colombianas, por lo tanto, una
vez establecido el mejor tratamiento para la disrupcion celular se procedié a
evaluar el efecto de estas dos variables en el proceso de extraccion Soxhlet

siguiendo las fases que se muestran en la Figura 5.

Figura 5. Fases para la evaluacion del solvente y tiempo de extraccion

Fase 1: Fase 2: Fase 3:

1 APLICACION DE
EVALUACION Y v LAS MEJORES
SELECCION DEL LECCION D CONDICIONES A
SOLVENTE EXTRACCION OTRO GENERO
DE MICROALGA

Fuente: Los autores

2.3.2.1 Evaluacion y seleccion del solvente. Se analizaron tres solventes
reportados ampliamente en la literatura para la extraccion de aceite de microalgas,
los cuales corresponden al hexano [9,12,24,19], ciclohexano [9,17] y alcohol etilico
[24,19,27]. Los solventes postulados fueron escogidos haciendo hincapié en el

bajo punto de ebullicidn, costos, toxicidad y factores de seguridad. En la Tabla 4
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se especifican las condiciones a las cuales se realizaron las pruebas

correspondientes a la evaluacion y seleccion del solvente (fase 1).

Tabla 4. Pruebas realizadas para la determinacion del solvente

CONDICIONES
Método de disrupcién celular Género Tiempo Solvente
Hexano
Amphiprora | 8 horas Ciclohexano
Alcohol etilico

Mejor método definido segun los
resultados obtenidos en la etapa 1

Fuente: Los autores

2.3.2.2 Evaluacion y seleccion del tiempo de extraccion. Con base en revision
bibliografica se observé que generalmente los tiempos de 4 y 8 horas [46,47,48]
eran empleados en procesos de extraccion de aceite a partir microalgas mediante
el método Soxhlet, por lo tanto en el presente trabajo se escogen tiempos de 4, 8
horas, y un valor intermedio (6 horas) con el fin de evaluar la influencia de esta
variable en el porcentaje de extracto lipidico. En la Tabla 5 se muestran las
condiciones correspondientes para la evaluaciéon y seleccion del tiempo de

extraccion (fase 2).

Tabla 5. Pruebas realizadas para la seleccion del tiempo de extraccion

CONDICIONES
Método de disrupcién celular Género Tiempo Solvente
4 horas
Sin disrupcién (control) 6 horas
Solvente
8 horas .
Desmodesmus 4 horas seleccionado
Mejor método definido segun la en lafase 1
6 horas
etapa 1
8 horas

Fuente: Los autores

2.3.2.3 Aplicacion de las mejores condiciones a otro género de microalga.
Por ultimo con las mejores condiciones seleccionadas se realizaron pruebas con el
género Tetraselmis. En la Tabla 6 se muestran las condiciones empleadas en esta

tercera fase.
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Tabla 6. Pruebas con el género Tetraselmis

CONDICIONES
Métodos de disrupcién celular Género Tiempo Solvente
Sin disrupcién (control) Tiempo Solvente
Mejor método definido Tetraselmis seleccionado elegido en
segun la etapa 1 en la fase 2 la fase 1

Fuente: Los autores

Durante este desarrollo metodoldgico en la parte correspondiente a la extraccion
Soxhlet la cantidad de biomasa (5 gramos) y la relacién biomasa/solvente (1:60)
se mantuvo constante. Ademas, todas las pruebas durante las dos primeras
etapas fueron realizadas por triplicado con el fin de obtener resultados

estadisticamente significativos.
2.3.3 Etapa 3: Caracterizacién de los extractos lipidicos obtenidos

Los extractos obtenidos del proceso de extraccion Soxhlet fueron guardados en
recipientes herméticamente cerrados para la posterior caracterizacion por parte
del Instituto Colombiano del Petroleo ICP-ECOPETROL.

La determinacion de los acidos grasos se realizd por cromatografia de gases en
un cromatoégrafo Agilent 7890 con columna DB5-HT de 15 metros y detector FID

(detector de ionizacion de la llama).
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

En este capitulo se analiza la influencia de algunas variables involucradas en el
proceso de extraccion (método de disrupcidén celular, solvente y tiempo de
operacion) en el porcentaje de extracto lipidico, con el fin de establecer las
condiciones experimentales recomendadas para posteriores estudios. Igualmente
se presentan los resultados de la caracterizaciébn de algunos de los extractos

obtenidos.

3.1 METODO DE DISRUPCION CELULAR
3.1.1 Porcentaje de masa solubilizada

Cada método de disrupcion afecta en diferente medida los componentes quimicos
presentes en la pared celular de las microalgas, reduciendo la cantidad de
biomasa utilizada en el pretratamiento y por ende la materia prima disponible para
la extraccién. En consecuencia es importante determinar la cantidad de masa
solubilizada durante esta etapa del proceso. En relacion al aspecto mencionado,
se obtuvieron los resultados con el género Amphiprora que se muestran en la

Figura 6.

Figura 6. Masa solubilizada [%] de acuerdo al método de disrupcion celular
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Método de disrupcion celular

Masa solubilizada [%)]

Fuente: Los autores

Como se puede observar, el método de disrupcion celular que presentd mayor

porcentaje de masa solubilizada fue metanol-H,SO, (46,7%). Ademas, al
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comparar los resultados de los métodos de disrupcion metanol-H2S0O4 y metanol-
HCI con HCI 4 [M] 1 min y HCI 0,5 [M] 30 min los primeros presentaron un mayor
porcentaje de masa solubilizada lo cual puede atribuirse a un tiempo de contacto
superior (247 min) entre el agente disruptor y la biomasa, y a una mayor
temperatura de operacion. Por otro lado, los métodos en los cuales se presentan
las mismas condiciones de operacion pero que difieren en el 4cido empleado

presentaron resultados cercanos; metanol-H,SO4 46,7% y metanol-HCI 41,4%.

En relacion a los tres géneros de microalga utilizados y aplicando un mismo
método de disrupcion celular (metanol-H,SO,), en la Figura 7 se observa que la
cepa Desmodesmus sp. presenta mayor porcentaje de masa solubilizada (49,4%)
comparada con Amphiprora sp. (46,7%) y Tetraselmis sp. (45,5%), sin embargo,
las diferencias en los porcentajes no son significativas, y las pequefias variaciones
se pueden atribuir a la composicién y estructura de la pared celular que difiere de
un género a otro. Por ejemplo, la pared celular del grupo de las diatomeas al cual
corresponde el género Amphiprora estd constituida por dos mitades (semitecas)
compuestas principalmente de silice hidratada y proteinas, esta silice le
proporciona dureza y alta resistencia a la accion de acidos y bases fuertes.
Mientras que la pared celular de las algas verdes a la cual pertenecen los géneros
Desmodesmus y Tetraselmis es una estructura sencilla compuesta en su mayoria

por celulosa, siendo mas débil en comparacion con la pared de las diatomeas.

Figura 7. Masa solubilizada [%] de acuerdo al género de microalga
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Fuente: Los autores
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3.1.2 Influencia del método de disrupcién en el porcentaje de extraccion

En la Figura 8 se muestra el porcentaje de extraccion obtenido para cada método
de disrupcién celular empleando el género Amphiprora. Como se puede observar
el pretratamiento organosolv metanol-H,SO, aumenta tres veces el porcentaje de
extracto lipidico obtenido con el control, ademas, es el que ofrece el mejor
resultado (6,8%) en comparacién con los demas métodos realizados. Esta
diferencia se puede presentar por el grado de disolucién de los componentes de la
pared celular de la microalga de acuerdo a cada agente disruptor y las condiciones
de operacion del tratamiento, permitiendo que los lipidos estén expuestos en
mayor o0 menor medida al solvente de extraccién, lo cual incide en el porcentaje de

extracto lipidico obtenido.

Figura 8. Porcentaje de extracto lipidico obtenido al variar el método de disrupcion

8,0
g 70
=l
'§_ 6,0
o 5.0
©
m 410 . —
[
*g 3,0
o 2,0 3,7
° 10
a& il
0,0 T T T T 1
Control Metanol-H2504 Metanol-HCI HCl 4 [M], 1 min HCI 0,5 [M], 30
Método de disrupcion celular min

Fuente: Los autores

Igualmente, con los datos obtenidos se puede corroborar que aungue el tiempo de
operacion del método de disrupcién sea corto (1 min), la presencia de un agente
disruptor (por ejemplo &cido) incrementa el porcentaje de extracto lipidico, esto
indica que el simple hecho de someter la microalga a un proceso de disrupcion

celular, mejora la eficacia de la extraccion.

Ademas en la Figura 8 se muestra que los dos métodos en los cuales se utilizan
las mismas condiciones de operacion y que solo difieren en la naturaleza del acido

empleado presentan diferencias notables en los resultados obtenidos; metanol-
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H.SO, 6,8% y metanol-HCI 3,7%. Este comportamiento se puede atribuir a la

naturaleza del acido utilizado y su interaccion con el metanol en la solucion.

De los resultados obtenidos, también se aprecia que el método de disrupcion HCI
0,5 [M] 30 min es el procedimiento con el cual se obtiene el segundo valor mas
alto de porcentaje de extracto lipidico (4,6%). Este método no tiene un
requerimiento energético adicional aparte de la agitacion magnética, posee mayor
facilidad de aplicacién y menor tiempo de operacion (30 min), en comparacion con
el método metanol-H,SO, (autoclave 15 psi a 121 °C, y 247 minutos). Sin
embargo para el presente trabajo se elige el mejor método de disrupcién celular
(metanol-H,SO,4) desde el punto de vista del extracto, aunque para efecto de

escalado se recomienda examinar y tener en cuenta el método HCI 0,5 [M] 30 min.

En la Tabla 7 se reporta la eficiencia del proceso de extraccion de acuerdo al
método de disrupcion aplicado, observandose que al utilizar el método de
disrupcién celular metanol-H,SO,4 se aumenta significativamente la eficiencia del
proceso, pasando del 18% (control) al 56%, logrando asi con uno de los objetivos
propuestos en el proyecto Bioprospeccion de microalgas colombianas con
potencial para la produccion de biodiesel el cual indica la necesidad de extraer al

menos el 50% del aceite contenido en las microalgas.

Tabla 7. Eficiencia de la extraccion con relacién al método de disrupcién empleado

METODOS DE DISRUPCION EFICIENCIA (%) DeSV,IaCIOn
estandar
Control 18,0 2,4947
Metanol-H,SO, 56,5 2,5495
Metanol-HCI 31,1 2,1928
HCI 4 [M], 1 min 23,0 1,9918
HCI 0,5 [M], 30 min 37,9 1,7802

Fuente: Los autores

Cabe aclarar que el valor del porcentaje total de lipidos en la biomasa inicial
necesario para calcular la eficiencia se tom6 de los datos suministrados por el
Instituto Colombiano del Petroleo ICP-ECOPETROL.
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3.2 SELECCION DEL SOLVENTE DE TRABAJO

De los tres solventes usados en este trabajo, el hexano presenta una mayor
pérdida de solvente (31,3%) como se observa en la Figura 9a, este
comportamiento es debido a que posee una mayor presion de vapor en
comparacioén con los otros dos, evaporandose mas facilmente. Sin embargo, como
se evidencia en la Figura 9b utilizando hexano como solvente de trabajo, se
obtiene el mayor porcentaje de extracto lipidico (6,8%) en relacion con el
ciclohexano (3,2%) y el alcohol etilico (2,3%). Ademas, es el mas econdmico de
los tres solventes analizados, selectivo hacia los lipidos neutros y habitualmente

empleado en los procesos de extraccion con solventes quimicos.

Figura 9. Seleccién del solvente a) Pérdida de solvente [%] durante el proceso de

extraccion y b) Porcentaje de extracto lipidico obtenido variando el solvente
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Fuente: Los autores

En relacidn con los otros dos solventes, al realizar la extraccion con ciclohexano
se obtuvo el segundo valor mas alto de porcentaje de extracto lipidico (3,2%), sin
embargo es el mas costoso de los tres solventes. Por su parte, el alcohol etilico si
bien es un buen solvente de extraccién, su selectividad hacia los lipidos es
relativamente baja comparada con el hexano y ciclohexano, y es necesario
realizar un proceso de depuracion (por ejemplo tratar el extracto crudo con
solventes apolares) para obtener el extracto lipidico, pues por simple inspeccion
se observa presencia de biomasa y componentes tales como pigmentos. Logrando

el menor porcentaje de extracto lipidico (2,3%) con este solvente.
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Respecto a la eficiencia obtenida con los tres solventes analizados, el hexano es
el mas efectivo alcanzando una eficiencia del 56,5% como se aprecia en la Tabla
8, ademds es el que tiene mayor reproducibilidad de los datos en comparacion con
el ciclohexano y alcohol etilico de acuerdo a la desviacion estandar calculada.

Tabla 8. Eficiencia del proceso de extraccion en relacién al solvente de trabajo

SOLVENTES EFICIENCIA (%) | Desviacion estandar
HEXANO 56,5 2,5495
CICLOHEXANO 26,9 3,0353
ALCOHOL ETIiLICO 19,3 2,7426

Fuente: Los autores
3.3 ELECCION DEL TIEMPO DE OPERACION

Como se observa claramente en la Figura 10, al aumentar el tiempo de contacto
entre las dos fases (solido-liquido) se incide de manera considerable en el
aumento del porcentaje de extraccion, puesto que se favorece la transferencia de
masa de los componentes lipidicos hacia el solvente (liquido), alcanzandose un
mayor porcentaje de extracto lipidico (5,8%) al someter la muestra a un tiempo de

8 horas y con tendencia al incremento para tiempos superiores.

Figura 10. Porcentaje de extracto lipidico al variar el tiempo de extraccion
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Fuente: Los autores
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Igualmente, en la Figura 10 se aprecia que al duplicar el tiempo de extraccion y
empleando el método de disrupcion metanol-H,SO, aumenta aproximadamente
tres veces el porcentaje de extracto lipidico, pasando de 2,1% con 4 horas a 5,8%
con 8 horas. Del mismo modo al comparar los resultados obtenidos con y sin
disrupcién, se evidencié un aumento en mas de cinco veces en el porcentaje de

extraccién, para todos los tiempos.

En la Tabla 9 puede verse la variacién de la eficiencia del proceso de extraccion
respecto al tiempo de operacion al emplear hexano como solvente, logrando un

mejor resultado (53,6%) para un tiempo de 8 horas.

Tabla 9. Eficiencia de la extraccion con relacion al tiempo de operacion

METODO DE DISRUPCION TIEMPO DE EFICIENCIA Desviacion
CELULAR EXTRACCION (h) (%) estandar
. 4 3,7 0,8325
_Blomasa 6 3,9 0,3648
sin disrupcion (control)

8 9,8 0,9874
Biomasa con pretratamiento 4 19,6 2,3862
organosolv 6 34,3 2,5732
Metanol-H,SO, 8 53,6 2,7439

Fuente: Los autores

3.4 MEJORES CONDICIONES EXPERIMENTALES OBTENIDAS

Tomando las condiciones con las cuales se obtuvo el mayor porcentaje de
extracto lipidico, método de disrupcion metanol-H,SO,, solvente hexano y 8 horas
de operacion, se realizo la extraccion de aceite para los géneros Amphiprora,
Desmodesmus y Tetraselmis, obteniendo los datos mostrados en la Figura 11.

Respecto a los diferentes géneros de microalgas empleados no se puede hacer
una comparacion de los porcentajes de extraccion debido a que el contenido de
lipidos varia de acuerdo al género, no obstante, al observar la Figura 11 se hace
evidente de nuevo la ventaja de aplicar un método de disrupcién celular antes del

proceso de extraccion, siendo en este aspecto mas promisoria la cepa Tetraselmis
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sp., la cual tuvo un incremento de doce veces el porcentaje de extracto lipidico

obtenido en relacion a la biomasa sin pretratar.

Figura 11. Resultados obtenidos con las mejores condiciones para los tres

géneros de microalgas
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Fuente: Los autores

Ademas, en la tabla 10 se muestra que para todos los géneros de microalgas se
obtuvo una eficiencia del proceso superior al 50% empleando las mejores
condiciones de las variables analizadas, alcanzando uno de los objetivos
planteados en el marco del proyecto Bioprospeccion de microalgas colombianas
para la produccion de biodiesel (extraer al menos el 50% del aceite contenido en

las microalgas), al cual pertenece el presente trabajo.

Tabla 10. Eficiencia del proceso de extraccion con las mejores condiciones

Condiciones Género Eficiencia Desviacién
(%) estandar
Biomasa con pretratamiento Amphiprora 56,5 2,5495
organosolv metanol-H,SOy, Desmodesmus 53,6 2,7439
solvente hexano, 8 horas Tetraselmis 57,6 1,8656

Fuente: Los autores

En el Anexo E se hace una descripcién detallada del procedimiento experimental
con el cual se obtienen los mejores resultados respecto al porcentaje de extracto
lipidico.
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3.5 CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS

Si bien es fundamental conocer el porcentaje de extracto lipidico obtenido con las
condiciones experimentales probadas, es también importante conocer el perfil de
acidos grasos presentes en el extracto, pues no todos los componentes que
resultan del proceso de extraccion son Utiles a la hora de aprovechar el aceite de
microalgas en la produccion de biodiesel. En la Figura 12 se observan algunos de
los extractos lipidicos obtenidos durante el desarrollo de las pruebas

experimentales.

Figura 12. Algunos extractos lipidicos obtenidos en las pruebas realizadas

Fuente: Los autores

El perfil de &cidos grasos de algunos extractos se muestra en el Anexo F. Sin
embargo de manera general en la tabla 11 se presenta un resumen de los
principales resultados obtenidos para algunas de las especies sometidas a
extraccién. Los datos reportados en esta tabla corresponden a porcentajes en
area de los diferentes acidos grasos detectados en las muestras tomadas de los
extractos lipidicos. Estos porcentajes en area son muy similares a la composicién
real de acidos grasos y por tanto se pueden aproximar. Por otro lado, el porcentaje
de area de los acilgliceroles (tabla 11 y 12) varia con respecto a la relacién
masica, siendo por tanto el valor mostrado en la tabla una estimacion de la

cantidad de acilgliceroles presentes en el extracto.
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Tabla 11. Principales acidos grasos del aceite de microalgas

g a5, .8 | £ | delsg
| © o ®© L 80 <
G %)) © © £ Hd O
, 28| 5r285, 5o%/8%8t"
ACIDOS geclgxglaccagglaidlasg
) ~®o 805 E -0 c2GED g ES
GRASOS (%) 3 |e58/es 85%22g =8¢
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a8 [alRs o I S

SATURADOS

(Decanoico, Undecanoico, Laurico, Tridecanoico, Miristico,
Pentadecanoico, Palmitico, Estearico, Heptadecanoico, Araquidico)

Total de los principales acidos 74 483 | 241 226 273 214
grasos saturados

INSATURADOS

Mono-insaturados
(Miristoleico, Pentadecenoico, Palmitoleico, Oleico, Elaidico, Eicosapentanoico)
Total de los principales acidos

) 3,7 166 | 11,4 12,6 14,3 14,5
grasos mono-insaturados

Di-insaturados
(Linoeladico, Linoleico, Eicosanodioico, Docosadienoico)

Total de los principales acidos

- 86,0 | 29,8 | 545 46,2 41,7 47,8
grasos di-insaturados

Tri-insaturados
(Gama-Linolénico, Linolénico, Eicosatrienoico)

Total de los principales acidos
grasos tri-insaturados

Total de los principales acidos
grasos insaturados

Otros acidos grasos
(saturados e insaturados) 2.3 3.9 54 106 14,6 128

Acilgliceroles (% éarea) 28,9 | 24,7 7,5 7,4 6,5 7,1
Fuente: Datos tomados del informe de caracterizacion Instituto Colombiano del Petréleo

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

90,3 | 47,8 70,5 66,8 58,1 65,8

En la tabla 11 se puede observar que los extractos lipidicos obtenidos al emplear
un pretratamiento presentan mayor porcentaje de acidos grasos saturados en
comparacion con las pruebas de control, logrando mejores resultados los extractos
de la biomasa tratada con el método de disrupcion metanol-H,SO,. Este aspecto
es favorable en la produccion de biodiesel donde se prefieren acidos grasos de
bajo grado de insaturacion, con el fin de evitar problemas de oxidacion durante el

almacenamiento del biocombustible.
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Por otro lado, al comparar si un aceite es mejor que otro para producir biodiesel se
debe tener en cuenta el contenido de acilgliceroles, pues son estos los que
participan en la reaccidén de transesterificacion. De los resultados mostrados en la
tabla 12, para ambos géneros de microalga (Amphiprora y Desmodesmus), se
puede estimar un mayor porcentaje de acilgliceroles en los extractos obtenidos
con pruebas en las cuales se utiliz6 un método de disrupcion en comparacién con
las pruebas de control (sin disrupcion). Logrando una mayor cantidad estima de
acilgliceroles al utilizar el método de disrupciéon celular que presenté mejores
resultados respecto al porcentaje de extracto lipidico (metanol-H,SO,). Por lo cual,
en términos generales, la disrupcion celular resulta mas favorable para la
extraccion de lipidos utilizados en la elaboracion de biodiesel, pues la cantidad
total de acilgliceroles es mayor teniendo en cuenta la totalidad del extracto

obtenido.

Tabla 12. Cantidad estimada de acilgliceroles

S Cantidad de Acilgliceroles Cantidad total
Descripcion del extracto % | ima d
lipidico extr_acto (% éarea) en la . es_,tlma e
obtenido (g) muestra acilgliceroles (g)
Desmodesmus, control, 0,0539 28.9 0.0156
hexano, 8 h
Desmodesmus, metanol-
LG50y e, G 0,4413 24,7 0,1090
Amphiprora, control, 0.1090 75 0.0082
hexano, 8 h
Amphiprora, HCI 4[M] 0,1614 7.4 0,0119
1 min, hexano, 8 h
Amphiprora, metanol-
H,SO,, hexano, 8 h 0,5024 6,5 0,0327
Amphiprora, metanol-HCI, 02672 71 0,0190

hexano, 8 h
Fuente: Los autores

Ademas se permite aclarar que debido a no contar con los resultados de la
caracterizacion realizada al extracto lipidico obtenido del género Tetraselmis, el

perfil de &cidos grasos no fue incluido en el presente trabajo.
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4. CONCLUSIONES

Se establecié un conjunto de condiciones experimentales favorables para la
obtencién de aceite de microalgas nativas a nivel de laboratorio combinando

disrupcioén celular y método de extraccion Soxhlet.

La incorporacién de una etapa de disrupcién celular antes de la extraccion
aumenta la eficiencia del proceso de obtencidén de aceite a partir de microalgas
mediante la extraccibn Soxhlet, siendo el método de disrupcién celular

metanol-H,SO, (56,5%) el mas eficiente de los evaluados.

En la extraccién Soxhlet aplicada a microalgas se obtiene un mayor porcentaje
de extracto lipidico al utilizar hexano (6,8%) como solvente y un tiempo de
operacion de 8 horas (5,8%), favoreciendo significativamente de esta manera

la eficiencia del proceso (56,5% y 53,6% respectivamente).

Con las mejores condiciones de las variables analizadas (pretratamiento
metanol-H,SO,4, solvente hexano, y 8 horas de operacién) se obtuvo una
eficiencia del proceso superior al 50% para los tres géneros de microalga
utilizados (Amphiprora: 56,5%; Desmodesmus: 53,6% y Tetraselmis: 57,6%),
logrando asi uno de los objetivos propuestos en el presente trabajo y en el
proyecto global Bioprospeccion de microalgas colombianas con potencial para
la produccion de biodiesel.

Los extractos lipidicos obtenidos después de realizar una disrupcién celular en
comparacion con los extractos sin disrupcién, presentan una composicién de
acidos grasos mas favorable para la produccion de biodiesel, pues la cantidad
estimada de acilgliceroles es mayor teniendo en cuenta la cantidad total del

extracto obtenido.
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5. RECOMENDACIONES

En posteriores trabajos se recomienda ensayar tiempos de extraccion superiores a
8 horas, con el fin de establecer si este aumento permite incrementar la eficiencia
de la extraccion. Sin embargo, se debe tener presente que a mayor tiempo de
operacion se aumentan los costos relacionados con el consumo de energia y de

solvente.

Realizar un andlisis energético y exergético del proceso de extraccidbn multietapas
en flujo cruzado (simulado a nivel laboratorio mediante el método de extraccion

Soxhlet) con el fin de evaluar si este procedimiento es viable energéticamente.

Aprovechar los efluentes del proceso de disrupcion celular y extraccion de aceite a
partir de microalgas para la obtencién de otros productos de valor agregado

aplicando el concepto de biorefineria.

Aplicar técnicas adicionales de caracterizacion a los extractos lipidicos con el fin
de identificar los componentes del extracto diferentes a los acilgliceroles que

aparecen en los cromatogramas y generan ruido en estos.
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ANEXOS

ANEXO A: CONTENIDO LIPIDICO DE ALGUNAS ESPECIES DE MICROALGAS

El contenido de lipidos en las microalgas varia principalmente de acuerdo con las
diferentes especies y las condiciones de cultivo (como la temperatura, pH, tiempo
de cultivo, etc). Sin embargo, los lipidos en las microalgas por lo general
constituyen del 20 al 40% de su peso seco, aunque se han reportado valores en
un rango del 1 al 70%, o incluso superiores, como se sefala en la Tabla Al.
Comunmente Las especies que producen mas de un 30% de materias grasas se

denominan “oleaginosas”.

Tabla Al. Contenido lipidico de algunas microalgas

Microalga Contenido de aceite
(% peso seco)

Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina > 20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Fuente: CHISTI, Yusuf. Biodiesel from microalgae.
Biotechnology Advances, May-Jun 2007, vol. 25 N° 3, p.294-306.
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ANEXO B: METODO EMPLEADO POR EL INSTITUTO COLOMBIANO DEL
PETROLEO ICP-ECOPETROL PARA LA CARACTERIZACION DE LA
BIOMASA

El mismo procedimiento que se describe a continuacion fue realizado para los
diversos géneros de microalgas suministrados por el Instituto Morrosquillo (punta

Bolivar, Colombia).

Debido a la dificultad que presentan algunos métodos de determinacion de grasa,
proteinas y carbohidratos en la biomasa de microalgas, y lo demorados de los
mismos, el ICP inicia a evaluar técnicas espectroscopicas no destructivas para
determinacion rapida del contenido de lipidos, carbohidratos y proteinas en células
(biomasa), que sirvan de apoyo para la identificacibn de cepas con mayor

potencial productor de aceite.

Las técnicas identificadas para la cuantificacion rapida del contenido de lipidos en
biomasa de microalgas, que podria aplicar el ICP con los equipos disponibles, son
la espectroscopia de infrarrojo medio o MIR, la espectroscopia de infrarrojo
cercano o NIR y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear o RMN. Por
ahora se inicié evaluando si es posible correlacionar algunas caracteristicas de los
espectros infrarrojos con el andlisis proximal de la biomasa de microalgas. Para
ello se prepararon diferentes mezclas de microalgas, carbohidratos, proteinas y
lipidos, en proporciones diferentes y se midieron los espectros infrarrojos por la
técnica de IR-ATR y por transmitancia. En la Tabla B1 se presentan las mezclas

preparadas y los andlisis efectuados.
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Tabla B1. Mezcla de microalgas, lipidos, carbohidratos y proteinas usadas para
evaluar la factibilidad de la determinacion indirecta del andlisis proximal de las

cepas de microalgas

Analisis Resultado Laboratorio Descripcién

Espectro NIR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (100:0:0:0)*
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (100:0:0:0)
Espectro NIR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (70:10:10:10)
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (70:10:10:10)
Espectro NIR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (40:20:20:20)
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (40:20:20:20)
Espectro NIR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (31:23:23:23)
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (31:23:23:23)
Espectro NIR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (40:0:30:30)
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (40:0:30:30)
Espectro NIR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (40:30:0:30)
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (40:30:0:30)
Espectro NIR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (0:100:0:0)
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (0:100:0:0)
Espectro NIR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (0:0:100:0)
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (0:0:100:0)
Espectro NIR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (0:0:0:100)
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoc-Lip-Pro-Carb (0:0:0:100)
Espectro MIR-ATR ok ICP Chaetoceros

*Chaetoc-Lip-Pro-Carb: Mezcla de Chaetoceros gracilis, lipidos, proteinas y carbohidratos

Los resultados de estos andlisis preliminares indican que es factible desarrollar
una metodologia para la determinacion indirecta del analisis proximal de las
muestras de biomasa de microalgas, lo que representaria un gran ahorro en
tiempo y reactivos para la seleccidbn de las cepas mas promisorias para los
objetivos propuestos. El montaje de la técnica requiere, sin embargo, disponer de
biomasa de microalgas de diferentes cepas caracterizadas en los parametros o
analitos que se desea cuantificar. Este analisis preliminar también indicé que la
mejor técnica para realizar la toma de los espectros infrarrojos es por ATR puesto
que por transmitancia los espectros presentan baja relacion sefial ruido en la
region que se requiere analizar y poca reproducibilidad por la dificultad de lograr

una pastilla siempre del mismo espesor.
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En la Tabla B2 se presenta los resultados de una primera evaluacion de la
correlacion entre las absorbancias de diferentes regiones del espectro ATR-MIR y
la concentracion de lipidos en la biomasa, en un andlisis de correlacion de

minimos cuadrados parciales o PLS.

Tabla B2. Valores de contenido de lipidos reales y predichos por analisis PLS de
la primera derivada de los espectros ATR-MIR de las muestras relacionadas en la
Tabla B1

PLS lera derivada

Descripcion de la Muestra % Lipidos (muestras) PC_03 (muestras)
Real Calculado
Chaetoc-Lip-Pro-Carb (70:10:10:10) 10 11,88
Chaetoc-Lip-Pro-Carb (40:20:20:20) 20 20,03
Chaetoc-Lip-Pro-Carb (31:23:23:23) 23 22,886
Chaetoc-Lip-Pro-Carb (40:0:30:30) 0 -1,063
Chaetoc-Lip-Pro-Carb (40:30:0:30) 30 29,267
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ANEXO C: FICHA TECNICA DE REACTIVOS

Tabla C1. Reactivos quimicos empleados en el desarrollo experimental

e o
o S o~ O ] S o9 rs
s | 2853 3 2% 88§ ¢
) S F € S 2E | QEE 3
6 (&)

Formula Quimica C6H14 CH3CH20H Csle H2804 HCI CH3OH
Masa Molecular 86,2 46,1 84,2 98,1 36,5 32,0
Pureza (% p/v) 98,5 99,9 99.0 97,0 37,0 99,9

Gravedad Especifica
0,66 0,793 0,78 1,84 1,19 0,79
(Agua=1) a 20 °C
Punto de Ebullicion
69 78,3 81 ~335 | - 64,5
(°C) a 1 atm
indice de polaridad 0,0 5,2 0,2 | e | e 5,1
Punto de Fusién
. -94,3 -1145 6 ~3 | - - 98
(°C)
Presion de Vapor
160 59 103 ~0,0001 190 128
(hPa) a 20 °C
Punto de
) -22 12 18 | e | - 11
Inflamacion (°C)

Ademas, tanto el acido sulflrico como el acido clorhidrico son reactivos corrosivos

y solubles en agua (20°C).

La informacién suministrada en la tabla C1 se obtuvo del catdlogo de reactivos y
productos 2008-2010 de Merck.
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ANEXO D: PRINCIPALES EQUIPOS EMPLEADOS

Tabla D1. Equipos empleados en el desarrollo experimental

Equipo

Especificacion

Balanza analitica

Serie 320XB, marca Precisa Gravimetrics AG,
méax 220 g e = 0,001 g, min 0,01 g d = 0,0001 g

Marca Electrothermal, 110/120 V 50/60 Hz, 150 W

Matraz fondo plano capacidad 500 ml con esmerilado
24/40, tubo extractor Soxhlet capacidad 250 ml con
esmerilado 45/40 — 24/40, y condensador de bolas con
esmerilado 45/40

Plancha de calentamiento

con agitacion

Modelo MSH-20D, marca WISESTIR, 110V, 1,2 Kw
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Bomba de extraccion

Marca Emerson, 115 V 60 Hz, 1725 rpm, 1/6 H.P.

Capacidad 25 L, Modelo 25-X

Marca WTC binder, 115 V 60 Hz, 1,20 kW,
temperatura maxima 300 °C
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ANEXO E: DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO CON EL CUAL SE
OBTIENEN LOS MEJORES RESULTADOS

METODO DE DISRUPCION CELULAR
METANOL-ACIDO SULFURICO

Objetivo: Permitir el debilitamiento y/o disrupcién de la pared celular de las

microalgas.
Materiales, equipos y reactivos:

e Balanza analitica

e Autoclave cilindrica 25 L

e Sistema de filtracion al vacio

e Papel de filtro cuantitativo franja azul

e Horno digital de conveccion

e Acido sulftrico

e Metanol

e Agua destilada.

e Baldn aforado fondo plano de 100 ml

¢ Recipientes de vidrio para llevar a autoclave (botellas)
e Equipo de seguridad (bata, guantes, mascara de seguridad industrial)
e Camara extractora de vapores

e Frasco lavador

e Probeta graduada de 100 ml

e Pipetay pera

e Mortero

El procedimiento realizado para aplicar el método de disrupcion celular a la

biomasa de microalgas se describe a continuacion:
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PROCEDIMIENTO:

1. Secado de la materia
prima en un horno a
105 °C durante 4 h.

2. Macerar la biomasa
seca, y pesar 10
muestra.

3. Preparar la solucion
de metanol-agua al
3,32 [% v/V].

4. Adicionar la solucion
anterior con una
relacion biomasa-licor
de 1:10.

5. Posteriormente, se
anade acido sulfurico a
una concentracion de
0,6 [M].

6. Llevar la mezcla a
una autoclave, 15 psi
120 °C por 247 min.

7. Separar la biomasa
de la fase liquida
mediante filtracion al
vacio.

8. Lavar la biomasa
pretratada con 50 ml
de agua destilada en

tres ocasiones.

9. Secar al horno a 105
°C durante 4 horas, y
macerar nuevamente.
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EXTRACCION DE ACEITE MEDIANTE METODO SOXHLET

Objetivo: Extraer la mayor cantidad de extracto lipidico de las microalgas utilizadas.

Materiales y reactivos:

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

e Soporte universal

e Dos pinzas y dos nueces
e Crondémetro

e Embudo

e Erlenmeyer 250 mi

e Equipo de destilacion

e Balanza analitica

e Hexano

e Camara de extraccion de vapores

PROCEDIMIENTO:

1. Pesar, con precision, 2. Envolver la muestra en un cartucho fabricado con
5,05 g de biomasa papel de filtro e introducirlo en el tubo Soxhlet.
pretratada.
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3. Pesar el matraz 4. Introducir 300 ml de hexano en el matraz (cantidad

limpio y seco. suficiente para que se llene el tubo Soxhlet y a su vez

gue el matraz no se seque durante el proceso debido a
pérdidas de solvente) y montar el dispositivo.

5. Poner en marcha la manta de calentamiento y regular el caudal del
condensador. El hexano alcanza la temperatura de ebullicion (69°C), se evapora y
llega al refrigerante donde se condensa y cae, gota a gota, sobre el cartucho.

6. Mantener el dispositivo funcionando
por 8 horas. En cada ciclo se observa
como se vacia el compartimiento del

tubo Soxhlet sifonando todo el
contenido hacia el matraz.

7. En el dltimo ciclo, cuando se haya
completado la extraccion (8 horas),
apagar la manta, deshacer el
montaje y retirar el matraz

62




8. Puesto que se requiere 9. Colocar el matraz que
obtener un extracto con la contiene el extracto lipidico y
menor cantidad posible de solvente, en un sistema de
solidos residuales se hace uso destilacion simple para
de la filtracion por gravedad. separar el hexano del

10. El solvente remanente 11. Pesar el matraz 12. Realizar los
se retira por medio de con el extracto calculos pertinentes.
evaporacion, hasta lipidico.

alcanzar peso constante.

13. Finalmente, el extracto obtenido se guarda en
recipientes herméticamente cerrados para su posterior
caracterizacion.
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ANEXO F. PERFIL CROMATOGRAFICO DE ACIDOS GRASOS

Los &cidos grasos fueron determinado utilizando la técnica de cromatografia de
gases en un cromatografo Agilent 7890 con columna DB5-HT de 15 metros y
detector FID (detector de ionizacion de la llama). Caracterizacidon realizada por
parte del Instituto Colombiano del Petréleo ICP-ECOPETROL.
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Tabla F1. Resultados obtenidos en la caracterizacion para algunos extractos*

DESCRIPCION DEL EXTRACTO
Solvente hexano, tiempo de extraccion 8 horas
) Desmodesmus sp. Amphiprora sp.
. Nombre del 4cido graso
N Control Metanol- Control HCI 4 [M] | Metanol- | Metanol-
H2S04 1 min H2S04 HCI
ACIDOS GRASOS (%)
1 |C10:0-DECANOICO 0,7% 0,2% 0,0% 0,3% 0,5% 0,4%
2 |C11:0-UNDECANOICO 0,3% 0,6% 0,1% 0,3% 0,6% 0,2%
3 |C12:0-LAURICO 0,2% 0,2% 0,4% 0,3% 0,2% 0,2%
4 [C13:0-TRIDECANOICO 0,0% 0,1% 1,0% 1,3% 0,5% 0,5%
5 |C14:0--MIRISTICO 0,9% 16,7% 9,0% 9,4% 11,3% 8,6%
6 C14:1n5--MIRISTOLEICO 0,0% 7,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
7 C15:0--PENTADECANOICO 0,2% 3,3% 1,4% 1,2% 1,1% 0,9%
8 |C15:1n10c--PENTADECENOICO 2,9% 0,3% 2,2% 4,9% 6,7% 5,4%
9 |C16:0--PALMITICO 1,2% 5,3% 5,5% 5,7% 4,3% 3,4%
10 |C16:1--PALMITOLEICO 0,0% 2,3% 0,0% 0,4% 0,7% 0,8%
11 [C17:0 HEPTADECANOICO 2,3% 21,3% 5,4% 3,2% 8,0% 6,3%
12 [C17:1n10c--HEPTADECENOICO 0,0% 0,9% 0,0% 0,0% 0,2% 0,0%
13 [C18:0--ESTEARICO 0,1% 0,2% 0,1% 0,2% 0,1% 0,1%
14 |C18:1--OLEICO 0,6% 4,9% 5,9% 5,1% 4,1% 5,1%
15 |C18:1n9t--ELAIDICO 0,2% 0,2% 3,3% 2,2% 2,6% 3,1%
16 [C18:2n9,12t--LINOELADICO 0,1% 0,6% 31L,7% 21,6% 23,6% 27,4%
17 [C18:2--LINOLEICO 85,0% 28,9% 15,2% 11,7% 13,7% 12,3%
18 [C18:3-Gamma-LINOLENICO 0,0% 1,0% 4,6% 7,5% 1,9% 3,2%
19 |C18:3-LINOLENICO 0,2% 0,1% 0,0% 0,2% 0,2% 0,2%
20 |C20:0--ARAQUIDICO 1,5% 0,4% 1,2% 0,7% 0,7% 0,8%
21 |C20:1--GADOLEIC 0,3% 0,0% 0,4% 0,0% 0,7% 0,4%
22 |C20:2n11,14c-EICOSANODIOICO 0,0% 0,0% 3,7% 2,7% 0,9% 3,3%
23 |C21:0-HENEICOSANOICO 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
24 |C20:4-ARAQUIDONICO 0,1% 0,3% 0,3% 0,6% 0,2% 0,2%
25 [C20:3-EICOSATRIENOICO 0,5% 0,8% 0,8% 0,4% 0,5% 0,5%
26 |C20:5-ECOSAPENTAENOICO 0,4% 0,3% 0,0% 0,3% 0,1% 0,2%
27 |C22:0--BEHENICO 0,3% 0,3% 0,8% 0,5% 0,6% 0,5%
28 |C22:1n13c--ERUCICO 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,1% 0,0%
29 [C22:2-DOCOSADIENOICO 0,9% 0,3% 3,9% 10,2% 3,5% 4,8%
30 |C23:0-TRICOSANOICO 0,4% 0,1% 0,4% 0,4% 0,1% 0,4%
31 |C24:0--LIGNOCERICO 0,5% 0,0% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
32 [C24:1-EICOSAPENTANOICO 0,0% 1,8% 0,0% 0,0% 0,2% 0,1%
33 [C24:1--NERVONICO 0,0% 0,2% 0,0% 0,2% 0,0% 0,0%
Otros AG% 0,3% 0,6% 2,3% 8,1% 12,1% 10,5%
Total AG, % 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Acilgliceroles, % area 28,9% 24,7% 7,5% 7,4% 6,5% 7,1%

* Resultados suministrados por parte del Instituto Colombiano del Petréleo ICP-
ECOPETROL.
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