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RESUMEN

Se ha visto un cambio climatico global por el aumento en las emisiones de gases
de efecto invernadero originado principalmente por el uso de energia fésil.
Actualmente existe un faltante de sustitutos energéticos que promuevan una
disminucion de las emisiones y la reduccién de energfa fésil por unidad de producto.t

El uso de microalgas como fuente de biomasa para la produccion de combustible
es una fuente prometedora, en términos de excelente productividad, viabilidad y de
potencial innovador para crear un valor competitivo que sea amigable con el medio
ambiente. El reto de la produccion a gran escala de microalgas con fines energéticos,
ha sido asumido a nivel global por un gran nimero de empresas, y los avances en este
campo se producen con rapidez.?

El presente estudio prueba diferentes métodos de extraccion de aceite con
disolventes con la finalidad de comparar el porcentaje de aceite extraido, para esto se
aplicaron diferentes tratamientos de ruptura celular (microondas y ultrasonido) para
establecer las posibles diferencias significativas con respecto a los métodos que no
utilizan ruptura celular, asi mismo se caracterizd el aceite extraido de las microalgas
para la evaluacién de su calidad como potencial biocombustible y se estudi¢ el estado
fisico por microscopia electrénica de la biomasa antes y después del tratamiento de
ruptura celular con el fin de aprovechar el residuo de microalga como fuente de
energia, y se determind la entalpia de combustiéon del residuo de microalga para
identificar su potencial como fuente de energia.

En optimizacion de la extraccién del aceite de la microalga C. vulgaris se utilizd
un ensayo factorial definido utilizando una variacion del método de Bligh & Dyer3 con
una mezcla de cloroformo:metanol y el método Soxhlet utilizando hexano como
disolvente. Se estudié la ruptura celular causada por microondas y ultrasonido por
medio de microscopia electrénica de barrido, y se compard contra una célula sana para

estudiar los cambios ocurridos en la membrana celular. El poder caldrico se estudio



mediante el uso de una bomba calorimétrica y se realizé un perfil de acidos grasos
mediante cromatografia de gases.

Se encontré que al aplicar tratamientos de ruptura celular como el ultrasonido y
las microondas y variar el método de extraccion de aceite, el porcentaje de aceite
extraido varia significativamente, el ensayo factorial definido reveld que en un tiempo
de 20 minutos de ultrasonido y utilizando el método de Bligh & Dyer se obtiene un
mayor porcentaje de aceite extraido, siendo este de 3,30 + 0,02 % frente a un 0,62 +
0,02 % obtenido para el método de B&D sin tratamiento de ruptura celular. Se observa
gue los procedimientos de extraccidon de aceite que no utilizan ruptura celular tienen
un menor porcentaje de aceite recuperado con respecto a los que si aplican un
tratamiento.

Se determind la entalpia de combustién del residuo de microalgas, siendo esta
de 11,1 + 0,2 MJ/kg demostrando la posibilidad de satisfacer demandas energéticas
como combustible sélido, donde este residuo puede ser utilizado como materia prima
para la generacion de calor y potencia en la industria.

La caracterizacion del aceite de microalgas de la cepa C. vulgaris por el método

de cromatografia de gases, reveld su potencial uso como biocombustible.



{NDICE DE CONTENIDOS

AGRADECINHENTQS ... cooveervemmemmmennnsnamsns Somaisismmmss 0000 oAt o 54 st 5 ST s s i wmmm SH R 55 i
TRIBUNAL EXAMINADOR L.ttt et ettt ettt e e e e e e s e i
RRESIINIEIN: . ssirgrgs o8 brsspasgossos g s spss sassssmessiisies o= Suseasssass v wsiusasinss o SoSagiaion sicssoamanisss iv
INDICE DE CONTENIDOS ..ottt ettt Vi
[INDICE DE CUADROS ..vviann covvmsasaninssossassiss s sssssisns sossssassaes sismsssseassns iassssssssssnsinsssssssssnsns viii
[NDICE DE FIGURAS ... ettt ittt s s s s ix
INDICE DE ANEXOS ...ooeeee ettt ettt et et s s ettt X
NS — W O i e L 1
OBIETIVOIEENETE] srmmummr e T T T T B s 1 TS 1
OB LIS CBPREIITEDG .. ..o oneiss s msomsemesissshsiomommese e s s Ao ssmmons e o i
| B TR DIUCIETEIN e e e o s sssionomeasscnsemsis b oesooss s s o o i o . o cssng 2
MARCO TEORICO ..ottt sttt st 5
Metodologias de pretratamiento: Ruptura celular ..o 5
T 0T ) g = O U O USROS S 5
(BTl o T g1 To [o T OO PO P PRRTUP VPPN 7
Métodos de extraccion con diSOIVENTES .....coceivivieriiireeie e 9
SECCION EXPERIMENTAL ..ottt st em e 11
Caracteristicas de 1a BiomMasa .....ioi ettt 11

Procesamiento de la muestra para microscopia electrénica de barrido: visualizacion

de la ruptura de las células de mMiCroalgas.......coeiveeieiieiiie e e 11
Determinacion del porcentaje de humedad ........ooovviiiiiiiiire e 12
Determinacién del porcentaje de fibra cruda......ooeeoviiviiiiiie i 12
DETEr PRSI ETON T BRI 5. cnwssssss 65wt 5000855055 505 i 8 AT R TSNS ARSI 13
Determinacién del porcentaje de proteina cruda por el método de Kjeldhal .......... 14
Determinacion de la entalpia de combustion para el residuo de microalgas........... 14
DiSefi0 del @XPEITMENTO tviiiiiei ettt et 15
Extraceion de aceite mediante el metodo SOXNIEL. cuwsosmme sssroses s smssessiss ssssvrsss 16

Vi



Extraccion de aceite mediante la variacion del método de Bligh & Dyer. ....ccccoveeee. 17

Caracteristicas del aceite de MICroalgas .....covceevvieieiiieeien e 18
RESULTADOS Y DISCUSION................. ... 21
Ruptura celular de la microalga C. vulgaris con ultrasonido y microondas............... 21
Determinacion de las propiedades fisico-quimicas de la biomasa de la microalga
CRIOFEIIG VUIGATIS oottt et eaae b e be s stn s abe s envae s 27
Ruptura celular de la microalga causado por los tratamientos de ultrasonido y
PTHCIEIOIENEI wmesimssonsfpummss s ox o tesigmanes s o SgMERS 5 sy § gD Y3 v 8 o oG v i 31
Composicién de acidos grasos presente en el aceite extraido de la microalga
CRIOTEIIQ VUIGATIS ..ottt ettt 33
CONGLLISI G o mmmsmiasommmmsass o s i ol SERI0 Sk a5 ey w v 38
RECON EN B ACIONES s 4505 55500 5555 mmm i 55 mnnrs st i mmmessoss s s 18 s s sadfiis iz i 39
BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt ettt 40
ANEROS s amomomammnumansiiabb o oo S VL o g P i NN W it S A . 100 47

Vil



INDICE DE CUADROS

Cuadro I. Niveles establecidos para la implementacion del disefio factorial utilizando

ultrasonido cOmMO PretratamientO. (o e e 16
Cuadro Il. Niveles establecidos para la implementacion del disefio factorial utilizando

Microondas COMO PretratamieNTO. o et e 16
Cuadro lll. Condiciones cromatografiCas. ........cociiviiiiiiee e 19

Cuadro IV. Anadlisis de varianza para el porcentaje de aceite extraido utilizando
ultrasonido como tratamiento de ruptura celular vs las variables de método y tiempo
TR Y i s 0 e 250 L e s 250 RS S8 A 5 A 22
Cuadro V. Andlisis de varianza para el porcentaje de aceite extraido utilizando
microondas como tratamiento de ruptura celular vs las variables de método y tiempo,

temperatura y presion (ANOVA). ..o ettt ee et 24
Cuadro VI. Composicidon de la biomasa seca de la microalga Chlorella vulgaris............ 27
Cuadro VII. Porcentaje de aceite obtenido por el método de B&D utilizando

tratamientos de ruptura celular y el método sin tratamiento celular. .......cccceevvennnnne. 32

Cuadro VIII. Perfil de acidos grasos para la muestra de aceite de la microalga Chlorella
vulgaris y el indice de cetano reportado en la literatura. ..occcooceeevviiiiiviniie e, 34
Cuadro IX. Composicién de acidos grasos en la microalga C. vulgaris bajo distintos
MEtodos de extraCcCion Y CUMIVO. .o..oii i 36
Cuadro X. Datos obtenidos en la determinacion del poder caldrico de la biomasa
residual de MICTOAIZAS ..ovi e 50

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Microscopia electronica de barrido de superficies microde microalgases
(barra de escala=1um). A) Microalga sin tratamiento previo. B) Microalga con

tratamiento de microondas. C) Microalga con tratamiento ultrasénico™. ...........cce....... 8
Figura 2. A. Fotografia la de biomasa ubicada en bandejas de secado, B. Biomasa de
MICrOalgas SECA Y EMPACAIA. . uuiv ittt ettt et s e enee 11
Figura 3. Diagrama de una bomba calorimeétrica. ........cooeecveeeiiiiiiieeceeeeeeeee e 15
Figura 4. Extraccién de aceite de microalgas por el método Soxhlet. A. Al inicio de la
extraccion B. DUrante [a @XIraCliOn. ....cooeeeeeeveeieee e eeeeere e eeesee e ete v eens e eneenees 17

Figura 5. Proceso de eliminacién de pigmentbs utilizando carboén activado como
AASOTDENTE. ittt ettt sbe s eresbe st e erae s reesbeebsesne eaeeesesnneeaeeraeeabenbeeneis 18
Figura 6. Efecto del método de extraccion y el tiempo de exposicidn al ultrasonido vs
el porcentaje de aceite extraido para la biomasa de la microalga C. vulgaris................ 23
Figura 7. Efecto del método de extraccion, el tiempo de exposicion al ultrasonido, la
temperaturay la presién empleada vs el porcentaje de aceite extraido para la biomasa
de 1a MICroalga C. VUIGQITS. ......ooceiveeieiieeeee et eietectaee ettt et t e en s sbassaeseeesaeassenees 25
Figura 8. Difraccion de rayos X en polvo para la muestra magnética encontrada en las
microalgas luego del proceso de ruptura celular por microondas. ......cccceeeervenenenns 29
Figura 9. Microscopia electrénica de barrido de superficies. A) Microalga sin
tratamiento previo. B) Microalga con tratamiento de microondas. C) Microalga con

Tratamiento ULrASONICO. cuiiieiectieiieiei ettt e et et esbe e e e e e ere e esteasesarseeseesneeenbeenbeas 31
Figura 10. Cromatografia de gases para obtener el perfil de acidos grasos presente en

la muestra del aceite de la microalga Chlorella vulgaris.........c.cooeiiieeiieivirrcecene e 33
Figura 11. Aceite extraido de la microalga C. vulgaris...........ccocoovvviviiieriinininine 35



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Disefio factorial propuesto para el experimento utilizando microondas como
DT BT AT aMIENTOL tiammmissamnsesmunmmvsummssnass it swsmsss 55 s 0ees 555 548838 o SRRA R 855 LR HVERR S 5 47
Anexo 2. Disefio factorial propuesto para el experimento utilizando ultrasonido como

oIS == 0 g1 T=T oL o O TP PPPP PRSPPI 48
Anexo 3. Arreglo factorial para determinar cual tratamiento de ruptura celular

microondas o ultrasonido es el éptimo en el porcentaje de extraccion de aceite. ...... 49
Anexo 4. Determinacion del poder caldrico de la biomasa residual de microalgas por el
MELOd0o descrito Por Daniels €L al.30 ... 50

Anexo 5. Tiempos de retencidn y drea de los picos obtenidos mediante cromatografia

de gases para los 4cidos grasos presentes en la muestra de aceite de la microalga
CIOTEIE FUIBATIR: o ihmsmer cininnmas foammmnomen s s smimamss s e smemssmsmns s bt s v i3 53555 Emmrns 54



OBJETIVOS

Objetivo general

Establecer el procedimiento fisico-quimico optimo para la extraccion de
aceite de biomasa de la microalga C. vulgaris a nivel de laboratorio para la
potencial produccion de biodiesel y la caracterizaciéon de la biomasa residual para

la generacion de energia.

Objetivos especificos

1. Probar diferentes métodos de extraccién de aceite con disolventes con la

finalidad de la comparacién de los rendimientos.

2. Aplicar diferentes tratamientos de ruptura celular con el fin del
establecimiento de las posibles diferencias significativas con respecto a los

métodos que no los utilizan.

3. Caracterizar el aceite extraldo de las microalgas para la evaluacion de su

calidad como potencial biocombustible.

4. Estudiar el estado fisico por microscopia electrénica de la biomasa antes y
después del tratamiento y la composicion quimica con el fin del

aprovechamiento del residuo de microalga como fuente de energia.

5. Determinar la entalpia de combustién del residuo de microalga haciendo
uso de una bomba calorimétrica para la identificacion de su potencial como

fuente de energia.



INTRODUCCION

Se ha visto un cambio climatico global por el aumento en las emisiones de
gases de efecto invernadero originado principalmente por el uso de energia fosil,
se calcula que las emisiones de CO; son superiores a 29 gigatoneladas anuales y se
estima que los procesos naturales remueven solamente 12 gigatoneladas por afio.
Actualmente existe un faltante de sustitutos energéticos que promuevan una
disminucion de las emisiones y la reduccion de energia fosil por unidad de
producto. Diversos paises estdn implementando estrategias de energias
alternativas estables ante la demanda mundial, que mitiguen el cambio climatico,

por lo que estan desarrollando combustibles renovables?.

En particular, el uso de microalgas como fuente de biomasa en la
produccion de combustible es una fuente prometedora, en términos de excelente
productividad, viabilidad y de potencial innovador para crear un valor competitivo
que sea amigable con el medio ambiente. El reto de la produccién a gran escala
de microalgas con fines energéticos, ha sido asumido a nivel global por un gran
numero de empresas, y los avances en este campo se producen con rapidez. Un
ejemplo es la fabricacidon del primer keroseno de aviacién producido a partir de

biomasa de microalgas realizado por la empresa Solazyme*.

Costa Rica posee un gran potencial para la produccién de biomasa de
microalgas, ya que cuenta con muchos sistemas acuaticos que actualmente se
encuentran sin uso y grandes extensiones de terreno no aptos para actividades
agropecuarias, ademas la temperatura y luminosidad son bastante constantes®.
Las algas prometen ser la alternativa tanto ambiental como econdémica, ya que de

ellas se pueden producir aceites (materia prima para biocombustibles),



carbohidratos, biofertilizantes, enzimas, proteinas, pigmentos, alimento para
humanos y animales, o bien la biomasa puede comprimirse en forma de pellets
para produccion de calor y energia. Esto gracias a que las algas crecen
rapidamente, entre 8 horas a tres semanas, caracteristica que permite cosechar

biomasa en periodos cortos®.

Los cultivos de microalgas de Chlorella sp en sistemas abiertos son
prometedores debido a su rapida tasa de crecimiento y la capacidad alta de
fijacion de CO2 y ademds su biomasa presenta una capacidad energética alta
(18,59 MJ/kg), pueden llegar a concentraciones de carbohidratos y lipidos
potenciales (19,46 %, 28,82 % respectivamente), que las convierte en cultivos
viables para la produccién de biodiesel® y generacién de energia a partir de los

residuos de microalgas.

El Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnologico
de Costa Rica (ITCR) cuenta con estanques de produccion de microalgas acoplados
a lixiviados procedentes de una planta de tratamiento, utilizados por las industrias
para mitigar la contaminacién por desechos sélidos. A su vez se ha desarrollado
una produccion a pequefia escala de biomasa de microalgas de 14,1 kg/m?3, esta
presenta un consumo mensual de CO, de 186 kg/m?, es decir 2,2 toneladas/m?
por afio, lo cual representa el doble del consumo de CO, de un arbol en una vida

de 40 afios®.

El presente trabajo consiste en el desarrollo de un sistema eficiente de
extraccion de aceites para su posterior transesterificacion, que sea econémico y
ambientalmente factible. Para lograr esto, el CIB-ITCR en colaboracién con
RECOPE, realizan la tarea conjunta de investigar e implementar los métodos mas
convenientes para la extraccion de aceites contenidos en la biomasa de

microalgas. Se presentard la informacién recopilada sobre las principales

(W B



metodologias utilizadas en la obtencién de lipidos de microalgas, asi como sus
caracteristicas; con el fin de que pueda utilizarse como base para seleccionar los

meétodos mas viables para la extraccion de aceite de la microalga Chlorella vulgaris.



MARCO TEORICO

Metodologias de pretratamiento: Ruptura celular

Las microalgas poseen una pared celular externa semipermeable, resistente y
rigida que rodea la membrana protoplasmatica y el citoplasma. El citoplasma se
compone de acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos, lipidos, enzimas,
vitaminas, pigmentos y agua. Con el fin de extraer estas sustancias desde el
interior de la célula, es necesario aplicar métodos de ruptura celular, con la ventaja
de que los polisacéridos contenidos en el interior se descomponen en azlcares

simples facilitando la extraccidn de aceites’.

Aplicar un mecanismo de ruptura celular antes de la extraccion puede
aumentar el rendimiento de la extraccion, pero dependera de la eficiencia de la
ruptura, este proceso se considera un pre-requisito para cualquier metodologia de
extraccion a utilizar®. La ruptura celular, con el equipo y el método de extraccion

correcto, puede ser la clave para una extraccion de lipidos eficiente®.

A continuacion, se citan dos de los métodos de ruptura celular empleados a

nivel internacional, enfocados en la extraccion del aceite de microalgas.

Microondas

La composicion robusta de la pared celular es dificil de romper utilizando
métodos mecanicos tradicionales, el manejo de la tecnologia microondas ha sido
un foco de atencién para la solucion de este problema'®. La mayoria de los
metodos de extraccién de lipidos poseen algunas desventajas como largos
tiempos de extraccion, gran cantidad de productos quimicos requeridos, o altos

costos debidos al consumo de electricidad de los equipos. Estos problemas



pueden mejorarse con la aplicacién de extracciones de aceites asistidas por

microondas??.

La eficiencia del método asistido por microondas puede depender de diversos
factores, entre ellos el tiempo, la temperatura, proporcion sdlido-liquido,

propiedades dieléctricas de la mezcla, tipo y concentracién de disolventes™.

Morfoldgicamente el microondas provoca una ruptura desde el interior del
material debido al rdpido calentamiento ocasionado por la oscilacion de las
sustancias polares*?, lo cual origina pequefios poros en la membrana de las células,
porlos cuales el contenido intracelular es liberado. Algunos ensayos han mostrado
que la cantidad de células rotas exitosamente después del tratamiento es cercana
al 100 %*2. Los aceites extraidos con pretratamiento de microondas no presentan
cambios o desventajas en términos de calidad, respecto a aguellos obtenidos sin

pretratamiento alguno®®.

Este método no ha sido muy utilizado, pero muestra ser rapido, eficiente y de
bajo costo en términos de que no se necesita el secado de la biomasa!®'3, Se ha
demostrado que aumenta los valores de eficiencia de la extraccion en las
microalgas Botryococcus sp., Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. en comparacion

con métodos como autoclavado, sonificacion y molienda®.

Una desventaja del método es que puede provocar la desnaturalizacién de
enzimas y proteinas presentes en la biomasa de microalgas debido a las altas
temperaturas alcanzadas**, disminuyendo el aprovechamiento de las enzimas de

microalgas, ya que pierden su actividad.



Ultrasonido
Este método posee la ventaja de que la ruptura celular se realiza a
temperaturas relativamente bajas, en comparacién con el microondas, de forma

que hay menos desnaturalizacion de proteinas debido al calor®>, .

Cuando el ultrasonido es aplicado a un liquido, hay dos mecanismos por los
cuales las células son afectadas. El primero de ellos es la cavitacion?, es producto
de microburbujas generadas debido al ultrasonido, estas se contraen y expanden
con las vibraciones y eventualmente llegan a ser tan inestables que provocan una
implosidn violenta, enviando ondas fuertes a sus alrededores y provocando la
ruptura de las células cercanas?’. El segundo mecanismo de accién del ultrasonido
es la corriente acustica, actla por un efecto del mezclado de la sustancia que
facilita la distribucion de las ondas, la conveccion del liquido y favorece la

disipacion del calor que pueda generarse en el medio™.

El principal inconveniente de su aplicacién es que no existen estudios en los
cuales se optimice el proceso en la ruptura de microalgas utilizando energia
ultrasonica, debe implementarse diversas condiciones segin el alga que se

utilizard, el objetivo de la extraccion y la cantidad de la misma*®.

Este método ha sido efectivo en diversos tipos de algas, por si solo se han
logrado extraer hasta un 80 % del total de aceites intracelulares y ademas mejora
la eficiencia de las extracciones con disolventes'9!31¢ Ejemplo de especies en las
que se ha aplicado esta tecnologia con éxito son: Dunaliella salina,
Nannochloropsis oculata  (40% de ruptura)!®, Schizochytrium limacinum,
Chlamydomonas reinhardtii*®. La biomasa utilizada en este procedimiento puede
estar en solucidon acuosa, pero se han obtenido mejores resultados cuando las

algas son previamente secadas y re-suspendidas en un disolvente organico ya que



los lipidos de las células rotas tienden a quedarse con los restos celulares en lugar

de ser liberados al medio acuoso™.

Otra ventaja del método es que el equipo emisor de ultrasonido no requiere
gran cantidad de espacio ni requiere un costo adicional ademads de la energia
eléctrica, Monthieu?® reporta un costo de extracciéon de 1,72 euros por cada
kilogramo de aceite extraido. Los equipos son facilmente adquiribles en el
mercado que ofrece diversas marcas, por ejemplo un equipo para escala industrial
modelo UIP16000 de Heilscher con capacidad de 3 m3/h de suspensién de
microalgas tiene un costo de 220 000 USD, y un consumo energético de
16 kW/h 21, Bermudez et.al.* reportaron un consumo de 18,4 W por cada gramo

de biomasa procesada.

Figura 1. Microscopia electrdnica de barrido de superficies de microalgas (barra de

escala=1pm). A) Microalga sin tratamiento previo. B) Microalga con tratamiento

de microondas. C) Microalga con tratamiento ultrasénico™.



Métodos de extraccidn con disolventes

Los lipidos tienen diferentes tipos de interacciones, las cuales deben de
romperse para extraer efectivamente los lipidos de la célula vegetal, los
disolventes orgdnicos no polares rompen interacciones hidrofébicas entre lipidos
neutros; disolventes organicos polares como por ejemplo los alcoholes, tienden a
romper los puentes de hidrogeno entre los lipidos polares. Si hay presentes fuerzas
ionicas fuertes dentro de la mezcla disolvente-microalga pueden romperse al
hacer el medio mas alcalino, por lo tanto, la escogencia del disolvente dependera

de la especie de microalga??.

El disolvente deberd ser, en la medida de lo posible, de bajo costo, no tdxico,
volatil, no polar y un extractor pobre de componentes de la célula que no sean
lipidos. Esto debido a que cuando la célula de la microalga es expuesta a un
disolvente orgdnico no polar, como hexano o cloroformo, el disolvente penetra la
membrana celular hasta el citoplasma e interacciona con los lipidos neutros
mediante fuerzas de tipo van der Waals para formar un complejo organico
solvente-lipidos. Este complejo se difunde por la membrana debido a un gradiente

de concentracién y como resultado los lipidos neutros son extraidos de la célula®.

No todos los lipidos sirven para la produccion de biodiesel, y algunas veces
junto con los lipidos contenidos en la célula se pueden extraer constituyentes no
lipidicos. Es por esto que el proceso de extraccidon debe no solo ser especifico sino
a su vez selectivo hacia las fracciones de lipidos deseadas tales como lipidos

neutros que contengan triacilgliceroles??.

Los métodos de extraccion con Soxhlet y el de Bligh & Dyer son los

cominmente usados en la extraccion de lipidos a partir de biomasa de microalgas.



El método de Soxhlet utiliza hexano, se pueden usar otros disolventes como
éter etflico, pero el hexano presenta buenos resultados ademads de tener un bajo
costo*#?>26 Se ha comprobado que el hexano es menos téxico que otros
disolventes, como el cloroformo y tiene una baja afinidad por los contaminantes

no lipidicos y una alta selectividad por fracciones de lipidos neutros.

El método de Bligh y Dyer (B&D) utiliza una mezcla de cloroformo-metanal, y
presenta la eficiencia més alta, aproximadamente un 95 % del total de lipidos®.
Este método presenta buenos resultados, en la literatura se encuentran
rendimientos del 23,78 % para N. oculata®’, 13,72 % para Chaetoceros calcitrans®®
y 10,6 % para C. vulgaris®*. La desventaja de este método es el uso de cloroformo
ya que es sumamente dafiino para el ambiente y ademds, para altos contenidos
de lipidos (mayor al 2 %) el método requiere de algunas variaciones, como un
cambio en la composicién de la mezcla del disolvente o el tiempo de extraccion.
Por ejemplo en el método Zhu?®; si no se hacen variaciones el contenido de lipidos

obtenido siempre es significativamente menor?.
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SECCION EXPERIMENTAL

Caracteristicas de la biomasa

La biomasa de microalgas seca fue provista por el CIB, en donde el secado
se da gracias a un pequefio prototipo de secador tipo solar, el cual consta de una
cama de 5 metros de largo x 1 metro de ancho, con un techo tipo “V” invertida,
abierto a los extremos, la temperatura puede alcanzar entre 30° Cy 80° C. Tiene
incorporado paneles solares para un control del vapor de agua generado en la
cama. La biomasa se coloca a mano con boquillas y una bolsa tipo embudo, con el

fin de distribuir de forma homogénea la biomasa en la cama (figura 2).

Figura 2. A. Fotografia la de biomasa ubicada en bandejas de secado, B. Biomasa
de microalgas seca y empacada.

Procesamiento de la muestra para microscopfa electrénica de barrido: visualizacién
de la ruptura de las células de microalgas
Luego de pretratar las microalgas con ondas ultrasénicas o microondas, las

celulas de microalgas se trataron con glutaraldehido al 2,5 % (v/v) a 4 °C por 16 h
para fijar las células. Las células se lavaron 3 veces con H>O por 10 minutos cada
vez, luego con tetradxido de osmio al 1 % por 1 hora, seguidamente con un buffer

de fosfatos a un pH de 7,4 y se deshidrataron utilizando etanol en concentraciones
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de 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90% respectivamente por un perfodo de 10 min cada
uno vy luego tres veces con una concentracién al 100 % por 10 min cada vez. Se
utilizd secado por sublimacién 4 veces con terbutanol por un periodo de 20 min,
para asegurar el secado de las muestras. Estas fueron montadas en talones y
cubiertas con oro utilizando un cobertor idnico. La morfologia de las superficies de

las células rotas se observd por SEM utilizando un voltaje de 15,0 kV.

Determinacion del porcentaje de humedad
Se colocaron tres cdpsulas de porcelana en una estufa de conveccién a

130 °C por 30 minutos, se dejaron enfriar y se pesaron en balanza analitica, hasta
llegar a masa constante. Seguidamente se agregaron aproximadamente 5 g de la
muestra con una exactitud de 0,1 mg a cada una de las capsulas y se colocaron a
130 °C por una hora; terminada la hora se dejaron enfriar y se pesaron en balanza
analftica, el procedimiento se repitié hasta llegar a masa constante. A cada una de

las muestras se les calculé el porcentaje de humedad (ecuaciéon 1).

masa muestra seca (g) [Ecuacion 1]

%X 100

Yhumedad =
fohumeda masa muestra inicial (g)

Determinacion del porcentaje de fibra cruda
A la muestra desecada al aire y después en la estufa, se le extrajo por

triplicado el aceite con éter de petrdleo, se tomd aproximadamente 2 g del
producto extraido con una exactitud de 0,1 mgy se transfirid a un beaker de 600
mL, se le afiadié 200,0 mL de una disolucidn de HS04 0,128 mol/L en ebullicion.
Se coloco en un frasco de Berzelius sobre el digestor y se dejé hervir durante 30
minutos. Se rotd el Berzelius constantemente para evitar que los sdlidos se
adhirieran ala pared, se retird el Berzelius y se filtrd la mezcla digerida a través de
un embudo Blichner recubierto con un filtro Whatman nUmero 40 de 125 mm de

didmetro, se lavd el Berzelius con 75,0 mL de agua hirviendo y se pasd a través del
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embudo, se lavd 2 veces més con 50,0 mL de agua vy se retird con cuidado el
residuo sélido y el filtro se colocd de nuevo en el Berzelius, se agregaron 200,0 mL
de NaOH 0,313 mol/L en ebullicién al Berzelius y se dejé hervir por 30 minutos, se
retird el Berzelius y se filtré de la misma manera descrita anteriormente. Se lavd
la muestra filtrada con H2504 0,128 mol/L en ebullicidn, 3 veces con porciones de
50,0 mL de agua y una vez con 25,0 mL de etanol, se transfirié el residuo a una
cédpsula de incineracién previamente calcinada, se desecd por 2 horas a 130 °C, se
enfrid en un desecador y se midié la masa (masa 1). Posteriormente se calcind por
30 minutos a 600 °C y se dejé enfriar en un désecador para [uego medir su masa
de nuevo (masa 2). El procedimiento se realizé por triplicado y se calculé el
porcentaje de fibra en las muestras de microalga (ecuacién 2).

Masa 1l — Masa 2
Muestra

[Ecuacién 2]

% Fibra = ( ) % 100

Determinacién de cenizas de la biomasa de microalgas
Se midieron aproximadamente 10 g de muestra de biomasa de microalgas

con una exactitud de 0,1 mg por triplicado en un crisol de porcelana de cerca de
6 cm de didmetro que fue calcinado, enfriado en desecador y cuya masa se
determind rdpidamente, al haber alcanzado temperatura ambiente. Se calcind la
muestra de microalgas en una mufla a 550 °C hasta masa constante, se enfrid en
un desecador vy al alcanzar temperatura ambiente se midié su masa, y finalmente

se calculd el porcentaje de cenizas de la muestra (ecuacién 3).

masa cenizas . s
%Cenizas = n (9) % 100 [Ecuacién 3]

masa muestra inicial (g)
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Determinacidn del porcentaje de protefna cruda en la biomasa de microalgas por
el método de Kjeldhal
Se pesaron por triplicado tres muestras de microalgas de aproximadamente

2 g con una exactitud de 0,1 mg en la cuarta parte de un papel de filtro que no
genera cenizas y se coloco cuidadosamente dentro de los balones de Kjeldhal, se
agregd 10,00 mL de mezcla digestiva (H2504- K2S04) y una gota de los catalizadores
de Cuvy Se, seguidamente se colocé el baldn inclinado y se calentd hasta que dejé
de formar espuma. Se reflujé la mezcla digestiva hasta que [a disolucién se aclard,
en este punto se dejé 30 minutos mas en reflujo, se enfrid y se transfirid
cuantitativamente a un minidestilador, se lavé con 3 porciones de 5 mL de agua
destilada y se neutralizd al viraje de la fenolftaleina con NaOH (1+1). Se destilé 75
mL de la mezcla digerida por arrastre con vapor y se recolecté el destilado
introduciendo el gotero del minidestilador en 10 mL de disolucién de &cido
metabdrico e indicadores, se levantd y se retird el gotero del liquido recolectado
y se lavé destilando 10 mL adicionales, finalmente se valord con una disolucién de
H2S04 0,0500 mol/L y se calculd el porcentaje de protefna de la muestra de
microalgas (ecuacién 4y 5).

ml de H2504 X 0,100 N
masa muestra inicial (g)

[Ecuacion 3]

%Nitrogeno = < X 0,014> X 100

%Proteina cruda = %Nitrégeno X 6,25 [Ecuacidn 4]

Determinacién de la entalpfa de combustién en el residuo de microalgas
Se siguid el experimento descrito por Daniels, et.al.3°. Durante la realizacién

del experimento se trabajo a una temperatura ambiente promedio de 25 °Cy una
presién atmosférica promedio de 88 kPa. Se utilizd una bomba calorimétrica de
oxigeno, un alambre de Fe con un calor de combustion de fabrica de 1400 cal/g
(Parr Instrument). Se agregaron 2000 mL de agua destilada a la cdmara de la

bomba calorimétrica utilizando un balén aforado de (2000,00 + 0,50) mL calibrado
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auntemperatura de 20 oC, seguido de esto se llené la cdmara con oxigeno provisto
por la compafifa Infra S.A. En la determinacién del calor especifico del calorimetro
se utilizd dcido benzoico con un calor de combustién estandarizado de -26,43
kJ/mol. El volumen de la bomba es de 330 mL medido en una probeta de 500 mL

(figura 3).

Termdmetro

Conexidn ala
ignicién

Bomba

Figura 3. Diagrama de una bomba calorimétrica.

Disefio del experimento para la extraccién de aceite de microalgas

Se trabajaron dos disefios factoriales, uno de 22 y otro de 2%, en el primer
disefio, el cual involucra un pretratamiento con ultrasonido con una potencia de
40 Wy una frecuencia de 20 kHz se estudiaron dos factores: método de extraccidon
y tiempo; en el segundo, con un pretratamiento de microondas se utilizé una
potencia de 550 W y una frecuencia de 2,450 MHz se estudiaron cuatro factores:
método de extraccién, temperatura, tiempo y presidn (cuadro |, cuadro Il, anexo

1y 2). Esto se analizdé por medio de un ANOVA, Minitab (version 17.3.1, 2016).
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Cuadro I. Niveles establecidos para la implementacién del disefio factorial

utilizando ultrasonido como pretratamiento.

Factores 1 2
Método Variacién Bligh & Dyer Soxhlet
Tiempo 10 min 15 min

Cuadro Il. Niveles establecidos para la implementacion del disefio factorial

utilizando microondas como pretratamiento.

Factores 1 2
Método Variacién Bligh & Dyer Soxhlet
Temperatura 80°C 90° C
Tiempo 30s 455
Presidn ‘ 1atm 1,5 atm

Extraccidon de aceite de microalgas mediante el método Soxhlet.

Se utilizé ~5 g de biomasa previamente secada y se extrajo el aceite en un baldén
de 500 mL con 250 mL hexano por triplicado, esta mezcla se dejé en reflujo en el
Soxhlet por aproximadamente 8 horas a ~70 ° C (punto de ebullicién del hexano).
Posteriormente, la biomasa residual se removid del Soxhlet y se separd el hexano

del aceite por medio de un rotavapor (figura 4).
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Figura 4. Extraccién de aceite de microalgas por el método Soxhlet. A. Al inicio de

la extraccidn B. Durante |a extraccion.

Extraccién de aceite de microalgas mediante la variacién del método de Bligh &
Dyer.
Se implementd una variacién del método de extraccién recomendado por

Salazar?®®.

Se pesaron por triplicado 10 g de muestra con una exactitud de 0,1 mg, se
afiadié 75 mL de una mezcla de CHCls:CH3zOH 2:1 (v/v) vy se agitd en un beaker de
250 mL, se dejo reposar la mezcla, al menés, 24 horas a 4 °Cy protegido de la luz,
de esa manera se favorecid la extraccién de los lipidos, al evitar la oxidacién de
estos. La muestra de microalgas se filtré para separar la biomasa de la disolucién,
sele hicieron 3 lavados de 5 mL con la mezcla cloroformo:metanol. Una vez filtrada
la mezcla disolventes-microalgas, se agregd 2,0 g de carbdn activado al filtrado
para eliminar los pigmentos presentes en la disolucién, se dejé 24 horas en el

refrigerador hasta que |a muestra presentara un color amarillo palido,
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caracteristico de los dobles enlaces presentes en los acidos grasos, si los
pigmentos no desaparecian se debia agregar mas carbon activado hasta un
méaximo de 1,0 g adicional, se agitd en vortex y se guardé en refrigeracion por 24

horas mas (figura 5).

Figura 5. Proceso de eliminacién de pigmentos utilizando carbon activado

como adsorbente.

Caracteristicas del aceite extraldo de microalgas

Al aceite extraido se le determind los ésteres de los acidos grasos por
cromatografia de gases en el Centro de Investigacion en Tecnologia de Alimentos
(CITA) de acuerdo con el método “Acidos grasos saturados, insaturados, trans y
omegas por CG”3, el cual consiste en la extraccion y transesterificacion del aceite
vegetal o grasa de la muestra utilizando éter de petrdleo y trifluoruro de boro en
metanol respectivamente. El extracto resultante rico en ésteres metilicos de
acidos grasos se inyecta en el cromatégrafo de gases para su identificacion vy

cuantificacion.

La identificacion se realiza inyectando una matriz compuesta por 37 ésteres
metilicos de acidos grasos para verificar el tiempo de retencién de cada analito y
la cuantificacion se efectia mediante la normalizacion de dreas. Los analisis de la

cromatografia de gases llevan condiciones especificas y relevantes para la
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obtencién del perfil de &cidos grasos de la muestra del aceite extraido de la

biomasa de microalgas (cuadro Il1).

Cuadro Ill. Condiciones cromatograficas.

- Pardmetro - Condicion

Automyéé{ér Aéc»_zoi‘ . e e — ‘

Volumen de inyeccién 2,00l

- Lavados con muestra - 2 veces §
Lavado con disolvente 2 veces

: Columna

- SP™-2560 Supelco 100 mx 0,25 m x 0,2 um

Fase estacionaria poli(biscianopropilsiloxano) i

Temperatural 100 °C

Tiempo de equilibrio | 3 °C/min 100-200 °C, 5 min

© 0,50 °C/min 200-205 °C, 8 min

Rampa S 075 “Cmin 205910 °C. 2.5 R

1,5 °C/min 210-235 °C, € min
Detector dé “ID - e e I
: Temperatura R 250°C
Ve[OCIdad de muestreo gms
SPL1

‘Tempefatu‘ra e e e

‘Modo | - Split

”Sblit SR U ;200/0 e
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?Pre"s[(‘jn” . s e, 195}2 a

Flujo total 53,8 mL/minuto

Flujo de la columna 0,75 mL/minuto

Velocidad lineal | ~152cm/s

Makeup .

- Hidrégeno 65 kPa

Aire 60 kPa
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RESULTADOS Y DISCUSION

Este estudio reveld que el procedimiento fisico-quimico éptimo para
extraer aceite a partir de la biomasa de microalgas fue en un tiempo de 20 minutos
de ultrasonido y utilizando el método de Bligh & Dyer, con este método se obtuvo
un porcentaje de aceite extraido de 3,30 + 0,02 % frente a un 0,62 + 0,02 %
obtenido para el método de B&D sin tratamiento de ruptura celular. Se observa
que los procedimientos de extraccidn de aceite que no utilizan ruptura celular
tienen un menor porcentaje de aceite recuperado con respecto a los que si aplican
un tratamiento (cuadro VII).

Se determind la entalpfa de combustién del residuo de microalgas, siendo
esta de 11,1 + 0,2 MJ/kg demostrando la posibilidad de satisfacer demandas
energéticas como combustible sélido, donde este residuo puede ser utilizado
como materia prima para la generacién de calor y potencia en la industria.

La caracterizacién del aceite de microalgas de la cepa C. vulgaris por el

método de cromatograffa de gases, reveld su potencial uso como biocombustible.

Ruptura celular de la microalga C. vulgaris con ultrasonido y microondas

Los resultados del ANOVA revela que al aplicar ultrasonido como
tratamiento de ruptura celular de microalgas y variar el método de extraccién de
aceite, el porcentaje de aceite extraido obtenido es significativamente diferente
frente a métodos que no utilizan ruptura celular. El mayor porcentaje de aceite
extraido se obtuvo en un tiempo de exposiciéon de 20 minutos de ultrasonido y
utilizando el método de Bligh & Dyer, siendo este de 3,30+ 0,02 % frente a un 0,62
+ 0,02 % obtenido para el método de B&D sin tratamiento de ruptura celular. Los

resultados del ANOVA revelan que hay diferencias significativas en el método
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empleado para la extraccidn de aceites y el tiempo de exposicién al ultrasonido en

la biomasa de microalgas (cuadro |V, anexo 2).

Cuadro V. Andlisis de varianza para el porcentaje de aceite extraido utilizando
ultrasonido como tratamiento de ruptura celular vs las variables de método y

tiempo (ANOVA).

Fuente Grados Valor-F Valor-P
de libertad

Métods 1/11 R 31 23175 0,000 .

Tiempo 1/11 5912,73 0,000

Meétodo*Tiempo 1/11 780,76 0,000

Nota: R?=0,9997

El resultado del andlisis de los efectos principales demuestra que el método
utilizado en la extraccién de aceite de microalgas tiene una mayor repercusién
sobre el porcentaje de aceite extraido que el tiempo de exposicién al ultrasonido

(figura 6).
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Figura 6. Efecto del método de extraccidn vy el tiempo de exposicién al
ultrasonido vs el porcentaje de aceite extraido para la biomasa de la microalga

C. vulgaris.

Los resultados del ANOVA revela que al aplicar microondas como tratamiento
de ruptura celular de microalgas vy variar el método de extraccién de aceite, el
porcentaje de aceite obtenido es significativamente diferente frente a métodos
que no utilizan ruptura celular. El mayor porcentaje de aceite extrafdo se obtuvo
en un tiempo de 20 segundos a 80 °C de temperatura, 1 atm de presion y el
método de extraccidon B&D, siendo este de 3,5 £ 0,4 % frente a un 0,62 + 0,02 %
obtenido para el método de B&D sin tratamiento de ruptura celular. Los resultados
del ANOVA revelan que existen diferencias significativas en el método empleado
para la extraccion de aceites, el tiempo de exposicion a las microondasy la presidn

utilizada en la biomasa de microalgas (cuadro V, anexo 1).
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Cuadro V. Analisis de varianza para el porcentaje de aceite extraido utilizando
microondas como tratamiento de ruptura celular vs las variables de método y

tiempo, temperatura y presién (ANOVA).

Fuente Grados de Valor-F Valor-P
libertad

ede 1/47 — 232)20 O;‘OOOI
Tiempo 1/47 2,90 0,097
Temperatura 1/47 0,05 0,829
Presion 1/47 10,68 0,002
Tiempo*Temperatura 1/47 6,82 0,013
Tiempo*Presién 1/47 0,36 0,550
Temperatura*Presicn 1/47 0,54 0,466

Tiempo*Temperatura*Presién 1/47 4,27 0,046

NOtaR2=O’8686 e e A

El resultado del andlisis de la gréfica de los efectos principales demuestra que
el método empleado para la extraccidon de aceite de microalgas tiene una mayor
influencia sobre el porcentaje de aceite extraido que el tiempo de exposicion al

microondas, la temperatura y presion aplicada (figura 7).
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Figura 7. Efecto del método de extraccidn, el tiempo de exposicidén al
ultrasonido, la temperatura y la presidon empleada vs el porcentaje de aceite

extrafdo para la biomasa de la microalga C. vulgaris.

La extraccidon de lipidos de la microalga C. vulgaris asistida por ultrasonido ha
sido reportada en varios estudios, dentro de los métodos probados se utiliza la
mezcla cloroformo:metanol (2:1) como disolvente obteniendo un 19 % de lipidos
totales a una frecuencia de 40 KHz y una potencia de 132 W?°. Ma et.al*® reportan
un 11,6 % de lipidos extraidos de la microalga C. vulgaris tratada con ultrasonido
a una frecuencia de 40 KHz y una potencia de 200 W por un periodo de 20 minutos
y obtuvieron el mismo porcentaje utilizando microondas a 2,450 MHz y 530 W por
un periodo de 75 segundos, en ambos experimentos no se reporta la temperatura
de operacidn. La ruptura celular de la microalga Chlorella vulgaris por medio de
microondas ha sido reportada en estudios previos utilizando una potencia de
2,450 MHz a una temperatura de 100 °C por un periodo de 5 min, bajo estas
condiciones se reportd una concentracion de lipidos de 4,8 %.32 Otros estudios
utilizan una potencia de 400 W a una temperatura de 100 °C por un periodo de 70

segundos obteniendo una concentracién de lipidos de 33,7 %.32
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El porcentaje de aceite extraldo que se obtuvo en este estudio revela que no
es equiparable a los reportados en otras investigaciones realizadas bajo
condiciones similares, esto se debe probablemente a que la cosecha de microalgas
se gjecutd antes de llegar a su valor maximo de produccion de aceites intracelular,
por lo tanto, se deduce que los métodos quimicos de extraccidn de aceites en este
estudio son eficientes, no asf el tiempo de cosecha, donde este debe ejecutarse

en el estado estacionario de la curva exponencial de crecimiento celular.

Los resultados generados en este estudio revelan que no hay diferencia
significativa en el tratamiento de ruptura celular empleado (ultrasonido o
microondas), tal como lo indica Ma et.al*?, no asf para el método empleado en la

extraccidon de aceite, siendo el mas exitoso el de B&D.

Las investigaciones consultadas no presentan una optimizacion clara de las
variables que afectan el porcentaje de aceite extrafido (tiempo, temperatura y
presién) al utilizar un tratamiento de ruptura celular, no asi para este estudio
donde se optimizd la extraccidon de aceite para ambos tratamientos de ruptura
celular (microondas vy ultrasonido) y el método de extraccién (Bligh & Dyer y

Soxhlet), produciendo resultados con una validacién mayor.
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Determinacidn de las propiedades fisico-quimicas de la biomasa de la microalga
Chlorella vulgaris

Se determind el poder caldrico del residuo de microalga haciendo uso de
una bomba calorimétrica para la identificacidn de su potencial como fuente de
energfa. El resultado fue prometedor al ser este comparado con otros residuos
organicos de la agroindustria, asi mismo los resultados de las otras variables
evaluadas demuestran un potencial de uso en la industria agroalimentaria (cuadro

Vi, anexo 4).

Cuadro VI. Composicién de la biomasa seca de la microalga Chlorella vulgaris.

v o i e i ot St e 00 TR TR N —

Propiedad Valor
Humedad (%) 6,799 + 0,001
Cenizas (%) 41,51 +0,02
Fibra cruda (%) 9,21+£0,02
e B TV

Poder caldrico (MJ/kg) 11,1+0,2

El contenido energético de diversas biomasas residuales de origen agricola han
sido reportados en varios estudios, dentro de los cuales se encuentra la cascarilla
de arroz con un poder caldrico de 15,1 MJ/kg®* el bagazo de cafia con
7,74 MJ/kg®, el bagazo de cafia de Cenicafia Colombia con un 18,1 MJ/kg®¢ vy el

pinzote de palma africana con un 19 MJ/kg®’.
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El poder caldrico de la biomasa de microalgas se encuentra cercano a los
valores reportados para el bagazo de cafia y otros residuos agricolas, los cuales
han demostrado un resultado prometedor como combustible sélido, por lo cual
no hay duda que la biomasa de la microalga C. vulgaris representa un valioso
potencial energético, con la ventaja de ser un material renovable, de manera tal,
que el residuo de microalgas luego de la extraccidn de su aceite pueda servir como
combustible para la generacién de calor y potencia en la industria, con la

producciéon minima de desechos.

Al estudiar el proceso de combustién de un residuo orgénico como lo es la
biomasa de microoalgas es importante analizar el porcentaje de cenizas, ya que es
un desecho luego de la combustién y debe minimizarse. El porcentaje de cenizas
reportado para la cascarilla de arroz se encuentra levemente debajo del 20 %34, si
se compara con el porcentaje obtenido para la biomasa de microalgas se puede
observar que se duplica este valor, lo cual podria ser un inconveniente en el
proceso de combustion debido a la cantidad de desecho que se obtendria, sin
embargo este porcentaje puede variar si se cultivan las algas en un ambiente con
menos minerales. Las microalgas con las que se trabajé en esta investigacion
fueron cultivadas en aguas residuales de un matadero animal, la mezcla de cultivo
estaba compuesta por un (30-40) % de mezcla animal (80 % sangre y 20 % heces
de vaca y cerdo), el restante porcentaje se compuso de agua no potable, por lo
que es de esperar que si las microalgas crecen en un ambiente mds controlado el
porcentaje de cenizas puede disminuir al haber una menor cantidad de minerales
y por tanto los desechos generados de la combustién de la biomasa.

En los procesos de extraccion de aceite utilizando microondas como
método de ruptura celular se encontré un residuo magnético el cual se analizd por

la técnica de difraccion de rayos X en polvo, al comparar el residuo magnético con
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la base de datos disponible, se encontré que la muestra analizada es una mezcla
de oxido de hierro (I} y 6xido de hierro (lll) que coincide con la estructura de la
magnetita (figura 8). Debido a que la magnetita se encontraba Unicamente
después de realizada la ruptura celular, se puede pensar que esta se encontraba
dentro de la estructura de la microalga y no era un residuo adsorbido en la
superficie de la misma, por ende, la microalga Chrorella vulgaris podria ser
utilizada como material de biorremediacion tal como se ha comprobado en otros
estudios para la fijacion de carbono®® y la remocién de metales pesados como el

mercurio® y el arsénico.
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Figura 8. Difraccion de rayos X en polvo para la muestra magnética encontrada en

las microalgas iuego del proceso de ruptura celular por microondas.
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Es importante rescatar el uso de las microalgas como un método eficaz en
el tratamiento de aguas residuales, la cepa Chlorella vulgaris tiene la ventaja de
poder crecer en condiciones heterotréficas*, es decir, sin la necesidad de estar
expuestas a la luz, por lo que pueden crecer en un ambiente controlado como un
estanque, a diferencia de otro tipo de algas verdes que requieren la luz solar por
lo que es necesario el uso de tanques extensos y poco profundos que hacen que
el proceso sea poco factible econdmicamente vy dificil de controlar.

Otra propiedad a analizar es el contenido de fibra y protefna que se
encuentran en 9,21 % vy 21,1 % respectivamente, lo cual constituye un valor
nutricional alto que podria utilizarse en la industria alimentaria como alimento
para ganado*, o incluso como alimento funcional para seres humanos que segin
estudios puede promover la salud cardiovascular al poseer altos contenidos de

antioxidantes y propiedades antihipertensivas®.
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Ruptura celular de la microalga causado por los tratamientos de ultrasonido y
microondas.

Se realizé un estudio por medio de microscopia electrénica de barrido para
evaluar el estado de la microalga antes y después de aplicar los tratamientos de
microondas y ultrasonido, ya que se considerd la posibilidad de un aumento en la
extraccién de aceite si se rompia de alguna manera la pared celular de la microalga
(figura 9). El resultado demuestra que sin lugar a dudas la pared celular de la

microalga se rompe al aplicar estos tratamientos.

Figura 9. Microscopia electronica de barrido de superficies. A) Microalga sin

tratamiento previo. B) Microalga con tratamiento de microondas. C) Microalga

con tratamiento ultrasénico.

Si se compara el porcentaje de aceite obtenido utilizando métodos que
involucren tratamientos de ruptura celular contra uno qgue no lo posee, se puede
ver claramente la diferencia en el porcentaje de aceite recuperado. Segun los
resultados obtenidos en este estudio, no existe una diferencia significativa entre
ambos tratamientos (microondas y ultrasonido), pero si lo hay al no aplicarios

(cuadro VII).
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Ademds, los resultados concuerdan con estudios que indican que los
métodos de ruptura celular aplicados en la extraccién de aceite de microalgas
como el ultrasonidoy las microondas, ayudan incrementando la cantidad de aceite
obtenido sin afectar la composicién de 4cidos grasos'®, es por esto que los
resultados demuestran que el uso de microondas o ultrasonido puede llegar a ser
una herramienta Gtil en los procesos de extraccidn, frente a métodos que no los

utilizan.

Cuadro VII. Porcentaje de aceite obtenido por el método de B&D utilizando

tratamientos de ruptura celulary el método sin tratamiento celular.

Tratamiento Porcentaje de aceite extraido (%)
Microondas 3,5
Ultrasonido 3,30

Sin tratamiento 0,62

Como no hay una diferencia significativa entre los tratamientos de
microondas y ultrasonido, se debe ver la practicidad de cada uno de ellos, por
ejemplo, el uso de microondas es mucho mas rédpido que el de ultrasonido,
mientras que un tratamiento de microondas puede durar 45 segundos, el método
de ultrasonido para obtener el mismo efecto tarda hasta 20 minutos. Esto en
términos de tiempo y energfa indica que es méas viable el método de microondas,

si el proceso fuera a ser escalado o industrial.
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Composicién de dcidos grasos presente en el aceite extraldo de la microalga

Chlorella vulgaris

Se caracterizé el aceite extraido de las microalgas para evaluar su calidad
como potencial biocombustible. Se realizé un perfil de dacidos grasos por

cromatografia de gases para analizar la composicién presente en el aceite de

microalgas (figura 10, cuadro VIII, anexo 5).

17500+

Tos)

50678

15000
12500+

10000+

7500

Intensidad (U.A.)
e 49100

=2500-

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiernpo (minutos)

Figura 10. Cromatograffa de gases para obtener el perfil de 4cidos grasos presente

en la muestra del aceite de la microalga Chlorella vulgaris
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Cuadro VIIl. Perfil de 4cidos grasos para la muestra de aceite de la microalga
Chlorella vulgaris y el indice de cetano reportado en la literatura.

Acido graso Composicién % Relativo
Laurico _ 12:0 0,97
Tridecanoico 13:0 4,08
Mirfstico 14:0 1,89
Miristoleico ' 14:1 0,67
Pentadecanoico 15:0 1,83
Palmitico 16:0 32,00
Palmitoleico 16:1 3,35
Margérico 17:0 0,64
Estedrico 18:0 5,16
Oleico 18:1 18,99
Linoleico 18:2 1,12
cis-11-eicosenoico 20:1 4,51
Otros (no identificados) 24,79

Se puede observar que el porcentaje relativo de &cidos grasos insaturados
en el aceite de microalgas es de 28,64 %, lo que sugiere que el estado fisico del
aceite extraido es sdélido, lo cual no concuerda con lo obtenido
experimentalmente, esto puede ser debido al porcentaje de dcidos grasos que no
fueron identificados donde del 24,79 %, un 15,77 % corresponden a acidos grasos
de menos de 15 carbonos que se estima segln el tiempo de retencién obtenido,
los cuales son liguidos a temperatura ambiente y es posible que parte de ese

porcentaje sean acidos grasos insaturados (figura 11, anexo 9).
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Figura 111. Aceite extraido de la microalga C. vulgaris.

Si las condiciones de cultivo y extraccion cambian, se ha observado en
diversas publicaciones que el perfil de lipidos varia asi como el contenido total de
lipidos que va desde un 19 %**%° hasta un 25,4 %**. Se sabe que la produccién de
aceite y la composicién de acidos grasos es dependiente del metabolismo de la
microalga® y que la técnica empleada para la cosecha es crucial para mantener

los lipidos de la microalga (cuadro IX).
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Cuadro IX. Composicidon de acidos grasos en la microalga C. vulgaris bajo distintos
métodos de extraccion y cultivo.

Acido graso

Composicién

% Relativo*®

% Relativo?®

% Relativo*

Laurico 12:0 1,6 - -
Miristico 14:0 1,1 2,10 7,16
Pentadecanoico 15:0 - - 0,23
Palmitico 16:0 26,00 20,69 29,54
Palmitoleico 16:1 0,4 8,39 3,39
Margarico 17:0 2,5 - 0,33
Heptadecenoico 17:1 4,7 - -
Estedrico 18:0 10,3 5,77 7,63
Oleico 18:1 17,9 - -
Linoleico 18:2 15,4 35,72 36,07
Linolénico 18:3 12,5 1,15 11,22
ME“icosanoico 20:0 - - 0,94
Araquiddnico 20:4 - 1,38
“ ”‘Behéhwico 22:0 - - 1,60
”"Li'hgh&)wc'érico ___________ i - - sor
- Otros (no identiﬁcados)v - 4‘7,5 “ o 24,81 -

En el presente estudio se utilizé agua residual como medio de cultivo el cual

se hademostrado en varios estudios que es un medio excelente para la produccion

de biomasa y acumulacion de lipidos*’, ademds de representar un ahorro

significativo en fertilizantes. Las microalgas cosechadas no presentaron el

contenido de lipidos esperado, esto se debe al tiempo de cosecha que debe ser

menor, ya que las microalgas al encontrarse en una condicién de estrés como la
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disminuciéon de un nutriente, por ejemplo nitrégeno, buscaradn una fuente de
energfa disponible, en este caso los lfpidos acumulados.

Se encontrd que los acidos grasos presentes en mayor proporcidn son
C16:0 y el C18:1 con un 32,00 % vy 18,99 % de abundancia respectivamente,
seguido por C18:0 > C20:1 > C13:0.

Mathimani et al.*® utiliza una mezcla de cloroformo: metanol de acuerdo
con método de Bligh & Dyer que se usd para la presente investigacion y reporta
que el aceite extraldo de la microalga C. vulgaris es apto para la produccion de

biodiesel.
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CONCLUSIONES

Se aplicaron dos tratamientos de ruptura celular, ultrasonido y microondas
para determinarsi hay diferencias significativas en la determinacién del porcentaje
de aceite extraldo frente a métodos que no lo utilizan , y se concluye que no hay
diferencias significativas entre los tratamientos aplicados, sin embargo{ si se
compara contra los métodos que no utilizan microondas o ultrasonido sf hay una
diferencia en el porcentaje de aceite obtenido, donde se observa que los
procedimientos de extraccidn de aceite que no utilizan ruptura celular tienen un
menor porcentaje de aceite recuperado con respecto a los que si aplican un

tratamiento.

La cantidad de aceite extraido por el método de Bligh & Dyer es mayor a la del
método Soxhlet sin embargo, el aceite extraido debe ser tratado con carbon
activado para eliminar la presencia de carotenoides y clorofila, lo que requiere un
mayor tiempo de tratamiento que puede traducirse en un mayor costo de

extraccion si este fuera escalado.

La caracterizacién del aceite de microalgas de la cepa C. vulgaris por el método

de cromatografia de gases, reveld su potencial uso como biocombustible.

Al determinar la entalpia de combustidon del residuo de microalgas, se
demostrd la posibilidad de satisfacer demandas energéticas como combustible
solido, donde este residuo puede ser utilizado como materia prima para la

generacion de calor y potencia en la industria.

El contenido de proteina y fibra en la microalga demostré que puede ser

utilizado en la industria alimentaria.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar el uso de las microalgas como tratamiento de aguas
residuales, en el presente estudio se pudo observar que no tienen un
impedimento en el crecimiento y es posible que sirva como material de
biorremediacién al haber encontrado magnetita dentro de la estructura de la
microalga. De esta manera, se propone hacer un estudio ante diferentes
concentraciones de metales pesados con problematica en el pafs, que indique su

capacidad como biorremediador.
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ANEXOS

Anexo 1. Disefio factorial propuesto para el experimento utilizando microondas
como pretratamiento.

Orden = Método Tiempo (s) Temperatura (° C) | Presidn (atm)
1 Soxhlet 30 80 1
2 B&D 30 80 1
3 Soxhlet 45 80 1
4 B&D 45 80 1
5 Soxhlet 30 50 1
6 B&D 30 90 1
7 Soxhlet 45 90 1
8 B&D 45 90 1
9 Soxhlet 30 30 1,5
10 . B&D 30 80 1,5
Tl e e - s
12 B&D 45 80 1,5
13 Soxhlet 30 90 1,5
14 B&D 30 90 1,5
15 Soxhlet 45 90 1,5
16 B&D 45 90 1,5
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Anexo 2. Disefio factorial propuesto para el experimento utilizando ultrasonido
como pretratamiento.

Orden Método - Tiempo (min)

1 B&D 10

2 Soxhlet 10

3 B&D 10

4 Soxhlet 10

5 B&D 20

6 Soxhlet 20

7 B&D 20
8 Soxhlet 20
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Anexo 3. Arreglo factorial para determinar cudl tratamiento de ruptura celular
microondas o ultrasonido es el éptimo en el porcentaje de extraccion de aceite.

Factor Nivel
Pretratamiento Ultrasonido
Microondas
Tiempo 10
20
Método Soxhlet
B&D
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Anexo 4. Determinacion del poder caldrico de la biomasa residual de microalgas
por el método descrito por Daniels et al.3®

Cuadro X. Datos obtenidos en la determinacion del poder calérico de la biomasa
residual de microalgas

Masa écido benzoico 1 1,0098 g
Masa &cido benzoico 2 1,0003 g
Masa acido benzoico 3 1,0146¢g
" AT 4cido benzoico 1 2,519 K
AT 4cido benzoico 2 2,488 K
AT 4cido benzoico 3 2,622 K
“““ AH combustién dcido benzoico -6319,0 cal/g
AH combustién alambre de hierro -2,3 cal/cm
Masa pastilla biomasa 1 1,1424 g
”Masav;s'égﬁlla biomasa 2 1,0347 g
Masapastlllablomasa L o
AT pastilla biomasal 1',”1'97 k
AT pastilla biomasa 2 1,062K
AT pastillé biomasa3 11,034K

Para obtener la capacidad calorifica del calorimetro y de la biomasa, se utiliza

la primera ley de la termodindmica.

AU = q — w [Ecuacién 7]
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Donde AU corresponde al cambio de energia interna del sistema, g es la
transferencia de energfa del sistema en forma de flujo de calor y w es el trabajo

realizado por el sistema.

En este experimento a volumen constante, w puede despreciarse, ademas
como dicho experimento se realiza bajo condiciones adiabaticas, el valor de g es

igual al cero. Por lo tanto, de la ecuacién 7 se puede concluir que:
AU = 0 [Ecuacidn 8]

Para que esto se cumpla, el calor perdido debe ser igual en magnitud al calor

ganado.

—0cedido = Jganado [ECUECION 9]

El valor de Geedido, cOrresponde al cambio de energfa interna total producto de
la combustidn del dcido benzoico con el alambre de hierro, en este caso se utilizan
los valores reportados por la literatura®® para el 4cido benzoico (Agomb aBen=
—6319 cal/g) v el reportado para el alambre segtn la casa fabricante (A¢omb.pe=
—2,3 cal/cm). El valor de (gnado COrresponde a la capacidad caldrica del
calorimetro y el agua; el cambio en la temperatura (AT, K) medida al realizar la
combustion, tal como se muestra en la ecuacidén 10. Los valores Myastilla Y lalambre
corresponden a la masa de la pastilla de acido benzoico y a la longitud del alambre

respectivamente.

_(Acomb.pastU * Myastilla + Acomb.ala‘mbreU : lalambre) = CAT [Ecuadén 10]
Sustituyendo los valores se tiene que:

cal cal
— <—6319,07* 1,0003 g— 2,3—%* 6,30 cm> = %2,488 K

cm
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cal 4,1855] 1KJ
C = 2546,38—*

K lcal 10007

= 10,66 + 0,02 kJ/K

k]
C. =10,63 £0,02—

kJ
Cs = 10,26 +0,02—

Para obtener valor de la capacidad solamente del calorimetro (Co) se utiliza la

siguiente férmula:

Co =C— (mpy,o - Ch,o) [Ecuacién 11]

Donde my,q es la cantidad de agua que se vertio en el tanque metdlico en

gramos y Cy,o es la capacidad calorifica del agua a 20 °C, la cual es de

4,1818 J/ K g.

Entonces para la ecuacién 11 se tiene que:

C, = 10,6579 K (2000 00 mlL 0’998219> 4,1818x1073 il
= _—— P —_—
0 ’ K AT 1 mL POLOEY Tk
C, = 2,3092 M
0 7 K

Finalmente para la obtencidn del Acymp.piomaseU S€ Utiliza la ecuacién 10y se

despeja el término Acomp pastiniaU, dando la siguiente ecuacion.

(C AT=Acomb.FelFe

Mepastilla ) = Acomb.BiomasaU [Ecuacién 12]

Donde C es el valor de |a capacidad calorifica del calorimetro (kJ/ K, calorfmetro

y agua). El significado de cada variable es el mismo que los de la ecuacidn 10.
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Entonces para la mediana de las mediciones de la biomasa residual de

microalgas se tiene que:

10,6579+ 1,197 K + 14,49 cal » 2225510
S lcal

1,1424 g = AcompBiomasal

AcombBiomasa U1 =11,2+0,2 Mi/kg
AcompBiomasalUz =11,0+0,2 Ml/kg

A combBiomasaUs =11,1 % 0,2 Mi/kg (mediana)
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Anexo 5. Tiempos de retencidn y drea de los picos obtenidos mediante cromatografia de

gases para los dcidos grasos presentes en la muestra de aceite de |la microalga Chlorella

vulgaris.
Acido graso Tiempo de retencidn (min) | Area del pico {mV-s) % relativo
Desconocido 25,660 256130 8,90
Desconocido 26,706 45606,3 1,59
Laurico 31,024 28033,3 0,97
Desconocido 33,035 53363 1,86
Tridecanoico 33,971 117313,2 4,08
Desconocido 35,432 76962,9 2,68
Miristico 37,269 54375 1,89
Desconocido 38,761 21286,2 0,74
Miristoleico 39,059 19323,6 0,67
Pentadecanoico 39,966 52511,6 1,83
Desconocido | 41,303 18554,2 0,65
Palmitico 43,104 920516,8 32,00
Palmitoleico : 44,701 96423,1 3,35
Desconocido 45,335 9894,2 0,34
Margarico 45,657 18472,3 0,64
Desconocido | 46,563 34100,9 1,19
Estearico 49,100 148391,2 5,16
Oleico 50,678 546316,5 18,99
Linoleico 52,772 32167,4 1,12
Desconocido 54,842 26925,8 0,94
cis-11-eicosenoico | 57,681 129673,5 4,51
Desconocido 62,993 37271,7 1,30
Desconocido | 73,701 60200,4 2,09
Desconocido 86,055 72741 2,53
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