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Resumen

Al igual que una refineria de petroleo, una biorefineria utiliza todos los componentes de la biomasa para obtener
productos aprovechables. Ademas de los lipidos, la biomasa de microalgas contiene cantidades importantes de
proteinas, carbohidratos y otros productos metabdlicos. En el presente estudio los autores definieron y evaluaron
las rutas de obtencion de lipidos y monosacaridos de biomasa de las microalgas Amphiprora sp. y Navicula sp.,
por medio de la implementacion de procedimientos como disrupcién celular acida, extraccion Soxhlet, Organosolv,
transesterificacion in situ y el método del acido dinitrosalicilico (DNS). Las rutas fueron definidas y comparadas
con base en las eficiencias de extraccion de lipidos y porcentajes de azucares reductores obtenidos. Para la ruta
de hidrdlisis acida — extraccion Soxhlet se evaluaron diferentes tiempos, los mejores resultados se obtuvieron
mediante los tiempos de 120 y 960 min, respectivamente. Mediante la ruta Organosolv — extraccién Soxhlet la
mayor eficiencia lipidica obtenida fue 48% y en transesterificacion in situ el mayor porcentaje de azucares reductores
totales fue 1,67%p. Ademas, se determinaron los parametros cinéticos relacionados con el sistema de lisis celular
y transesterificacion in situ para Navicula sp., obteniendo constantes de K=0,0003 min-' para azUcares reductores y
K=0,02 min"' para productos de degradacion. Por medio de espectroscopia infrarroja se comparé el pico de absorcion
del grupo carbonilo caracteristico del biodiésel a través del tiempo. Entre las rutas evaluadas, Organosolv — extraccion
Soxhlet y transesterificacion in situ presentaron mayor obtencion de lipidos y monosacaridos, respectivamente.
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Abstract

As an oil refinery, a biorefinery uses all biomass components for obtaining high value usable products. Besides
lipids, microalgae biomass contains significant amounts of proteins, carbohydrates and other metabolic products.
In the present study, the authors defines routes to obtain monosaccharides and lipids from microalgae biomass
of Amphiprora sp. and Navicula sp., through the implementation of acidic cellular disruption procedures, Soxhlet
extraction, Organosolv pretreatment, in situ transesterification and the dinitrosalicylic acid method (DNS). The
routes were defined and compared based on the percentage of lipids and monosaccharides obtained. For acid
hydrolysis — Soxhlet extraction route several times of acid hydrolysis and extraction were evaluated, the best results
for this route were obtained using times of 120 and 960 min, respectively. By Organosolv - extraction Soxhlet route,
the best lipid efficiency obtained was 48% and in situ transesterification the highest percentage of total reducing
sugars was 1.67%wt. Furthermore, kinetic parameters were determined related to the system of cell lysis and in
situ transesterification for Navicula sp., getting constants K=0.0003 min-' for reducing sugars and K=0.02 min-' for
degradation products. Using infrared spectroscopy compared the absorption peak of carbonyl group characteristic of
biodiesel over time. Among Organosolv - Soxhlet extraction routes and in situ transesterification - Soxhlet extraction
showed higher production of lipids and monosaccharides, respectively.

Keywords: pretreatment, extraction, process integration, reducing sugars.
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Introduccién de obtencion de lipidos, monosacaridos y ésteres
de acidos grasos de biomasa de las microalgas
El uso continuo de combustibles derivados del Amphiprora sp. y Navicula sp., por medio de la
petroleo se reconoce como insostenible debido al  implementacion de los métodos de disrupcion
agotamiento de los suministros y la contribucion  celular acida, extraccion Soxhlet, Organosoly, y
de éstos a la contaminacion del medio ambiente.  transesterificacion in situ.
Al igual que una refineria de petréleo, una
biorefineria utiliza todos los componentes del Metodologia
material de la biomasa para obtener productos
aprovechables [1]. Los biocombustibles de Se utilizo la biomasa de las microalgas
tercera generacion provenientes de microalgas Amphiprora sp. y Navicula sp. proporcionada por
ofrecen una excelente alternativa para desplazar la Corporacion Instituto de Morrosquillo (Punta
a los combustibles fosiles [2]. Bolivar, Colombia), la cual fue cosechada por
La produccion de biodiésel a partir de aceite de  floculacion vy filtracién. La caracterizacion de la
microalgas implica la extraccion de los lipidos biomasa fue realizada por el Instituto Colombiano
de la biomasa, seguido por su conversiéon a del Petrdleo (ICP), los datos se presentan en
alquil ésteres y glicerol [3]. Los polisacaridos, la Tabla 1 los cuales son porcentajes en base
pueden ser hidrolizados para obtener azucares seca. Cabe resaltar que el alto porcentaje de
reductores a los que se les aplica el proceso de cenizas se debe al floculante empleado, el cual
fermentacion para producir bioetanol [4]. En el afecta negativamente el contenido propio de los
presente estudio se definen y evaldan las rutas metabolitos de las microalgas.

Tabla 1. Composicién Quimica de los géneros de microalgas empleados.

Composicion Quimica [%p]

Género Material
Nitrogeno Proteina Cenizas Polisacarido de  Lipidos
Microalgas
Navicula sp. 3,2 15,1 51,6 53 13,2
Amphiprora sp. 2,1 10,0 52,8 10,0 12,0

La biomasa de las microalgas se pretraté mediante  velocidad de 500 rpm durante 30, 60 y 120 min a
hidrélisis acida y Organosolv [5]. Los azucares temperatura ambiente. Se selecciond este rango
reductores totales presentes en el licor de cada de tiempo para no incurrir en gastos energéticos
pretratamiento fueron cuantificados mediante el innecesarios, y evitar la degradacion de los
método del acido dinitrosalicilico (DNS) descritopor  metabolitos de interés. Una vez transcurrido este
Miller [6]. Seguidamente, la biomasa fue sometida tiempo, se filtré al vacio y se lavo la biomasa hasta
a extraccion Soxhlet. Ademas, se llevd a cabo el alcanzar un pH cercano a 7, obteniendo de esta
sistema multifuncional, el cual permitid6 realizar manera biomasa hidrolizada e hidrosoluble. Dicha
conjuntamente los tratamientos de disrupcién biomasa hidrosoluble o licor fue tratada segun el
celular, extraccion de aceites y transesterificacion ~método DNS para determinar la concentracion de

in situ [7]. azucares reductores totales (ART). La biomasa
hidrolizada se secé a 105°C durante 240 min, para
Hidrdlisis - extracciéon Soxhlet realizar posteriormente extraccion lipidica.

Se empled el método de hidrdlisis acida a cada Los lipidos presentes en la biomasa hidrolizada
una de las microalgas en estudio, Amphiprora sp. de cada una de las microalgas fueron extraidos
y Navicula sp., el cual consistié en una solucién  haciendo uso del solvente organico, hexano, en
compuesta por 10 g de biomasa y acido clorhidrico  un equipo Soxhlet [9], durante 480, 720 y 960 min
0,5 M, de acuerdo con la metodologia desarrollada  de lavado repetitivo. Con la utilizaciéon de tiempos
por Kafarov et al. [8]. Se sometid a agitacibn auna mayores a 960 min, se incurriria en pérdidas
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significativas de solvente y en mayor ingreso de
energia al sistema, poco justificable si el producto
a obtener al final de la cadena de produccion son
biocombustibles. Se emplearon los porcentajes
de lipidos reportados en la caracterizacion para
Amphiprora sp. y Navicula sp. (Tabla 1), y las
siguientes ecuaciones para calcular el porcentaje
de extraccion y la eficiencia lipidica:

Peso de aceite
Peso de biomasa

% Extraccion = x100

(1)

% Extraccion experimental de lipidos
% de lipidos reportado en caracterizacion

x100  (2)

Eficiencia =

Organosolv - extraccion Soxhlet

Esta ruta consiste en una disrupcion celular a alta
temperatura y a presion controlada, la cual es
promovida por un arrastre de vapor y un solvente
organico, seguida de una extracciéon Soxhlet con
hexano. Para la disrupcion celular se utilizaron
las condiciones de operacion determinadas por
Meza y Sepulveda [10]. Después de la disrupcion
se realizé un lavado de la biomasa de Navicula
sp. con el fin de neutralizar el pH, seguido a esto
la biomasa pretratada se secé en horno a 105 °C
durante 240 min. Al licor obtenido después de la
filtracion, se le determind concentracion de ART
por medio del método DNS. La biomasa seca se
homogeniz6 y fue sometida a extraccion Soxhlet,
tomando como condiciones de operacion aquellas
que brindaron las mayores eficiencias durante la
evaluacion de la ruta hidrdlisis acida — extraccién
Soxhlet. La cuantificacion de los lipidos obtenidos
se realizé mediante gravimetria por volatilizacién y
se calculé la eficiencia lipidica de la prueba.

Sistema multifuncional

Con base en el contenido tedrico de aceite de
la microalga Navicula sp. se determind una
proporcidon de 1:6 de biomasa-etanol. Lo anterior
se realizo con el propésito de impulsar la reaccion
en direccion de los ésteres etilicos (Modificado
de Ehimen et al. [3] y Johnson et al., [11]). Se
utilizé acido sulfdrico (H,SO,) como catalizador
acido de la transesterificacion, en relacién masica
de aceite-acido 1:1 (Modificado de Johnson et
al.,, [11] y Plata et al. [12]). Estas reacciones se
sometieron a una velocidad de agitacion de 500
rom, a una temperatura de 60°C durante 1440
min, tomandose una muestra a intervalos de
tiempo variables. Adicionalmente, se implementé
una separacion de lipidos neutros con hexano a
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cada muestra, con el fin de aislar los componentes
lipidicos y etil-ésteres de la biomasa residual y de
la fase hidroalcohdlica donde quedan contenidos
los ART y demas componentes polares. Dichos
componentes que migran a la fase hexanica se
sometieron a pruebas de infrarrojo. Los espectros
se obtuvieron en un equipo Shimadzu FTIR-8400S
en el rango de longitud de onda de
400 - 4000 cm™, se utilizo el Software IRSolution y
una celda de 2,5 cm de diametro. Para cuantificar
los lipidos no extraidos ni transesterificados, se
realiz6 extraccion de lipidos a la biomasa residual.

Modelamiento cinético

Mediante el software Matlab®y la herramienta Solver
en Microsoft Excel® se calcularon los parametros
cinéticos relacionados con el sistema multifuncional.
Adicionalmente, se realizé una simulacién con base
en los parametros y el modelo encontrado para
la obtencion de azucares reductores a diferentes
temperaturas y concentraciones de acido de la
microalga Navicula sp.

Resultados y discusion

Influencia del tiempo de disrupcion en el
porcentaje de extraccion

En la Figura 1 se muestra el porcentaje de
extracto lipidico obtenido para diferentes tiempos
de disrupcién celular acida en Amphiprora sp.
La biomasa tratada durante 30, 60 y 120 min se
sometié a extraccion Soxhlet por 960 min. Por
medio del pretratamiento de hidrdlisis acida durante
120 min, incrementé la eficiencia de extraccion
lipidica, obteniendo un mayor resultado, 39%, en
comparaciéon con los realizados para 30 y 60 min
de pretratamiento. De acuerdo con Gonzalez et al.
[7], esta diferencia se puede presentar por el grado
de lisis celular, es decir, ruptura a nivel de la pared
celular de la microalga en relacién con el tiempo
de contacto con el agente disruptor, permitiendo
que los lipidos estén expuestos en mayor o menor
medida al solvente de extraccion, lo cual incide
en el porcentaje de extracto lipidico obtenido.
Se establecid, entonces, como mejor tiempo de
disrupcion celular, 120 min, el cual se implemento
en posteriores experimentos.

Efecto de lavariaciéon del tiempo para extraccion
Soxhlet

Se implementaron diferentes tiempos de
extraccion Soxhlet con el propésito de establecer
el mejor tiempo con base en la eficiencia lipidica
obtenida. Durante 960 min de extraccion se obtuvo
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una eficiencia de 39%, comparativamente mayor
respecto a 22,5% para 480 min y 26,3% para 720
min de extraccioén (Figura 2).

Se definio la ruta hidrdlisis acida — extraccion
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Figura 1. Efecto del tiempo de hidrdlisis acida en la
eficiencia de extraccion lipidica en Amphiprora sp.
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Figura 2. Determinacion del tiempo de extraccion lipidica
para hidrélisis acida de 120 min en Amphiprora sp.

Soxhlet, con tiempos de reaccion de 120 y 960 min,
respectivamente, donde se obtuvo una eficiencia
de extraccion lipidica de 39% para Amphiprora
sp. y 40% para Navicula sp. Mediante esta ruta se
obtuvieron eficiencias lipidicas similares para las
microalgas en estudio.

De la misma forma, se fijo 960 min de extraccion
para la ruta Organosolv — Extraccion Soxhlet,
obteniéndose una eficiencia lipidica de 48% para
Navicula sp., valor superior al obtenido mediante
la ruta hidrdlisis acida — Extracciéon Soxhlet, lo cual
indica un mejor desempefio del pretratamiento
Organosolv frente a la hidrdlisis acida.

Modelamiento cinético de la produccion de
monosacaridos

El comportamiento del Material Polisacarido de
Microalgas (MPM) se muestra en la Ecuacion 3.
De acuerdo al modelo desarrollado por Téllez-Luis

et al. [13], se describe una reaccidon consecutiva
de primer orden con dos pasos irreversibles,
donde AR se refiere a azucares reductores y PD,
productos de degradacion.

MPM —%5 5 4R—% sPD (3)

A continuacién se presentan las ecuaciones
cinéticas que describen el cambio del MPM vy los
productos:

skl e
%:Kl[c]_Kz[A] ®)
K, = C:cidAie_Ei/RT (6)

_ 253208K,  —Kji—Kqt
Cirr = K,-K, (e )

La Ecuacién 4 expresa la velocidad de reaccion
de monomerizacion de polisacaridos, la Ecuacion
5 describe la velocidad de produccion de azucares
reductores, donde C es la concentracién de MPM
y A es la concentracién de azucares reductores
totales. Se presenta también la ecuacion de
Arrhenius donde se relaciona la constante de
velocidad K. en funcion de la temperatura (Ec.
6). La Ecuacion 7 se obtuvo mediante desarrollo
matematico, ésta relaciona la concentracion de
azucares reductores totales, con las constantes
de velocidad y el tiempo. Los valores numéricos
de la Ecuacion 7 estan basados en el material
polisacarido de microalgas reportado por Ververis
et al. [14].

Los parametros cinéticos fueron estimados
mediante el software MatLab®. Se encontraron las
constantes de velocidad de reaccion, K,y K, y por
medio de la herramienta Solver se obtuvieron los
demas parametros.

Con los parametros hallados se establecié el
modelo cinético. Se simul6é el comportamiento de
la concentracion de azucares reductores totales
a diferentes temperaturas y concentraciones de
acido sulfurico. La mayor cantidad de ART segun
el modelo encontrado se obtuvo alrededor de
200 min, estabilizandose hasta los 350 min de
reaccion. Posteriormente, se presentdé una ligera
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degradacion de los azucares reductores totales.
Este comportamiento se observé debido a la
ruptura celular llevada a cabo por el acido sulfarico
y la degradacion de los ART por el tiempo de

contacto con el mismo (Figura 3). Cabe seialar la
doble funcion del acido en este sistema, hidroliza
el material polisacarido formando mondémeros y
dejando libres los lipidos presentes en la microalga.

Tabla 2. Resultados del modelamiento cinético para biomasa de Navicula sp.”

Acido Sulfurico T=60 °C

n A [min] E [kJ/mol] K [min] Xm Y.
Azucares reductores 0,16 0,05 15,52 0,0003 101 0.99
Productos de degradacion 0,35 1,13 14,08 0,0200 ' '

*

n : Factor exponencial obtenido experimentalmente que potencia la concentracion del acido, A: Factor pre-exponencial, E:

Energia de activacion de la reaccion, K: Constante de velocidad, X _,,- Relacion de la concentracion experimental de ART respecto
a la concentracion modelada de ART en el tiempo, Y, : Relacién del logaritmo de la concentracion experimental de ART respecto

EM*
al logaritmo de la concentracion modelada de ART en el tiempo.
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Figura 3. Modelamiento de la concentracion de
Azucares Reductores Totales (ART) en el tiempo.

Se espera entonces que en una posterior
validaciéon de este modelo, concentraciones
bajas de acido permitan menor degradacion de
azucares reductores y por tanto obtener mayor
concentracién de los mismos a lo largo del
tiempo (Figura 4).

Se modeld el efecto de la variacion de la
temperatura sobre la concentracion de ART en el
tiempo, manteniendo una concentracién de acido
sulfurico de 20 mg/mL. En la Figura 5 se observa
que la rapidez en la produccion de azucares
reductores totales aumenté notoriamente para
una temperatura de 140°C hasta un tiempo de 75
min, obteniendo una concentracion maxima de
0,38 mg/mL.
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Figura 4. Concentracion de Azlcares Reductores
Totales (ART) en el tiempo respecto a diferentes
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Asi mismo, la degradacién de azucares reductores menor y la degradacién mas lenta en comparacion
ocurri6 mas rapidamente después del tiempo con temperaturas superiores. EI modelo demuestra
mencionadoanteriormente.Aldisminuirlatemperatura  también la conveniencia de utilizar tiempos cortos de
a 25°C, se afecto la rapidez de formacion de ART, es  hidrdlisis para evitar asi, una posterior degradacion
decir, la concentracion de azicares reductores fue de los azucares reductores.
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Comparacion de los picos de absorcion del
grupo carbonilo en el tiempo

Los espectros obtenidos mediante espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
indicaron un aumento del area de la banda
correspondiente al enlace carbonilo (C=0) sobre
1750 cm' y la banda que constituye las cadenas
alifaticas entre los 2800 y 3000 cm™' desde 120
min de reaccién. Estas son bandas asociadas a
los ésteres, demostrando que en el transcurso del
tiempo de reaccion se da la formacion de esteres
etilicos o biodiésel (Figura 6). Durante el proceso
multifuncional, la ruptura celular libera los lipidos
a través del tiempo, permitiendo el incremento en
la formacion de ésteres etilicos.

obtenidas mediante la ruta de hidrélisis acida -
extraccion Soxhlet (Figura 7). En los espectros
IR de las muestras de extracto lipidico y la fase
hexanica de 240 min se identificd la banda de
cadenas alifaticas a 2918 cm™. El enlace éster
aparece tanto en lipidos como en biodiésel [15]
[16], este enlace carbonilo (C=0) para lipidos se
encontré a 1704 cm™ y para ésteres etilicos a
1750 cm™. En el espectro de la muestra tomada
del sistema multifuncional (Figura 7b) aparecio
un pico a 3400 cm™, que corresponde al enlace
OH, caracteristico en espectros de glicerina [17].
Lo anterior se atribuye al origen del biodiésel,
el cual proviene de un sistema multifuncional
donde no hubo un proceso de purificacion de

Ademas, se realizd6 FTIR para muestras los productos.
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Figura 7. Comparacion de espectros infrarrojos de Navicula sp. a) Muestra lipidica obtenida por medio de la ruta
hidrdlisis acida- extraccion Soxhlet. b) Muestra de 240 min de reaccioén del sistema multifuncional.

Los espectros IR obtenidos para esteres etilicos
fueron comparados con espectros IR de lipidos
de microalgas y aceite y ésteres etilicos de palma
(Tabla 3). El enlace éster para lipidos de microalgas
comprende laregién de 1654 a 1746 cm™"[15], lo cual
coincide con la banda encontrada a 1704 cm. En el
espectro IR para ésteres etilicos a partir de aceite de
palma [18] y de la microalga Navicula sp., el enlace
carbonilo se identificd a la misma longitud de onda,
1750 cm™.

Comparacion de rutas de obtencion de lipidos
y monosacaridos

Por medio de la ruta Organosolv — extraccion
Soxhlet se obtuvo un valor de eficiencia lipidica de
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48%, para la ruta de hidrolisis acida — extraccion
Soxhlet una eficiencia de 40% y finalmente para
el sistema multifuncional — extraccién Soxhlet
una eficiencia de 4,8%. Por lo tanto, se escogio
la ruta Organosolv — extracciéon Soxhlet, donde
se obtuvo la mayor eficiencia de extracto lipidico.
La biomasa separada después del proceso de
ruptura celular y transesterificacion in situ fue
sometida a extraccion Soxhlet con el fin de
determinar y cuantificar la cantidad de aceite
remanente, como se muestra en la Figura 8, existe
una cantidad de aceite en la biomasa que no fue
extraido durante el tiempo de implementacion del
sistema multifuncional.
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Por medio de transesterificacion in situ se
obtuvo la mayor concentracion de azucares

reductores totales, 1,67%p, en comparacion
con hidrolisis acida y Organosolv (Tabla 4).

Tabla 3. Regiones caracteristicas de espectros de lipidos y biodiésel.

Espectro Region[cm™] Vibracion Lipidos Es'tferes Referencias
etilicos
20543025 ~ Cadenasalifdlicas g oonte Ausente [15]
(CH,y CH,)
Microalgas = bonil
1654-1746 niace (_;ar ontlo Presente Ausente [15]
(C=0)
Enlace carbonilo
1750 (C=0) Presente Presente [18]
Palma Cad ifat
adaenas aliraticas
2800-3000 (CH, y CH,) Presente Presente [18]
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Figura 8. Comparacion de la eficiencia de las rutas
de obtencion de lipidos en Navicula sp. mediante
extraccion Soxhlet.

Tabla 4. Comparacion de rutas de obtencion de
Azucares Reductores Totales (ART) en Navicula sp.

% de ART obtenido

Hidrolisis Transesterificacion
. Organosolv o
acida in situ
Navicula —— 5q 0,98 1,67
sp.

La obtencion de azucares reductores totales
por medio de los procedimientos senalados
estuvo relacionada con el tiempo de contacto
con el agente disruptor. Las muestras tomadas
a intervalos de tiempo variables en el método
de ftransesterificacion in situ revelaron mayor
concentracion de ART debido a la exposicion
irregular con el acido sulfurico.

Conclusiones

Al incrementar el tiempo de operacion de los
métodos hidrolisis acida y extraccion Soxhlet se

20

con el mayor porcentaje obtenido respecto a
las demas rutas definidas. De acuerdo al los
modelos propuestos para este sistema, a menor
concentracion de acido, aumenta la produccion
de ART. En contraste, a mayor concentracién de
acido sulfarico la produccion de ART disminuye
e inicia a menor tiempo la degradacion. Siendo
esto algo conveniente, pues la menor adicion
de acido, es favorable econdbmicamente para el
proceso, a su vez, disminuye el riesgo de degradar
productos valiosos. Sin embargo, es necesario
validar el modelo con datos experimentales a
las condiciones mas favorables encontradas
mediante el modelamiento. La produccion de
ésteres etilicos bajo este sistema, se detectd con
espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier, encontrandose la mayor produccion en
un tiempo cercano al que se da también la mayor
produccion de ART. Se puede considerar entonces
que la obtencién conjunta de los metabolitos
mediante esta ruta no requiere de largos periodos
de tiempo. Bajo un concepto de biorefineria
y considerando un posterior escalamiento del
proceso, la ruptura celular y transesterificacion in
situ como un sistema multifuncional, se considera
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como la mejor ruta para obtencién de azucares
reductores totales y ésteres de biodiésel.
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