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RESUMEN

En la cadena de produccién de biodiesel a partir de microalgas, las etapas de disrupcion celular y
extraccion de lipidos son importantes para la obtencién de triglicéridos que pueden ser transesterifi-
cados a biodiesel y glicerina. En este trabajo se adapté el método propuesto por Bligh & Dyer, a la
extraccion de lipidos de microalgas nativas, evaluando conjuntamente el pretratamiento organosolv o
hidrdlisis acida como mecanismo de disrupcion celular y utilizando el cloroformo (CHCL,), el metanol
(CH,OH) y el agua (H,0), como solventes.

En la parte experimental, se emplearon las especies Botryococcus braunii, Nannocloropsis, Clos-
terium, Guinardia y Amphiprora. La adaptacion del método consistié en determinar las mejores
condiciones de extraccion, tales como: relacién biomasa/solvente 1:20, relacién inicial de solventes
CHCI,:CH,OH:H,0 (1:2:0), agitacion a 5000 rpm durante 14 minutos y centrifugacion a 3400 rpm du-
rante 15 minutos.
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Luego de realizar la extraccion, los mecanismos de disrupcidn celular aplicados permitieron obtener
extractos mas ricos en lipidos, pero desfavorecieron significativamente los porcentajes totales de la
misma. Finalmente, los perfiles de acidos grasos mostraron que la especie Botryococcus braunii con-
tiene mayor porcentaje de area de acilgliceroles aptos para la produccién de biodiesel.

Palabras clave: biomasa, disrupcion celular, extraccion, lipidos, método Bligh & Dyer, microalgas

ABSTRACT

In the biodiesel production process from microalgae, the cell disruption and lipid extraction stages
are important for obtaining triglycerides that can be transesterified to biodiesel and glycerol. In this
work, the Bligh & Dyer method was adapted for lipid extraction from native microalgae using organo-
solv pretreatment or acid hydrolysis as cell disruption mechanism for improve the extraction process.
Chloroform-methanol-water are the solvents employed in the Bligh & Dyer extraction method. The
microalgae species Botryococcus braunii, Nannocloropsis, Closterium, Guinardia y Amphiprora were
employed for the experimental part. Adaptation of the method was found the best extraction condi-
tions, these were: 1:20 biomass/solvent ratio, initial ratio solvents CHCI :CH,OH:H,0 (1:2:0), stirring
conditions of 5000 rpm for 14 minutes and centrifuge of 3400 rpm for 15 minutes. The cell disruption
mechanisms allowed to obtain extracts with high lipid content after performing the extraction with
Bligh & Dyer method, but decreases significantly the total extraction yield. Finally, the fatty acids pro-
files showed that Botryococcus braunii specie contains higher acylglycerol percentage area suitable

for the production of biodiesel.

Keywords: biomass, bligh & dyer method, cell disruption, extraction, lipids, microalgae

l. INTRODUCCION

El cambio climatico es uno de los grandes de-
safios del Siglo XXI debido a que sus impactos
son globales y cada vez mas severos sobre la es-
tabilidad econdmica, social y ambiental del plane-
ta. En respuesta a esta problematica, las politicas
ambientales han favorecido el incremento del uso
de biocombustibles en el mundo, principalmente
aquellos que pueden sustituir los combustibles
fésiles utilizados en el transporte vehicular [1].
Actualmente, los biocombustibles en los que se
ha invertido mas esfuerzo son el etanol, a partir
de cafha de azucar y maiz, y el biodiesel, a partir
de fuentes oleaginosas. Sin embargo, la susten-
tabilidad de su produccion se ha visto fuertemen-
te cuestionada por la gran demanda de cultivos
que requieren para su obtencién [2]. Para lograr

sustentabilidad econdmica y ambiental, es impor-
tante que el proceso de produccién de biocom-
bustibles no sdlo sea renovable, sino que también
contribuya al secuestro de CO, atmosférico [3].
Por lo anterior, los biocombustibles de tercera ge-
neracion, derivados principalmente de microbios
y microalgas, se consideran una alternativa viable
de fuente de energia porque no presentan los in-
convenientes asociados a los biocombustibles de
primera y segunda generacion [4].

Las microalgas contribuyen de manera impor-
tante a la fijacion de CO, y pueden producir una
amplia gama de biocombustibles, tales como:
biodiesel, bioetanol, biometano y biohidrogeno
[5]. Asi mismo, tienen el potencial de asegurar
una gran produccion de biodiesel por unidad de
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area debido a su alto contenido de lipidos, el
cual supera a todas las fuentes de biodiesel uti-
lizadas en la actualidad [6]. El objetivo principal
de este trabajo, fue adaptar el método de Bligh &
Dyer [7] a la extraccion de lipidos de microalgas
nativas, evaluando previamente mecanismos de
disrupcion celular.

Il. MATERIALES Y METODOS

Las especies de microalgas utilizadas fueron
suministradas por la Corporacion Instituto de Mo-
rrosquillo (Punta Bolivar, Colombia); se cultivaron
en estanques abiertos, se cosecharon por flocu-
lacion, se secaron al sol y se refrigeraron hasta su
utilizacion; las especies trabajadas fueron: Clos-
terium 200 ppm Al,(SO,), para determinar la rela-
cion biomasa/solvente; Closterium de agua dulce
en el diseno experimental; Guinardia, para se-
leccionar el mejor pretratamiento, y Amphiprora,
para verificar la influencia del pretratamiento en
la extraccion. Adicionalmente, el Instituto Colom-
biano del Petréleo suministré las especies Nan-
nocloropsis, cosechada por floculacidn y secada
hasta su utilizacién, y Botryococcus braunii, la
cual se seco por liofilizacién. Estas dos especies
se emplearon para determinar la influencia de la
adicién de agua en la primera agitacion.

Se usaron distintas especies de microalgas
en diferentes partes del desarrollo experimental
debido a la no disponibilidad de biomasa, lo cual
generd resultados poco rigidos. Sin embargo,
este trabajo brinda una primera aproximacion de
la implementacion del método de Bligh & Dyer
[7], a un grupo heterogéneo de especies de mi-
croalgas nativas, dentro del proyecto “Biopros-
peccion de microalgas colombianas para la pro-
duccion de biodiesel”. Los reactivos empleados
en la etapa de disrupcion celular fueron: metanol,
acido sulfurico y acido clorhidrico y en la etapa
de extraccion, como solventes, se utilizaron me-
tanol y cloroformo. Ademas, durante todo el desa-
rrollo experimental se emple6 agua destilada. La
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biomasa previamente seca se sometié a pretra-
tamiento organosolv [8] o hidrdlisis acida; luego
se filtré al vacio y se lavé con abundante agua
destilada para eliminar los residuos de acido; fi-
nalmente, se seco para su posterior extraccion.

El proceso de extraccion mediante el método
Bligh & Dyer Fig. 1, contempla las etapas de agita-
cion, centrifugacion, separacion y volatilizacion [7].
En la etapa de agitacion se evaluaron dos propor-
ciones de biomasa/solvente 1:10 [7], [9] y 1:20 con
base en los resultados de las pruebas prelimina-
res: el efecto de la adicion de agua en la primera
parte de la agitacion, y el efecto del tiempo y de la
frecuencia de homogenizacién, segun un disefio
experimental. La centrifugacion se llevé a cabo du-
rante 15 minutos y se evalué la maxima frecuencia
reportada por la literatura (2500 rpm) (Instituto de
salud publica de Chile) y la maxima permitida por
el equipo disponible (3400 rpm) en el Laboratorio
de Biomasa de la Universidad Industrial de San-
tander. La separacién de las fases se realizé extra-
yendo la fase superior (CH,OH- H,0) de los tubos
de centrifuga, mientras que la fase inferior (bioma-
sa/lipidos- CHCL,) se filtr6 por gravedad. Finalmen-
te, el extracto lipidico se dejo volatilizar hasta peso
constante para su cuantificaciéon. Para cada expe-
rimento se realizaron como minimo dos réplicas
con el fin de dar reproducibilidad a los resultados.
Los extractos lipidicos de las especies Nannoclo-
ropsis y Botryococcus braunii se caracterizaron
por medio de cromatografia de gases “Anadlisis
FAMES” (Fatty Acid Methyl Esters), empleando un
cromatégrafo Agilent 7890 con detector FID y una
columna DB 5-Ht de 15m.

Cloroformo/
Metanol/Agua Metanol/Agua

Biomasa

—>  Agitacion > Centrifugacion

Cloroformo/Lipidos/
Biomasa

Lipidos
<€«——— Volatilizacion

Separacion  |e—>
Cloroformo/ Biomasa residual

Lipidos

Fig 1. Etapas del proceso de extraccién Bligh & Dyer
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lIl. ResuLTADOS Y ANALISIS

En la etapa de agitacion se evalud inicialmente la
relacion biomasa/solvente 1:10 de la cual no se ob-
tuvo ningun extracto, debido a que la velocidad de
volatilizacion del cloroformo fue mayor a la veloci-
dad de filtracion de la mezcla, quedando toda la bio-
masa retenida en la etapa de filtracion. No obstante,
al realizar la extraccion con una relacion biomasa/
solvente de 1:20 se superd este inconveniente,
por lo que se decidid mantener esta para pruebas
posteriores. Por otra parte, al trabajar con una fre-
cuencia de 2500 rpm en la etapa de centrifugacion
no se logro separar totalmente las fases, mientras
que con una frecuencia de 3400 rpm se identificd
el sistema bifasico formado por una fase superior
metanol-agua e inferior cloroformo-lipidos-biomasa.
Por esta razén, para pruebas posteriores se decidio
centrifugar a 3400 rpm durante 15 minutos.

El porcentaje de extracto lipidico obtenido para
dos especies de microalgas de bioprospeccion
nacional, con y sin adicion de agua en la prime-
ra parte de la etapa de agitacion, se muestra en
la Tabla 1 donde se observa, que la adicion de
agua disminuyé el porcentaje de extraccion para
las especies Botryococcus braunii y Nannoclo-
ropsis en un 15% y 40%, respectivamente. Esto
se debe a que el agua es soluble con el metanol
e insoluble con el cloroformo y los lipidos, lo cual
afecta la solubilidad cloroformo - metanol y dificul-
ta la extraccion de los lipidos. Con base en estos
resultados se concluyd que para la adaptacion de
la metodologia Bligh & Dyer, a la extraccion de
lipidos de biomasa de microalgas, no es conve-
niente adicionar agua en la primera parte de la
agitacién. Para estas pruebas la relacion bioma-
sa/agua se mantuvo en 1/3,2.

TABLA |
REesuLTADOS DEL EFECTO DE ADICIONAR AGUA EN
LA PRIMERA PARTE DE LA AGITACION.

Especie Peso de la g (T 9% Extracto
P muestra (g) g lipidico
Botrycoccus 5 _ 5.6
Braunii 5 16 474
Nannocloropsis iy - 1,45
10 32 0,89
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Para estudiar el efecto de la frecuencia de agi-
tacion sobre el rendimiento de la extraccion, se le
realizd a la especie Closterium, disrupcion celular,
mediante pretratamiento organosolv; la extraccion
se llevo a cabo homogenizando la mezcla biomasa/
solvente durante 14 minutos a frecuencias de 5000,
8000 y 11000 rpm. En la Fig. 2 se observa que un
aumento en la frecuencia de agitacién disminuye el
porcentaje de extracto lipidico; este resultado coin-
cide con lo reportado por [10], quienes evaluaron la
extraccion asistida con ultrasonido aplicando fre-
cuencias entre 19 y 300 kHz, obteniendo mayores
rendimientos de extraccion a bajas frecuencias. Por
lo tanto, se decidio efectuar un disefio experimental
para analizar conjuntamente las variables tiempo y
frecuencia de agitacion.

10%
g " 8,90%

8%
6,78%

6,16%
6% 1

~
=
I

Porcentaje de extracto lipidic

5000 8000 11000
Frecuencia (rm)

Fig 2. Efecto de la frecuencia de agitacion sobre
el porcentaje de extraccion.

Las variables estudiadas en el disefio experimen-
tal fueron: la sumatoria de tiempos en la homogeni-
zacion (min) y la frecuencia de agitacion (rpm).

En la Tabla 2 se presentan los valores de los
niveles seleccionados para cada una de las va-
riables del disefio experimental.

TABLA I
VALORES Y NIVELES DE LAS VARIABLES ESTUDIADAS.
FACTORES (ELES
-1 0 1
Tiempo (min) 14 23 32
Frecuencia (rpm) 5000 8000 11000
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La matriz de disefho experimental y sus respec-
tivos porcentajes de extracto lipidico obtenidos se
muestran en la Tabla 3. Los mejores resultados
se encuentran al nivel mas bajo de cada variable
y corresponden a los experimentos 1y 6.

TABLA Il
MATRIZ DEL DisSENO EXPERIMENTAL Y PORCENTAJES DE Ex-
TRACTO LipiDiIco OBTENIDOS DURANTE LA EXTRACCION.

%
Frecuencia Tiempo Extracto
lipidico

N° Experimento

9.13%
6,34%
5,30%
4,46%
6.43%
8.86%
1 5.98%
1 4,87%
1 4,03%
0 5.21%

O GO~ Oy Lo W
<
(=)

—
<
=)
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En el diagrama de Pareto Fig. 3a, se observa
que las variables tiempo, frecuencia y su interac-
cion, presentan efectos significativos sobre la ex-
traccidén, debido a que todos los bloques pasan
el umbral (linea interna vertical gruesa). Ademas,
se puede inferir que las variables tiempo vy fre-
cuencia presentan efectos negativos sobre el ren-
dimiento de la extraccién de lipidos de microal-
gas, siendo el tiempo el factor que mas afecta
negativamente la variable de respuesta. Por ulti-
mo, cabe destacar que la combinacién entre las
variables independientes tiene un efecto positivo
sobre la variable de respuesta estudiada. Como
complemento, se ilustra en la Fig. 3b un analisis
cuantitativo del efecto de las variables estudiadas
sobre el porcentaje de extracto, en el cual se ve-
rifica, que el tiempo es el factor mas influyente
en el rendimiento de la extraccion, ya que a me-
nores tiempos de agitacién (14 minutos) se obtie-
nen mayores porcentajes de extraccion (7-7,6%),
mientras que trabajando a frecuencias de 5000
rpm se alcanzan menores rendimientos (6,6-7%).

(2)=Tiempo (min)

{1) Frecuencia (rpm)

1by2

76F :
7.1} E
8 esf
g 61 :
L sef 3
st ;
46E =

140 32,0 50000 110000

a)

Efectos estimados (Valor absoluto)

b) Tiempo{(min) Frecuencia (rpm)

Fig 3. a) Efecto de la frecuencia de homogenizacién y tiempo de agitacidn sobre el porcentaje

de extracto lipidico,

b) Grafico de efectos principales para el porcentaje de extracto lipidico.

La interaccién entre el tiempo y la frecuencia
de agitacién se puede ver en la Fig. 4 en la que la
superficie y curva de nivel presentan una region
con mayor porcentaje de extracto lipidico y otra
con menor porcentaje denotadas por las zonas
oscuras y claras, respectivamente. Se puede ob-

servar, entonces, que el porcentaje de extracto
lipidico se maximiza cuando las variables tiempo
y frecuencia de agitacién se encuentran en el ni-
vel mas bajo dentro de la regién experimentada;
es decir, 14 minutos y 5000 rpm.
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Fig 4. Efecto de la frecuencia y tiempo de agitacion sobre el porcentaje de extracto lipidico.
a) Diagrama superficie de respuesta b) Diagrama de contorno.

Teniendo en cuenta que la pared celular de las
microalgas se destruye por la degradacion de los
polisacaridos presentes en la biomasa, y que es-
tos y otros componentes de la matriz sdlida son
solubles en el licor de hidrdlisis, un gran porcentaje
de la biomasa sometida al proceso de lisis celular
pasa a formar parte de este licor, disminuyendo la
biomasa sometida a extraccion. El porcentaje de
biomasa que pasa a formar parte del licor después
de la etapa de disrupcién celular se muestra en la
Fig. 5 en la cual se observa que la fracciéon ma-
sica de los componentes hidrosolubles en el licor
de hidrdlisis varia segun la especie de micro alga
y el método de disrupcion celular aplicado. Por
ejemplo, para el caso de la especie Guinardia, €l
porcentaje de biomasa que pasa a formar parte del
licor de hidrdlisis es mayor con pretratamiento or-
ganosolv, en comparacion con la hidrélisis acida.

100%
90% -
80%
70% -
60% - 56,00%
50% -
40% A
30% -
20% -
10% -

0% - T
Closterium

86,50%

71,00%

Porcentaje de biomasa retenida

Guinardia
Especie

Amphiprora

Fig 5. Porcentaje de biomasa que pasa a formar parte
del licor de disrupcion celular
B Pretratamiento Organosolv, O Hidrdlisis dcida.

Para la especie Guinardia se evaluaron dos mé-
todos de disrupcidn celular: hidrdlisis acida y pre-
tratamiento organosolv, los cuales, como se puede
observar en la Fig. 6a, no incrementaron el por-
centaje de extracto lipidico. Con base en estos re-
sultados, el pretratamiento organosolv se descarté
para pruebas posteriores, por una parte, debido a
los bajos porcentajes de extractos lipidicos obteni-
dos y, por otra, a la dificultad en el desarrollo de la
extraccion. Mientras que la disrupcion celular con
hidrdlisis acida, aunque reportd una disminucion
del 32% en el rendimiento, continué siendo objeto
de estudio, ya que facilito las etapas de centrifu-
gacion vy filtracion durante la extraccion. Se reali-
zaron, posteriormente, nuevas pruebas, aplicando
hidrdlisis acida a la especie Amphiprora Fig. 6b,
con el fin de verificar que el efecto negativo de este
método se presentaba también en otras especies;
se obtuvo, entonces, una disminucién del 55% en
el rendimiento de la extraccién. Los porcentajes de
extracto lipidico se calcularon con base en la bio-
masa, antes de realizar la disrupcion celular.
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Fig 6. Efecto de la disrupcién celular sobre el porcen-
taje de extraccion a las condiciones éptimas de extrac-
cion. a) Especie Guinardia

b) Especie Amphiprora.

Los bajos rendimientos de extraccion em-
pleando biomasa con disrupcion celular, respec-
to de biomasa sin disrupcion celular, se deben
a que el método de extraccién Bligh & Dyer, en
particular, extrae, ademas de lipidos, cantidades
significativas de componentes no lipidicos [11].
Al aplicar previamente un método de disrupcion
celular, estos componentes no lipidicos pasan a
formar parte del licor de hidrdlisis, obteniéndose
un extracto lipidico mas puro, en comparacién
con la extraccion en la que se utiliza biomasa sin
disrupcion celular. Es decir, que la aplicacion de
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un método de disrupcion celular permite obtener
extractos mas puros luego de realizar la extrac-
cién de lipidos con el método Bligh & Dyer, aun-
que se obtengan menores porcentajes de esta.
La eficiencia de la extraccidon que se muestra en
la Tabla 4 se calculd con base en los porcenta-
jes de lipidos totales para cada especie, de la
siguiente manera:

E = (g) 100%

Donde E es la eficiencia de la extraccion, A es
el porcentaje de lipidos totales y B es el rendi-
miento obtenido en este estudio.

TABLA IV
EFICIENCIA DE LA EXTRACCION PARA VARIAS
EspPeciEs DE MICROALGAS.

Lipidos Lipidos

Especie otales artvldos® Eficiencia
Narnocloropsis® 11% 1,50% 13%
Botryococcus braunii® 15% 5,60% 37%
Closterium® 22% 9,10% 41%
Amphiprora? 12% 5,70% 48%
Guinardia® % 5,80% 87%
avdExtracciones a 8000 rpm.

¢ Extracciones con disrupcion celular
dve Fxtracciones sin disrupeion celular

* Método adaptade por los autores

La especie Nannocloropsis presento el rendi-
miento mas bajo; Closterium, Amphiprora y Botr-
yococcus se acercaron a un rendimiento del 50%
y los mejores resultados se obtuvieron con Gui-
nardia. Este alto rendimiento fue consecuencia
de la rapida separacion entre el extracto lipidico
y el sdlido en la etapa de filtracion. Los croma-
togramas de los analisis de FAMES (Fatty Acid
Methyl Esters) de los extractos lipidicos para las
especies Botryococcus braunii y Nannoclorop-
sis ampliados durante los primeros 7 minutos se
muestran en las Fig. 7 y 8.
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Fig 7. Cromatograma (analisis FAMES) ampliado durante los primeros 7 minutos del extracto lipidico

de Botryococcus braunii sin disrupcién celular.
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Fig 8. Cromatograma (analisis FAMES) ampliado de los primeros 7 minutos del extracto lipidico

de Nannocloropsis sin disrupcion celular.

En el perfil de los acidos grasos para las es-
pecies Botryococcus braunii y Nannocloropsis
Tabla 5 se observa que el método Bligh & Dyer
[12], extrae acidos grasos saturados (verde) e in-
saturados (azul), asi como grasos comunes en
aceites vegetales (amarillo) y animales (rojo); aci-
dos grasos poco comunes (gris) y acidos grasos
esenciales (naranja) poliinsaturados, comunmen-

te llamados omega-3 (Linolénico), omega-6 (Lino-
Iénico) y omega-9 (Oléico). También se muestra
que el 34.6% y el 12,5% para las especies Bo-
tryococcus braunii y Nannocloropsis correspon-
den respectivamente al porcentaje de area de
acilgliceroles presentes en los extractos lipidicos.
Estos acilgliceroles pueden ser aptos para la pro-
duccion de biodiesel.
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] TABLA 'V
PerFIL DE Acipos GRASOS PRESENTES EN LAS ESPECIES
BoTtryococcus BRAuNI Y NANNOCLOROPSIS.

ACIDO

GRASO T Tipo de acido
Nomenclatura Borgﬂo::;cu Nannocloropsis Sraso
c60 30,30% 0.00% N
C8:0 0,90% 0,00%
c10:0 0,50% 0,00%
C11:0 2,40% 0,00%
c12:0 0,30% 0,00%
C13:0 0,40% 0,00%
C14:0 0,00% 21,30%
C15:0 1,30% 1,70%
C15:1n10c 6,60% 4,20% N |
C16:0 0,60% 7.90%
C17:0 0,30% 21,60%
C18:1 1.70% 1,80%
C18:1x9t 0,60% 0,00%
C18:2 40,30% 23,30%
Cl18:3 0,70% 2,00%
C18:3 1,10% 0,00%
C€20:0 0,70% 0,00%
C20:1 0,60% 0,70%
C€20:2n11,14¢ 4.20% 0,00%
Cc21:0 0,50% 0,60%
C20:3 1,00% 0,00%
C20:5 0,20% 0,00%
C€22:0 0,40% 0,00%
c2:2 0,20% 1,00% L]
C24:0 0,40% 6,30%
C24:1 0,20% 3,50%
c24:1 0,40% 3,00%
Total FA, % 100% 100%
Acilgliceroles,
Othrea 34,60% 12,50%

IV. CoNCLUSIONES

El método propuesto por Bligh & Dyer se adap-
t6 a la extraccion de lipidos de microalgas nati-
vas, en la que las mejores condiciones de ope-
racion fueron: relacion biomasa/solvente 1:20,
frecuencia de homogenizacion 5000 rpm, tiempo
total de homogenizacion 14 minutos, frecuencia 'y
tiempo de centrifugacion 3400 rpm y 15 minutos,
respectivamente. Ademas, la adicién de agua en
la primera parte de la agitacion facilité la filtracion,
aunque disminuyo el porcentaje de extraccion de
aceite en un rango entre 15-40%, dependiendo
de la especie de microalga trabajada.
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La hidrdlisis acida como método de disrup-
cidn celular permite obtener extractos mas ricos
en lipidos luego de realizar la extraccion con la
metodologia propuesta, si bien se desfavorece
significativamente el porcentaje total de extracto
lipidico, en un rango entre el 32 y 55%, segun la
especie de microalga trabajada. El analisis FA-
MES mostré que la especie Botryococcus brau-
nii contiene mayor porcentaje de area de acil-
gliceroles (34,6%) aptos para la produccién de
biodiesel en comparacion con la especie Nanno-
cloropsis (12,5%).

Finalmente, es de resaltar que este trabajo es
pionero en Colombia y es una aproximacion al
estudio y adaptacion del método propuesto por
Bligh & Dyer, a la extraccion de lipidos de mi-
croalgas para la produccién de biodiesel. Sin
embargo, se recomienda aplicar la metodologia
propuesta en este trabajo a otras especies de
microalgas nativas, evaluando conjuntamente fil-
tracion al vacio o membranas con el fin de incre-
mentar la pureza del extracto lipidico y los ren-
dimientos de la extraccidon. Asi mismo, buscar
métodos alternativos para identificar los com-
ponentes no lipidicos que generan ruido en los
cromatogramas, como pueden ser las fracciones
de biomasa solubles en cloroformo.
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