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Resumen

El uso de combustibles fosiles contribuye a la produccion de gases de efecto invernadero que
han producido alteracién del climay de la vida. Por ello una solucion es utilizar energias renovables
como los biocombustibles, donde las microalgas son un potencial candidato para su produccion
debido a que su contenido lipidico es alto, variando entre 30- 60% Yy que su cultivo es sustentable.
La presente investigacion se refiere a la cantidad de lipidos que se puede extraer de una microalga
mediante extraccion Soxhlet, donde se utilizé n-hexano como solvente control y etanol, agua y
mezclas de etanol-agua para buscar un reemplazo méas compatible con la vida y el medio ambiente
que el n-hexano, debido a su toxicidad. El objetivo principal fue determinar la cantidad de lipidos
que contienen las microalgas mediante extraccion Soxhlet. EI método utilizado se basé en la 1SO
13944-2012. Los solventes utilizados fueron n-hexano, etanol anhidro, agua pura y mezclas de
etanol-agua de 10-90% etanol. Se masaron muestras en triplicado de microalga Nannochloropsis
gaditana de 10 g aproximadamente cada una y se realizd extraccion durante 8 h. Luego se separd
los lipidos de microalga de cada extraccion para obtener la cantidad de lipidos y asi también el
rendimiento de extraccion junto al gasto energético de cada separacién. El rendimiento de
extraccion con n-hexano fue de 9,9%, con etanol de 27,2% y con agua de 7,0%. Del n-hexano se
esperaba un rendimiento cercano al 30% debido a su afinidad con los lipidos, no obteniéndose el
resultado esperado. El rendimiento del etanol concordé con la teoria y del agua se determiné que
no se extrajeron lipidos por su polaridad. Las mezclas EtOH:Agua entre 90:10 y 70:30 (%v/v)
obtuvieron mayores rendimientos de extraccion de 29,4% y 30,1%, respectivamente, mientras que
las mezclas EtOH:Agua entre 60:40 y 10:90, mostraron menores rendimientos de extraccion, entre
2,7% y 11%, respectivamente. También se not6 que las mezclas con mayor porcentaje de etanol y
n-hexano extrajeron mayor cantidad de clorofila. Respecto al gasto energético, las mezclas
EtOH:Agua desde 10:90 a 50:50 (%v/v) obtuvieron mayor gasto energético de 19 kWh, las
extracciones con mezclas EtOH:Agua 60:40 a 90:10 un gasto de 10 kwh y finalmente el etanol
puro y el n-hexano obtuvieron gastos cercanos a 2 kWh. Se logré determinar la cantidad de lipidos
contenidos en la microalga N. gaditana, el rendimiento de extraccion de lipidos y gasto energético,
determinandose que las mezclas EtOH:Agua entre 70:30 a 90:10 (%v/v) tienen un mayor
rendimiento de extraccion y al ser mas amigables con el medio ambiente son ideales para
reemplazar el n-hexano, pero debido a su gasto energético, se debe evaluar, en otra investigacion,

si un mayor gasto energético es mas amigable que usar hexano.
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1 Introduccién

El cambio climatico se refiere a cambios a largo plazo de los patrones climaticos. Sus causas
pueden ser naturales, como las variaciones del ciclo solar, pero desde el siglo X1X se le atribuye el
dafio causado a actividades humanas, debido a la quema de combustibles fosiles como petréleo,
carbon y gas. Una alternativa es utilizar energias renovables, término comudn utilizado para
describir un espectro de fuentes que se van renovando por si mismas constantemente. Una de las
fuentes de energia renovable mas reciente es la bioenergia. Esta se obtiene de la biomasa
proveniente de material organico de animales y de las plantas. Existen distintos tipos de tecnologias
para convertir esta materia en biocombustibles, que son combustibles capaces de reemplazar los
combustibles fésiles ayudando a reducir la huella de carbono (Kamran, 2023). La produccion de
biocombustibles va en alza puesto que podria sustituir la demanda de petréleo para autos, camiones,
transportes, sistemas de calefaccion y electricidad. Se producen a partir de aceite vegetal o grasa
animal, generalmente se utilizan semillas de maravilla o soja debido a su alto contenido lipidico,
aproximadamente del 22%. A ello se ha sumado el estudio de las microalgas como potencial
candidato para extraccion de aceite debido a su alto contenido lipidico y a que su cultivo es

ambientalmente sustentable (Pacheco Vila & Garcia Guerrero, 2017).

La presente investigacion se refiere a la cantidad de lipidos que se puede extraer de una
microalga mediante extraccién Soxhlet utilizando diferentes solventes. Los lipidos de la microalga
se extraen principalmente para la elaboracion de biocombustibles. Esto se realiza mediante
diferentes tipos de extraccion, como el prensado, la maceracién o extraccion mediante solventes.
La extraccion mas tradicional es mediante solventes, esto debido a que se tiene como elemento a
favor la polaridad de los solventes que permiten extraer ciertos componentes de las microalgas

como son los lipidos.

El solvente mas comun que se utiliza es el n-hexano, debido a varias razones, entre ellas, es
que es facil de recuperar debido a su bajo punto de ebullicién, es decir, cuando se realiza una
extraccion con este solvente, al realizar la separacion del solvente no se requiere una gran cantidad
de energia para que ebulla y se separe de los lipidos. También, debido a que las grasas son solubles

en solventes organicos. La solubilidad de los lipidos se relaciona con su estructura quimica, las



grasas se conforman por cadenas de hidrocarburos apolares, el n-hexano por su parte posee una
polaridad casi nula y los compuestos apolares se disuelven mejor en compuestos apolares, por lo

que se utiliza este compuesto como solvente de lipidos (Zhou et al., 2022).

Los principales problemas de utilizar hexano como solvente para extracciones, es que se
considera un liquido inflamable de vapores inflamables. Esta categorizado segin la NCh1411/4 en
su rombo de seguridad con nivel 2 como peligroso para la salud humana, nivel 3 en representacion
de riesgo de incendio (entra en ignicion bajo los 37 °C) y nivel 2 para representar un riesgo reactivo
donde existe posibilidad de reaccionar violentamente al aumentar la temperatura y presion.
También es considerado toxico para la salud humana, provoca irritacion cutanea, irrita vias
respiratorias, dafia los 6rganos tras exposiciones largas o repetidas y puede ser mortal en caso de
ingestion o penetracion en las vias respiratorias. Ademas, se debe evitar su liberacion al medio

ambiente y eliminacién o vertido al alcantarillado (Instituto Nacional de Normalizacién, 1998).

Esta es una de las principales razones de interés en realizar este trabajo, puesto que el uso de
biocombustibles va en alza, se necesita extraer su materia prima, en este caso los lipidos de la
microalga y por ende se requiere estudiar un solvente que no sea toxico para la salud de los seres

vivos, que sea compatible con la vida humana y que sea mas amigable con el medio ambiente.

La metodologia a utilizar para el estudio de distintos solventes en la extraccion sera mediante
extraccion Soxhlet, que es un tipo de extraccion por solventes. Como solventes se quiere estudiar
el rendimiento de extraccion del n-hexano como muestra control y punto de comparacion que se
desea eliminar o reemplazar en el futuro, el rendimiento de extraccion del etanol debido a que es
mas compatible con la salud humana al ser manipulado, del agua y de mezclas etanol-agua porque
son solventes mas amigables con la salud humana y el medio ambiente, para luego hacer una
comparacion entre ellos y lograr verificar si es posible reemplazar el n-hexano por un nuevo
solvente que obtenga un rendimiento igual o mayor al que este ya posee. Como muestra se utilizara

una microalga y el equipo principal de extraccidn sera un extractor Soxhlet.



2 Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar distintos tipos de solventes para recuperar lipidos que contiene una microalga mediante

extraccion Soxhlet para produccion de biodiésel.

2.2 Objetivos especificos

(1) Determinar el rendimiento de extraccion de lipidos de microalga usando como solvente n-

hexano.

(2) Determinar el rendimiento de extraccion de lipidos de microalga usando etanol, agua y mezclas

de ellos en diferentes proporciones.

(3) Comparar cualitativamente los extractos obtenidos y el rendimiento de extraccion de los

solventes obtenidos en (1) y (2)

(4) Determinar y comparar el gasto energetico necesario para la separacion del solvente de los
lipidos de todas las extracciones.
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3 Marco teodrico

3.1 Biocombustibles

Los biocombustibles se producen a partir de biomasa, que se categoriza en aceites vegetales,
azucares, harinas, materiales lignocelulésicos y biomasa humeda. De estas materias primas, el
aceite vegetal se puede convertir en biodiésel mediante transesterificacion. Del azUcar, harina y
material lignocelul6sico mediante un proceso de hidrdlisis, fermentacion y destilacion se puede
obtener bioetanol y también se pueden obtener hidrocarburos mediante un proceso de pirolisis e

hidrogenacion de material lignocelulésico (Kamran, 2023).

El principal beneficio del uso de biocombustibles es el bajo impacto ambiental, su uso puede
reducir en un 50% las emisiones de gases de efecto invernadero (Pydimalla et al., 2023). Estos
combustibles son calificados como buena alternativa para el reemplazo de los combustibles
convencionales, debido a que son compatibles con los motores de combustion existentes; ademas
se han producido a partir de fuentes de energias renovables, por lo que su produccion es sustentable
en el tiempo y durante su combustion las emisiones de CO; son nulas (Santamaria & Azqueta,
2015).

Un biocombustible que se puede obtener de aceites vegetales es el biodiésel. El biodiésel es
un combustible liquido que se obtiene a partir de aceite vegetal de palma, de soya, de microalga y
hasta de aceite usado. Puede ser mezclado con diésel convencional o usarlo puro en un motor sin
tener que aplicar alguna modificacion (Santamaria & Azqueta, 2015). Este biocombustible tiene
propiedades fisicas similares al diésel de petrdleo, es considerado carbono neutral, es el
combustible con menor contenido aromatico y posee 10% mas de oxigeno que el diésel tradicional,
lo que facilita y completa mejor su combustion (Sreeharsha et al., 2023).

El biodiésel se obtiene a través de un proceso llamado transesterificacion, que es definido
como una reaccion quimica entre dos reactantes; un éster y un alcohol para formar ésteres
diferentes. El alcohol con un catalizador, que suele ser hidréxido de sodio o de potasio, se mezcla
con grasas y aceites para que se realice la transesterificacion. El aceite o grasas se obtienen de

aceites reciclados, aceite vegetal, entre otras materias que contengan triglicéridos. Estas materias
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primas no son puras, puesto que contienen contaminantes o impurezas, por lo que no sirven para
producir directamente biodiésel, estas pueden ser &cidos grasos libres, olores, vapor de agua,
esteroles y fosforo, entonces es necesario realizar un pretratamiento a las grasas que se utilizaran,
es decir se debe realizar puramente desde lipidos triacilglicéridos. Luego de la transesterificacion
el biodiésel es lavado y secado. Ademas, se obtiene un subproducto de la reaccidn que corresponde
a glicerina (Kamran, 2023).

La principal ventaja de las microalgas es que no son una fuente de alimento poblacional,
por lo que se minimiza una posible escasez de alimentos debido a que estas se pueden cultivar en
agua dulce o agua de mar, es decir, no necesitan tierra fértil para su produccién por lo que no
compiten con cultivos alimentarios. También poseen alto contenido de lipidos, que es materia
prima del biodiésel. Estas son algunas razones por lo que las microalgas tienen un buen potencial

como materia prima de calidad para producir biocombustible (Kumar & Pal, 2023).

3.2 Microalgas

Las microalgas se definen como microorganismos eucariontes unicelulares que realizan
fotosintesis y tienen un estilo de vida acuatico (Thoré et al., 2023). En general, las microalgas
contienen grandes cantidades de proteina, aminoacidos, alto contenido en lipidos y bajo contenido
de celulosa. Los lipidos de la microalga se dividen en lipidos de membrana y de almacenamiento,
los cuales pueden alcanzar el 50% en peso. Los mas abundantes son los triacilgliceroles y el resto
son acidos grasos poliinsaturados. Las microalgas suelen crecer en distintos ambientes y poseen
una tasa de crecimiento alta, mayor que la tasa de crecimiento de cultivos agricolas y de otras

plantas acuéticas (Cancela et al., 2019).

Estas se han estudiado con el fin de cultivarlas y obtener cantidades masivas de esta biomasa
para asi procesarlas y convertirlas en diferentes productos de interés para la industria, por lo que
su produccion es netamente con un interés econdmico. Existen diferentes tipos de cepas de

microalgas. A continuacion, se describen las especies mas comunes y de mayor interés econémico:
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Chlorella: El cultivo de esta microalga esta mas extendido en el continente asiatico. Las
especies mas utilizadas con la pyrenoidosa y la ellipsoidea. El producto de esta microalga
se vende como polvo o pildoras para aumentar el crecimiento de las bacterias lacticas en el
tracto digestivo, también como productora de almidon o como colorante debido a su elevada
produccién de luteina (Hanan et al., 2022).

Spirulina: Su produccion comercial se expande por América del Norte y Asia. Se utiliza
principalmente como complemento alimenticio debido a su alto contenido de proteinas,
vitaminas y minerales (Lucas et al., 2023). Se utiliza como alimento de peces para acentuar
sus colores, también como suplemento alimenticio para nifios y adultos, otra aplicacion es
como medicamento para tratamiento y proteccidén contra cancer por su contenido de
betacaroteno (Lu et al., 2023).

Dunaliella: De estas especies se extrae B-caroteno, glicerol y proteinas. También existe
interés comercial bioguimico que incluye enzimas, vitaminas y acidos grasos (Félix-Castro
et al., 2023). Ademas, esta microalga produce grandes cantidades de glicerol, acumulando
hasta un 40% de su peso en base seca (Monte et al., 2020).

Scenedesmus: Actualmente, esta microalga se estudia con fines de biorremediacién de
aguas. Es capaz de remover metales pesados como el cromo de aguas residuales por lo que
es estudiada para uso de biorremediacion de aguas industriales y también debido a su alto
contenido lipidico se estudia para la produccion de biodiésel (Kafil et al., 2022).
Phaeodactylum: Capaz de acumular altos niveles de lipidos, aproximadamente un 34% de
su peso en base seca, contiene oleina de palma, acidos poliendicos y acido linolénico por
lo que se estudia para produccion de formula infantil (Bhowmick et al., 2023). También se
estudian sus efectos antiinflamatorios, antimicrobianos y de control de infecciones
bacterianas estomacales, ademas de estimular el crecimiento probiético (Zhou et al., 2023).
Eustigmatophyceae: A través de los afios esta cepa, en especifico la Nannochloropsis
gaditana, ha ganado interés en forma creciente por su posible explotacion para produccion
de biodiésel debido a que su tasa de crecimiento es rapida y ademas es una especie que
tiende acumular una gran cantidad de lipidos (Basso et al., 2014). Ademas, no es una fuente
de alimento poblacional, por lo que se minimiza una posible escasez de alimentos debido a
que estas se pueden cultivar en agua dulce o agua de mar, es decir, no necesitan tierra fértil

para su produccion por lo que no compiten con cultivos alimentarios (Kumar & Pal, 2023).
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3.2.1 Microalga Nannochloropsis gaditana

La microalga Nannochloropsis gaditana proviene de la cepa Eustigmatophyceae, es
hermana de la Nannochloropsis oculata y de la Nannochloropsis salina, pero se diferencia en que,
cultivada en las mismas condiciones, la N. gaditana es capaz de producir a-caroteno. La clase algal
de la N. oculata y la N. salina fue establecida por Hibberd y Leedale en 1970. En 1974 se comenz0
a cultivar en el Instituto de Investigaciones Pesqueras de Cadiz un organismo aislado de la bahia
de Cadiz denominada como cepa B-3, en sus inicios se clasific6 como Nannochloris, pero después
de estudios de su estructura respecto a las N. oculata y la N. salina, una vez comprobada su cepa
como Eustigmatophyceae, se propuso designarle como Nannochloropsis gaditana, debido a su
cuna en Cadiz, Espafa en 1982 (Lubian, 1982).

La Nannochloropsis gaditana es una de las especies de alga mas utilizada para la
produccién de biodiésel. Esta microalga posee altos indices de productividad de biomasa, de 300
mg L dia " e importante contenido lipidico de hasta un 60% en peso. Esta microalga contiene

ademas importantes cantidades de clorofila, zeaxantina y acidos grasos (Cancela et al., 2019).

Los criterios clave de la seleccion de una microalga para la produccion de biodiésel es su
contenido lipidico, productividad de lipidos, contenido de triacilglicerol en lipidos totales y tener
una adecuada composicion de acidos grasos. De estos lipidos, solo el triacilglicerol se puede
transesterificar facilmente en biodiésel. La diferencia de calidad y propiedades del biodiésel se
explican en gran medida por su perfil de &cidos grasos, variando las propiedades como viscosidad
cinematica, gravedad especifica, poder calorifico, entre otras. Por esta razon es importante analizar
la composiciéon de la microalga en estudio. A continuacion, en la Tabla 3-1, se encuentra la

composicion general de la microalga Nannochloropsis gaditana (Hu et al., 2015):

Tabla 3-1. Composicion general de la microalga Nannochloropsis gaditana (Hu et al., 2015)

Macronutriente | Composicién (%op/p)

Lipidos 329-61,2
Proteinas 13,8 - 33,9
Carbohidratos 14,1 -18,6
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Del componente lipidico, solo el triacilglicerol comprende una parte importante de la
proporcién de lipidos totales en lipidos neutros y como este tipo de lipidos es el que puede
transesterificarse con mayor facilidad, la cantidad de este puede influir en la eficiencia del biodiésel
a producir. Los lipidos que se encuentran almacenados en la N. gaditana, se dividen principalmente
en lipidos neutros, fosfolipidos y glicolipidos, donde los lipidos neutros corresponden a lipidos
saponificables neutros, los fosfolipidos corresponden a lipidos saponificables neutros que
contienen acidos grasos Yy glicerol y los glicolipidos son lipidos saponificables polares del tipo

esfingolipidos.
Ahora, dependiendo de la polaridad de los lipidos a extraer es que se debe definir después
un solvente adecuado por lo que se define a continuacion el perfil lipidico de la N. gaditana (Tabla

3-2).

Tabla 3-2. Perfil lipidico de la microalga Nannochloropsis gaditana (Hu et al., 2015).

Lipido Rango (%p/p)
Lipidos neutros 50,2 - 83,5
Glicolipidos 11,1-19,7
Fosfolipidos 14,3 - 30,2

También es importante, dentro de las caracteristicas de la microalga N. gaditana su
contenido de clorofila. Esta microalga contiene solo un tipo de clorofila, llamada clorofila a
(Espinoza-Gallardo et al., 2017). Este componente de la N. gaditana es de importancia al momento
de realizar extraccion de lipidos mediante solventes, debido a la polaridad de esta molécula y al
color que posee. Como se puede apreciar en la Figura 3-1, por la izquierda la clorofila o posee una
cola hidrofébica, también llamada cola de fitol, que va unida a los tilacoides de los cloroplastos, lo
que la convierte en una molécula apolar. Por la derecha posee un anillo donde tiene fijado por el
medio un i6n de magnesio, este anillo se denomina porfirina y es por donde la clorofila absorbe la
luz. Por otra parte, clorofila a tiene un color caracteristico, que corresponde al verde, este debido a

que las longitudes de onda que logra reflejar o transmitir varian entre 500 y 600 nm (Nelson, 2009).
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Figura 3-1. Estructura quimica de la clorofila o (Nelson, 2009).

Otro aspecto importante sobre la clorofila contenida en la microalga es su sensibilidad hacia
cambios de temperatura. Estudios demuestran que, al someter la clorofila a tratamientos térmicos,
esta se degrada, cambiando de color verde brillante a pardo oliva. La clorofilasa es la enzima que
cataliza la degradacion de la clorofila, cataliza la division del fitol (cola hidrofobica) de la porfirina
(anillo con magnesio), de esta manera, el anillo pierde el ion magnesio, formandose la feofitina que
corresponde a un clorofilico. La formacion de clorofilicos se produce cuando la enzima se activa
por el calor, donde la temperatura 6ptima para que se active la clorofilasa fluctta entre 60 °C y 80
°C, de esta manera, cuando la porfirina se convierte en feofitina, es decir, cuando el anillo pierde
el ibn magnesio y es reemplazado por &tomos de hidrdgeno, la muestra que contiene clorofila toma

un color pardo (Zambrano, 2007).

3.3 Tipos de extraccion de lipidos de microalgas para produccién de biodiésel

Similar a los métodos de extraccion de lipidos de otras especies vegetales, los lipidos de las
microalgas se pueden extraer de forma quimica o mecanica. Debido a la rigidez de la pared celular
estructural de las microalgas es que se deben aplicar métodos de pretratamiento y extraccion
apropiados para lograr liberar y obtener los lipidos de las microalgas. Existen diversos tipos de
extraccion, los mas clasicos gque se han utilizado por mucho tiempo son la extraccion Soxhlet, Folch

y Bligh-Dyer. Estos tipos de extraccion se realizan mediante solventes, son de operacion simple y
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de bajo presupuesto. Su gran desventaja es el gran consumo de solventes organicos que aportan a
la contaminacién ambiental y que los tiempos de extraccién son largos. A medida que ha avanzado
el tiempo se han estudiado nuevos tipos de extraccion como la extraccion de fluidos supercriticos,
extraccion asistida por ultrasonido y la extraccion asistida por microondas. A continuacion, se

describen los procesos de extraccion de lipidos clasicos y nuevos.

3.3.1 Meétodos clasicos de extraccion de lipidos

Extraccion Soxhlet

Este método de extraccion fue propuesto en 1879 por Franz von Soxhlet, quimico aleman dedicado
a investigacion de alimentos. Fue usado originalmente para determinar la cantidad total de lipidos
que contenia la leche. Este tipo de extraccion es por solventes, donde se coloca en contacto la
muestra con el solvente a alta temperatura, repetidas veces y por tiempos prolongados para
aumentar el rendimiento de extraccion. Los solventes utilizados para este tipo de extraccion
dependen de la polaridad de lo que se quiere extraer, por lo que esta caracteristica es un factor
determinante. Tradicionalmente se utiliza n-hexano para extraer compuestos apolares, pero

también otros solventes como cloroformo, etanol, acetona y metanol (Zhou et al., 2022).

Extraccion Folch

Esta extraccion fue propuesta por Jordi Folch i Pi en 1957, médico y docente espafiol
dedicado a investigacion de neurociencia. Originalmente, se realiz6 para extraer lipidos de grasa
animal. Este tipo de extraccion es por solventes, donde se realiza una maceracion con agitacion,
colocando el solvente en contacto con la muestra a temperatura ambiente, inicialmente se utiliza
como solvente una mezcla de cloroformo y metanol para la extraccion de lipidos y luego se agrega
agua para separar las fases. Este método se puede utilizar para extraer lipidos de muchos tipos de
muestras, pero al utilizar solventes toxicos se vuelve perjudicial para la salud y el medio ambiente
(Zhou et al., 2022).
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Extraccion Bligh-Dyer

Considerada como una variante del método de extraccion Folch, la extraccion Bligh & Dyer
fue propuesta en 1959 para estudiar la descomposicién de lipidos del pescado congelado. Al igual
que el método Folch, la primera parte de esta extraccion es una maceracion con agitacion de la
muestra con una mezcla de cloroformo y metanol, pero en menor cantidad. En una segunda etapa
se agrega nuevamente cloroformo y en una tercera fase se agrega agua. Luego, para la separacion
de fases se realiza filtracion y centrifugacion, después de separadas las fases de metanol y

cloroformo se evapora el cloroformo para extraer los lipidos (Zhou et al., 2022).

3.3.2 Meétodos innovadores de extraccion de lipidos

Extraccion con fluidos supercriticos

Debido a la toxicidad y dafio medioambiental que causan los solventes utilizados en los
métodos de extraccion tradicionales es que se propuso el método de extraccién con fluidos
supercriticos. Se llama fluido supercritico a los fluidos forzados a estar en condiciones de
temperatura y presién mayores a sus temperaturas y presiones criticas. En estas condiciones, el
fluido adquiere caracteristicas de liquido y gas lo que lo hace disminuir su viscosidad y aumentar
su difusividad relativa, por lo que puede impregnar con mayor facilidad en sélidos y asi extraer sus
componentes con mayor rapidez. El fluido supercritico mas utilizado es el didxido de carbono,
debido a su bajo punto critico, su baja toxicidad, su facil manejo de eliminacion luego de la
extraccion, debido a que no se necesitan métodos de separacion como evaporacion del solvente, y
su bajo costo (Zhou et al., 2022).

Extraccion asistida con microondas

La extraccion asistida con microondas se realiza mediante radiacion electromagnética, es
decir, sin contacto fisico y luego mediante una extraccion por solventes. En este proceso, las
microondas hacen que el calor se transfiera desde el interior hacia el exterior de las células, lo que

produce un aumento de la presion, luego de que las células absorban la energia, hasta destruir la
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pared celular, de esta manera se pueden extraer los compuestos bioactivos mediante solventes.
Como los solventes poseen diferentes polaridades, se debe seleccionar uno en funcion de lo que se
desee extraer de la muestra. Su Unica desventaja es que no es apto para extraccion de compuestos
sensibles al calor, debido a que las microondas elevan la temperatura de la muestra (Zhou et al.,
2022).

Extraccion asistida con ultrasonido

El ultrasonido son ondas mecénicas longitudinales que se propagan a través de un medio,
donde su frecuencia no logra ser percibida por la audicién humana. El ultrasonido logra penetrar
las células de la muestra a través de la cavitacion acustica, por lo que se generan burbujas en el
solvente y estas estallan al entrar en contacto con las células, lo que provoca una ruptura de la pared
celular y asi se logra la extraccion de los compuestos de interés. Aunque el costo de un equipo
ultrasénico no es bajo, esta técnica es ideal para obtener compuestos bioactivos de las muestras
debido a que realiza extracciones casi completas obteniéndose rendimientos de extraccion altos y

ademas los tiempos de extraccién suelen ser cortos (Zhou et al., 2022).

3.4 Extraccion Soxhlet: extraccion por solventes

Debido a que se busca probar solventes mas amigables con el medio ambiente, ademas de
realizar la extraccion de lipidos de las microalgas, es que se prefiere utilizar esta técnica. Este
método de extraccion surge por primera vez en 1879 y es una técnica que se sigue usando hasta
hoy para ser comparada con métodos mas recientes debido a su idoneidad. Se utiliza actualmente
para varias técnicas de analisis reglamentarias oficiales incluyéndose en normativas de extraccion
de la International Organization for Standardization. Este tipo de extraccion funciona mejor para
muestras sélidas como polvos secos, pero también se utiliza en compuestos objetivos que posean
alta solubilidad y matrices de baja solubilidad en el solvente de extraccion, compuestos objetivos
con baja presion de vapor respecto al solvente de extraccion y para extraccion de solventes de baja
viscosidad. El principio Soxhlet se basa una extraccion de tipo sélido-liquido, donde el sélido
corresponde a la muestra que se le quiere retirar lipidos y el liquido corresponde al solvente con el

cual se realizara la extraccion de lipidos (L6pez-Bascon-Bascon & Luque de Castro, 2020).
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Los fendGmenos que ocurren en este proceso se pueden apreciar en la Figura 3-2, evaporacion,
extraccion sélido-liquido y condensacion. Primero, el baldn con solvente aumenta su temperatura
por la accion de una manta calefactora debajo de él. El solvente alcanza su punto de ebullicion, por
lo que se produce su evaporacion. Asi, los vapores del solvente ascienden por el brazo, como se
indica en la figura con flechas rojas. Estos vapores, al estar en contacto con el condensador que
contiene agua como agente refrigerante, se condensan para caer sobre el dedal con muestra como
lo indican las flechas azules. Este solvente condensado realiza la extraccion de lipidos de la muestra
solida contenida en el dedal mediante transferencia de materia desde la fase sélida a la fase liquida,
esto sucede principalmente porque los lipidos que se quieren extraer de la muestra sélida son
solubles en el solvente empleado. Entonces, el solvente se carga de lipidos y comienza a aumentar
su volumen dentro del extractor debido a la evaporacion continua del solvente, donde, por accién
de la presion que ejerce el solvente dentro del extractor, cuando el solvente cargado de lipidos
dentro del extractor alcanza la altura del sifén se produce una sifonada, haciendo que el solvente
baje por el sifén como se muestra con flechas azules en la figura abandonando por completo el
extractor. De esta manera se finaliza un ciclo de extraccion, retornando todo el solvente con lipidos
de vuelta al baldn. Se vuelve a calentar el solvente y evaporarse sucesivamente, pero dejando en el
baldn los lipidos ya extraidos, porque estos poseen un punto de ebullicién més alto que el solvente,
haciendo que solo se evapore solvente puro y se repita el ciclo. Asi, después de cada sifonada se
van acumulando los lipidos de la muestra en el balon de fondo agotandola. El solvente carece de
color, pero al extraer lipidos se torna levemente de color amarillo, entonces se realizan los ciclos
necesarios hasta notar que el solvente dentro del extractor sea incoloro, de esta manera se especula
que la muestra ya se agot6 de lipidos disponibles para extraer (Lépez-Bascon-Bascon & Luque de
Castro, 2020).
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Balon con
solvente

Figura 3-2. Esquema de explicacion fendmenos y funcionamiento del extractor Soxhlet.

Ahora, en la Figura 3-3 muestra el montaje de un sistema de extraccion Soxhlet y su
funcionamiento. El dedal con muestra sélida se introduce en el extractor. El solvente se introduce
en el matraz de fondo redondo, se enciende la manta calefactora ajustandola a la temperatura de
ebullicion del solvente a utilizar. Los vapores ascienden y se condensan en el tope, asi el solvente
caliente cae sobre la muestra solida infiltrdndose a través de ella. Cuando la altura de solvente
dentro del extractor alcanza la altura del sifon, se produce una sifonada, devolviendo el contenido
de solvente del extractor hacia el matraz de fondo redondo nuevamente. Tipicamente se utilizan
muestras de 10 g en 50-200 mL de solvente, durante largos tiempos de extraccion, de 1 a6 h o

durante toda la noche, realizando multiples ciclos de extraccion.

21



Salida de

agua

Entrada
de agua

Extractor

Soxhlet >

Ascenso

¢ de vapor
Dedal con
—

muestra

Matraz
de fondo

dond
redondo Manta

€ calefactora
]

Figura 3-3. Sistema de extraccion Soxhlet (Viresa, 2021).

3.4.1 Polaridad: tipos de solventes y sus caracteristicas

La polaridad es una propiedad que adquieren las moléculas cuando presentan un desbalance
de cargas eléctricas. Para determinar la polaridad de una molécula se debe prestar atencién a los
enlaces polares y su estructura. Esta propiedad la determina el momento dipolar eléctrico del dipolo
eléctrico, que corresponde a una suma vectorial de los elementos dipolares de los enlaces de la
molécula. Por ende, una molécula que solo posea enlaces apolares, siempre sera apolar, debido a

que los momentos dipolares son nulos (McMurry, 2008).

Esta propiedad que tienen los solventes toma importancia al momento de realizar una
extraccion, debido a que, al realizar una disolucion, los solventes polares disolveran sustancias
polares y los solventes apolares disolveran sustancias apolares, por lo que, si se requiere disolver

lipidos de la microalga, los solventes deberan ser apolares (McMurry, 2008).

A continuacion, se describen distintos solventes para extraccion de lipidos de microalga,
entre ellos el hexano como solvente mas comun y también aquellos que, puros o en mezcla, poseen

potencial para extraccion de lipidos, tales como el etanol, el agua y mezclas de etanol-agua.
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Hexano

El hexano es uno de los solventes organicos mas utilizados para disolver lipidos, debido a
su nula polaridad y a que su punto de ebullicion es bajo (aproximadamente de 68 °C). Es un alcano,
que contiene una cadena de seis carbonos. Este compuesto posee cinco isomeros, que se pueden
apreciar en la Figura 3-4, donde el solvente que se comercializa es el n-hexano. Es un liquido
apolar, incoloro, muy inflamable y tiene olor caracteristico de disolvente. Es uno de los pocos
alcanos toxicos que existen, debido principalmente a que reacciona con células nerviosas por lo
que se considera neurotoxico, también es mortal en caso de penetracion en vias respiratorias,
provoca irritacion cutinea, puede causar cancer y puede provocar dafios en los 6rganos tras
exposicién prolongada o repetida, ademas, se considera que a largo plazo provoca efectos negativos
en el medioambiente, resultando toxico para organismos acuaticos y terrestres (Instituto Nacional

de Normalizacion, 1998).

Hexano .
2-Metilpentano 3-Metilpentano
2,3-Dimetilbutano 2,2-Dimetilbutano

Figura 3-4. Isémeros del hexano (Malone, 2006).

Etanol

El etanol o alcohol etilico es un liquido incoloro, inflamable que posee un punto de
ebullicion cercano a 78 °C. Es un solvente organico, pero no es comunmente utilizado para la
disolucién de grasas debido a que su estructura quimica, que se puede apreciar en la Figura 3-5.
Este posee una parte apolar hacia la izquierda, pero es ligeramente polar hacia la derecha en el
grupo hidroxilo, puesto que posee un enlace covalente polar entre el oxigeno e hidrdgeno
(Enviromental Protection Agency, 2006). Respecto a informacion toxicoldgica, a diferencia del n-
hexano, la exposicion humana al etanol no posee efectos toxicoldgicos mortales, la mayoria de las
pruebas toxicoldgicas son negativas, excepto la de irritacion ocular, que resulta grave. Respecto a
informacion ecoldgica, resulta toxico en ciertas concentraciones para la vida acuatica, es facilmente
biodegradable y no es bioacumulable, por lo que a la prolongada o repetida exposicion no genera
dafios graves en la vida humana (Millipore, 2021). A pesar de que este solvente posea una parte

polar que no atrae lipidos, estudios indican que la parte apolar si es capaz de disolver grasas
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(Graziano et al., 2013). Se ha demostrado experimentalmente que el etanol caliente a 90 °C disuelve
una mayor cantidad de lipidos en muestras vegetales debido a que aumenta la solubilidad de las
grasas (Holser & Akin, 2008).

e

Figura 3-5. Estructura quimica del etanol (Laboratoriumdiscounter, 2023).

Agua

El agua a temperatura y presién ambiental es un liquido incoloro e inodoro. Posee un punto
de ebullicion de 100 °C en condiciones normales. Es conocido como el solvente universal debido
asu polaridad y su gran capacidad para formar puentes de hidrégeno. Disuelve una amplia variedad
de moléculas y es participante de diversas reacciones en medio acuoso. El agua posee una alta
polaridad, por lo que no interactta con los lipidos debido a que no se sienten atraccion eléctrica,
por este motivo el agua no disuelve las grasas, por el contrario, los lipidos se mantienen separados

formando capas o gotas sobre el agua (Martin, 2023).

Mezclas etanol-agua

También se pueden formar mezclas a partir de etanol y agua para formar solvente. El etanol
al mezclarse con el agua forma una mezcla azeotrépica como se puede notar en la Figura 3-6,
cuando la composicién en peso de etanol es 96% p/p. Cuando una mezcla se encuentra en estado
azeotrdpico y se produce transferencia de masa entre fase liquida y gaseosa en un sistema cerrado,
implica que las composiciones de la fase liquida y de la fase gaseosa se mantienen constantes. Un
sistema azeotropico muestra un minimo en el diagrama de temperatura versus composicion si las
desviaciones de la ley de Raoult son positivas y un méaximo en el diagrama temperatura versus
composicion si las desviaciones de la ley de Raoult son negativas (Green & Perry, 2008). Es decir,
esta mezcla puede ebullir a una temperatura mayor, menor o igual a la de los componentes puros,
donde el liquido permanece con la misma composicién durante la ebullicion, al igual que el gas, es
decir, el gas contiene ambos componentes, por lo que no es posible separarlos completamente por
destilacion simple. Entonces para las mezclas etanol-agua, al intentar recuperar el etanol de la
mezcla, siempre quedara una fraccion de agua en ella. Ademas, las mezclas de etanol y agua poseen

distintos puntos de ebullicion que se pueden ver en la Tabla 3-3.
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Figura 3-6. Gréafico temperatura versus composicion de etanol-agua a presion constante
(Dortmund Data Bank, 2023).

Tabla 3-3. Temperatura de ebullicion de mezclas etanol-agua en distintas proporciones
(Dortmund Data Bank, 2023).

Etanol Agua Temperatura de
(%p/p) (Yop/p) ebullicién, °C
0 100 99,9
10 90 91,2
20 80 86,9
30 70 84,5
40 60 82,9
50 50 81,8
60 40 80,9
70 30 80,0
80 20 79,1
90 10 78,4
100 0 78,4




3.5 Métodos de recuperacion de lipidos de la microalga

Para establecer un tipo de recuperacion de lipidos de microalga, en primer lugar, se debe
tener en cuenta los compuestos que se desean separar. Para los solventes que se desean utilizar,
cuando la extraccion de lipidos es con n-hexano, la mezcla se compone de n-hexano y lipidos de
microalga. Cuando la extraccién es solo con etanol, se obtiene una mezcla de etanol y lipidos de
microalga. Si la extraccion es con agua, se obtiene una mezcla de agua y lipidos de microalga y
cuando la extraccion se realiza con mezclas etanol-agua, la mezcla que se obtiene contiene etanol,
agua y lipidos de microalga. Por estas razones es que se necesita utilizar distintos tipos de

separacion para recuperar los lipidos de microalga y también los solventes utilizados.

Existen distintos tipos de separacion de mezclas. En este caso, las mezclas obtenidas seran
liquidas y heterogéneas, es decir, estas se encontraran en estado liquido y se podran distinguir a
simple vista sus componentes, con los lipidos sobrenadando en el solvente utilizado. La técnica de
separacion para mezclas heterogéneas, de liquidos inmiscibles entre si, se realiza mediante
diferencia de densidades también llamada decantacion. También es posible aplicar destilacion o
evaporacion, dependiendo de la composicion del solvente, lo que se quiera recuperar de €l y el

comportamiento de la muestra que se desea separar.

3.5.1 Decantacion

La decantacion de una mezcla inmiscible se lleva a cabo en un embudo de decantacion, el
cual posee una llave en el fondo. En una mezcla, dependiendo de la naturaleza de sus componentes,
el componente mas denso reposard en el fondo del embudo mientras que el menos denso
sobrenadard. Asi, al vaciar el recipiente desde la parte inferior, el componente més denso cae por
gravedad cerrando la llave antes de que la siguiente fase logre escapar. A pesar de que la técnica
de decantacién es la adecuada, si una de las fases de la mezcla esta en menor proporcion, es
probable que no se note una linea de separacion bien marcada entre fases, lo que dificulta realizar
la separacion. Por esta razon se deben utilizar técnicas de recuperacion donde se separe la mezcla
por la diferencia de puntos de ebullicion. Los solventes a utilizar ebullen entre 68 °C y los 100 °C,
mientras que los lipidos de microalga ebullen sobre los 200 °C, es decir, es posible separar mediante
destilacion (Tejeda. et al., 2015).
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3.5.2 Destilacion

Ahora, respecto a la destilacion, existen dos métodos de destilacion. EI primero se describe
en dos partes, la primera parte es colocar la mezcla liquida que se desea separar en ebullicion para
generar vapor y la segunda parte es condensar el vapor producido y lograr que este no retorne a la
mezcla en ebullicion, es decir, sin reflujo, este tipo de destilacion se denomina destilacion flash. El
segundo método, se lleva a cabo de la misma manera que el primero, con la Unica diferencia en que
si existe un retorno del liquido condensado (reflujo) al equipo de destilacion, esta Gltima se

denomina como destilacion continua con reflujo (McCabe et al., 2007).

3.5.3 Rotaevaporacion

Cuando la mezcla es lipidos, solvente de bajo punto de ebullicion y agua, se puede separar
el solvente de bajo punto de ebullicion mediante rotaevaporacion. Esta es una técnica de
destilacion/evaporacién controlada, donde el equipo esta conformado por un balén de ebullicion
que va rotando junto a un condensador en un medio sellado y una bomba de vacio. El proceso
consiste en colocar a ebullir en el balon la mezcla que se quiere separar y usar un medio donde se
produzca vacio. Esto permite que la mezcla ebulla a una menor temperatura cuidando sus
propiedades organolépticas y también logra arrastrar el vapor de ebullicion hacia el condensador.
De esta manera, se separa el solvente que es mas volatil dejando en el balon de ebullicion la
muestra/mezcla con mayor punto de ebullicion. Este método se podra utilizar siempre en el caso
que estén los lipidos mezclados con un solvente que tenga punto de ebullicién hasta los 85 °C a 80

kPa. Para esto aplica el n-hexano y el etanol (Buchi, 2023).

Ahora, cuando la mezcla obtenida después de la rotaevaporacion es agua con lipidos, debido
a gue solo se logré rotaevaporar el solvente de bajo punto de ebullicién, se deberia aplicar otra
técnica para separar el agua de los lipidos que se requieren obtener. Para ello se puede utilizar la

evaporacion directa del agua de la mezcla.
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3.5.4 Evaporacion

La evaporacion es un proceso donde la materia pasa de un estado liquido a gaseoso
mediante aplicacion de temperatura. El objetivo de esta operacion es concentrar una solucién en
un soluto no volatil y un solvente volatil. En la mayoria de las evaporaciones el solvente es agua y
esta se evapora para obtener un licor espeso. Para este caso, el licor serian los lipidos que se quieren
separar del agua y este termina siendo el producto de valor de esta operacion, mientras que el vapor

se condensa y se desecha (McCabe et al., 2007).
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4 Materiales y métodos

A continuacion, se describe el procedimiento experimental para la obtencion de datos, junto a
materiales y equipos y el disefio experimental. Esta investigacion fue realizada en el Laboratorio
de Procesos a Alta Presion, de la Universidad Técnica Federico Santa Maria, campus Santiago -
San Joaquin.

4.1 Materiales

Para este trabajo, se utilizo6 como sustrato la microalga Nannochloropsis gaditana
suministrada por el Centro de Bioinnovacion (CBIA) de la Universidad de Antofagasta
(Antofagasta, Chile). Este sustrato fue homogenizado en cada experimento, pero se desconoce su
composicion inicial, por lo que se asume que su composicién de lipidos es semejante a la presentada
en el marco teorico, es decir entre 30-60% en peso. Esta microalga no se sometié a un pre-

tratamiento, por lo que existe la limitacion de que no se logren liberar todos los lipidos disponibles.

Para realizar la extraccion Soxhlet se utilizaron como solventes n-hexano (grado técnico) y
etanol anhidro (99%, grado analitico) comprados a Merck (Darmstadt, Alemania) y agua Tipo 1l
(agua pura reducida de contaminantes organicos, inorganicos y coloides para métodos analiticos)
suministrada por el Laboratorio de Procesos de la Universidad Técnica Federico Santa Maria
(Santiago, Chile).

Los equipos utilizados para la extraccion Soxhlet fueron: un extractor Soxhlet junto a un
condensador y un matraz de fondo redondo, todos suministrados por Isolab (Schweitenkirchen,
Alemania), junto a una manta calefactora suministrada por Soviquim (Santiago, Chile), realizado

bajo una campana marca Biobase (Shandong, China).

Para realizar la separacion de lipidos del solvente el equipo utilizado fue un rotaevaporador
tipo R-3 marca Buchi (Flawil, Suiza) junto a una bomba de vacio marca Boeco (Hamburgo,
Alemania). El secado de las muestras se llevé a cabo en un horno convectivo de aire forzado
modelo ZXFD-A5040 marca Zhicheng Instrument (Shanghai, China).
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El detalle del sustrato, solventes, equipos y deméas materiales se encuentran en la Tabla A-1
y A-2 del Anexo A.

4.2 Procedimiento experimental de extraccion Soxhlet

Primero se masaron un cartucho de celulosa y un matraz de fondo redondo y se reservo cada
dato. Se realizaron envoltorios para contener la microalga con papel filtro cortando cuadrados de
10x10 cm y doblandolos en forma de sobre, asegurando las orillas con corchetes. Se maso el
envoltorio y se reservo el dato. Luego este envoltorio se coloco dentro del cartucho de celulosa
sobre la balanza, se taré y se masd 10 g aproximadamente de microalga. Luego se cerro el
envoltorio y se le coloco un tapon de fibra de vidrio para asegurar el envoltorio con microalga

dentro del cartucho. Finalmente se maso el conjunto y se reservo el dato.

El sistema de extraccion Soxhlet (Figura 4-1) se ensamblO sobre un soporte universal
usando una pinza de 3 dedos junto con la doble nuez, se ajusto a la pinza el condensador y se unio
la entrada y salida del agua del condensador a la red de agua y al alcantarillado respectivamente.
Luego se conectd la manta calefactora, se introdujo el matraz de fondo redondo y se encajo el
extractor Soxhlet sobre el cuello del matraz. Después se introdujo dentro del extractor Soxhlet el
conjunto realizado con el cartucho de celulosa con la microalga contenida en su interior. Se midio
150 mL del solvente a utilizar (n-hexano, etanol o mezcla etanol-agua, segiin experimento) con un
vaso precipitado de 250 mL y se agreg6 dentro del extractor Soxhlet. Se encajo el condensador a
la boca superior del extractor Soxhlet. Se abri¢ sistema de refrigeracion del condensador. Luego se
encendid la manta calefactora y se ajustd la temperatura a la temperatura de ebullicion del solvente
utilizado. Se calent6 el solvente hasta su punto de ebulliciéon durante 8 h. Cuando finaliz6 la
extraccion, se apago la manta calefactora y se dejo enfriar el sistema. Finalmente se desarmo el
equipo extractor Soxhlet, desatornillando la doble nuez para retirar condensador y se reservo
cartucho de celulosa en vaso precipitado de 100 mL bajo campana. Luego, se retir6 el extractor
Soxhlet, el solvente que quedd dentro de él se colocé dentro del matraz de fondo redondo utilizado
en la extraccion, para asi recuperar todo el solvente. Se reservo el matraz de fondo redondo con la

muestra.
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Figura 4-1. Montaje experimental de extraccion la Soxhlet en triplicado.

4.3 Separacion de lipidos de microalga del solvente

Para separar los lipidos del solvente, se aplicd rotaevaporacion, utilizando el rotavapor R-3
Buchi (ver Figura B-1, Anexo B). Se llend el bafio calefactor con agua tipo 111, luego se ajusto la
temperatura de ebullicion del solvente para una presion de vacio de 70kPa. Después se ajusto el
matraz receptor de solvente. Se mont6 el matraz de evaporacién, (matraz de fondo redondo) que
contenia la muestra de lipidos con solvente, al rotavapor sin soltarlo. Se conecté la bomba de vacio
y se encendid, luego se cerro la valvula de aislamiento esperando que la bomba de vacio marcara
la presion deseada entre 70-80 kPa. Se tomo la palanca, se bajé matraz de evaporacién hasta que
toco el bafio termorregulado y se encendié el rotor ajustandolo a una velocidad de 3. Cuando
terminG de evaporarse y condesarse el solvente, se retir6 el matraz del bafio termorregulado. Se
detuvo el rotor y sujetd el matraz de evaporacion por el cuello. Luego se apag6 la bomba y se abrio
la valvula de aislamiento. Se solté el matraz de evaporacion y se reservl. Se retir6 el matraz

receptor de solvente y se vacio su contenido en un frasco rotulado como solvente recuperado.

Para el solvente n-hexano, al final de la extraccion y separacién del solvente de los lipidos,
se realizo un barrido con nitrégeno al matraz con lipidos para eliminar trazas de n-hexano que
podian contaminar la muestra. Se maso el balon més los lipidos extraidos, luego se le restd la masa

del baldon seco y se obtuvo la masa de lipidos extraidos. Se reservo el dato.
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Para las mezclas de etanol-agua, se realizé6 una mezcla de 450 mL con el porcentaje
requerido de etanol. Para este caso se realizaron 11 mezclas etanol-agua, 0%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% todas en (% v/v) de etanol. El calculo de la cantidad de
etanol y agua agregado a cada mezcla se encuentra en el Anexo C. Se realizo el procedimiento
detallado en el inciso 4.2 Procedimiento experimental de extraccion Soxhlet, donde el producto
obtenido en el matraz de fondo redondo fue una mezcla de etanol, agua y lipidos de microalga.
Para el retiro de etanol del matraz de fondo redondo se realizé lo detallado en el inciso 4.3
Separacion de lipidos de microalga del solvente. Luego, cuando la mezcla tenia agua se debio
colocar en horno de conveccion a 80°C por 24 horas hasta evaporar toda el agua de la mezcla.
Luego del retiro de humedad con horno, se dejo enfriar el matraz de fondo redondo que contenia

lipidos, se maso y se le restd la masa del baldn seco para obtener la masa de lipidos extraidos.

4.4  Determinacion de rendimiento de extraccién de lipidos, gasto energético y costos

El extracto obtenido en cada extraccion Soxhlet, contenia lipidos de microalga que
corresponde a sus lipidos obtenidos y debido a la quimica de los solventes y a la polaridad de los
compuestos de la microalga, se obtuvo clorofila también. Ahora, el rendimiento de extraccion
corresponde a los componentes solubles que fueron disueltos durante la extraccién. Por lo tanto, el
rendimiento de la extraccion de lipidos de microalga correspondi6 a lipidos mas clorofila y se

calculé mediante la Ecuacion (4.1) (Pérez Torres & Quishpi Machuca, 2014):

Masa de lipidos + clorofila extraido

Rendimiento de extracciéon = 100 (4.1)

Masa de microalga seca inicial

Ahora, el gasto energético se refiere al consumo de energia que necesita un equipo eléctrico
para realizar un proceso determinado en un tiempo determinado. Para cada experimento se utilizo
una manta calefactora, rotaevaporador y estufa convectiva, dependiendo de las operaciones
necesarias para cada separacion de lipidos. Estos se encuentran detallados en la Tabla F-2. Ahora,
cada aparato electronico posee en su placa de fabrica la potencia que consume al ser conectado a
una fuente eléctrica. Esta potencia se mide en watts o vatios. El calculo de consumo energético se
determiné multiplicando la potencia del equipo por el tiempo que se utilizé y se expresé en kWh

como se muestra en la Ecuacion (4.2) (Young & Freedman, 2009):
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Gasto energético = potencia - tiempo (4.2)

Por otra parte, también se determind una parte del costo de produccion de cada experimento
con el fin de poder comparar en cierto grado econémicamente cada extraccion. En este caso en
particular se tomaron en cuenta solo los costos de extraccion de lipidos de la microalga que estan
compuestos por el costo del gasto energético y el costo del solvente utilizado en cada experimento.
Se excluye el costo de la materia prima, de los equipos y de una posible mano de obra puesto que
se tomaron como variables bloqueadas debido a que se consideraron iguales para todos los
experimentos. El costo del gasto energético, para facilitar los calculos, se supuso y asumi6 una
tarifa de baja tension de tipo 1 (BT1). En la Tabla 4-1 se encuentra el detalle de la tarifa en pesos

chilenos segun la empresa Enel (Enel, 2023).

Tabla 4-1. Tarifa eléctrica tipo BT1(Enel, 2023).

Servicio eléctrico Precio
Administracion del servicio $1.047
Transporte de la electricidad $4.528

Cargo fondo de estabilizacion Ley 21.472 $333
Electricidad consumida (kWh) $142

También se tomé en cuenta el precio en pesos chilenos de cada solvente para realizar este
célculo, los cuales se encuentran en la Tabla 4-2. Los valores de etanol (Merck, 2023a) y n-hexano
(Merck, 2023b) fueron reportados por Merck mientras que el agua Tipo Il fue reportado por la

empresa Ecompany (Ecompany, 2023), siendo todos los formatos de 1000 mL.

Tabla 4-2. Precio de los solventes.

Solvente Precio por 1000 mL Precio por mL
Etanol $19.360 $19,36
n-hexano $24.320 $24,32
Agua Tipo Il $1.400 $1,4
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Asi, el costo del gasto energético de cada experimento se determiné mediante la Ecuacion (4.3):

Costo del gasto energético =a-b-c-d - gasto energético

Donde:

a: Precio por administracion del servicio, $ (pesos chilenos)

b: Precio del transporte de la electricidad, $ (pesos chilenos)

c: Precio por cargo fondo de estabilizacion Ley 21.472, $ (pesos chilenos)

d: Precio de la electricidad consumida (kWh), $ (pesos chilenos)

Mientras que el costo del solvente utilizado se determind mediante la Ecuacion (4.4):
Costo del solvente = (x - mL hexano + y - mL etanol + z - mL agua Tipo 1)

Donde:

x: Precio por 1 mL de hexano, $ (pesos chilenos)

y: Precio por 1 mL de etanol, $ (pesos chilenos)

z: Precio por 1 mL de agua Tipo |1, $ (pesos chilenos)

Finalmente, el costo de cada extraccion se determind con la Ecuacién (4.5):

Costo de la extraccién = costo del gasto energético + costo del solvente

El detalle de todos los costos se encuentra en la Tabla F-3.

4.5 Disefio experimental

(4.3)

(4.4)

(4.5)

En la Tabla 4-3 se detalla la cantidad de experimentos y solvente que se utiliz6 para la

extraccion de lipidos de la N. gaditana.
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Tabla 4-3. Disefio experimental.

N° experimento

EtOH:Agua (% Vv/v)

0:100

10:90

20:80

30:70

40:60

50:50

60:40

70:30
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5. Resultados y discusion
La Tabla 5-1 muestra la cantidad de lipidos recuperado para la extraccion con n-hexano. En la
Tabla 5-2 se presenta el rendimiento de extraccion obtenido para cada muestra. Los calculos

realizados para obtener el rendimiento de extraccion se encuentran en el Anexo D.

Tabla 5-1. Masa de lipidos de microalga recuperados de la extraccion con hexano.

Hexano Lipidos recuperados, g
(% v/V) | Muestral | Muestra2 | Muestra 3
100% 1,1030 0,7370 1,1896 1,0099 + 0,2402

Promedio, ¢

Tabla 5-2. Rendimiento de extraccion de lipidos de microalga recuperado de la extraccion con n-

hexano.
Hexano Rendimiento de extraccion, % Promedio,
(% viv) | Muestral | Muestra2 | Muestra 3 %
100% 11,0 7,2 11,6 99+24

Respecto a la de extraccion de lipidos de microalga utilizando hexano, se logrd recuperar
1,0099 + 0,2402 g en promedio de lipidos de microalga de una muestra de aproximadamente 10 g.
El rendimiento de extraccion obtenido entre las 3 muestras analizadas fue de 9,9 + 2,4% en
promedio. La microalga estudiada contiene al menos un 30% de lipidos, por lo que es el valor de
rendimiento de extraccion esperado. TeoGricamente, el n-hexano como solvente completamente
apolar, debiese extraer la mayor cantidad de lipidos contenidos en la microalga, pero no se cumplié

para ninguna de las 3 extracciones realizadas.
La Tabla 5-3 muestra los rendimientos de extraccion de lipidos de microalga con mezclas

etanol-agua obtenido para cada muestra. Los célculos realizados para obtener el rendimiento de

extraccion de las mezclas etanol-agua se encuentran en el Anexo E.
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Tabla 5-3. Rendimiento de extraccién de lipidos de microalga recuperado de la extraccion de

mezclas etanol-agua.

EtOH:Agua| Rendimiento de extraccion, % _
(% v/v) | Muestral | Muestra 2 | Muestra 3 Promedio, %
0:100 7,2 6,3 7,6 7,0 £0,7
10:90 2,7 2,6 2,7 2,7+£01
20:80 2,7 2,9 3,0 29+02
30:70 3,7 4,0 4,1 39+£0,2
40:60 59 58 6,0 59+01
50:50 8,3 8,2 8,1 82+0,1
60:40 10,9 11,0 11,2 11,0+0,2
70:30 29,5 29,7 29,2 29,4+ 0,3
80:20 29,0 29,1 29,3 291401
90:10 29,9 30,2 30,3 30,1+0.2
100:0 27,9 26,4 27,2 27,2+ 0,7

Como se muestra en la Tabla 5-3, para la mezcla EtOH:Agua 0:100 (%v/v) , el rendimiento
de extraccion de lipidos fue del 7,0 + 0,7% en promedio. De la teoria, se deduce que lo extraido
por agua no corresponde a lipidos, debido a que el agua es polar, y por ello no disuelve los lipidos
apolares. Se especula que lo extraido son carbohidratos debido a que estas son sustancias
hidrofilicas solubles en agua (Hu et al., 2015).

Para el solvente etanol EtOH:Agua 0:100 (%vV/v), se obtuvo un rendimiento promedio del
27,2 + 0,7%. Este resultado concuerda con la teoria, puesto que la estructura del etanol es polar y
apolar, por lo que se espera que en lo extraido se encuentren lipidos, ademas, esta cifra concuerda

con la cantidad de lipidos que se pueden extraer de la N. gaditana.

Para las mezclas EtOH:Agua entre 90:10 y 70:30 (%v/v) , se obtuvieron rendimientos de
extraccion promedio entre 30,1 + 0,2% y 29,4 + 0,3%, respectivamente. Estas mezclas contienen

un bajo porcentaje de agua por lo que, teéricamente, deberian tener un rendimiento de extraccion
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muy parecido al del etanol puro. Efectivamente, su rendimiento de extraccion fue muy cercano al

del etanol. No se esperaba que estas mezclas triplicaran el rendimiento de extraccion del n-hexano.

De las mezclas EtOH:Agua entre 60:40 y 10:90 (%v/v), los rendimientos de extraccion de
lipidos disminuyeron, obteniéndose rendimientos entre 11,0+02% vy 2,7+ 0,1%,
respectivamente. Debido a que estas mezclas poseen un mayor porcentaje de agua, se espera que

no tengan mayores rendimientos de extraccion de lipidos, por la polaridad del solvente.

La Figura 5-1 presenta el detalle de los rendimientos de extraccion de lipidos obtenidos,

donde cada barra muestra el solvente utilizado y su desviacion asociada al promedio.
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Figura 5-1. Rendimiento de extraccion obtenido para cada solvente utilizado.

De la Figura 5-1, se puede notar que los rendimientos de extraccion de etanol al 100%,
90%, 80% y 70% son mayores a los rendimientos de extraccién con menor porcentaje de etanol y

mayor que el rendimiento de extraccion del n-hexano. Las extracciones con mayor porcentaje de
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etanol triplicaron el rendimiento de extraccion del n-hexano. Este resultado no era esperable, sino
que se esperaba obtener un mayor rendimiento del n-hexano, debido a su momento dipolar neutral
y mayor compatibilidad con disolver grasas. Esto también se debe a que se co-extraen compuestos
con polaridad no despreciable por la naturaleza de los solventes. Uno de ellos podria ser

carbohidratos, debido a su naturaleza hidrofilica.

Ahora, a pesar de que los rendimientos de extraccion de lipidos del etanol y mezclas etanol-
agua superan el rendimiento de extraccion del n-hexano, se debe tener en cuenta que, debido a la
polaridad de los solventes, es probable que las extracciones con etanol hayan arrastrado mas que
solo los lipidos de la microalga.

En la Figura 5-2 (a), se muestra el experimento realizado con agua pura, donde se puede
notar que el agua pura no extrae clorofila. La ausencia de color verde en el solvente, indica que la
clorofila no se disuelve en el agua. Esta situacion resulta I6gica, puesto que los compuestos
clorofilicos son insolubles en agua. La Figura 5-2 (b) corresponde a la extraccion de la mezcla
EtOH:Agua 30:70 (%V/v), y se puede notar su color verde pardo debido a que esta extraccion, al
contener etanol, obtuvo clorofila, sin embargo, la temperatura de ebullicion de esta mezcla es de
84,5 °C, lo que provoca la activacion de la enzima clorofilasa degradando la clorofila y

ocasionando que la mezcla se torne de un color pardo.

Por el contrario, de la Figura 5-2 (c), (d) y (e), se tienen las extracciones con mezclas
EtOH:Agua 70:30 y 100:0 (%v/v) y n-hexano, respectivamente. De ellas, se puede notar que
extraen clorofila. La Figura 5-2 (c), muestra un color verde mas claro, esto debido a que la mezcla
de solvente contiene etanol y agua, con etanol en mayor proporcion. Esta mezcla posee un punto
de ebullicion de 80 °C, esta temperatura es la temperatura maxima de formacion de la clorofilasa,
pero no logré formarse debido a que la coloracion no cambié de verde brillante a verde pardo. La
Figura 5-2 (d) y Figura 5-2 (e) muestran extracciones con etanol y n-hexano puros, donde se nota
la gran cantidad de clorofila que se logré extraer debido a su coloracién verde intenso. Se intuye
entonces, que los mayores rendimientos de extraccion se deben a que ademas de que los solventes

disolvieron lipidos, también arrastraron clorofila.
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Figura 5-2. Montajes experimentales para mezclas EtOH:Agua (%v/v): (a) 0:100 (b) 30:70 (c) 70:30 (d) 100:0 (e) extraccion con n-hexano.



Respecto a los lipidos obtenidos, como se puede notar en la Figura 5-3, que como solvente
utilizé n-hexano, se obtuvo una pasta verde oleosa. Esto se atribuye principalmente a que los lipidos
extraidos se combinaron con una gran cantidad de clorofila. La Figura 5-4 (a), muestra a la
izquierda el matraz con etanol y lipidos de microalga antes de la separacién del solvente y a la
derecha muestra los lipidos extraidos, que al igual que la extraccién con hexano, también tenia
consistencia de pasta verde oleosa. En la Figura 5-4 (b), se muestra a la izquierda, el matraz con
mezcla EtOH:Agua 10:90 (%v/v) maés lipidos de microalga y a la derecha el matraz con lipidos de
microalga extraidos. A diferencia de las extracciones con etanol y n-hexano, esta muestra no
presenta presencia de clorofila, por lo que se deduce que esta no se logro extraer y ademas tampoco
se extrajeron lipidos de microalga, debido a la alta polaridad que posee esta mezcla.

Figura 5-3. Matraz con lipidos de microalga extraidos mediante n-hexano.



Figura 5-4. Extractos de N. gaditana: (a) Matraz con etanol puro-lipidos de microalga

(izquierda); Matraz con lipidos de microalga extraido con etanol puro (derecha). (b) Matraz con
mezcla EtOH:Agua 10:90 (%v/v) y lipidos de microalga (izquierda); Matraz con lipidos de
microalga extraido (derecha).

En la Tabla 5-4 se muestra para cada experimento, los equipos eléctricos necesarios para
lograr la separacion de los solventes de lipidos de microalga. La manta calefactora fue utilizada
por 8 h en todos los experimentos, mientras que el uso del rotaevaporador, la bomba de vacio y la
estufa convectiva vario entre cada experimento. Los calculos del consumo energético que se realizo

para cada experimento se detallan en el Anexo F.
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Tabla 5-4. Gasto energético de cada experimento en funcion del tiempo de uso de cada equipo

eléctrico.
N° Mezcla EtOH:Agua Gasto energético,
experimento (% viv) kWh
1 0:100 18,0
2 10:90 19,2
3 20:80 19,2
4 30:70 19,2
5 40:60 19,2
6 50:50 19,2
7 60:40 10,8
8 70:30 10,5
9 80:20 10,4
10 90:10 10,4
11 100:0 1,8
12 n-hexano 1,7

Los mayores gastos energéticos fueron obtenidos por las extracciones de mezclas de etanol-
agua con menor cantidad de etanol, desde 10:90 a 50:50 (%v/v), resultando un gasto de 19 kWh
aproximadamente. Este mayor gasto radica principalmente en que para estos experimentos, ademas
de utilizar la manta calefactora por 8 h, se tuvo que aplicar rotaevaporacion para lograr recuperar
parte del etanol desde la mezcla con el agua y luego se aplicé calor en una estufa convectiva para
eliminar el agua de la muestra y se concentraran solo los lipidos obtenidos.

Las extracciones desde 60:40 a 90:10 (%v/v), que resultaron ser aquellas que presentaron un
mayor rendimiento de extraccion, tuvieron un gasto energético de 10 kWh aproximadamente. Este
resultado es positivo, puesto que ademas de que estos solventes resultan menos contaminantes que
el hexano, también sus usos contemplan un gasto energético mesurado.

Respecto al uso de etanol y n-hexano puros, su separacion de los lipidos son las que utilizan
menor cantidad de energia, cercana a 2 kWh. Este resultado se esperaba del n-hexano, debido a su

bajo punto de ebullicion, no se necesita tanta energia para separarlo de los lipidos. De la misma
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manera el etanol también posee un punto de ebullicion bajo, un poco mayor al del n-hexano, lo que
favorece su recuperacion utilizando menor cantidad de energia. De todas maneras, no se
recomienda utilizar n-hexano por su alta peligrosidad y tampoco utilizar etanol puro debido a su

gran inflamabilidad.

Ahora, en la Tabla 5-5 se presentan los costos de cada solvente, el costo energético y el costo
total de cada extraccion.

Tabla 5-5. Costo total de cada extraccion.

N° EtOH:Agua| Costo Costo Costo de la
experimento| (% Vv/v) solvente energético extraccion
1 0:100 $ 210 | $ 8.464 $ 8.674
2 10:90 $ 479 $ 8.634 $ 9114
3 20:80 $ 749 $ 8.634 $ 9.383
4 30:70 $ 1018 | $ 8.634 $ 9.653
5 40:60 $ 1288 $ 8.634 $ 9.922
6 50:50 $ 1557 $ 8.634 $ 10.191
7 60:40 $ 1826 | $ 7442 $ 9.268
8 70:30 $ 2.096 $ 7.399 $ 9495
9 80:20 $ 2365 $ 7.385 $ 9.750
10 90:10 $ 2635 | $ 7385 $ 10.019
11 100:0 $ 2904 $ 6.164 $ 9.068
12 n-hexano | $ 3.648 $ 6.149 $ 9.797

El menor costo de extraccién se le atribuye al experimento 1 que contiene solo agua. Este
a pesar de tener un costo energético alto, el costo del solvente por experimento es el menor. Luego,
a medida que aumenta la cantidad de etanol en cada experimento, se va encareciendo el costo del
solvente, siendo el hexano el solvente mas caro. Por el contrario, el costo energético, a medida que
aumenta la cantidad de etanol en las mezclas va disminuyendo, debido a que retirar etanol y hexano
tiene un menor gasto energético y por ende un menor costo energético. Ahora, también se calcul6

el promedio de los costos de extraccidn, resultando una media de $9.528 y su desviacion estandar
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por medio de la funcion DESVEST.M en Excel resultd $445, por lo que, no existe una gran

dispersion entre cada costo de extraccion en los experimentos.

Realizando un resumen de resultados. Se obtuvo 1,01 g de lipidos en promedio para el n-
hexano, 2,73 g para el etanol y 3,02 g para mezcla EtOH:Agua 90:10 (% v/v). Respecto al
rendimiento de extraccién de lipidos de la microalga N. gaditana mediante n-hexano como
solvente, este resultd 9,9 + 2,4% en promedio de una muestra de 10 g en triplicado. Para las
mezclas EtOH:Agua 100:0, 70:30, 80:20 y 90:10 (%v/v) se obtuvieron rendimientos de extraccion
de 27,2 + 0,7%, 29,4 + 20,3%, 29,1 + 0,1% y 30,1 + 0,2%, respectivamente, siendo estos los

mayores rendimientos de extraccion obtenidos.

De las mezclas etanol-agua, desde 10% etanol hasta 50% etanol se obtuvieron extractos sin
contenido de clorofila ni lipidos debido a la polaridad incompatible con los lipidos. Para las mezclas
EtOH:Agua de 60:40 a 90:10 (%v/v) se logra extraer lipidos y clorofila de la microalga. Para las
mezclas EtOH:Agua de 70:30 a 90:10 (%v/v) son las mezclas que logran un mayor rendimiento de
extraccion de lipidos, cercano al 30%, resultando mayor que el rendimiento de extraccion del n-

hexano y el etanol puro.

Sobre el gasto energético necesario para la separacion del solvente de cada experimento,
resulté 19,2 kWh para las extracciones con mezclas EtOH:Agua de 10:90 a 50:50 (%v/v), el agua
pura obtuvo un gasto de 18 kWh, para mezclas EtOH:Agua 60:40 a 90:10 (%v/v) un gasto de 10
kWh aproximadamente y el etanol y n-hexano puros un gasto energético aproximado de 2 kWh.
De la comparacién de los gastos energéticos, las extracciones con mezclas EtOH:Agua 60:40 a
90:10 (%v/v), tienen un gasto energético mesurado y que ademas son las mezclas que tienen el

mayor rendimiento de extraccion.

Respecto a los costos, debido al promedio y la desviacion estandar obtenida, no existe una

gran dispersion entre cada costo de extraccion en los experimentos.
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6. Conclusiones y recomendaciones

Se concluye principalmente que, de los solventes evaluados, los mejores son mezclas etanol-
agua con mas del 50% en peso de etanol. Esto debido a que los mayores rendimientos de extraccion
se obtienen de estas mezclas. Sin embargo, este resultado no es totalmente concluyente debido a
que no fue posible demostrar que lo extraido fuesen 100% lipidos.

Se logré evaluar distintos solventes, como n-hexano, etanol anhidro, agua y mezclas de etanol-
agua. Mediante estos, se logrd la recuperacion de lipidos de la microalga Nannochloropsis gaditana
con extraccion Soxhlet, pero se deduce de los datos obtenidos que no se extrajeron todos los lipidos
contenidos en ella, esto debido a que se desconoce, en primer lugar, la composicion inicial de la
microalga tratada como sustrato y se supuso su composicion de lipidos desde la literatura. Tampoco
se logré determinar exactamente la cantidad de lipidos recuperada, debido a que no se realizé un
andlisis de composicion a las muestras finales, por lo que se puede concluir que se recuperaron

lipidos y otros componentes de la microalga.

Respecto al rendimiento de extraccion de lipidos con n-hexano, se esperaba obtener con este
solvente el mayor rendimiento, debido a su ventaja de interaccion con los lipidos, pero de este se
obtuvo un tercio del rendimiento minimo esperado. Respecto al rendimiento de extraccion del agua,
no se esperaba extraccion de lipidos y del resultado de ella, con una inspeccion visual tampoco
existe una evidencia concreta de que lo extraido fuesen lipidos. Por el contrario, de las extracciones
realizadas con mayores concentraciones de etanol se obtuvieron los mayores rendimientos. De
estos resultados se concluye que las extracciones con mayor concentracion de etanol poseen un
mayor rendimiento de extraccion, sin embargo, al igual que con la extraccion con n-hexano, no es

posible concluir exactamente que se extrajeron lipidos y solo lipidos.

De la comparacion cualitativa de los extractos obtenidos del n-hexano, etanol, agua y las
mezclas de etanol-agua, se concluye que la extraccion con agua pura no extrae clorofila, debido a
que el solvente no se torna color verde brillante y la clorofila es insoluble en agua, ademas que
tampoco extrae lipidos debido a su alta polaridad. El etanol extrae lipidos y también clorofila
debido al aspecto grasoso del extracto obtenido. Del n-hexano se obtuvo un extracto similar al del
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etanol, verde brillante debido a la clorofila que extrajo. De las mezclas etanol-agua, desde 10%
etanol hasta 50% etanol se obtuvieron extractos sin contenido de clorofila ni lipidos debido a la
polaridad incompatible con los lipidos. Para las mezclas EtOH:Agua de 60:40 a 90:10 (%v/v) se
logra extraer lipidos y clorofila de la microalga. Para las mezclas EtOH:Agua de 70:30 a 90:10
(%v/v) son las mezclas que logran un mayor rendimiento de extraccion de lipidos, resultando

mayor que el rendimiento de extraccion del n-hexano y el etanol puro.

Finalmente, del gasto energetico y de los costos, se considerd que las extracciones con mezclas
EtOH:Agua 60:40 a 90:10 (%v/v), al tener un gasto energético mesurado y que ademas son las
mezclas que tienen el mayor rendimiento de extraccidn, son una buena opcion como solventes para
extraccion. A pesar de que el gasto energético de la separacion de etanol y n-hexano puro sean
menores, no se recomienda el uso de estos debido a su peligrosidad e inflamabilidad. Respecto a
los costos, se concluye que las diferencias entre experimentos no son significativas, por lo que no

son un factor decisivo al determinar cual es un mejor solvente debido a su costo econémico.

Respecto a las recomendaciones, debido a las limitaciones del método de extraccion Soxhlet,
se sugiere realizar una caracterizacién completa de la microalga que se utilizara como sustrato, es
decir, determinar su cantidad de lipidos, carbohidratos, proteinas, entre otros, para asi determinar
al final cuantos de esos lipidos se lograron extraer y si es que quedaron otros que no se lograron
liberar. Sequido a ello, si es que no se han liberado los lipidos de la microalga al principio del
experimento, se recomienda realizar un pretratamiento de esta para asegurar que esta libere su

mayor cantidad de lipidos al momento de la extraccion.

Ademas, si se quiere proseguir con este trabajo, se recomienda guardar y etiquetar los
extractos obtenidos en cada experimento y se les apliquen andlisis como cromatografia de gases
para determinar la cantidad exacta de lipidos que contienen, puesto que se especula que las
extracciones se vieron afectadas por la gran cantidad de clorofila, carbohidratos entre otros, que
extraen también los solventes utilizados y esto resulta perjudicial para la produccion posterior de

biodiésel a partir de estos extractos.
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También, debido a los gastos energéticos obtenidos, el gasto energético es mayor para las
mezclas etanol-agua que resultan ser las ideales debido a su alto rendimiento de extraccion y su
menor peligrosidad, pero pierden idealidad al utilizar mas energia para la separacion de sus
componentes, puesto que la produccion de energia eléctrica también se basa en combustibles no
renovables y su huella de carbono es importante. Por ello se recomienda seguir evaluando el uso
de mezclas etanol-agua para la extraccion de lipidos de microalga, debido a que, a pesar de que el
uso de estos solventes si sea mas seguro para la salud humana y el medio ambiente, gastan una
mayor cantidad de energia eléctrica para su separacion y se desconoce la contaminacion al medio

ambiente que produce la produccion de ese suministro eléctrico.
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8. Anexos

Anexo A: Tabla de materiales y equipos

A continuacion, en la Tabla A-1, se describen el sustrato, solventes y equipos utilizados para

realizar la experimentacion junto a su marca, cantidad y descripcion.

Tabla A-1. Lista de sustrato, solventes y equipos utilizados para la experimentacion.

item Marca Cantidad Descripcion
Microalga - 309 Nannochloropsis gaditana
Hexano Merck Germany [450 mL n-hexano, hexano técnico
Alcohol etilico absoluto, alcohol
Etanol Merck Germany |450 mL )
anhidro
Agua tipo 1l - SL -
Agua tipo 11 - 500 mL -
Campana de _ _
- Biobase 1 unidad Fume Hood, FH 1500
extraccion
Extractor Soxhlet |lIsolab Germany |3 unidades 100 mL 29/32+45/40
Condensador Isolab Germany |3 unidades 250 mm 45/40+none
Rotaevaporador Biichi 1 unidad Rotavapor R-3
Bomba de vacio Boeco Germany |1 unidad Bomba de vacio R-300, 220v, 50/60 Hz
Zhicheng _ Horno convectivo de aire forzado
Estufa 1 unidad
Instrument modelo ZXFD-A5040
Desecador - 1 unidad -
Balanza analitica Radwag 1 unidad AS 82/220.R2 PLUS
Manta calefactora | Soviquim 3 unidades Capacidad 250 mL
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Ahora, en la Tabla A-2, se describen los instrumentos y materiales utilizados en

experimentacion con su respectiva marca, cantidad y descripcion de cada uno.

Tabla A-2. Instrumentos y materiales utilizados en la experimentacion.

item

Marca

Cantidad

Descripcion

Matraz de fondo

redondo

Isolab Germany

3 unidades

250 mL NS 29/32

Lana de vidrio Merck Germany |3 tapones Diametro fibra 15-25 pum
Soporte universal |- 3unidades |-
Pinza de 3 dedos - 3 unidades |-
Doble nuez - 3unidades |-

4 unidades,

o Boro 3.3, 100 mL, 250 mL, 500 mL,
Vasos precipitados [Boeco Germany |uno de cada
1000 mL

uno

Frasco de vidrio _
Boeco Germany |2 unidades |[Boro 3.3, 500 mL

con tapa
Cucharas - 1 unidad -
Tijera - 1 unidad -
Cartucho de Filtres Prat )

3 unidades | 33/38x80mm
celulosa Dumas
Probeta Duran 1 unidad 500 mL
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Anexo B: Descripcion del rotavapor utilizado para la separacion de lipidos y solventes

A continuacién, en la Figura B-1 se muestran las partes del Rotavapor R-3 Biichi (Flawil, Suiza)

utilizado en este trabajo.

Figura B-1. Rotavapor R-3 Buichi (Buichi, 2023).
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En la Tabla B-1, se describen las partes del Rotavapor R-3 Buichi (Flawil, Suiza) presentado en la
Figura B-1.

Tabla B-1. Descripcion de las partes del Rotavapor R-3 (Blchi, 2023).

NUmero Descripcion
1 Condensador, sistema de refrigeracion
2 Llave de vidrio para control de vacio el sistema
Tubo de alimentacion continuada del matraz de evaporacion con
’ disolvente
4 Tecla de bloqueo de unidad de accionamiento de rotacion
5 Perilla de velocidad de rotacion del matraz de evaporacion
6 Receptor de disolvente condensado
7 Elevador para subir y bajar matraz de evaporacion
8 Tope de parada vertical
9 Indicador de temperatura bafio calefactor

10 Botones de ajuste de temperatura de bafio calefactor

11 Conmutador principal

12 Asa del bafio calefactor

13 Barfio calefactor de acero inoxidable

14 Matraz de evaporacion
15 Combi-clip

16 Palanca de fijacion para ajuste de &ngulo de inmersion
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Anexo C: Célculo de mezclas etanol-agua realizadas para cada experimento

Las diluciones etanol-agua preparadas para cada experimento se calcularon mediante la
Ecuacion (C.1). El subindice 1 se refiere a la solucion concentrada que en este caso es el etanol

mientras que el subindice 2 se refiere a la solucidn diluida (Gutiérrez-Avella & Guardado-Pérez, 2010).

C,-V,=Cy-V, .1
Donde
C;: Concentracion de etanol puro
V1 Volumen de etanol puro
C,: Concentracién mezcla final etanol-agua

V,: Volumen final mezcla etanol-agua

Entonces, mediante la Ecuacion (C.2), se despeja V; correspondiente al volumen de etanol
puro que se debe agregar a una probeta:
CZ " VZ
V., =
1 Cl

(€.2)

Luego, calculado V;, se debe enrasar la probeta con agua hasta el volumen V.

Por ejemplo, para una solucion de 450 mL de etanol-agua con una concentracion 10%
etanol, si el etanol es puro su concentracion es del 100%, entonces el célculo se describe en la
Ecuacion (C.3):

y, = 2% 0ml_ (€.3)
100%

Obtenido el volumen de etanol, esta cantidad de agrega en una probeta de 500 mL y se
enrasa con agua hasta los 450 mL. Este célculo se repite para todas las mezclas etanol-agua. En la
Tabla C-1, se muestra la concentracion final de cada mezcla, el volumen final de cada mezcla, que
corresponde a la marca donde se debe enrasar la probeta con agua, la concentracion del etanol puro

y el volumen de etanol puro a agregar.
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Tabla C-1. Disoluciones etanol-agua para cada experimento.

Concentracion| Volumen . Volumen

] ] Concentracion

final mezcla | final mezcla etanol puro

etanol puro,

etanol-agua, | etanol-agua, a agregar,

(%oviv) (C4)

(%viv) (C2) mL (V2) mL (V1)
0% 450 100% 0
10% 450 100% 45
20% 450 100% 90
30% 450 100% 135
40% 450 100% 180
50% 450 100% 225
60% 450 100% 270
70% 450 100% 315
80% 450 100% 360
90% 450 100% 405
100% 450 100% 450
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Anexo D: Célculo de rendimiento de extraccion para el hexano

El calculo del rendimiento de extraccion del hexano se realizd mediante la Ecuacion (4.1),
del inciso 4.2 Procedimiento experimental de extraccion Soxhlet. Este procedimiento se realizé en
triplicado para obtener una respuesta méas precisa del experimento. La masa de lipidos obtenida
mediante extraccion con hexano para cada muestra se encuentran en la Tabla 5-1 del inciso 5.
Resultados y discusion y la masa de microalga seca para cada extraccion se muestra a continuacion
en la Tabla D-1.

Tabla D-1. Masa microalga Nannochloropsis gaditana seca para extraccion con hexano.

Muestra 1, ¢ Muestra 2, ¢ Muestra 3, ¢
10,0231 10,1989 10,2113

Entonces, para la muestra 1, el calculo del rendimiento de extraccion es:

Rendimiento de extraccion 1 = m =11% (D.1)
10,0231 g
De la misma manera, se repite para la muestra 2 'y 3:
Rendimiento de extraccion 2 = M =7,2% (D.2)
10,1989 g
Rendimiento de extraccién 3 = M =11,6% (D.3)
10,2113 g

Luego, se determind un promedio de las 3 muestras:

o y ] 11% + 7,2% + 11,6%
Rendimiento de extraccién promedio = 3 =9,9% (D.4)

También se calculd la desviacién estandar mediante la funcion DESVEST.M en Excel de cada

experimento, resultando 2,4% para este. Asi el dato final se reportd como 9,9 + 2,4%.
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Anexo E: Calculo de rendimiento de extraccidén para mezclas etanol-agua

De la misma manera que en el Anexo D, el calculo del rendimiento de extraccion de las

mezclas etanol-agua se realizan mediante la Ecuacion (4.1), inciso 4.2 Procedimiento experimental

de extraccion Soxhlet. Este procedimiento se realiz6 en triplicado para obtener una respuesta mas
precisa de cada experimento. La masa de lipidos obtenida mediante extraccion con mezclas etanol-
agua para cada muestra se encuentran en la Tabla E-1 y la masa de microalga seca para cada

extraccion se muestra a continuacion en la Tabla E-2. La masa de microalga seca para cada

extraccion se detalla a continuacion.

Tabla E-1. Masa de lipidos de microalga recuperado de la extraccion con agua, etanol y mezclas

de estos.
EtOH:Agua Lipidos recuperados, g |
(% VIV) Muestra | Muestra | Muestra Promedio, g
1 2 3
0:100 0,7237 0,6330 0,7691 0,7086 + 0,0693
10:90 0,2719 0,2638 0,2758 0,2705 + 0,0061
20:80 0,2688 0,2954 0,2977 0,2873 £ 0,0161
30:70 0,3749 0,4009 0,4123 0,3960 + 0,0192
40:60 0,5959 0,5802 0,5992 0,5918 + 0,0102
50:50 0,8319 0,8269 0,8216 0,8268 + 0,0052
60:40 1,0971 1,1082 1,1304 1,1119 + 0,0170
70:30 2,9618 2,9831 2,9222 2,9557 + 0,0309
80:20 2,9157 2,9239 2,9374 2,9257 + 0,0110
90:10 2,9855 3,0365 3,0310 3,0177 £ 0,0280
100:0 2,7994 2,6686 2,7430 2,7370 + 0,0656

61



Tabla E-2. Masa microalga Nannochloropsis gaditana seca para extracciones con mezclas

etanol-agua.
Mezcla
EtOH:Agua Masa muestra 1, | Masa muestra 2, | Masa muestra 3,

(%viv) : : J
0:100 10,0789 10,0558 10,0958
10:90 10,0642 10,0824 10,0390
20:80 10,0432 10,0856 10,0805
30:70 10,0556 10,0328 10,0498
40:60 10,0773 10,0442 10,0152
50:50 10,0680 10,0662 10,0877
60:40 10,0610 10,0660 10,0869
70:30 10,0432 10,0462 10,0223
80:20 10,0431 10,0463 10,0225
90:10 10,0009 10,0605 10,0165
100:0 10,0271 10,0940 10,0988

Entonces, por ejemplo, de la mezcla EtOH:Agua 10:90 (%v/v), para la muestra 1, el calculo del

rendimiento de extraccion esta dado por la Ecuacion (E.1):

0,2719g

Rendimiento de extraccion 1 = ——— =

10,0642 g

De la misma manera, se repite para la muestra 2 y 3:

Rendimiento de extraccion 2 =

026389
10,0824 g

0,2758 g

Rendimiento de extraccion 3 = —— =

10,0390 g

2,7%

2,6%

2,7%

(E.1)

(E.2)

(E.3)
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Luego, se determind un promedio de las 3 muestras:

o » ] 2,7% + 2,6% + 2,7%
Rendimiento de extraccién promedio = 3 =2,7% (E.4)

También se calcul6 la desviacion estandar mediante la funcion DESVEST.M en Excel de cada

experimento, resultando 0,1% para este. Asi el dato final se report6 como 2,7 + 0,1%.
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Anexo F: Calculo del gasto energético y costo para cada experimento

Para el calculo del gasto energético, se utiliza la Ecuacion (4.2) presentada en el inciso 4.2
Procedimiento experimental de extraccion Soxhlet. Para realizar el célculo, primero se deben
conocer las potencias de los equipos utilizados. A continuacion, en la Tabla F-1, se describe la
potencia eléctrica de la manta calefactora (Medilc, 2023), el rotaevaporador (Bichi, 2023), la

bomba de vacio (Boeco, 2023) y la estufa convectiva (Zhicheng, 2023).

Tabla F-1. Equipos eléctricos utilizados y sus respectivas potencias eléctricas.

Equipos eléctricos | Potencia eléctrica, W
Manta calefactora 150
Rotaevaporador 1730
Bomba de vacio 93
Estufa convectiva 700

Ahora, el tiempo de uso de cada artefacto para cada experimento fue determinado de manera
experimental. En la Tabla F-2, se muestran los tiempos de uso de cada equipo en cada experimento.

Entonces, por ejemplo, el céalculo del gasto energético para experimento n°® 2 se realiza de

la siguiente manera:

Gasto energéticomantq catefactora = 150 W8 h = 1200 Wh (F.1)
Gasto energéticororaevaporador = 1730 W+ 0,67 h = 1153 Wh (F.2)
Gasto energéticopompa de vacio = 93 W - 0,67 h = 62 Wh (F.3)
Gasto energéticoeseyrq convectiva = 700 W - 24 h = 16800 Wh (F.4)
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Finalmente, la suma de los gastos energéticos de cada equipo resulta el gasto energético del

experimento n° 2:

1
Gasto energéticoexperimentonc2 = 19215 Wh - 1000 — 19,2 kWh (F.5)

Tabla F-2. Tiempo de uso de cada equipo eléctrico para cada experimento.

Tiempo de uso, h
N° EtOH:Agua Bomba
experimento | (%v/v) Manta Rotaevaporador | de Estufé
calefactora | convectiva
vacio

1 0:100 8 - - 24

2 10:90 8 0,67 0,67 24

3 20:80 8 0,67 0,67 24

4 30:70 8 0,67 0,67 24

5 40:60 8 0,67 0,67 24

6 50:50 8 0,67 0,67 24

7 60:40 8 0,67 0,67 12

8 70:30 8 0,50 0,50 12

9 80:20 8 0,42 0,42 12
10 90:10 8 0,42 0,42 12
11 100:0 8 0,33 0,33 -
12 n-hexano 8 0,25 0,25 -

Para el costo de la extraccion, se calculé el volumen de cada solvente, teniendo en cuenta
que para un experimento el volumen de solvente fueron 150 mL. Para las mezclas de etanol y agua
se reportd la cantidad de etanol utilizada y una cantidad aproximada de agua para completar los
150 mL de solvente, esto debido a que el etanol se debe enrasar con agua hasta 150 mL para obtener
la mezcla ya que los volimenes no son aditivos. Asi entonces, mediante la Ecuacion (4.3) costo
energético, Ecuacion (4.4) costo del solvente se logro determinar el costo de la extraccion con la

Ecuacion (4.5). Se calculé el promedio de los costos de extraccidn, resultando una media de $9.528
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y su desviacion estandar por medio de la funcion DESVEST.M en Excel resulto $445.

Tabla F-3. Detalle del costo de extraccion de cada experimento.

Vol.
N° | EtOH:Agua Vol. n- | aprox. | Vol. Costo Gas,t(.) Costo Costo de
expto| (% viv) hexano,) de | etanol, solvente energetico, energético a _
mL agua, mL kWh extraccion
mL
1 0:100 0 150 0 $210 18 $8.464 $8.674
2 10:90 0 135 15 $479 19,2 $8.634 $9.114
3 20:80 0 120 30 $749 19,2 $8.634 $9.383
4 30:70 0 105 45 $1.018 19,2 $8.634 $9.653
5 40:60 0 90 60 $1.288 19,2 $8.634 $9.922
6 50:50 0 75 75 $1.557 19,2 $8.634 $10.191
7 60:40 0 60 90 $1.826 10,8 $7.442 $9.268
8 70:30 0 45 105 | $2.096 10,5 $7.399 $9.495
9 80:20 0 30 120 | $2.365 10,4 $7.385 $9.750
10 90:10 0 15 135 | $2.635 10,4 $7.385 $10.019
11 100:0 0 0 150 | $2.904 18 $6.164 $9.068
12 n-hexano 150 0 0 $3.648 1,7 $6.149 $9.797
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