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“ANALISIS DE LA PERDIDA DE LIPIDOS DURANTE EL SECADO CONVECTIVO DE LA BIOMASA DE
MICROALGAS”

Lic. Q. F. B. Deyla Azucena Barranco Montesinos
RESUMEN

Los lipidos contenidos en las microalgas han sido objeto de estudio en investigaciones recientes para
ser utilizados como biocombustibles. El proceso de produccién puede involucrar el secado de la
biomasa antes de la extraccién de lipidos, debido a que, de acuerdo a algunos autores, mejora el
proceso de extraccién. Sin embargo, debido a las temperaturas utilizadas y los diferentes métodos
de secado, ocurre la pérdida de componentes como proteinas, carbohidratos, pigmentos y lipidos.

Para el desarrollo de un proceso de produccién de biocombustibles a partir de microalgas es
importante tener en cuenta si durante el proceso de secado, la pérdida de lipidos es considerable
(y de asi serlo, en qué grado/manera); asi mismo es importante establecer las temperaturas de
secado mads adecuadas, a fin de obtener la mayor cantidad de lipidos necesarios para la produccidn
de biocombustibles.

Tomando en consideracidn lo anterior, se realizo el estudio del efecto del espesor de concentrado
algal (1.5 y 2.5 mm) y de la temperatura (40 y 60°C) durante el secado, en un secador convectivo,
en el contenido y composicién de lipidos de dos cepas Chlorella vulgaris y Chlorella protothecoides.
Se realizaron extracciones de lipidos en biomasa de las dos especies de microalgas en cuatro etapas
del secado y se compararon con los diferentes tratamientos de secado. La produccion de la biomasa
microalgal se realizé en medio Basal de Bold, en raceway de 1600 L bajo condiciones de invernadero.

C. protothecoides presenté mayor reproduccién de la especie durante el cultivo. A mayores tiempos
de secado se obtuvo mayor cantidad de EOT. Se lograron mayores contenidos de EOT cuando es
cultivada en raceway y cuando las extracciones se realizan por el método Soxhlet.

Por su parte, se observé que C. vulgaris presentd mayor contenido de EOT cuando fue cultivada en
fotobiorreactores y cuando las extracciones se realizaron por el método Folch modificado y
posterior extraccién liquido-liquido. Se observé que los mayores contenidos de EOT se obtuvieron
al secar con un espesor de 1.5 mm, por lo que se concluye que el espesor tiene significancia
estadistica (para P=0.05) en el contenido de EOT. En cuanto a los métodos de extraccidon se observd
que la extraccién con metanol y posterior extraccién con hexano logra obtener mayores contenidos
de EOT al igual que el método ASE. Finalmente, los contenidos de EOT durante el secado si se ven
afectados. En C. protothecoides se observd la disminucion conforme ocurria el secado, mientras que
C. vulgaris no presento relacidn entre el contenido de humedad y la pérdida de lipidos, sin embargo,
si se observa una disminucién en el contenido de lipidos al inicio y al finalizar el secado.

Palabras clave: biocombustibles, Chlorella protothecoides, Chlorella vulgaris, extraccién de lipidos,
microalgas, secado convectivo.

Dirigido por Dr. Juan Rodriguez Ramirez



“ANALYSIS OF LIPID LOSS DURING CONVECTIVE DRYING MICROALGAE BIOMASS”
Lic. Q. F. B. Deyla Azucena Barranco Montesinos
ABSTRACT

Lipids contained within micro-algae have been at the heart of current research in the development
of bio-fuels. Literature on algae based bio-fuel claims that drying improves the process of lipid
extraction. However, due to the different drying methods and the temperatures used in such
process, some authors have reported the loss of proteins, carbohydrates, lipids and pigments.

The development of a bio-fuel production process from micro-algae involves taking two aspects into
account. On the one hand, it is necessary to know if the amount of lipids lost during the drying
process affects the production process (at all, and if so, to what extent). On the other hand, it is
essential to know what the best temperatures in the drying process are, in order to obtain the most
lipids that are necessary to bio-fuel production.

Regarding the previously mentioned points, a study on Chlorella vulgaris and Chlorella
protothecoides was conducted. Both species were cultivated in 1600 L of raceway and dried using a
convective dryer with two different algae extract thickness (1.5 and 2.5 mm). The micro-algae were
also treated at 40°C and 60°C. Lipid extraction from biomass was carried out in both species during
4 stages of the drying process and the samples were compared.

The results show that Chlorella protothecoides had the most species reproduction during the
cultivation. The species also exhibited that the longer the drying process was the more EOT was
produced. The largest volume of EOT extracts was obtained when Chlorella protothecoides was
cultivated in raceway and when the extractions were performed using the Soxhlet method. On the
contrary, Chlorella vulgaris showed its largest volume of EOT when cultivated in photobioreactors
and when the extractions were executed following a modified Folch method and a liquid-liquid
extraction.

The most extensive EOT concentrations were obtained when drying with a 1.5 mm algae extract
thickness. This reveals that the variable algae extract thickness has statistical significance (P=0.05)
in the EOT concentrations. In addition, it was observed that extraction with methanol and hexane
produces the most EOT concentrations just like the ASE method. Finally, the study showed that the
EOT contents are indeed affected during the drying process. Chlorella protothecoides exhibited an
EOT loss during the drying process, while Chlorella vulgaris did not show any relation between
humidity content and lipid loss. Regardless of this, lipid reduction was observed when contrasting
the samples before and after the drying process.

Key words: Bio-fuel, Chlorella protothecoides, Chlorella vulgaris, convective drying, lipid extraction,
micro-algae.

Directed by Dr. Juan Rodriguez Ramirez
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Debido al agotamiento de los combustibles fésiles y los efectos contaminantes que provoca su
combustidn, se han buscado fuentes de energia renovables que ademas contribuyan a la reduccién
de emisiones de gases de efecto invernadero. Debido a las multiples ventajas que tienen en
comparacion con los cultivos de semillas oleaginosas, las microalgas han sido objeto de estudio en
investigaciones recientes para ser utilizada como materia prima en el proceso de produccion de

biocombustibles (Demirbas & Demirbas, 2011; Halim et al., 2012; Goncalves et al., 2013).

El proceso de produccién de biodiesel a partir de microalgas se puede dividir en varias etapas:
Cultivo, cosecha, deshidratacion, extraccion de lipidos, transesterificacion y acondicionamiento de

biodiesel.

Para mejorar la eficiencia de extraccion de lipidos mediante solvente se requiere previa
deshidratacidn de la biomasa de microalgas (Halim et al., 2011). Balasubramanian et al. (2013) y
Taher et al. (2014) reportaron que el rendimiento de lipidos es mayor en muestras secas que en
muestras humedas de biomasa, por lo tanto se debe incorporar el secado dentro del proceso de

produccidn de biocombustibles a partir de microalgas.

Sin embargo, el principal problema que presenta el secado es el gran gasto energético, pues
constituye del 70-75% del costo total del proceso (Show et al., 2013), lo cual lleva a un balance
energético negativo (Gallagher, 2011), peligrando la viabilidad comercial, por lo que es necesario

incorporar nuevas tecnologias o enfoques (Molina et al., 2003).

El secado convectivo con aire caliente es uno de los métodos industriales mas comunes que se
utilizan para el secado de material organico (Babalis & Belessiotis, 2004), ademds de que también

permite obtener otras formas diferentes a los polvos (Desmorieux & Decaen, 2005).

Existen varios factores del secado con aire caliente que pueden influir en el material, por ejemplo:
la velocidad, la temperatura del aire, la difusidn del agua a través del material, el espesor y la forma
del producto. Los factores mdas importantes en las condiciones de secado de microalgas son la

temperatura y el espesor (Desmorieux & Decaen, 2005; Oliveira, et al., 2009).



Dentro de las investigaciones realizadas en relacion al secado, algunos autores han reportado la
pérdida de componentes durante el proceso. En estudios recientes (Hélene Desmorieux &
Hernandez, 2004; Oliveira et al., 2010) se ha demostrado la pérdida de proteinas, azlcares y

pigmentos como las ficocianinas durante el secado convectivo de microalgas.

Chen et al. (2013) analizaron el efecto del espesor en el secado de la biomasa microalgal con la
finalidad de observar las caracteristicas fisicas del material y su comportamiento durante el proceso,

sin embargo, no se ha vinculado con la pérdida de lipidos.

Hussain et al. (2015) encontraron diferencias significativas en el rendimiento de lipidos totales,
lipidos neutros y lipidos polares en muestras desecadas vy liofilizadas de Chlorella vulgaris, sin

embargo, no se evaluaron las condiciones durante el secado.

En este trabajo, se propone el estudio del efecto del secado convectivo en el contenido de agua y el
contenido de lipidos en la biomasa de microalgas y determinar que factor tiene mayor influencia en

la pérdida de lipidos.



JUSTIFICACION

Para mejorar la eficiencia de extraccién de lipidos mediante solvente se requiere previa
deshidratacion de la biomasa de microalgas (Halim et al., 2011). Ademas algunos estudios
(Balasubramanian et al., 2013; Taher et al., 2014) muestran que el rendimiento de lipidos es mayor
en muestras secas que en muestras humedas de biomasa, por lo tanto, es necesaria la eficiente
separacion del medio de cultivo de la biomasa microalgal para lograr una mayor recuperacién de
lipidos. Para esto, debe incluirse el secado dentro del proceso de produccién de biocombustibles a

partir de microalgas.

Asi mismo, es necesario incorporar tecnologias que permitan disminuir los requerimientos
energéticos y costos del secado, como utilizar energia solar para que la obtencién de biocombustible

de microalgas sea econdmicamente posible.

Sin embargo, durante el secado se han reportado pérdidas de componentes en microalgas, como
proteinas, carbohidratos, clorofila y ficocianinas. En algunos trabajos (Choe & Min, 2007; Widjaja et
al., 2009) también se hace referencia al estudio de la pérdida de lipidos durante el secado, pero
Unicamente se relaciona la temperatura con el contenido de triglicéridos de la biomasa. En estos
estudios no se relaciona de qué manera influye el espesor de la biomasa y la temperatura del aire

de secado en la pérdida de estos componentes. Por otro lado, Hussain et al. (2015) encontraron

diferencias significativas en el rendimiento de lipidos totales, lipidos neutros y lipidos polares en
muestras desecadas y liofilizadas de Chlorella vulgaris, sin embargo, no se evaluaron las condiciones

durante el secado.



ANTECEDENTES

El contenido de agua en materiales organicos es muy importante ya que afecta la calidad sensorial,
estabilidad microbioldgica, caracteristicas fisicas y vida de anaquel (Silva et al., 2008). En el caso de
las microalgas, el concentrado obtenido debe secarse para su estabilidad, para ser utilizado como
producto final y para la extraccion de metabolitos u otros procesos posteriores, reduciendo de esta
manera el contenido de humedad a un nivel que permita el almacenamiento seguro durante cierto

tiempo (Lopes et al., 2007).

Los diferentes sistemas de secado se diferencian en el costo y los requerimientos energéticos. La
seleccion de método de secado depende de la escala de operacién y del uso destinado al producto
seco (Show et al., 2013). El secado convectivo se caracteriza por la cinética de secado experimental

para estudiar la influencia de la temperatura y la velocidad de aire (Desmorieux & Decaen, 2005).

En 2004, Desmorieux & Decaen, realizaron secado convectivo en la microalga Spirulina en un rango
de temperatura de 40-60°C y con una velocidad de aire de 1.9 a 3.8 m/s, estableciendo las isotermas
de sorcion de 45-60°C. Se encontrd que, para condiciones de secado suave (a 40°C y velocidad de
aire de 2.5 m/s) aparece un periodo de velocidad de secado casi constante. Para condiciones mas
fuertes no hay curva de secado constante. Un tercer periodo aparece al final del secado, esta fase

puede corresponder a la transferencia limitante a través de las membranas celulares.

Existen varios factores en el secado con aire caliente que pueden influir en los alimentos, por
ejemplo: la velocidad y la temperatura del aire, la difusion del agua a través del material, el espesor
y la forma del producto (Oliveira et al., 2010) . De acuerdo a la literatura, los factores mas
importantes en las condiciones de operacion de microalgas son la temperatura y el espesor

(Desmorieux & Decaen, 2005; Oliveira et al., 2009).

Lopes et al. (2007) investigaron los efectos de la temperatura y el espesor en la deshidratacion de
la cianobacteria Aphanothece microscopica Ndgeli. Se realiz6 secado con aire caliente a
temperaturas de 40, 50 y 60°C con espesores de muestra de 3, 5y 7 mm. Concluyeron que los
espesores evaluados muestran minimo efecto en la calidad final del producto, siendo mayor el

efecto de la temperatura en el color y contenido de clorofila.



Desmorieux et al. (2010) estudiaron el encogimiento en la biomasa de Spirulina o Arthrospira sp.
durante el secado convectivo en capa fina a 45°C y con espesores de 1 a 4 mm. Reportaron que

durante el secado, el espesor de la capa fina de esta microalga se vuelve irregular y se rompe.

En Chlorella vulgaris, se investigd el efecto del contenido de humedad, espesor y temperatura en el
proceso de secado. Los resultados indican que los tiempos de secado son cortos cuando la
temperatura de secado es alta, el contenido de humedad es bajo y el espesor del material es
pequefio. Ademas se observaron dos etapas en el proceso de secado, ocurriendo la pérdida de masa

en la segunda etapa (Chen et al., 2013)

Dentro de las investigaciones realizadas en relacién al secado, algunos autores han reportado la
pérdida de componentes durante el proceso. Desmorieux & Hernandez (2004) estudiaron la
disminucién en el contenido de proteinas y azlcares durante el secado convectivo, infrarrojo, por
aspersion y liofilizacion en la microalga Spirulina, y encontraron que en el secado convectivo, la
pérdida de proteinas y carbohidratos varid de acuerdo a la temperatura del aire utilizado. Estas
pérdidas fueron mayores en los carbohidratos que en las proteinas. La pérdida de proteina usando
aire entre 40 y 70°C fue proporcional a la temperatura de secado, sin embargo la pérdida de
carbohidratos permanecié constante de 40 a 70°C. También se han reportado pérdidas de
ficocianinas en esta especie durante el secado convectivo con flujo de aire, mostrando un efecto
significante (P < 0.05) la temperatura del aire de secado y el espesor de la muestra (Oliveira et al.,

2010).

En estudios de secado de especies vegetales, se ha encontrado que el secado convectivo evapora
algunos de los componentes volatiles del material (Omidbaigi et al., 2004), disminuyendo su

concentracién (Figiel et al., 2010; Szumny et al., 2010).

En el caso de las microalgas se ha estudiado el efecto de la temperatura de secado de biomasa en
el contenido de lipidos. La investigacion realizada por Widjaja et al. (2009) en la especie Chlorella
vulgaris, muestra que el contenido de triglicéridos disminuye cuando la biomasa se seca a altas
temperaturas (mayores a 60°C). También encontraron que los dacidos grasos insaturados,
especialmente los acidos grasos libres poliinsaturados (PUFA), fueron mas susceptibles a la
oxidacién que los acidos grasos saturados. La explicacion de la degradacién de triglicéridos fue la
oxidacion a altas temperaturas durante 12 horas. Bockisch (1998) y Choe & Min (2007) también

reportaron que la degradacion de triglicéridos por la oxidacidn resulté en la formacién de grupos



hidroperdxidos (-OOH) en la cadena carbonada. Los hidroperéxidos formados pueden reaccionar

con aldehidos, cetonas y acidos grasos.

El desarrollo de un proceso eficaz y energéticamente eficiente de extraccién de lipidos de
microalgas, es critico para el éxito del escalamiento del proceso (Halim et al., 2011). La remocidn de
agua contenida en la biomasa es necesaria para la posterior extraccion de lipidos (Guldhe et al.,
2014), por lo que el secado se vuelve indispensable en el proceso. Ademas, la presencia de agua en
la biomasa humeda forma una pelicula que evita que el solvente extraiga los lipidos, lo cual dificulta
la extraccion (Taher et al., 2014). Algunos estudios muestran que el rendimiento de lipidos en la

extraccién de células secas es mayor que en la extraccion de biomasa hiumeda (Zhu et al., 2002).

Balasubramanian et al. (2013) concluyeron que contenidos de humedad elevados en la biomasa
reducen la eficiencia en la extraccion de lipidos con solvente. Se demostré que el contenido de
humedad tiene un efecto significante en el rendimiento de lipidos. Se planted la hipdtesis de que
las moléculas de agua que rodean la capa externa hidrofilica de la pared celular, resisten la
penetracion del solvente no polar dentro de la célula, lo cual dificulta la extraccién de lipidos. El
contenido de humedad también tiene un efecto significante en las fracciones lipidicas obtenidas.
Por otro lado, estudios como los de Oliveira et al. (2010) demuestran que bajo condiciones de
secado de 55°Cy 3.7 mm de espesor, no se encontrd una diferencia significativa en la composicion

de acidos grasos en las muestras secas en comparacién con la biomasa fresca.

Otros estudios demuestran que para poder llevar a cabo una extraccién eficiente de lipidos, las
microalgas deben romperse para poder liberar los lipidos y permitir que entren en contacto con el
solvente (Taher et al., 2014). Esto se realiza convencionalmente utilizando ultrasonicacion (Li et al.,
2014; Luo et al., 2014; Neto et al., 2013), microondas (Gonzalez et al., 2009), autoclave a altas

temperaturas y presion, y alteracidn osmética con cloruro de sodio (Lee et al., 2010).

El tipo de sistema de solvente utilizado también tiene un efecto significativo en el rendimiento de
lipidos. Se ha reportado que cloroformo/metanol (2:1) es el mejor sistema de solventes para la
extraccion de lipidos en microalgas. La eficiencia de la extraccidon de diclorometano/metanol (2:1

v/v) se ha visto que es tan efectiva como la de cloroformo/metanol (Balasubramanian et al., 2013).

Otros solventes como hexano han sido utilizados (Halim et al., 2011; Keris-Sen et al., 2014) debido
a que extraen principalmente lipidos neutros. En el estudio realizado por Olmstead et al. (2013) se

ha logrado una recuperacién de 86% (w/w) de lipidos neutros utilizando este solvente en la



extraccion. Neto et al. (2013) utilizaron hexano para extraer lipidos de 3 especies de microalgas,
logrando obtener hasta 40.3% (% en peso seco) de aceite. Por otro lado, Balasubramanian et al.
(2013) obtuvieron rendimientos bajos de lipidos con este solvente, pero observaron que al afadir
un solvente polar al hexano se incrementa el rendimiento de lipidos. La mezcla hexano/isopropanol
(3:2 v/v) dio un rendimiento total de 19%. Sin embargo, la mezcla hexano/metanol (3:2 v/v) extrajo

mayores niveles de lipidos neutros y polares que la mezcla hexano/isopropanol.



HIPOTESIS

Tiempos cortos de secado convectivo en la biomasa de microalgas provoca mayor pérdida

de lipidos en comparacidn con tiempos prolongados de secado.

El contenido de EOT de la biomasa humeda de Chlorella vulgaris y Chlorella protothecoides

se ve afectado por el espesor de la biomasa y no por la temperatura.

La temperatura durante el secado convectivo de biomasa de Chlorella vulgaris y Chlorella
protothecoides afecta el tipo de lipidos de importancia para la produccién de

biocombustibles.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la pérdida de lipidos durante el secado convectivo en la biomasa de microalgas Chlorella

vulgaris y Chlorella protothecoides.

Objetivos Especificos

e Determinar el efecto del secado convectivo en capa delgada de la biomasa de Chlorella
vulgaris y Chlorella protothecoides en el contenido de extracto organico total (EOT).

e Determinar qué factores (temperatura y espesor) ejercen mayor influencia en la pérdida de
lipidos durante el secado de biomasa de microalgas.

e Determinar el efecto de las condiciones de secado convectivo en el perfil lipidico de

Chlorella vulgaris y Chlorella protothecoides.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

1. MICROALGAS

1.1. Caracteristicas

Las microalgas son un grupo de microorganismos fotosintéticos unicelulares procariontes
(cianobacterias) y eucariontes. Se encuentran distribuidas principalmente en el agua, pero también
en la superficie de todo tipo de suelos, (Taher et al., 2014)tolerando un amplio rango de
temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes. Las microalgas pueden tener ciertos tipos de
organizacién celular: unicelular, colonial y filamentosa. Aunque viven de manera libre, cierto

numero de microalgas vive en asociacién simbidtica con otros organismos (Richmond & Hu, 2013).

Se han identificado alrededor de 40,000 especies, aunque se estima que existen mas de 100,000 de
las cuales con frecuencia se desconoce su composicion bioquimica y metabolismo (Garibay-

Hernandez, Vazquez-Duhalt, Sanchez-Saavedra, Serrano-Carreén, & Martinez-Jiménez, 2009).

1.2. Crecimiento

Para el crecimiento de una alga autdtrofa, Unicamente son necesarios agua, luz, CO2, nutrientes y
elementos traza. Por medio de la fotosintesis, el alga sera capaz de sintetizar todos los componentes
necesarios para su crecimiento. Los parametros dptimos y rangos tolerables son especificos para

cada especie (Barsanti & Gualtieri, 2014).

1.3. Condiciones de cultivo

La temperatura de los cultivos debe ser lo mds cercana posible a la temperatura de su habitat
natural. Los requerimientos de la intensidad de luz varian con la profundidad y densidad del cultivo
algal. Deben evitarse altas intensidades de luz pues podrian resultar en fotoinhibicién. También
debe evitarse el sobrecalentamiento debido a la iluminacidon. Muchas especies requieren ciclos de
luz/oscuridad (normalmente 12:12) para su crecimiento. El pH también afecta su crecimiento,
siendo de 7 a 9 el rango para la mayoria de las especies. El mezclado es necesario para prevenir la
sedimentacion de las microalgas y asegura que todas las células de la poblacién se encuentren

igualmente expuestas a la luz y los nutrientes (Barsanti & Gualtieri, 2014).
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1.4. Técnicas de medicion de biomasa

La medicion exacta de la concentracién de biomasa de microalgas es importante, ya que podemos
establecer la poblacidn de células por mililitro que hay en un recipiente, asi como determinar
numéricamente el grado de divisidn celular en cierto tiempo. En el caso de muestras de microalgas
unicelulares, las camaras como el hematocitometro, la cdmara Thoma, o las cdmaras Fuchs-
Rosenthal o Burker son efectivas y cominmente utilizadas para estimar las densidades de cultivos

mediante conteo de células (Barsanti & Gualtieri, 2014).

La densidad dptica, también conocida como absorbancia o turbidez, es usada cominmente como
una medicidn rdpida y no destructiva de la biomasa en cultivos de bacterias y otros microorganismos
unicelulares. La cantidad de luz absorbida por una suspensién de células puede relacionarse
directamente con la masa celular o el nimero de células, sin embargo puede haber errores en la
estimacion de la concentracidn si la morfologia y composicidn de las células cambian (Barsanti &

Gualtieri, 2014; M. J. Griffiths, Garcin, van Hille, & Harrison, 2011).

Otro método utilizado en conjunto con la densidad dptica es la determinacién de peso seco. El peso
seco (contenido de sélidos) de las células algales que se encuentran en una suspension se obtiene
por el filtrado de un volumen conocido de cultivo en membranas, después los filtros se secan en un
horno a 105°C hasta peso constante y el contenido de células (en mg) se calcula por diferencia de
pesos. Esta técnica es Util para grandes volimenes de muestra. La concentracidn celular se expresa

en unidades de mg/L (Barsanti & Gualtieri, 2014).

Los resultados de estas mediciones se pueden graficar cuando se realiza un cultivo en un sistema
cerrado, en el cual no existe entrada o salida de materiales. La poblaciéon algal incrementa
constantemente hasta el agotamiento de algun factor limitante, mientras que otros nutrientes del
medio de cultivo disminuyen con el tiempo. Una vez que los recursos han sido utilizados por las
células, éstas mueren a menos que se adicione nuevo medio de cultivo. En este método, la poblacion
muestra un tipico patron de crecimiento segin una curva sigmoidea (Figura 1.a) que consiste en la
sucesién de seis fases caracterizadas por las variaciones en el crecimiento (Figura 1.b) (Barsanti &

Gualtieri, 2014).
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time

Figura 1. (a) Curva de crecimiento de una poblacion algal bajo condiciones de cultivo por lotes. (b) Variaciones en la
velocidad de crecimiento (Barsanti & Gualtieri, 2014).

Después de la inoculacion, inicia una (1) fase de adaptacion al medio, antes de que las células
comiencen a dividirse. Esta fase se conoce como de induccion. Después se presenta una corta (2)
fase de aceleracion en el crecimiento, caracterizada por un incremento continuo en la velocidad de
crecimiento, llegando a su maximo valor, donde es alcanzada la (3) fase exponencial, la densidad
celular incrementa en funcién de tiempo t siguiendo la funcidn exponencial N, = N; - e#, donde N2
y N1son el nimero de células en dos tiempos sucesivos y U es la tasa de crecimiento. La velocidad
de crecimiento es dependiente de la especie algal y pardmetros de cultivo como la intensidad
luminosa, temperatura y disponibilidad de nutrientes. La fase exponencial dura un corto periodo,
debido a que las células comienzan a sobreponerse unas a otras conforme la concentracion
incrementa. Por eso el cultivo entra a la (4) fase de retardo, y la velocidad de crecimiento celular
disminuye principalmente por el agotamiento de nutrientes y luz. Siguiendo a esta fase, la poblacion
celular continua incrementando, pero la velocidad de crecimiento disminuye hasta llegar a cero, en
este punto el cultivo entra a la (5) fase estacionaria, durante la cual la concentracion celular
permanece constante en su valor maximo. La etapa final del cultivo es la (6) muerte celular; durante
esta fase la calidad del agua se deteriora y los nutrientes se agotan, no pudiendo sustentar el

crecimiento. La densidad celular disminuye rapidamente (Barsanti & Gualtieri, 2014).
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1.5. Composicién de lipidos en las microalgas

Los acidos grasos son los constituyentes de las moléculas de lipidos (neutros y polares). Una
molécula de acido graso consta de un grupo carboxilo unido a un extremo de una cadena
hidrocarbonada sin ramificar. Se clasifican de acuerdo con el nimero de dtomos de carbono en la
cadenay el numero de dobles enlaces, por ejemplo saturado (sin dobles enlaces), monoinsaturados
(un doble enlace) o poliinsaturados (mds de un doble enlace). Las cadenas de acidos grasos en las
microalgas van de 12 a 22 carbonos de largo y el grado de insaturacion puede variar pero el nUmero

de dobles enlaces nunca excede 6 (Halim et al., 2012).

Los lipidos pueden ser clasificados en dos categorias basadas en la polaridad de la molécula: (1)
Lipidos neutros: acilgliceroles y acidos grasos libres (FFA) y (2) Lipidos polares que pueden

subclasificarse en fosfolipidos y glicolipidos (Halim et al., 2012).

Los lipidos neutros son utilizados principalmente por las microalgas como energia de reserva.
Existen algunos tipos de lipidos neutros que no contienen acidos grasos, como los hidrocarbonos,
esteroles y pigmentos (carotenos y clorofilas). Aunque estas fracciones de lipidos son solubles en

solventes orgdnicos, no pueden ser convertidos a biodiesel (Halim et al., 2012).

El término “aceite” es utilizado comuUnmente para referirse a lipidos que existen en forma liquida
en condiciones ambientales. Puesto que los lipidos, especialmente los obtenidos de microalgas, son
extraidos como mezclas compuestas de varias fracciones, no siempre se presentan en forma liquida

(Halim et al., 2012).

1.6. Microalgas utilizadas en este estudio

Para desarrollar un proceso de produccién de biodiesel a partir de microalgas es importante elegir
una especie que tenga caracteristicas adecuadas para condiciones de cultivo muy particulares para
asi obtener productos especificos (Loera-Quezada & Olguin, 2010). Las microalgas con elevadas
productividades lipidicas son deseables para la elaboraciéon de biodiesel, razén por la cual la
cantidad de lipidos contenidos en la biomasa y la velocidad de crecimiento, sumados a la eficiencia
metabdlicay la robustez del microorganismo, son parametros relevantes para su seleccion (Garibay-

Hernandez et al., 2009).

Por lo tanto, esta investigacion se ha centrado en dos especies de microalgas, Chlorella vulgaris y

Chlorella protothecoides, esta eleccion fue hecha principalmente por sus condiciones de crecimiento
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variadas y el alto contenido de lipidos reportado (M. Griffiths, Hille, & Harrison, 2012; Miao & Wu,
2004; Xu, Miao, & Wu, 2006).

1.6.1.Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris pertenece a la clase Chlorophyceae. Es un alga eucariota unicelular que contiene
clorofila. Presenta forma esférica con un didmetro de 5-10 um. Su pared celular contiene
hemicelulosa que da estabilidad y rigidez a las células. Tiene un ciclo de reproduccidn asexual con
la produccion de autoesporas de una célula madura que se divide en cuatro nuevas células cada 16-
24 horas. Las células algales de esta especie utilizan luz solar para la fotosintesis (R. E. Lee, 2008). El
contenido de pigmento en las células varia entre 0.5 y 5.5% peso seco dependiendo de las
condiciones de cultivo y edad (M. J. Griffiths et al., 2011). Con frecuencia, Chlorella forma simbiosis
intracelular con invertebrados acuaticos y protozoarios (como Paramecium). Chlorella ha sido muy
investigada como posible fuente de alimento (R. E. Lee, 2008). La composicién lipidica para esta

especie reportada por Lee, et al. (2010) (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de dcidos grasos para Chlorella vulgaris (J.-Y. Lee et al., 2010).

Categoria Nombre del acido graso % Peso total
Saturado Heptadecanoico/Margarico (17:0) 0.1
Saturado Estearico (18:0) 3.4
Insaturado Oleico (18:1) 16.3
Insaturado Linoleico (18:2) 79.4
Insaturado a-Linolenico (18:3) 0.1

1.6.2.Chlorella protothecoides

Chlorella protothecoides pertenece a la clase Chlorophyceae. Es una microalga verde de menor
tamanio que C. vulgaris. Heterotréficamente produce 55% de lipidos de su peso seco, por lo cual ha
sido propuesta como una fuente renovable para la produccién de biodiesel (Miao & Wu, 2004; Xu
et al., 2006). Su produccién lipidica incrementa al limitar el nitrégeno durante la fase de crecimiento
exponencial tardio y la limitacién de fosfato también contribuye a la acumulacién de lipidos (Cheng,
Ren, & Ogden, 2013). La composicion de acidos grasos de esta especie fue reportada por Cheng et

al. (2013) (Tabla 2).
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Tabla 2. Composicion de dcidos grasos de Chlorella protothecoides (Cheng et al., 2013).

Componentes Contenido de acidos grasos metil ester (%)®
Metil pentadecanoato (C15:0) 3.84
Metil Palmitato (C16:0) 23.14
Metil Palmitoleato (C16:1) 2.41
Metil Estearato (C18:0) 3.11
Acido oleico, metil ester (C18:1) 15.52
Metil Linoleato (C18:2) 18.13
Metil Linolenato (C18:3) 12.00

aCultivo de una etapa llevado durante 11 dias en medio proteosa. Los resultados
son presentados como la media de tres replicas

2. PROCESAMIENTO DE LA BIOMASA

2.1. Concentrado de microalgas

Separar el alga de su medio y concentrar su biomasa se conoce como “cosechado”. La seleccidn de
las tecnologias de cosechado depende principalmente de las caracteristicas del alga (Show et al.,
2013). El agua contenida en la suspension algal debe ser reducida tanto como sea posible para su
posterior procesamiento, por lo cual se debe pasar de suspensiones algales muy diluidas (0.02-
0.06% de solidos totales) a pastas que contengan de 5-25% de sodlidos totales. Estas pastas
concentradas se consiguen por dos pasos, uno de cosecha que da a la mezcla algal de 2-7% de sélidos
secos y un paso de remocidn del agua cuyo producto final es una pasta algal de 15-25% de soélidos
totales. La concentracidn de la pasta resultante de algas influye en los pasos del proceso siguiente

como la extraccion de sustancias organicas o el secado (Shelef, Sukenik, & Green, 1984).

Los métodos mds comunes de cosechado son screening, coagulacién, floculacién, flotacién,
sedimentacion, filtracién y centrifugacion. Otras técnicas como electroforesis, electroflotacién y

ultrasonido se han utilizado en menor medida (Show et al., 2013).
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2.2. Secado de microalgas

Después del cosechado, el concentrado de algas es secado para su estabilidad, como producto final,
para extraccion de metabolitos u otros procesos posteriores. La deshidratacion de microalgas se
utiliza cominmente para extender la vida util de la biomasa. Secar una sustancia tan delicada es un
reto y requiere una respuesta innovadora. Los diversos sistemas de secado difieren tanto de los
costos de inversidn y los requerimientos energéticos. La seleccion del método de secado depende
de la escala de operacidén y también de la utilidad del producto seco. (Molina Grima et al., 2003;

Show et al., 2013).

Los métodos de secado que se han utilizado para microalgas incluyen secado por aspersion, secado
en tambor, liofilizacidn y secado solar. El secado por aspersion es el método de eleccidn para los
productos de alto valor, pero puede causar deterioro en algunos componentes de las algas, tales
como los pigmentos. El elevado costo del secado puede ser un obstaculo importante para producir
biomasa en polvo, para su uso en alimentacién humana y de ganado. La liofilizaciéon ha sido
ampliamente utilizada para el secado de microalgas en laboratorios que realizan investigacidn, sin
embargo, es muy caro para su uso a gran escala (Molina Grima et al., 2003). El secado es un paso
muy importante en la recuperacidon de metabolitos intracelulares ya que, en algunos casos, la
extraccidn con solvente de biomasa seca ha demostrado ser mucho mas eficaz que la extraccidn de

biomasa himeda (Belarbi, Molina, & Chisti, 2000; M. Zhu et al., 2002).

2.2.1.Secado convectivo de microalgas

Este secado puede ser descrito como un método de conservacion industrial por el cual el contenido
y actividad de agua de los productos son disminuidos por aire caliente para disminuir el deterioro
bioquimico, quimico y microbioldgico. El objetivo del secado en los alimentos es reducir el contenido
de humedad a un nivel que permita el almacenamiento seguro durante un periodo prolongado

(Jacob Lopes et al., 2007).

En el secado convectivo, el calor sensible de un medio gaseoso se suministra a la superficie del
material por conveccion. El agente de secado fluye sobre o través del cuerpo, elimina el agua
evaporada y la transporta al secador. Teniendo en cuenta la necesidad de ahorro de energia,
también se utiliza la recirculacién parcial del medio de secado. Como agente de secado, el aire
caliente se utiliza con mayor frecuencia, pero otros medios como gases residuales, vapor

sobrecalentado, entre otros, también se pueden utilizar (Strumillo & Kudra, 1986).

16



El proceso de secado se realiza en un dispositivo denominado “tunel de secado para pruebas piloto”
con patente nimero 304462 (Fig. 2). Este es un prototipo de secador convectivo por flujo de aire de
bandeja fija con forma de tunel, el cual puede controlar la temperatura y el flujo de aire para
pruebas que asi lo requieran. La pérdida en peso de humedad durante el secado puede
determinarse a diferentes intervalos sin interrumpir la operacién, ya que el secador consta de cuatro
charolas colocadas en una bandeja que se encuentra colgando de una balanza adaptada a un ducto
a través del cual fluye el aire de secado. Este ducto dispone de una ventana que ayuda a valorar las
condiciones fisicas de la muestra durante el secado, todos estos complementos se ubican en la parte

superior del tunel.

Dentro del tunel se encuentran instaladas las resistencias que son las que proveen de energia
calorifica al aire de secado y un ventilador el cual se encarga de dar la fuerza motriz al aire. En la
parte inferior se encuentra ubicada una ventila que ayuda a la eliminacién de aire himedo y a la
introduccion de aire seco para disminuir la humedad del aire en el proceso. En el exterior del tunel

se encuentran los sistemas de medicidn y las computadoras que registran estas medidas.

Figura 2. Secador convectivo en forma de tunel que se utilizard en las pruebas
de secado.

2.2.2.Los cuatro periodos de velocidad de secado

La velocidad a la cual se seca la capa fina de un producto es una caracteristica importante. En este
secado, todo el producto se encuentra en condiciones de secado idénticas. Al graficar la humedad

contra el tiempo para una capa delgada, se obtiene la curva de secado para el producto. Para un
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producto de alto contenido de humedad, podemos identificar cuatro regiones desecado distintas

(Clark et al., 2014):

1.

Regidn transitoria inicial: el producto se equilibra con la temperatura de bulbo humedo del
aire, ya sea por evaporacion o humedad de la superficie (si el producto es inicialmente mas
caliente que la temperatura de bulbo himedo del aire de secado) o condensacion (si el
producto esta frio inicialmente).

Regidn de velocidad constante: durante el secado a velocidad constante, el proceso puede

ser modelado utilizando la ecuacion de bulbo humedo:
aM

msE = kyA(HS — Ha)
donde t es el tiempo de secado, M es el contenido de humedad en la muestra, m; es el peso
de sélidos secos de la muestra (kg), y otros simbolos son definidos para la ecuacién de
temperatura de bulbo humedo. Durante este periodo, el producto se seca a la misma

velocidad que una superficie de agua libre.

Regidn de transicion: comienzan a aparecer areas secas en la superficie en el contenido de
humedad critica, el producto ya no se comporta como una superficie de agua libre, y la
difusién de la humedad en el producto comienza a limitar la pérdida de humedad en la
superficie.

Regidn de velocidad decreciente: una vez que la superficie de secado ya no tiene agua sin
ligar, la eliminacion de la humedad queda limitada por la difusién desde el interior del
producto. La Figura 3 muestra una curva de secado en capa fina, M, es la humedad inicial,
M. es la humedad critica y M. es el equilibrio de humedad asintético entre el aire y el

producto.
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Figura 3 Curva de secado en capa delgada. Humedad vs Tiempo
(Clark, Jung, & Lamsal, 2014).

La regidn transitoria inicial sélo es significante por un corto periodo al inicio del secado. Durante
este tiempo, la entalpia del producto se equilibra con la entalpia del aire, al cambiar la temperatura
del producto. El periodo de velocidad constante (de M, a M) es una linea recta en un grafico de
humedad contra temperatura (medido en base seca). Este periodo sélo se observa para productos
con alto contenido de humedad. La region de transicidon sucede entre M, esta regién (donde la
superficie comienza a secarse) es dificil de modelar. Como resultado, muchos estudios de secado
utilizan el periodo de velocidad decreciente para modelar la curva completa de secado. El resto de
la curva representa el periodo de velocidad decreciente. Muchos autores lo dividen en dos regiones,
sefialando que parece haber un periodo decreciente inicial y posteriormente un periodo mas lento

que conduce al equilibrio entre el aire y el producto (Clark et al., 2014).

2.3. Contenido de humedad en las microalgas

En células de algas frescas, el agua constituye de 70-95% del peso en la biomasa centrifugada,
incluyendo tanto agua intracelular como extracelular (Silva et al., 2008). En estudios de algas para
producir biodiesel o productos de alto valor, la determinacién del contenido de agua o contenido
de humedad en biomasa de algas es extremadamente importante, ya que el agua afecta
fuertemente si estabilidad microbioldgica y quimica, propiedades fisicas y procesos tecnoldgicos

(proceso de almacenamiento y distribucién) (Richmond & Hu, 2013).
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Aunque la determinacion del contenido de agua es uno de los analisis realizados con mayor
frecuencia en los productos alimenticios, no es una tarea facil debido a las matrices complejas
compuestas de una mezcla de sustancias polares y apolares (Carandang & Ziegler, 1998). Ademas el
agua puede estar presente en los alimentos en al menos tres formas diferentes y con propiedades
distintas (agua libre, adsorbida y ligada) (Mathlouthi, 2001). Los métodos para esta determinacion
se clasifican en directos e indirectos (H.-D. Isengard, 2001). Los métodos directos se basan en
técnicas de separacion fisica de agua (desecacion por transferencia de agua, destilacidn, secado en
horno), en reacciones quimicas selectivas del agua en la muestra (titulacién Karl Fischer y métodos
con carburo de calcio e hidruro de calcio), o en una combinacidn de ambos. Los métodos indirectos
se basan en las propiedades espectroscépicas de la molécula de agua (RMN, IR, Raman,
espectroscopia de microondas) o en las propiedades fisicas de la muestra que dependen de su

contenido de agua (H.-D. Isengard, 2001; Mathlouthi, 2001).
2.3.1.Método de la estufa

La medicién del contenido de agua se lleva a cabo generalmente por gravimetria tras desecar a una
temperatura maxima de 105°C. El aumento de la temperatura, mantenida durante un tiempo
controlado, debe ser suficientemente alta para eliminar las formas libres de agua, pero no
demasiado pues podria causar pérdida significativa de materia organica y sales inestables por

volatilizacion (C. J. Zhu & Lee, 1997).

Para la determinacién del contenido de humedad de la biomasa de algas, se colocan
aproximadamente 5 g de muestras de algas (en polvo o pasta, m1) en un vidrio de reloj a peso
constante (mg) con tapa. Se deben colocar los vidrios de reloj abiertos en un horno de secado con
ventilacién durante la noche a 105°C. Después se enfria el vidrio de reloj en un desecador y registra
el peso (m;). Todos los vidrios de reloj del desecador deben estar cerrados para evitar la entrada de
humedad. Una vez mas se colocan los vidrios de reloj abiertos en un horno de secado durante 1 h a
105°°C y se pesa bajo las mismas condiciones hasta que el peso es constante. El contenido de

humedad se calcula como (Richmond & Hu, 2013):

m -m
% contenido de humedad a 105°C = 1(9) 2(9) x 100

my(g) —my(g)

Por lo general, la biomasa de microalgas secada en horno contiene cerca de 5% de contenido de

humedad.
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El rango de temperaturas utilizadas durante el secado en horno puede causar la descomposicién de
algunos componentes tales como lipidos, aminoacidos y carbohidratos, y la formacién de sustancias

volatiles y agua (Riickold, Heinz Grobecker, & Isengard, 2001).

El contenido de agua determinado por el método de secado en horno por lo general no es exacto
debido a dos factores: (1) la medicién comprende la pérdida de masa debido al agua y a los
compuestos volatiles en la muestra o los formados durante el calentamiento y (2) el método no
permite la pérdida de todos los tipos de agua, como el agua fuertemente ligada. Por lo tanto el
resultado de medida por el método de secado en horno es a menudo llamado “humedad” o mas

correctamente “pérdida de masa” (H. D. Isengard, 1995).

2.3.2.Métodos de titulacion (Karl Fischer)

En contraste con el secado, este es un método especifico. Si no se dan reacciones secundarias, sélo
se determinara el agua. Este método es rapido (normalmente unos cuantos minutos) y puede ser
validado. Con la titulacién KF, puede determinarse tanto agua libre como ligada, por ejemplo, agua
superficial en cristales o el agua contenida en su interior. El método funciona en un amplio intervalo

de concentracién de ppm hasta 100% y resultados reproducibles (Bruttel & Schlink, 2003).

Este método se basa en reacciones de oxidacion-reduccion. Los constituyentes del reactivo de Karl
Fischer, son: piridina, metano, iodo y didxido de azufre (Brown & Sallee, 1967). La valoracion se basa
en la oxidacién de diéxido de azufre por yodo en presencia de agua. Es la misma reaccién que la

valoracion yodométrica de didxido de azufre en agua (SAS, 2007).
I, +580,+2H,0 - 2HI + H,SO,

En 1953, Karl Fischer publicé una descripcién de “un nuevo procedimiento para la titulacidon de
agua” utilizando la reaccidon de arriba en un solvente no acuoso anhidro. Sin embargo, para
desplazar el equilibrio a la derecha, fue necesario neutralizar los dcidos producidos. Originalmente
la piridina se utilizaba como base neutralizante. Mas tarde, dietanolamina, seguida por imidazol,

fueron utilizados como buffers (SAS, 2007)

Estudios recientes muestran que el metanol, cominmente utilizado como solvente, contribuye en
la reaccién. Por tanto, la valoraciéon de Karl Fischer puede ser descrita por las dos siguientes

reacciones (RN se refiere a la base utilizada) (SAS, 2007)

CH;0H + SO, + RN — [RNH]SO5CH,
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H,0 + I, + [RNH]SO5CH; + RN — [RNH]SO,CH; + 2[RNH]I

Recientemente han surgido reactivos a base de etanol. Estos tienen la ventaja de ser menos toxicos,

ofreciendo puntos finales mas estables y cinéticas mas rapidas (SAS, 2007).

2.3.2.1. Consideraciones de pH

La reaccién de Karl Fischer sélo puede tener lugar en un cierto intervalo de pH entre 5y 7. En este
intervalo de pH, la reaccidén se mantiene constante. Si el pH baja demasiado, el punto final se vuelve
inactivo o no se alcanza. Si el pH es demasiado alto, las reacciones secundarias se producen haciendo
que la titulacién no sea estequiométrica. Por lo tanto, podemos decir que los errores que ocurren
durante una valoracion KF pueden ser debido a un cambio en pH del solvente de valoracidn (SAS,

2007).

El pH del solvente de valoracién se puede probar usando un electrodo de pH combinado y un
medidor de pH. El electrodo se calibra primero con soluciones tampdn acuosas y después se mide

el pH del solvente de valoracién (SAS, 2007).
2.3.2.2. Observaciones generales

La muestra se puede introducir directamente en la celda del Karl Fischer o después de una
extraccién o disolucion con un solvente adecuado. La concentracion de agua del solvente debe
determinarse previamente para restarse del analisis de la muestra. La valoracién volumétrica de
agua permite el andlisis de concentraciones de agua entre 0.1% y 100%. Si una alicuota contiene
menos de 1 mg de agua, la determinacion dara lugar a un resultado mas preciso. Por razones de
precision, el titulo de la titulacién debe ser elegido de manera que la valoraciéon se complete con

una demanda de titulante de entre 1 y 10 ml (SAS, 2007).

2.3.2.3. Determinacion del punto final

El punto final de la reaccidn se basa generalmente en la deteccién de un ligero exceso de yodo que
se produce cuando el agua ya no estd presente en la celda del Karl Fischer. El exceso de yodo se
puede identificar visualmente, fotométricamente o potenciométricamente. El método
potenciométrico es el mas comun para la mayoria de los tituladores actuales en el mercado (SAS,

2007).
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2.3.2.4. El solvente

El solvente requerido puede ser elegido libremente por el usuario, dependiendo de las propiedades
de disolucién de la muestra a ser investigada. Para reactivos basados en metanol, sélo se cumple la
estequiometria 1:1 de la reaccién de Karl Fischer si hay mas de 25% de metanol en la mezcla de la
reaccion. Se puede utilizar un medio de trabajo libre de metanol, sin embargo, es importante

determinar el titulo del reactivo de KF en el mismo medio de trabajo (SAS, 2007)

Los solventes modernos disponibles en la actualidad presentan una alta capacidad de disolucion y
como buffer. Estos solventes consisten en diéxido de azufre, una base y metanol o etanol. Las

principales ventajas de estos solventes son (SAS, 2007):

e Una valoracién mas rapida debido a mejores cinéticas de reaccion; una ventaja
especialmente para la titulacion de grandes cantidades de agua.
e Una mejor reproducibilidad, debido a que el entorno de la reaccién es estable. El pH y la

concentracion de didxido de azufre se mantienen constantes.

Para la valoracién de las muestras que producen reacciones secundarias (aldehidos y cetonas), es
necesario utilizar un solvente apropiado. La mayoria de los fabricantes de reactivos incluyen la letra

K en el nombre comercial de tales solventes (SAS, 2007).

2.3.2.5. El reactivo de valoracién

El reactivo de valoracidén se compone de yodo disuelto en metanol o etanol. A menudo descubrimos
que el reactivo tiene tres titulos de 1, 2 y 5 mg de agua por ml de valorante. Incluso si es posible
realizar una valoracién con mas de una bureta, se debe evitar y utilizar en cambio un titulo de
reactivo apropiado y elegir el tamaifio de la muestra, permitiendo que se reduzca el tiempo de
titulacién y mejorando la reproducibilidad. Si el valorador indica un exceso de yodo al final de la
valoracion, la velocidad de la bureta debe reducirse a la mitad (se utiliza muy poco una velocidad

inferior a 5 ml/min) (SAS, 2007).

2.4. Extraccion de lipidos

Para los lipidos se utiliza comUnmente la extraccion por solvente de la biomasa seca. Durante éste
método de extraccion, la biomasa de microalgas se encuentra expuesta a una extraccion por elucion

de solvente, el cual extrae los lipidos de las matrices celulares. Una vez que los lipidos son separados
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de las células, el solvente extraido, y agua (sélo cuando la extraccidn se realiza en concentrado algal

himedo), pueden medirse gravimétricamente (Halim et al., 2012).

2.4.1.Extraccion por solventes

Los principios de la extraccidn por solventes orgdnicos se basan en concepto quimico basico de que
“lo semejante disuelve lo semejante”. Debido a las interacciones entre sus largas cadenas de acidos
grasos hidrofobos, las lipidos neutros participan entre ellos en interacciones débiles de van der

Waals y forman glébulos en el citoplasma.

Halim et al. (2012) proponen un mecanismo de extraccién por solvente (Fig 4).

Jeot MUI‘ estjtic{ TS 5 Solvente
" desoivente R/VYVTT

. organico

Membrana celular
y pared celular

O Lipidos <> Solvente organico polar O Solvente organico no polar

Figura 4. Propuesta del mecanismo de extraccion del solvente orgdnico (Halim et al., 2012).

Cuando una microalga es expuesta a un solvente orgdnico no polar, como hexano o cloroformo, el
solvente orgdnico penetra a través de la membrana celular dentro del citoplasma (paso 1) e
interactua con los lipidos neutros utilizando fuerzas de van der Waals similares (paso 2) para formar
un complejo solvente-lipidos (paso 3). Este complejo, llevado por un gradiente de concentracién, se
difunde dentro de la mayor parte de solvente organico, atravesando la membrana celular (paso 4)
y la pelicula estética de solvente que rodea la célula (paso 5). Como resultado, los lipidos neutros

son extraidos fuera de las células y permanecen disueltos en el solvente organico no polar. La
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pelicula estatica de solvente se forma debido a la interaccidn entre el solvente organico y la pared
celular. Esta pelicula rodea la célula microalgal y permanece aun si hay flujo de solvente u agitacion

(Halim et al., 2012).

Sin embargo, algunos lipidos neutros se encuentran en el citoplasma como un complejo con lipidos
polares. Este complejo se encuentra fuertemente unido por puentes de hidrégeno a proteinas en la
membrana celular. Las interacciones de van del Waals formadas entre solventes organicos no
polares y lipidos neutros en el complejo son inadecuadas para interrumpir las uniones lipido-
proteina. Por otro lado los solventes organicos polares, como metanol u isopropanol, son capaces
de interrumpir las uniones lipido-proteina al formar puentes de hidrégeno con los lipidos polares en
el complejo. El mecanismo en el cual la mezcla de solvente orgénico no polar/polar extrae los
complejos de lipidos unidos a la membrana también se encuentra en la parte inferior de la figura 4

y puede dividirse en 5 pasos (Halim et al., 2012).

La mezcla de solventes organicos penetra a través de la membrana celular dentro del citoplasma
(paso 1) e interactua con el complejo lipidico (paso 2). Durante esta interaccion el solvente organico
no polar rodea el complejo de lipidos y forma enlaces de van der Waals con los lipidos neutros del
complejo, mientras el solvente orgdnico polar también rodea el complejo de lipidos y forma puentes
de hidrégeno con los lipidos polares del complejo. Los puentes de hidrégeno son lo suficientemente
fuertes para desplazar las uniones lipido-proteina uniendo el complejo de lipidos a la membrana
celular. Un complejo solvente-lipidos se forma y se disocia de la membrana celular (paso 3). El
complejo solvente-lipidos se difunde dentro del solvente organico atravesando la membrana celular
(paso 4) y la pelicula estatica de solvente que rodea la célula (paso 5). Como tal, la adicién de un
solvente organico polar a uno no polar facilita la extraccién de lipidos neutros asociados a las
membranas celulares. Sin embargo, el proceso también permite inevitablemente la co-extraccién

de lipidos polares (Halim et al., 2012).
2.4.1.1. Eleccién del solvente

Se pueden utilizar muchos solventes. Hexano, etanol, cloroformo y dietil éter pueden extraer acidos
grasos como acido eicosapentanoico, acido docosohexanoico (DHA) y acido araquiddnico de varias
microalgas (Molina Grima et al., 2003). Con una mezcla de hexano-etanol, es posible obtener mas
del 98% del contenido de acidos grasos. Aunque el etanol es un buen solvente, también puede

extraer algunos contaminantes de las células como azucares, aminoacidos, sales, proteinas y
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pigmentos, lo cual no es deseable si el propdsito de la extraccion es obtener sélo lipidos (Gonzalez

et al., 2009).

La mezcla de solventes cloroformo/metanol (1/2 v/v) es la mas utilizada para la extraccidon de lipidos
en tejidos vivos. Al utilizar esta mezcla la extraccién es rapida, sin embargo el cloroformo es
altamente téxico. El método fue originalmente desarrollado por Folch en 1951 para el aislamiento
de lipidos de tejidos de cerebro, por lo que requiere un mayor analisis para poder aplicarlo a la

extraccion de lipidos en microalgas (Halim et al., 2012).

Por otro lado, mezclas de dicloroetano/metanol y dicloroetano/etanol han sido recomendadas para
la extraccién de lipidos del alga verde Cladofora, pero ha mostrado tener eficiencia limitada cuando

es aplicada a otras especies de microalgas (Halim et al., 2012).

La mezcla de hexano/isopropanol (3/2 v/v) ha sido sugerida como un substituto de baja toxicidad
para el sistema cloroformo/metanol, ya que trabaja de forma similar. En la separacidn bifasica, la
fase organica superior (hexano con un poco de isopropanol) contiene la mayor parte de lipidos
(neutros y polares) mientras la fase acuosa inferior (agua con un poco de isopropanol) contiene la

mayor parte no lipidica (proteinas y carbohidratos) de las microalgas (Halim et al., 2012).

El alcohol puro (como butanol, isopropanol y etanol) es barato, volatil y tiene una fuerte afinidad
por los lipidos asociados a las membranas debido a su habilidad para formar puentes de hidrégeno.
Sin embargo, su naturaleza polar es a su vez una desventaja, ya que limita las interacciones con
glébulos de lipidos neutros que se encuentran libres en el citoplasma. Por esta razén, cuando se
utiliza como solvente de extraccién de lipidos en microalgas, el alcohol se combina con solventes
organicos no polares, como el hexano o cloroformo, para asegurar la extraccién total de ambas

formas de lipidos neutros (Halim et al., 2012).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

Cepas

Las microalgas utilizadas en este estudio, Chlorella vulgaris y Chlorella protothecoides, provienen de
la Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPIBI) del Instituto Politécnico Nacional.

Para determinar el periodo de cosecha se realizaron las cinéticas de crecimiento de ambas especies.

Medio de cultivo

Se prepard el mismo medio de cultivo para las dos especies de microalgas. Para el escalamiento de
cultivos en fotobiorreactores se utilizé agua embotellada y para el raceway se utilizé agua de lluvia

filtrada.

Se utilizé Medio Basal de Bold o BBM (por sus siglas en inglés Bold’s Basal Medium) cuya formulacion
se observa en la Tabla 4, debido a que se ha demostrado que las microalgas de estas especies
presentan buen crecimiento en este medio de cultivo en comparacién con otros (Sharma, Singh &
Sharma, 2011). Para la elaboracién del medio de cultivo se prepararon 5 diferentes stocks de 1 L
cada uno. Para preparar 1 L de medio de cultivo BBM, se agregaron 10 ml de las primeras 3
soluciones, 50 ml de la soluciéon EDTA/KOH, 1 ml de solucién de trazas y se aforé a 1 L con agua. No
se limitd ningun nutriente en el medio, ya que estos se redujeron gradualmente conforme la

poblacidn algal incrementé.
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Tabla 3. Composicion del medio Basal de Bold (Bischoff & Bold, 1963).

Soluciones Para preparar 1 L de Stock d:ar;aegir:?izrzzlli\l;o
NaNOs 25¢
. MgSO4 7H20 759
SOLUCION 1 CaCla 2H:0 254 10 ml
NaCl 25¢
: K2HPO4 79
SOLUCION DE FOSFATOS KH.PO: 1754 10 ml
SOLUCION DE HIERRO | FeSO4 7H20 0498 ¢ 10 ml
, EDTA 19
SOLUCION EDTA/KOH KOH 062 50 ml
Co(NOs3)26H20 049¢g
H3BO3 11424
. ZnS047H20 8.82 ¢
SOLUCION DE TRAZAS MnCla 4H:0 144g 1 ml
NazMoO4 2H20 0.119¢
CuS045H20 1.57¢g

Cultivo de microalgas

Para comenzar la produccién de biomasa, se realizaron resiembras de cultivo de Chlorella vulgaris y
Chlorella protothecoides bajo condiciones ambientales en fotobiorreactores construidos con frascos
de vidriode 1 Ly de plasticode 5 Ly 10 L. Para la construccion de estos fotobiorreactores (Fig. 5) se
realizaron dos orificios en las tapas de los frascos. En un orificio se colocd una manguera de plastico
sumergida totalmente en el medio de cultivo el cual funcioné como puerto de aireacién y en el
segundo orificio se colocé un tubo de vidrio por encima del nivel del medio permitiendo la salida del

aire inyectado y los gases generados.
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Figura 5. Fotobiorreactores con cultivo de C. vulgaris.

Para la construccion de los fotobiorreactores de 100 L se utilizaron peceras de vidrio cerradas (38.5
cm ancho x 68.5 cm largo x 45 cm alto) con una tapa con dos pequefios orificios, en uno de ellos se
colocd una manguera de plastico a la cual se le conectd un difusor de aire rectangular para distribuir
aire proveniente de un compresor y el otro orificio funciond como purga o salida de gases. También
se les colocé a lo largo en el centro una mampara divisoria para promover la circulacion del medio
y mejorar el contacto con la luz. Se instalé una bomba de movimiento y recirculacién para acuarios
marca Hydor Koralia 1400 y una cabeza de poder para acuarios marca AquaClear Powerhead 402

para generar movimiento en el agua y asi evitar la sedimentacion.

En todos los casos se realizd la inoculacion de los fotobiorreactores al 10% de cultivos en fase de
crecimiento exponencial. La duracién de cada cultivo durante las resiembras fue de 14 dias para

pasardellLa5L,de5Lal1l0L,de10a100Lyde 100 L al raceway de 1600 L.

Para los cultivos de microalgas que se realizaron en el raceway de 1600 L se utilizaron paletas que
permitieron la circulacidon del medio de cultivo y evitaron la sedimentacion de las microalgas. Los
cultivos se llevaron a cabo bajo condiciones ambientales durante los meses de diciembre a febrero

y de febrero a abril.

Cinéticas de crecimiento

Las cinéticas de crecimiento se realizaron con alicuotas de las dos especies de microalgas y se
midieron en el espectrofotometro (modelo Cintra 101 GBC Scientific Equipment) a 750 nm. Para
medir la cantidad de biomasa presente en ambas especies se utilizd la técnica de peso seco, paralo
cual se tomd un volumen conocido del cultivo y se filtré (en un equipo BP-1755 Filterware 47mm

Microfiltration Glassware) con una bomba de vacio utilizando membranas de fibra de vidrio
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(Whatman GF/F 47 mm, con tamafio de poro de 0.7 um) pesadas antes del filtrado. Las membranas
se colocaron en charolas de aluminio y se secaron en una estufa a 105°C durante 48 horas, se
enfriaron en un desecador y después se pesaron (balanza analitica BOECO Germany BBI-31). El peso

seco se calculd por diferencia de pesos.

Con los datos de absorbancia y peso seco se realizaron las curvas de crecimiento, con las que se

establecid la duracién del cultivo y se determind el tiempo de cosecha.

Durante el crecimiento se realizaron mediciones diarias de pH, temperatura (termdmetro digital
Dymax), intensidad luminosa (fotodetector Steren) y color del cultivo (equipo MiniScan EZ

Hunterlab).

Concentrado de biomasa

Para obtener la biomasa concentrada que se utilizé para el secado, se colocé el cultivo de microalgas
en una tolva de 1300 L, para propiciar la sedimentacién por gravedad de la biomasa microalgal (Fig.

6).

Figura 6. Tolva de 1300 L para propiciar la
sedimentacion por gravedad en las
microalgas.

Después de 2 dias el sobrenadante de la tolva se vacié con ayuda de una mangueray se recuperd y
almacend la biomasa concentrada en bidones de 20 L. Se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta que

se dispuso de ella para realizar las pruebas de secado.
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Determinacion del Contenido de Humedad

El contenido de humedad de la biomasa concentrada se determind por triplicado, colocando 3 g de
concentrado en una charola de aluminio a peso constante. Las charolas se secaron en un horno a

105 °C durante 48 h y el contenido de humedad se calculd por diferencia de pesos.

Secado de biomasa

El secado se realizé en un dispositivo denominado “tinel de secado para pruebas piloto” con
patente nimero 304462. Este es un prototipo que controla la temperatura y flujo de aire,

registrandose la pérdida de peso por humedad mediante computadoras.

Se utilizaron 6 charolas de acero inoxidable de 23.5 cm de didmetro. La biomasa se secé a dos
espesores (1.5y 2.5 mm) y dos temperaturas (40°Cy 60°C) para un flujo de aire de 1 m/s. Se registrd
la pérdida de peso de las muestras a cada minuto. Con los datos de peso que se obtuvieron se

realizaron las curvas de velocidad de secado para cada una de las especies de microalgas (Tabla 5).

Tabla 4. Volumenes a utilizar de biomasa microalgal para lograr los espesores requeridos para el secado.

Espesor (mm)

Volumen por charola

Numero de charolas

Volumen total a

(ml) utilizar (ml)
1.5 66 6 396
2.5 108.5 651

Durante cada tratamiento de secado, cada cierto tiempo una de las charolas fue retirada del secador
para tomar muestra para la determinacion de agua por el método de titulacion Karl Fischer,
determinacion de contenido de humedad por el método gravimétrico y extraccion de lipidos con

metanol/hexano.

Titulacion por el método de Karl Fischer

Este método se utilizd para realizar las mediciones del contenido de agua en las muestras sometidas
a diferentes tratamientos de secado. Para cada tratamiento se tomd del secador una charola
diferente cada cierto tiempo durante el secado, se homogenizé la muestra, después se pesé 0.1 g
de biomasa y se colocd en viales con tapa a los cuales se les adicionaron 500 ul de metanol. La
muestra se sometid a ultrasonido durante 30 min. Para el andlisis se tomaron 10 pl de la muestra 'y

se coloco en el titulador Karl Fischer (TitraLab 580, Radiometer Analytical SAS). Para realizar este
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andlisis se utilizd metanol anhidro como solvente y como titulante HYDRANAL Composite 5 de

Sigma-Aldrich.
Eficiencia de métodos para la extraccién de lipidos

Para determinar que método de extraccion se utilizaria en las determinaciones de lipidos durante
el secado de microalgas, se realizaron extracciones en biomasa seca de Chlorella vulgaris por el
método Soxhlet, extraccidn acelerada de disolventes, por el método Folch modificado y mediante
extraccién liquido-liquido, utilizando para todos los métodos hexano como solvente. A continuacion

se muestra la metodologia que se siguié para cada método.

Obtencidén del extracto orgdnico total (EOT) por el método Soxhlet

Para este método se utilizaron cartuchos de celulosa en donde se colocaron 3.5 g de muestra seca.
La extraccion Soxhlet se llevd a cabo con 100 ml de hexano durante 6 horas. Las extracciones se

realizaron por triplicado.

Al concluir la extraccidn se recuperd el solvente en un rotavapor junto con un bafio de agua a 35°C
y con una bomba de vacio. Los matraces sin solvente se dejaron enfriar en un desecador y se registré
su peso para la determinacion gravimétrica del EOT de las muestras. Finalmente los EOTs fueron
recuperados de los matraces con cloroformo y el extracto se colocd en viales para su posterior

analisis cromatografico.

Obtencién del extracto orgdnico total (EOT) mediante extraccién acelerada
de disolventes

La muestra se trituré en un molino de bolas (MM 400, Retsch) durante 10 minutos. Se tomd 1 g de
muestra y se mezclé con 5 g de zeolita. Se cargaron las celdas del equipo con la mezcla
biomasa/zeolita y se adicionaron 10 g de zeolita. Se llevé a cabo la extraccidén con hexano, a 150°C
y 1500 psi de presion. Se midid el volumen final obtenido de solvente para realizar los calculos de
concentracién. Se tomd un volumen conocido del extracto y se colocd en viales a peso constante. El

solvente se elimind con nitrégeno. El contenido de EOT se determiné gravimétricamente en viales.

Obtencidn del extracto organico total (EOT) por el método Folch modificado

Se pesaron 100 mg de biomasa triturada en tubos Falcon, se adicionaron 4 ml de hexano y se
sometio a ultrasonido durante 30 min. Se colocé en refrigeracion durante 24 horas. Se centrifugo a

6000 rpm durante 10 minutos y recuperé el solvente en tubos Falcon mas pequefios. Se realizaron
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dos lavados, primero con 4 mly después con 3 ml de hexano, se agité durante 1 min y se centrifugd
nuevamente. Se recuperd el solvente y se colocé en viales a peso constante. El solvente se elimind

con nitrégeno. El contenido de EOT se determind gravimétricamente en viales.

Obtencidén del extracto orgdanico total (EOT) mediante el método Folch
modificado y posterior extraccion liquido-liquido

Se pesaron 100 mg de muestra seca triturada y 1 g de muestra humeda. Se adicionaron 5 ml de
metanol y se sometié a ultrasonido durante 30 min. Después se dejo en agitacion continua durante
12 horas a 150 rpm. Se centrifugd la muestra a 6000 rpm durante 10 min. Se recuperd la fase
metanolica con pipeta Pasteur. Se realizé un lavado de la biomasa residual con 5 ml de metanol
agitando a 150 rpm durante una hora y se centrifugd de nuevo para recuperar la fase metanolica.
Posteriormente se realizd una extraccion liquido-liquido. Al metanol y lipidos extraidos se les
adicionaron 6 ml de hexano y se agitd durante una hora a 250 rpm. Se agregaron 6 ml de agua y se
formaron dos fases: metanol/agua y hexano/lipidos. Se recuperd la fase de hexano vy se realizd la

cuantificacion gravimétrica.

Preparacion de las muestras para el analisis cromatografico

Se resuspendieron los extractos con 1 ml de hexano en tubos HACH y se realizaron tres lavados con
1 ml de hexano HPLC. Se volatilizé el hexano con flujo de nitrégeno y se adiciond 1 ml de reactivo
de metilacion (HCI/Metanol 0.5 N). Se agitd en vértex y se colocd en termobloque a 80°C durante 2
horas. Se adicionaron 200 pl de agua destilada y agitd para detener la reaccidn. Se adiciond 1 ml de
hexano grado HPLC y se agité durante 15 segundos. Se dejé la mezcla en reposo durante 10 miny
se recupero la fase organica con una jeringa para insulina y se colocé en un nuevo tubo HACH. Se
realizé un lavado con 0.5 ml de hexano y se recuperd de nuevo la fase orgdnica con jeringa. Al
extracto se le afiadié una pequefia cantidad de sulfato de sodio anhidro para retirar la humedad
presente. Se filtro el extracto a través de una membrana de 0.2 um de didmetro de poro y se
depositd en un vial de 2 ml. Se almacenaron las muestras a 0°C para evitar la volatilizacién en caso

de no ser analizados inmediatamente.
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Analisis de acidos grasos mediante cromatografia de gases

Los metil esteres de los acidos grasos de los métodos y del estdndar FAME SUPELCO 37 fueron
analizados por cromatografia de gases en equipo Clarus 500 de Perkin Elmer bajo las siguientes
condiciones: helio como gas acarreador con un flujo de 0.53 ml/min y una presion de 15.2 psi, la
temperatura del inyector fue de 230°C. Se empled un detector de ionizacion de llama (FID) a 250°
con la siguiente rampa de temperaturas: inicié a 140°C, se mantuvo constante 5 minutos, con un
incremento de 8°C cada minuto hasta 240°C y se mantuvo a 240°C por 5 min (Morales et al., 2013).
Se empled una columna capilar AT-WAX de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.2

um de espesor de pelicula de fase estacionaria. La cantidad de analito utilizado fue de 2 pL.

Eficiencia de solventes para la extraccion de lipidos neutros

Adicionalmente se realizaron extracciones en biomasa liofilizada de Nannochloropsis salina,
proporcionada por el Departamento de Quimica de la Universidad de Davis, California, a fin de elegir
un solvente adecuado para la extraccién de lipidos neutros especificamente. Para la extraccion de
lipidos se utilizaron tres diferentes mezclas de solventes (cloroformo/metanol, hexano/isopropanol
y 2-etoxietanol). Se trituraron 30 mg de biomasa de microalgas y se les adicioné 3 ml de cloroformo
en hielo y se sometié a ultrasonido durante 1 minuto. Se adicioné 2.5 ml de la mezcla 2:1 de
metanol/cloroformo y se sometié nuevamente a ultrasonido durante 1 minuto. Se adicionaron 4.5
ml de buffer de fosfatos y se agitd la muestra. Se centrifugd durante 20 minutos a 5000 rpm y la fase
organica se colocd en viales a peso constante. Se adicionaron 3 ml de cloroformo a la muestra
sobrante para asegurar la completa extraccion de lipidos de la biomasa. Finalmente se evaporé el
solvente con un rotavapor de los viales a peso constante y se obtuvo el contenido de lipidos

gravimétricamente. Se utilizé la misma metodologia para las tres mezclas de solventes.

Al finalizar la extraccidn se realizé cromatografia en capa fina de los extractos utilizando una mezcla
de hexano/éter dietilico/acido acético (80:20:1). La placa se revelé con una solucién de
permanganato potdsico. Como estandar se colocd aceite vegetal. Adicionalmente se realizé en estos
extractos el ensayo de microplaca con rojo de Nilo para la cuantificacidn de lipidos neutros como se

mencionara mas adelante.
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Analisis de lipidos neutros mediante fluorescencia con rojo de Nilo

Los extractos de microalgas de las extracciones mencionadas anteriormente se disolvieron con dos
partes de metanol. En una microplaca de polipropileno se colocaron 80 ul de los extractos diluidos
en una linea. En la siguiente linea se colocaron 10, 30, 60, 90 y 120 ul de estandar preparado con
aceite de maiz. El solvente se evapord en una parrilla de calentamiento a 55°C por 30 min. Los lipidos
se disolvieron en la microplaca con 25 pl de alcohol isopropilico. Se afiadieron 200 pul de una solucién
0.5 pug/ml de rojo de Nilo en todas las celdas. Después se adicionaron 20 ul de cloro al 3%. Se incubd
a temperatura ambiente durante 30 minutos y después se leyd la fluorescencia a 530/575 nm

durante una hora.
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DISENO EXPERIMENTAL

Los efectos de la temperatura del aire de secado, la especie de microalga y el espesor de las

muestras se analizardn a través de un analisis factorial 23 en respuesta de los miligramos de EOT por

gramo de microalga seca, obtenidos de cada tratamiento. Esto se realizarad para poder determinar

los factores que ejercen mayor influencia en la pérdida de lipidos durante el proceso de secado de

biomasa himeda de las microalgas.

Las variables independientes de este estudio seran la temperatura del aire de secado, el espesor de

la biomasa himeda y la especie de microalga. Los valores de estos factores seran 40 y 60°C para la

temperatura del aire de secado, 1.5 y 2.5 mm para el espesor de las muestras y Chlorella vulgaris y

Chlorella protothecoides para la especie de microalga (Tabla 5).

Tabla 5. Factores y niveles para la realizacion del secado convectivo.

FACTORES NIVELES
Temperatura de secado 40°C 60°C
Espesor del material 1.5mm 2.5mm

Especie de microalga

C. vulgaris (CV)

C. protothecoides (CP)

Se realizardn 8 tratamientos diferentes para el secado (Tabla 6).

Tabla 6. Tratamientos para el secado de biomasa microalgal.

T1 cv 40°C 1.5mm
T2 cv 40°C 2.5mm
T3 cv 60°C 1.5mm
T4 cv 60°C 2.5mm
T5 CP 40°C 1.5mm
T6 cP 40°C 2.5mm
T7 cP 60°C 1.5mm
T8 CP 60°C 2.5mm

36



Por cada tratamiento se realizarad la extraccion de lipidos de cada muestra por triplicado y se

calculara la desviacion estandar y varianza para demostrar la confiabilidad de los resultados.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

Cinéticas de crecimiento

Las curvas de crecimiento (Fig. 7) muestran un comportamiento similar en los primeros dias para las
dos especies de microalgas, sin embargo C. vulgaris muestra un incremento en la absorbancia del
cultivo en comparacion con C. protothecoides. A partir del dia 5 de cultivo la absorbancia permanece
constante para C. vulgaris, hasta llegar al dia 20 en donde se logra la maxima absorbancia del cultivo
y al dia 21 ésta comienza a disminuir, indicando la posible degradacion de pigmentos en las células.
En C. protothecoides se observé un comportamiento similar, sin embargo se obtuvo una mayor

absorbancia al final del cultivo que para C. vulgaris.

Al graficar la concentracién por dias de cultivo, la curva para C. vulgaris (Fig. 8) mostré una mayor
concentracién de microalgas aun cuando los cultivos presentaban la misma absorbancia al dia uno.
Las dos especies mostraron un comportamiento similar, sin embargo la fase de crecimiento
exponencial fue mas evidente para C. protothecoides, aumentando en 8 dias casi tres veces su
concentracidn inicial. Al dia 21 la concentracién para ambas especies fue similar. En estas curvas no

se muestra la fase de muerte celular pues las curvas solo se realizaron durante 21 dias de cultivo.

Cultivo de microalgas (absorbancia) Cultivo de microalgas
07 (concentracién)
E o6 500
o —
10 05 W 400
=04 £ o0
g 03 5
Q
2 0.2 s 200
2 1=
501 $ 100
< g
0 LOJ 0
1 3 6 7 8 9 10 13 17 20 21 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Dias de cultivo Dias de cultivo
Chlorellavulgaris =~ ——Chlorella protothecoides Chlorella vulgaris ~ ——Chlorella protothecoides
Figura 7. Cinéticas de crecimiento de las dos especies de Figura 8. Cinéticas de crecimiento de las dos especies de
microalgas (tiempo vs absorbancia a 750 nm) microalgas (tiempo vs concentracion mg/L)
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Cinéticas de secado

El contenido de agua que tuvo el concentrado obtenido por sedimentacion de C. protothecoides fue
de 40.6 g agua/g biomasa seca, lo que equivale a un 97.6% BH (g agua/g biomasa himeda). El
proceso de secado se llevé a cabo mediante evaporacion del medio de cultivo, lo cual provocé que
los espacios entre las células se redujeran para dar como producto final laminas delgadas de
microalgas. El comportamiento que presentaron los diferentes tratamientos térmicos de la biomasa
microalgal fue similar. Las curvas (Fig. 9) mostraron una pendiente menor en los experimentos
realizados a 40°C a diferencia de los que se llevaron a 60°C, por lo que podemos decir que existe
una relacién inversa entre la temperatura con respecto al tiempo de secado. También se puede
observar que los tiempos de secado fueron mayores para un espesor de 2.5 mm con respecto al

espesor de 1.5 mm, desecados a la misma temperatura.
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60°C 1.5 mm eececcces 60°C2.5mMm = = =40°C1.5mm e .. 40°C2.5mm

Figura 7. Curva de pérdida de peso durante el secado (Tiempo vs Contenido de Humedad) en
Chlorella protothecoides.

En las curvas de velocidad de secado (Fig. 10) se puede observar que conforme la temperatura
aumenta, la velocidad de secado en C. protothecoides es mayor. También se muestra que para
ambas temperaturas, la velocidad de secado es mayor para la temperatura de 60°C con respecto a
40°C. En las curvas de velocidad de secado (Fig. 11) de los experimentos realizados a 40°C, se
aprecian las dos etapas principales que comprenden el proceso de deshidratacién: el periodo de

velocidad constante y de velocidad decreciente.
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Figura 8. Curva de velocidad de secado (Tiempo vs Velocidad de Figura 9. Curva de velocidad de secado (Contenido de humedad vs
secado) en Chlorella protothecoides Velocidad de secado) en Chlorella protothecoides.

El contenido de agua que tuvo el concentrado obtenido por sedimentacidn de C. vulgaris fue de 21.2
g agua/g biomasa seca, lo que equivale a un 95.5% BH (g agua/g biomasa humeda). En las curvas de
secado (Fig. 12) se observa que el comportamiento que presentaron los diferentes tratamientos
térmicos de la biomasa microalgal fue similar. Las curvas mostraron una pendiente
significativamente mayor en el experimento realizado a 40°C y con un espesor de 2.5 mm. También
se puede observar que los tiempos de secado fueron menores para el espesor de 1.5 mm con
respecto al espesor de 2.5 mm, desecados a 40°C. El comportamiento del secado a 60°Cy 2.5 mm
comparado con el tratamiento a 40°C y 1.5 mm es similar, pues las dos lineas se observan

superpuestas en el grafico, sin embargo el tiempo de secado fue menor para el secado a 40°C.
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Figura 10. Curva de pérdida de peso durante el secado (Tiempo vs Contenido de Humedad) en
Chlorella vulgaris.

Al graficar la velocidad de secado contra el tiempo (Fig. 13), se observa una mayor velocidad de
secado C. vulgaris para una temperatura de 60°C y un espesor de 1.5 mm en comparacién con los
demds tratamientos. Existe variacion en los tiempos de secado de acuerdo a las condiciones de

secado utilizadas, siendo el menor de 77 min y el mayor de 190 min.

En las curvas de velocidad de secado (Fig. 14) se aprecian las dos etapas principales que comprenden
el proceso de deshidratacion: el periodo de velocidad constante y de velocidad decreciente
Unicamente para el secado a 60°C y 1.5mm. En el periodo de velocidad decreciente se observé el

mismo comportamiento para las temperaturas de 40°C.

41



Velocidad de secado {g H,0/em? * min) *10000

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (min)

o

B O =N W sy N0 W

60°C 1.5 mm seeereens 60°C25mm = = = 40°C 1.5mm == . 40°C 2.5 mm

Figura 12. Curva de velocidad de secado (Tiempo vs Velocidad de
secado) en Chlorella vulgaris.
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Figura 11. Curva de velocidad de secado (Contenido de humedad vs
Velocidad de secado) en Chlorella vulgaris.
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Determinacién del contenido de agua por el método de titulacion Karl Fischer

En los resultados obtenidos por el método de titulacién Karl Fischer en las muestras de C.
protothecoides durante el secado se puede observar que el contenido inicial de agua del
concentrado antes del secado fue de 1371 mg H,O/g biomasa. Las curvas de los tratamientos
realizados a 40°C 1.5 mm y 60°C 2.5 mm presentan tendencia similar, sin embargo los contenidos
de agua son diferentes, pues a los 20 min de secado, las muestras a 60° 2.5 mm presentan 908.2 g
agua/g biomasa, mientra s que la muestra a 40°C 1.5 mm contiene 697.4 mg agua/g biomasa. Los

contenidos de agua en todas las muestras son similares a los 60 min.
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Figura 14. Curva de pérdida de agua en la biomasa de Chlorella

Figura 13. Curva de pérdida de agua en la biomasa de Chlorella
protothecoides durante el secado a 60°C, 1.5 mm

protothecoides durante el secado a 40°C, 1.5 mm
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Figura 15. Curva de pérdida de agua en la biomasa de Chlorella Figura 16. Curva de pérdida de agua en la biomasa de Chlorella
protothecoides durante el secado a 40°C, 2.5 mm protothecoides durante el secado a 60°C, 2.5 mm
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Comparacién de métodos de extraccion con hexano

Cuando se realizd la extracciéon con metanol, seguida de una extraccidn liquido-liquido con hexano,
los porcentajes de EOTs obtenidos de los diferentes tratamientos térmicos se encontraron en un
rango entre 71.63 y 131.30 (mg de EOT/ g de biomasa seca). En la Figura 19 se observa que la
muestra desecada a 60°C y 2.5 mm presentd el mayor porcentaje de EOT, mientras que cuando se

sec6 a 60°Cy 1.5 mm el porcentaje de EOT fue el menor de todos los tratamientos.

En los resultados de la extraccidn acelerada de disolventes, los porcentajes de EOTs obtenidos de
los diferentes tratamientos térmicos se encontraron en un rango entre 87.07 y 99.20 (mg de EOT/
g de biomasa seca). En la Figura 20 se observa que la muestra desecada a 60°C y 1.5 mm presentd
el mayor porcentaje de EOT, mientras que cuando se secd a 60°Cy 3.5 mm el porcentaje de EOT fue

el menor de todos los tratamientos.

Al realizar la extraccién con hexano por el método Folch modificado, los porcentajes de EOTs
obtenidos de los diferentes tratamientos térmicos se encontraron en un rango entre 17.42 y 36.35
(mg de EOT/ g de biomasa seca). En la Figura 21 se observa que la muestra desecada a 60°Cy 1.5
mm presentd el mayor porcentaje de EOT, mientras que cuando se secé a 60°C y 3.5 mm el
porcentaje de EOT fue el menor de todos los tratamientos. Esta tendencia fue similar a la del método
de extraccidn acelerada de disolventes, sin embargo los contenidos de EOT fueron menores para

este método.

Los porcentajes de EOTs obtenidos mediante extraccidon Soxhlet de C. vulgaris de los diferentes
tratamientos térmicos se encontraron en un rango entre 24.84 y 29.22 (mg de EOT/ g de biomasa
seca). En la Figura 22 se observa que los porcentajes de EOT para un espesor de 3.5 mm resultan
mayores que para el espesor de 1.5 mm. En cuanto a la temperatura de secado, se obtuvo un mayor
porcentaje de lipidos a 40°C pero Unicamente para un espesor de 2.5 mm, ya que al utilizar un
espesor de 1.5y 3.5 mm a la misma temperatura se obtuvieron menos lipidos en las muestras secas.
Asi mismo se observo que al utilizar mayores espesores se obtuvieron mayores porcentajes de EOT

para ambas temperaturas, que cuando se utilizan espesores de 1.5 mm.
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Extraccion método Folch modificado/liquido-liquido Extraccion método ASE
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Al comparar todos los métodos de extraccién con los tratamientos de secado se puede observar que
los mayores contenidos de EOT se obtuvieron al realizar la extraccion con metanol/hexano, seguido
del método de extraccién acelerada de disolventes. Mientras que los menores contenidos de EOT

se obtuvieron con el método de extraccidn Soxhlet, seguido del método con hexano en frio.
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Figura 21. Miligramos de extracto orgdnico total por gramo de microalga seca obtenido en diferentes métodos de extraccion con hexano
en biomasa seca de C. vulgaris

Analisis estadistico de los métodos de extraccion con hexano

Para comprobar la significancia de los efectos de los factores (temperatura y espesor) en las
extracciones de lipidos de microalgas, se llevd a cabo el andlisis de varianza (ANOVA) en los datos
de cada uno de los métodos de extraccion, utilizando el software NCSS 11. En el analisis, el nivel de
significancia se fijo para un valor de P de 0.05.

Al analizar estadisticamente los diferentes métodos de extraccidn por separado, podemos observar
que para el método Folch modificado/liquido-liquido en biomasa seca de C. vulgaris, el contenido
de EOT es mayor cuando se secd a 40°C. Mientras que el mayor contenido de EOT se observé para
un espesor de 2.5 mm.

Por otro lado, al comparar los tratamientos con el contenido de EOT se observa que el mayor
contenido de EOT se obtuvo con el secado a 60°C y 2.5 mm, mientras que el menor contenido de
EOT se obtuvo cuando se secé a 60°Cy 1.5 mm, siendo este secado el de menor duracidn.

Ademas, los resultados muestran una gran diferencia en los contenidos de EOT para el secado con
un espesor de 1.5 mm cuando se secan a diferente temperatura, mientras que para el espesor de
3.5 mm no parece haber gran diferencia entre los contenidos de EOT a diferentes temperaturas.

El andlisis de varianza de los resultados de la extraccién Folch con metanol seguido de extraccion
liquido-liquido con hexano indica que, existe diferencia significativa (para P=0.05) en el contenido
de EOT para los diferentes tratamientos.
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Para el método de extraccion acelerada con disolventes en biomasa seca de C. vulgaris, al igual que
el método anterior, el contenido de EOT es mayor cuando se secé a 40°C. Sin embargo, el mayor
contenido de EOT se observd para un espesor de 1.5 mm.

Al comparar los tratamientos con el contenido de EOT se observa que el mayor contenido de EOT

se obtuvo con el secado a 60°Cy 1.5 mm, mientras que el menor contenido de EOT se obtuvo cuando
se secéd a60°Cy 3.5 mm.

Ademas, los resultados muestran una gran diferencia en los contenidos de EOT para los secados con
espesores de 2.5 y 3.5 mm cuando se secan a diferente temperatura, mientras que para el espesor
de 1.5 mm no parece haber gran diferencia entre los contenidos de EOT a diferentes temperaturas.
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Figura 23. Grdficos de medias del método de extraccion ASE con hexano
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Para el método de Folch modificado en biomasa seca de C. vulgaris, al comparar las temperaturas
de secado no se observa gran diferencia en los contenidos de EOT. Sin embargo, al comparar los
espesores de la biomasa concentrada que se secd, el mayor contenido de EOT se observé para un
espesor de 1.5 mm, al igual que para el método de extraccidn anterior.

Al relacionar el espesor y temperatura con el contenido de EOT, se observan los mismos resultados
gue en el método de extraccion anterior. El mayor contenido de EOT se obtuvo con el secado a 60°C
y 1.5 mm, mientras que el menor contenido de EOT se obtuvo cuando se secé a 60°Cy 3.5 mm.

Ademds, los resultados muestran en todos los casos que el secado a 1.5 mm presenta el mayor
contenido de EOT.
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Figura 24.Grdfico de medias de la extraccion Folch modificado con hexano
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Para el método de extraccion Soxhlet en biomasa seca de C. vulgaris, al igual que los demas
métodos, el contenido de EOT es mayor cuando se secé a 40°C. Sin embargo, el mayor contenido
de EOT se observd para un espesor de 3.5 mm.

Al comparar los tratamientos con el contenido de EOT se observa que el mayor contenido de EOT
se obtuvo con el secado a 40°Cy 2.5 mm, mientras que el menor contenido de EOT se obtuvo cuando
sesec6a40°Cy 1.5 mm.

El andlisis de varianza de los resultados de la extraccion Soxhlet con hexano indica que, no existe
diferencia significativa (para P=0.05) en el contenido de EOT para los diferentes tratamientos.
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Figura 25. Grdfico de medias del método de extraccion Soxhlet con hexano
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Analisis cromatografico de las extracciones con hexano
Identificacién de acidos grasos en el estandar

En el andlisis del estdndar FAME SUPELCO de 37 componentes se obtuvieron 33 picos de acidos
grasos, los cuales fueron identificados en un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrémetro
de masas, con una columna capilar HP-88 (Agilent 112-8867) de cyanopropil-siloxano de 60 m de
longitud, 0.25 mm de didmetro interno y 0.2 um de grosor de pelicula. Se obtuvo el tiempo de
retencién de cada uno de los acidos grasos.

Los cuatro picos no separables fueron:

Acido butirico (C4:0)

Acido elaidico (C18:1n9t)
Acido linolelaidico (C18:2n6t)
Acido behénico (€22:0)
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Figura 26. Cromatograma del estdandar FAME SUPELCO 37 (CRM47885) componentes analizados en la columna AT-WAX.
Programa de temperatura del horno: 140°C por 5min, 8°C/min hasta 240°C por 15 min.

Para el andlisis cualitativo de las muestras se establecié una curva estdndar de cada uno de
los acidos grasos presentes con cuatro diferentes concentraciones.

El analisis cromatografico se realizd Unicamente en las extracciones realizadas con hexano
en muestras de diferentes tratamientos de secado de C. vulgaris.
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Comparacién de EOT durante los tratamientos de secado

Al analizar el contenido de extracto orgdnico total durante el tiempo de secado, para C.
protothecoides podemos observar que transcurridos 20 min de secado, el tratamiento con mayor
contenido de EOT fue el secado a60°Cy 1.5 mm y el menor contenido de EOT se obtuvo en el secado
a 60°Cy 2.5 mm. Alos 40 minutos se observo el mismo comportamiento para todos los tratamientos
de secado. A los 60 minutos se observa que el mayor contenido de EOT se obtuvo en el secado a
40°C y 1.5 mm mientras que el menor contenido de EOT fue el del secado a 60°C y 2.5mm.
Finalmente en muestras secas se observé que el mayor contenido de EOT se obtuvo para el
tratamiento a 40°C y 2.5 mm. Mientras que el menor contenido de lipidos se observé en el
tratamiento a 40°Cy 1.5 mm. Para todos los tratamientos de secado se observa la misma tendencia,
en donde los contenidos de EOT van disminuyendo a medida que transcurre el secado. Sin embargo,
se observé que para el tratamiento a 40°Cy 1.5 mm no hubo una disminucidn significativa durante
los 40 y 60 minutos de secado. Ademas se observa que los tratamientos a 40°C y 60°C con el mayor
espesor, el contenido de EOT disminuye considerablemente en los primeros 20 minutos, sin
embargo al finalizar el secado, el tratamiento a 40°C y 2.5 mm, que es el tratamiento con mayor

duracion, conserva la mayor cantidad de lipidos.
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Figura 27. Comparacién del EOT obtenido con metanol/hexano durante el secado de C. protothecoides
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Los resultados presentados anteriormente consideran Unicamente el tiempo de secado pero no se
relaciona el contenido de humedad con la cantidad de EOT, por lo tanto se realizé el mismo analisis

en las dos especies de microalgas: C. protothecoides y C. vulgaris.
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Figura 28. Comparacién del contenido de humedad con el contenido de EOT obtenido con metanol/hexano durante el
secado de C. protothecoides

Los resultados obtenidos muestran que para C. protothecoides, el contenido de EOT inicial fue de
454.61 mg/g ss y fue disminuyendo a medida que disminuyd el contenido de humedad. Para un
contenido de humedad de 35 g H,0/g ss, la mayor cantidad de EOT se obtuvo en el tratamiento a
40°Cy 1.5 mm, mientras que la menor cantidad de EOT se obtuvo con el tratamiento a 40°Cy 2.5
mm. Para un contenido de humedad de 27 g H,0/g ss, la mayor cantidad de EOT se obtuvo en el
tratamiento a 60°Cy 1.5 mm, mientras que la menor cantidad de EOT se obtuvo en el tratamiento
a 60°C y 2.5 mm. Para un contenido de humedad de 0.1 g H,0/g ss, la mayor cantidad de EOT se
obtuvo en el tratamiento a 40°Cy 2.5 mm, mientras que la menor cantidad de EOT se obtuvo en el
tratamiento a 40°Cy 1.5 mm, sin embargo, los resultados no muestran una gran diferencia entre los

contenidos de EOT al finalizar el secado.
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En C. vulgaris, el contenido de EOT inicial fue mucho mas bajo que el de C. protothecoides. Se
obtuvieron 107.01 mg/g ssy disminuyd con el secado. Para un contenido de humedad de 14 g H,0/g
ss se observa que el secado a 40°C y 1.5 mm conserva la mayor cantidad de EOT, mientras que el
secado a 60°Cy 2.5 mm muestra una menor cantidad de EOT. Cuando el contenido de humedad de
la biomasa es de 5 gy 2 g H,0/g ss, se observa que el mayor contenido de EOT se obtuvo con el
tratamiento a 40°C y 1.5 mm mientras que el menor contenido de EOT fue el tratamiento a 40°Cy
2.5 mm. Finalmente para un contenido de humedad de 0.1 g H,0/g ss, el mayor contenido de EOT
se observa en el tratamiento a 40° 1.5 mm y el menor a 60°C y 2.5 mm. Al comparar todos los
secados, podemos observar que el tratamiento a 40°Cy 1.5 mm conserva la mayor cantidad de EOT
durante el secado. Sin embargo, a diferencia de los EOTs de la especie anterior, C. vulgaris no

presenta relacion entre el contenido de humedad y la pérdida de contenido lipidico.
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Figura 29. Comparacion del contenido de humedad con el contenido de EOT obtenido con metanol/hexano durante el
secado de C. vulgaris
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Analisis estadistico del contenido de EOT durante el secado convectivo en C.
protothecoides

Para comprobar la significancia de los efectos de los factores (temperatura y espesor) en las
extracciones de lipidos de microalgas durante el secado, se llevd a cabo el andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando el software NCSS 11. En el andlisis, el nivel de significancia se fijé para un valor
de P de 0.05.

En los graficos de ANOVA podemos observar que para C. protothecoides, el contenido de EOT es
mayor cuando el contenido de humedad es mayor y conforme va disminuyendo el contenido de
humedad también disminuye el contenido de EOT. Al comparar las temperaturas podemos observar
que el contenido de EOT es similar para las dos temperaturas. Cuando comparamos los espesores,
podemos observar que el mayor contenido de EOT se obtuvo al secar con un espesor de 1.5 mm.

Por otro lado, al comparar los contenidos de EOT con el contenido de humedad y la temperatura
podemos observar que a mayor contenido de humedad hay mayor contenido de EOT, este
comportamiento se observa para las dos temperaturas.
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Figura 30. Grdfico de medias del contenido de EOT con relacion a la temperatura y espesor en C. protothecoides durante
el secado
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Means Plot of Contenido de EOT (mg EOT/g ss) Means Plot of Contenido de EOT (mg EOT/g ss) by Temperatura (°C)

500

500

400 4 400 -|
N —
@ ?
2 °
I~ o
8 300 6
g} Lg, 300
= E Temperatura (°C
(e} =
w 8 ® 4
3 ® &0
5 $
o 200 4
g .13 200
5} c
€ 2
S €
© 8

100 100 4

Y T T 0

T T T T
15 25 0.1 27 35 40

Espesor (mm) Contenido de humedad (g H20/g ss)

Figura 31. Grdfico de medias del contenido de EOT con relacidn al espesor y contenido de humedad en C. protothecoides
durante el secado
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En

Analisis estadistico del contenido de EOT durante el secado convectivo en C.
vulgaris

los graficos de ANOVA podemos observar que para C. vulgaris, el contenido de EOT es mayor

para una humedad inicial de 21 g H20/g ss, sin embargo, no parece haber relacion entre los demas

datos de humedad y contenido de EOT.
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Figura 32. Grdfico de medias del contenido de EOT en relacion al contenido de humedad, temperatura y espesor en C.
vulgaris durante el secado
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Al comparar las temperaturas podemos observar que el contenido de EOT es similar para las dos
temperaturas. Cuando comparamos los espesores, podemos observar que el mayor contenido de

EOT se obtuvo al secar con un espesor de 1.5 mm, al igual que en C. protothecoides.

Por otro lado, al comparar los contenidos de EOT con el contenido de humedad y la temperatura
podemos observar que para el contenido de humedad inicial, a mayor contenido de humedad hay
mayor contenido de EOT para las dos temperaturas, sin embargo este comportamiento no se

observa en los demas datos.
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Comparacién de EOT después de los tratamientos de secado (extraccion Folch con
metanol/extraccién liquido-liquido con hexano)

Los miligramos de EOT de C. protothecoides obtenidos mediante extraccién con metanol por el
método Folch seguido de extraccion liquido-liquido con hexano, después de los diferentes
tratamientos térmicos se encontraron en un rango entre 47.74 y 54.54 (mg EOT/g biomasa seca).
En la Fig. 27 se observa que se obtuvo un mayor contenido de EOT a 40°C pero Unicamente para un
espesor de 2.5 mm, ya que al utilizar un espesor de 1.5 mm a la misma temperatura se obtuvieron

menos lipidos.

Los miligramos de EOT en relacidn al peso de la biomasa de C. vulgaris obtenidos de los diferentes
tratamientos térmicos se encontraron en un rango entre 46.11 y 72.89 (mg EOT/g biomasa seca).
En la Fig. 27 se muestra que los mayores contenidos de EOT se obtuvieron cuando se secd a 40° y
1.5 mm, mientras que los menores contenidos de EOT se obtuvieron al secar la muestraa 60°Cy 2.5
mm. También se puede observar que los contenidos de EOT son similares entre los tratamientos
con los mismos espesores. Asi mismo, se observa que los mayores contenidos de EOT se presentan

en los tratamientos con menores tiempos de secado.

# C. vulgaris = C. protothecoides
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Figura 33. Comparacion de los miligramos del extracto orgdnico total (EOT) obtenido de la extraccion
Folch modificado con metanol y posterior extraccion liquido-liquido con hexano, de biomasa de
microalgas desecada bajo diferentes condiciones
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La comparacion de los resultados gravimétricos de los EOTs entre las dos microalgas muestra que
para todas las condiciones de secado, C. vulgaris presenta mayor porcentaje de EOT en comparacion

con C. protothecoides.
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Analisis estadistico de la comparacién de EOT después de los tratamientos de secado
(extraccion Folch con metanol/extraccion liquido-liquido con hexano)

En los graficos de ANOVA podemos observar que el contenido de EOT al finalizar el secado, es mayor
para Chlorella vulgaris. También se puede observar que el mayor contenido de EOT se obtuvo al

secar con una temperatura de 40°C.

También observamos que el mayor contenido de EOT se obtuvo al secar con un espesor de 1.5 mm.
En el ultimo grafico podemos observar el mismo comportamiento para las dos especies cuando se
compara la temperatura y la especie con el contenido de EOT, siendo mayor para ambas especies

el contenido de EOT cuando se secé a 40°C.

Cuando se compard el contenido de EOT con la especie y el espesor de biomasa, podemos observar
que se obtuvo un mayor contenido de EOT cuando se secé con un espesor de 1.5 mm sélo en el caso

de C. protothecoides, ya que para C. vulgaris se observo lo contrario.

En el grafico en donde se compard la temperatura y el espesor con el contenido de EOT, podemos
observar que para ambas temperaturas se observan mayores contenidos de EOT cuando se seca

con un espesor de 1.5 mm.
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Figura 34. Grdficos de medias de la comparacién de EOT obtenidos mediante el método Folch con metanol /extraccion
liquido-liquido con hexano después de los tratamientos de secado en C. vulgaris con la especie y temperatura de secado
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Means Plot of Contenido de EOT (mg EOT/g ss) Means Plot of Contenido de EOT (mg EOT/g ss) by Temperatura (°C)
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Figura 35. Grdficos de medias de la comparacion de EOT obtenidos mediante el método Folch con metanol /extraccion
liquido-liquido con hexano después de los tratamientos de secado en C. vulgaris con la especie y el espesor de la biomasa

El andlisis de varianza de los resultados de la extraccidn Soxhlet con hexano indica que, existen
diferencias significativas (para P=0.05) entre especies de microalgas. Los resultados también
sugieren que existen diferencias significativas (para P=0.05) entre los dos espesores de biomasa

empleados para el secado.
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Figura 36. Grdficos de medias de la comparacion de EOT obtenidos mediante el método Folch con metanol /extraccion
liquido-liquido con hexano después de los tratamientos de secado en C. vulgaris con la especie y la temperatura de
secado
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Comparacién de EOT después de los tratamientos de secado (extraccién Soxhlet con
hexano)

Los miligramos de EOTs en relacién al peso de la biomasa de C. protothecoides obtenidos mediante
extraccién Soxhlet con hexano después de los diferentes tratamientos térmicos se encontraron en
un rango entre 47.46 y 58.13 (mg EOT/g biomasa seca). En la Fig. 28 se observa que se obtuvo un
mayor contenido de EOT a 60°C pero Unicamente para un espesor de 1.5 mm, ya que al utilizar un
espesor de 1.5 mm a la misma temperatura se obtuvieron menos lipidos, al igual que en la

extraccion con el método anterior.
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Figura 37.Comparacion de los miligramos del extracto orgdnico total (EOT) obtenido de la
extraccion Soxhlet con hexano, de biomasa de microalgas desecada bajo diferentes condiciones
con relacién a los gramos de sélido seco de la biomasa

Los miligramos de EOT en relacién al peso de la biomasa de C. vulgaris obtenidos de los diferentes
tratamientos térmicos se encontraron en un rango entre 24.81 y 29.25 (mg EOT/g biomasa seca).
En la Fig. 28 se muestra que los mayores contenidos de EOT se obtuvieron cuando se secé a 40° y

2.5 mm, mientras que los menores contenidos de EOT se obtuvieron al secar la muestraa 40°Cy 1.5

mm.

La comparacion de los resultados gravimétricos de los EOTs entre las dos microalgas muestra que
para todas las condiciones de secado, C. protothecoides presenta mayor porcentaje de EOT en
comparacion con C. vulgaris, a diferencia del método de extraccion anterior. También, los resultados
indican que no existe relacidon entre el tiempo de secado y el contenido de EOT, pues este

comportamiento Unicamente corresponde a C. protothecoides.
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Analisis estadistico de la comparacién de EOT después de los tratamientos de secado
(extraccion Soxhlet con hexano)

En los graficos de ANOVA podemos observar que el contenido de EOT al finalizar el secado, es mayor
para Chlorella protothecoides. También se puede observar que el mayor contenido de EOT se obtuvo
al secar con una temperatura de 60°C. Los resultados muestran que el mayor contenido de EOT se
obtuvo al secar con un espesor de 1.5 mm. Sin embargo no parece existir diferencia en el contenido

de EOT cuando se cambia el espesor.

Cuando se compararon las especies con la temperatura, se observa que el contenido de EOT es
mayor a 60°C, sélo para C. protothecoides. EI mayor contenido de EOT se obtuvo al secar con un
espesor de 1.5 mm a 60°C. Cuando se compara la especie con el espesor podemos observar que el
mayor contenido de EOT se obtiene al secar C. protothecoides con 1.5 mm de espesor, siendo el

espesor con el que se obtiene menor contenido de EOT cuando se seca C. vulgaris.

El andlisis de varianza de los resultados de la extraccidn Soxhlet con hexano indica que, existen
diferencias significativas (para P=0.05) entre especies de microalgas. Los resultados también

sugieren que existen diferencias significativas (para P=0.05) entre la temperatura de secado y el

espesor de biomasa.
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Figura 38. Grdficos de medias de la comparacion de EOT de C. protothecoides después de los tratamientos de secado
(extraccion Soxhlet con hexano) comparado con la especie y temperatura de secado

64



60 4

50

40 |

Contenido de EOT (mg EOT/g ss)

30

20

Means Plot of Contenido de EOT (mg EOT/g ss)

Espesor (mm)

Contenido de EOT (mg EOT/g ss)

60

50

40 |

30

20

Means Plot of Contenido de EOT (mg EOT/g ss) by Temperatura (°C)

cP

Especie

cv

Temperatura (°C

® 40
® 60

Figura 39. Grdficos de medias de la comparacion de EOT de C. protothecoides después de los tratamientos de secado (extraccion
Soxhlet con hexano) comparado con la especie y el espesor de la biomasa
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Figura 40. Grdficos de medias de la comparacion de EOT de C. protothecoides después de los tratamientos de secado

(extraccion Soxhlet con hexano) comparado con el espesor y temperatura de secado
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Comparacioén del contenido de EOT en C. vulgaris y C. protothecoides cultivadas en
raceway y fotobiorreactores

Adicionalmente a los datos obtenidos anteriormente, se realizé una comparacion en el contenido
de EOT después de los tratamientos de secado en las dos especies de microalgas que fueron
cultivadas en raceway de 1600 L y otras que se cultivaron en fotobiorreactores de 100 L. Estos EOTs
se obtuvieron mediante extraccién Soxhlet con hexano en muestras secas de C. vulgaris y C.
protothecoides.

La grafica de la Fig. 29 muestra que el mayor contenido de EOT se obtuvo en los cultivos que se
realizaron en raceway. Al comparar los contenidos de EOT podemos observar que en el cultivo de
C. protothecoides en raceway se obtuvieron los mas altos rendimientos para el tratamiento a 60°C
y 1.5 mm de espesor de biomasa, siendo este tratamiento en el que las microalgas se encontraban
menos tiempo expuestas a la temperatura, debido a su corta duracidn.

Al secar a 40°Cy 2.5 mm de espesor se obtuvieron los menores rendimientos de lipidos en biomasa
de C. protothecoides cultivada en fotobiorreactores.

Ademads se observa en la Fig.29, que en los cultivos que se realizaron en raceway, para todos los
tratamientos de secado se obtuvieron altos contenidos de EOT en C. protothecoides, mientras que
al realizar los cultivos en fotobiorreactores, los mayores contenidos de EOT se obtuvieron en C.
vulgaris para todos los tratamientos.
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Figura 41.Comparacion de los miligramos del extracto orgdnico total (EOT) obtenido de la extraccion Soxhlet con
hexano, de biomasa de microalgas de dos especies desecada bajo diferentes condiciones
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Determinacién de lipidos neutros mediante fluorescencia con rojo de Nilo

Para realizar el ensayo con rojo de Nilo, primero se probd el método en diluciones seriales de
extractos lipidicos de Phaeodactylum tricornutum. En la figura 30 se muestra la curva estandar de
aceite vegetal, utilizada para cuantificar los lipidos en los extractos. En la figura 31 se muestran los

ug de lipidos en el extracto en funcidn de fluorescencia reportada.
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Figura 43. ug de lipidos en el extracto en funcion de fluorescencia reportada
para Phaeodactylum tricornutum
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Se realizaron diluciones en serie de extractos de lipidos de Phaeodactylum tricornutum y se graficé
la fluorescencia que dieron estos y el contenido de lipidos neutros en la muestra en funcién de las

diluciones seriales realizadas (Fig. 32 y 32).
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Eficiencia de solventes para la extraccién de lipidos neutros

Después de comprobar el funcionamiento del método, se utilizaron tres mezclas de solventes
(cloroformo/metanol [CHCI3], hexano/isopropanol [Hex] y 2-etoxietanol [2EE]) para la extraccion
de lipidos de Nannochloropsis salina y se realizé el ensayo de rojo de Nilo para probar la eficiencia
de extraccidn de éstos, realizando una sola extraccion (1) y doble extraccién (2) para cada una de
las mezclas. En la figura 34 se muestra la curva de aceite que se utilizdé para determinar los lipidos
en Nannochloropsis salina. En la figura 35 se observa la fluorescencia de los extractos con unay

doble extraccion.
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Figura 46. Curva estandar de lipidos neutros
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Figura 47. Fluorescencia de los extractos al realizar el ensayo con rojo de Nilo.

En la Figura 36 se observan los extractos obtenidos mediante los diferentes solventes. En la figura
37 se observa la cromatografia en capa fina realizada a los diferentes extractos. La figura 38 muestra
los mg de lipidos extraidos con las diferentes mezclas de solventes al utilizar el método gravimétrico.

En la figura 39 se observa el % de lipidos neutros de los extractos de Nannochloropsis salina.

Figura 48. Extractos de Nannochloropsis salina; 1. CHCI3/Metanol (extraccion simple); 2. CHCI3/Metanol
(extraccion doble); 3. Hexano/Isopropanol (extraccion simple); 4. Hexano/Isopropanol (extraccion doble);
5. 2-etoxietanol (extraccion simple); 6. 2-etoxietanol
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Figura 49. Cromatografia en capa fina de los extractos obtenidos de
Nannochloropsis salina. Como estdndar se colocé aceite vegetal
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Figura 50. Lipidos totales extraidos con las diferentes mezclas de solventes
(método gravimétrico) en Nannochloropsis salina.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

En el crecimiento de microalgas se concluye que C. protothecoides presentdé una mayor
reproduccion a las 21 dias en comparacion con C. vulgaris, ademas de que esta Ultima presento
pérdida de pigmentos en la célula, lo cual disminuyd sus valores de absorbancia con el paso del

tiempo.

En las cinéticas de secado se observé que la velocidad de secado para C. protothecoides fue mayor
cuando se secé a 60°Cy 1.5 mm, por lo cual el periodo de velocidad constante no fue evidente para
estas condiciones. En el caso de C. vulgaris, las cinéticas de secado mostraron un comportamiento
similar para los tratamientos a 60°C 2.5 mm y 40°C 1.5 mm debido a que los tiempos de secado

fueron muy cercanos.

La comparacién de los contenidos de agua en las muestras de C. vulgaris por el método de Karl
Fischer muestran que, conforme se secaron las muestras los contenidos de agua disminuyeron. Sin
embargo, existe muy poca variacion entre los contenidos de agua durante la primera hora de

secado, por lo cual los resultados de la pérdida de agua no son muy claros.

Al comparar todos los métodos de extraccidn con los tratamientos de secado se puede observar que
los mayores contenidos de EOT se obtuvieron al realizar la extraccidon con metanol/hexano, seguido
del método de extraccidon acelerada de disolventes. Mientras que los menores contenidos de EOT

se obtuvieron con el método de extraccién Soxhlet.

Mediante el analisis estadistico se pudo comprobar que, en ambas especies, el espesor del material
durante el secado tiene significancia (para P=0.05) en el contenido de EQOT, sin haber gran variacion
con relacién a las temperaturas con que se secaron las muestras, obteniendo mayores rendimientos
de EOT con un espesor de 1.5 mm mediante la extraccidn con el método Folch con metanol seguido
de una extraccion liquido-liquido con hexano. En todos los métodos hubo variacién en el
tratamiento con el cual se obtuvo mayor contenido de EOT, coincidiendo Unicamente el método
ASE con el método Folch modificado al obtener altos contenidos de EOT con el tratamiento a 60°C

y 1.5 mm.
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Dentro de las comparaciones de EOT durante los diferentes tratamientos de secado podemos
concluir que, para C. protothecoides, el contenido de EOT disminuye conforme transcurre el tiempo
de secado, siendo el tratamiento con mayor duracién en el secado el que conserva la mayor cantidad
de EOT. A diferencia de C. protothecoides, los contenidos de EOT en C. vulgaris fueron muy bajos.
Esta especie no presenta relacidn entre el contenido de humedad y la pérdida del contenido lipidico.
Sin embargo, si se observd una disminuciéon en el contenido de EOT antes y después de los
tratamientos de secado. Mediante el analisis estadistico se pudo comprobar que, para ambas
especies, el espesor del material durante el secado tiene significancia (para P=0.05) en el contenido

de EQT, sin haber gran variacion con relacion a las temperaturas con que se secaron las muestras.

En la comparacién que se realizé de EOTs en muestras secas de Cv y Cp se concluye que C. vulgaris
presenté mayor cantidad de EOT para todas las condiciones de secado cuando los extractos se
obtuvieron mediante método Folch modificado seguido de una extraccion liquido-liquido. El mayor
contenido de EOT se obtuvo con el tratamiento a 40°Cy 1.5 mm. Estadisticamente se concluyd que

el espesor del material durante el secado tiene significancia (para P=0.05) en el contenido de EOT.

Por otro lado, al realizar extracciones por el método Soxhlet en las mismas muestras se encontré
que C. protothecoides presentd mayor contenido de EOT a 60°C y 1.5 mm. Mediante analisis
estadistico se concluye que no existe diferencia significativa (para P=0.05) en el contenido de EOT
cuando se utilizaron diferentes espesores o temperaturas, pero si existe diferencia estadisticamente

significativa (para P=0.05) entre especies de microalgas.

Enla comparacion de EOTs de acuerdo al método de cultivo podemos concluir que C. protothecoides
crece con altos contenidos de EOT cuando es cultivada en raceway, siendo el tratamiento a 60°Cy
1.5 mm el de mayores rendimientos. Mientras que C. vulgaris presenté mayor cantidad de EOT
cuando es cultivada en fotobiorreactores, siendo el tratamiento a 40°C y 1.5 mm en el que se

obtuvieron los mayores rendimientos de EOT.

Finalmente, de los resultados obtenidos en las extracciones de lipidos neutros podemos concluir
que 2-etoxietanol es el solvente con el que se obtuvo mayor cantidad de lipidos totales
gravimétricamente y mayor cantidad de lipidos neutros mediante fluorescencia con rojo de Nilo.
Ademas se observd que el realizar una doble extraccidn de la misma muestra permite obtener una

mayor cantidad de lipidos que cuando se realiza una Unica extraccién.
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RECOMENDACIONES

® Realizar una comparacién entre el contenido de humedad por el método de Karl Fischer y
el método de la estufa, debido a que en esta investigacion sdlo se realizé la comparacion
con el tiempo de secado.

e Realizar mas tomas de muestra para poder determinar el contenido de agua por el método
Karl Fischer después de los primeros 60 minutos de secado, pues en las graficas no se

observé gran variacion entre la toma de muestras.
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ANEXOS

Anexo A. Datos de las cinéticas de secado de Chlorella vulgaris

Muestra CV1-S1
Temperatura de secado 40°C Velocidad de aire 1m/s
Espesor 2.5 mm Tiempo de secado 190 min
Peso inicial de la muestra | 318 g Peso seco de la muestra 13.35¢g
t. MH #H:0 CF,A. R . R promedio
[min] [g] [BH] [g agua/g sélido seco] [g agua/cm? min]
0 318 95.8 22.8095238 0.00153703 0.00184444
5 306 95.6352941 21.9110512 0.00192129 0.00188286
10 294 95.4571429 21.0125786 0.00192129 0.00188286
15 281.5 95.2554174 20.0766697 0.00192129 0.00188286
20 269.5 95.0441558 19.1781971 0.00192129 0.00188286
25 257 94.8031128 18.2422881 0.00192129 0.00184444
30 245 94.5485714 17.3438155 0.00192129 0.00188286
35 233 94.2678112 16.4453429 0.00230554 0.00192129
40 220.5 93.9428571 15.509434 0.00192129 0.00192129
45 208 93.5788462 14.573525 0.00153703 0.00188286
50 195.5 93.1682864 13.6376161 0.00192129 0.00180601
55 183.5 92.7215259 12.7391435 0.00153703 0.00176758
60 172 92.2348837 11.8781072 0.00192129 0.00172916
65 160.5 91.6785047 11.017071 0.00192129 0.00169073
70 149.5 91.0662207 10.1934711 0.00192129 0.00169073
75 138.5 90.3566787 9.36987122 0.00192129 0.00161388
80 127.5 89.5247059 8.54627134 0.00153703 0.00157545
85 117.5 88.6331915 7.79754417 0.00153703 0.0014986
90 107 87.517757 7.01138065 0.00115277 0.00138333
95 98 86.3714286 6.33752621 0.00115277 0.00138333
100 89 84.9932584 5.66367176 0.00153703 0.00130647
105 80 83.305 4.98981731 0.00115277 0.0011912
110 72 81.45 4.39083558 0.00115277 0.00115277
115 64.5 79.2930233 3.82929021 0.00153703 0.00107592
120 57 76.5684211 3.26774483 0.00115277 0.00096064
125 50.5 73.5524752 2.78107218 0.00076851 0.00084537
130 445 69.9865169 2.33183588 0.00076851 0.00076851
135 39.5 66.1873418 1.9574723 0.00115277 0.00069166
140 34.5 61.2869565 1.58310872 0.00076851 0.00057639
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145 30.5 56.2098361 1.28361785 0.00038426 0.00049953
150 27 50.5333333 1.02156334 0.00076851 0.00038426
155 24 44.35 0.79694519 0 0.00026898
160 22 39.2909091 0.64719976 0.00038426 0.00011528
165 20.5 34.8487805 0.53489069 0.00038426 0.00011528
170 20.5 34.8487805 0.53489069 0 0.00019213
175 19 29.7052632 0.42258161 0 0.00019213
180 18 25.8 0.34770889 0 0.0001537

185 16.5 19.0545455 0.23539982 0 6.226E-05

190 16 16.525 0.19796346 -1.0694E-05 -1.0694E-05

t: tiempo de lectura; MH: muestra himeda; BH: base hiumeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.

Tiempo Temperatura del Tem.pgratura de Ia. . Temperatura de! % de FIuj.o de
[min] tunel superficie del material interior del material Humedad aire

[°cl [°cl [°Cl [m/s]
0 40.163 40.07 25.626 22.832 1.228
2 40.195 39.167 26.529 25.69 0.918
4 40.288 39.541 27.121 27.008 1.091
6 40.132 39.167 27.307 27.79 1.029
8 40.132 39.416 27.588 27.082 1.116
10 40.319 39.447 27.619 27.497 0.868
12 40.257 39.79 27.65 26.862 1.054
14 40.07 39.323 27.619 27.106 1.005
16 40.226 39.447 27.619 26.838 0.831
18 40.163 39.23 27.556 26.862 0.98
20 40.132 39.323 27.494 27.155 1.042
22 40.132 39.323 27.463 27.277 0.843
24 40.226 39.23 27.463 27.521 1.067
26 40.195 39.354 27.463 28.229 0.806
28 40.132 39.323 27.588 28.351 0.806
30 40.226 39.541 27.712 27.521 1.166
32 40.226 39.759 27.681 27.741 1.228
34 40.132 39.479 27.712 26.838 1.029
36 40.132 39.416 27.556 26.764 1.029
38 40.132 39.541 27.65 26.862 1.29
40 40.226 39.479 27.494 26.813 1.005
42 40.132 39.261 27.463 26.862 1.042
44 40.07 39.354 27.494 27.179 0.868
46 40.101 39.354 27.588 27.253 1.116
48 40.101 39.603 27.463 25.226 1.166
50 40.226 39.696 27.556 27.057 1.079
52 40.101 39.416 27.588 26.764 1.265
54 40.163 39.634 27.588 26.789 1.116
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56 40.412 39.883 27.837 27.375 1.389
58 40.132 39.603 27.868 26.935 1.129
60 40.101 39.572 27.961 26.642 1.104
62 40.101 39.479 27.868 26.349 1.178
64 40.132 39.696 27.899 26.325 1.215
66 40.07 39.665 27.899 26.74 1.067
68 40.132 39.759 27.961 26.154 1.228
70 40.195 39.665 27.899 25.617 1.203
72 40.288 39.572 27.899 26.154 0.967
74 40.132 39.634 27.899 26.3 0.918
76 40.163 39.821 28.054 25.934 1.166
78 40.132 39.759 28.148 26.007 1.091
80 40.039 39.665 28.366 25.495 1.364
82 40.195 39.696 28.397 25.129 1.005
84 40.381 40.07 28.615 24.663 1.054
86 40.288 40.07 28.739 25.299 0.881
88 40.195 39.603 29.206 25.275 0.881
90 40.07 39.634 29.829 24.419 1.253
92 40.101 39.634 30.389 24.297 1.104
94 40.163 40.008 31.167 23.784 1.005
96 40.101 39.634 31.883 23.955 1.389
98 40.195 39.852 33.16 23.906 1.153
100 40.07 39.447 33.813 24.028 1.079
102 40.226 39.79 35.37 23.711 0.967
104 40.257 39.759 35.992 23.857 1.389
106 40.07 39.603 36.086 23.784 1.067
108 40.101 39.603 36.335 23.101 1.426
110 40.226 39.883 36.77 23.54 1.302
112 40.101 39.634 36.584 23.516 1.141
114 40.132 39.79 37.019 23.809 1.228
116 40.07 39.634 37.113 23.442 1.203
118 40.132 39.696 37.486 22.808 1.067
120 40.132 39.634 37.331 23.125 1.339
122 40.132 39.603 37.424 22.734 1.315
124 40.132 39.79 37.829 23.198 1.141
126 40.101 39.634 37.704 22.734 0.843
128 40.163 39.914 38.109 22.271 1.116
130 40.132 39.665 38.047 22.783 1.141
132 40.163 39.914 38.265 22.393 0.967
134 40.163 39.759 38.202 21.636 1.377
136 40.288 39.852 38.389 22.197 1.352
138 40.132 39.665 38.265 21.587 1.265
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Tiempo Tempe['atura del Tempgratura de Ia. . Temperatura de! % de FIuj.o de
[min] tuonel superficie :ﬂel material interior doel material Humedad aire
[°q Y [°q [m/s]
140 40.039 39.696 38.296 22.026 1.339
142 40.163 39.821 38.638 21.831 1.153
144 40.195 39.821 38.638 21.416 0.992
146 40.226 39.977 38.794 21.001 1.215
148 40.195 40.008 38.918 20.684 1.067
150 40.163 40.07 39.012 20.928 1.228
152 40.132 40.132 39.074 20.562 1.054
154 40.132 39.696 39.883 19.878 0.819
156 40.195 39.852 40.039 20.146 0.608
158 40.132 39.696 39.914 19.902 1.129
160 40.226 39.665 39.852 19.243 0.633
162 40.101 39.634 39.821 19.707 0.905
164 40.319 39.821 40.039 19.854 0.719
166 40.132 39.665 39.79 19.219 0.806
168 40.257 39.883 40.008 19.341 0.93
170 40.101 39.759 39.883 18.975 0.893
172 40.101 39.79 39.852 18.853 1.067
174 40.163 39.852 40.07 18.436 1.178
176 40.195 39.79 39.977 19.023 0.843
178 40.101 39.977 40.07 18.582 1.178
180 40.163 40.07 40.132 18.631 1.153
182 40.381 40.412 40.475 17.533 0.893
184 40.195 40.226 40.288 16.58 0.781
186 40.101 40.07 40.195 16.898 0.645
188 40.132 40.008 40.101 16.385 0.893
190 40.412 40.288 40.381 16.678 0.98
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Muestra CV1-S2

Temperatura de secado 40°C Velocidad de aire 1m/s
Espesor 1.5 mm Tiempo de secado 149 min
Peso inicial de la muestra | 195.5¢g Peso seco de la muestra 821g
t. MH #H=0 CFA. R . R promedio
[min] [e] [BH] [g agua/g solido seco] [g agua/cm? min]
0 195.5 95.8 22.8095238 0.00115277 0.00165231
5 184.5 95.5495935 21.4698575 0.00192129 0.00176758
10 174 95.2810345 20.1910851 0.00192129 0.00195971
15 161.5 94.9157895 18.6687371 0.00230554 0.00199814
20 148.5 94.4707071 17.0854951 0.00230554 0.00199814
25 1355 93.9402214 15.5022531 0.00192129 0.00192129
30 122.5 93.2971429 13.9190111 0.00192129 0.00180601
35 110.5 92.5692308 12.4575569 0.00192129 0.00192129
40 99 91.7060606 11.0569967 0.00345832 0.00180601
45 85.5 90.3964912 9.4128608 0.00153703 0.00153703
50 75.5 89.1245033 8.19498234 0.00153703 0.00161388
55 65.5 87.4641221 6.97710389 0.0026898 0.00146018
60 54.5 84.933945 5.63743758 0.00115277 0.0011912
65 46.5 82.3419355 4.66313482 0.00153703 0.00115277
70 39 78.9461538 3.74972598 0.00115277 0.00092222
75 31.5 73.9333333 2.83631714 0.00076851 0.00061481
80 27 69.5888889 2.28827183 0.00076851 0.00053796
85 23.5 65.0595745 1.86201437 0.00076851 0.00069166
90 20 58.945 1.43575691 0.00038426 0.00049953
95 14.5 43.3724138 0.76592376 0 0.0001537
100 135 39.1777778 0.64413592 0 0.00011528
105 12.5 34.312 0.52234807 0 0.00011528
110 12 31.575 0.46145415 0 7.6851E-05
115 11 25.3545455 0.3396663 0 3.8426E-05
120 11 25.3545455 0.3396663 0.00038426 3.8426E-05
125 10.5 21.8 0.27877238 0 0
130 10.5 21.8 0.27877238 0 0
135 10.5 21.8 0.27877238 0 0
140 10.5 21.8 0.27877238 0 0
145 10.5 21.8 0.27877238 0 0
146 10.5 21.8 0.27877238 0 0
147 10.5 21.8 0.27877238 0 0
148 10.5 21.8 0.27877238 0 0
149 10.5 21.8 0.27877238 0 0

t: tiempo de lectura; MH: muestra humeda; BH: base himeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire
[°c [°cl [°cl [m/s]
0 40.132 40.381 31.665 20.244 0.236
2 40.132 27.152 32.288 20.806 1.215
4 40.226 28.335 31.852 20.928 1.228
6 40.07 28.21 31.541 20.977 0
8 40.132 28.366 31.821 21.855 0.36
10 40.163 28.335 31.977 21.587 0
12 40.008 28.335 31.696 21.514 0.769
14 40.132 28.272 31.946 21.05 0.347
16 40.163 28.241 31.759 21.099 1.339
18 40.132 28.241 31.977 21.294 1.401
20 40.132 28.241 31.914 21.831 0.298
22 40.132 28.366 31.728 21.831 0
24 40.07 28.272 32.132 21.953 0.819
26 40.195 28.366 32.039 22.295 1.352
28 40.101 28.428 31.977 22.515 1.129
30 40.07 28.459 32.288 22.808 1.042
32 40.226 28.584 32.288 22.856 1.377
34 40.008 28.397 31.946 22.661 1.873
36 40.195 28.428 32.101 22.295 1.997
38 40.132 28.366 32.288 21.88 0.93
40 40.132 28.241 31.883 21.367 0
42 40.008 28.241 31.883 21.66 1.042
44 40.132 28.397 31.759 21.538 2.294
46 40.07 28.335 32.132 21.245 0.05
48 40.226 28.708 32.07 21.636 2.778
50 40.07 29.051 32.195 21.367 1.364
52 40.319 29.891 32.319 21.66 1.017
54 40.101 30.42 32.07 21.563 2.803
56 40.195 31.136 31.946 20.83 2.679
58 40.132 31.759 32.288 20.903 1.091
60 40.163 32.568 32.35 20.806 2.543
62 40.039 33.222 32.226 20.488 1.215
64 40.226 34.062 32.226 20.342 0
66 40.132 34.623 31.946 20.146 1.501
68 40.257 35.245 32.101 19.805 0
70 40.226 35.837 32.35 20.049 1.377
72 40.132 36.179 32.444 20.244 0.285
74 40.101 36.584 32.132 19.927 1.265
76 40.008 36.988 32.257 19.634 0
78 40.132 37.393 32.257 19.927 2.902
80 40.07 37.767 32.226 19.707 0.26
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire
[°d Y [°q [m/s]
82 40.288 38.202 32.07 19.609 0
84 40.07 38.451 32.475 19.561 0
86 40.257 39.043 32.257 19.78 0.98
88 40.039 39.447 32.319 21.074 0.992
90 40.163 39.914 32.319 21.758 0.509
92 40.35 40.101 32.257 21.636 0.98
94 40.257 40.039 31.914 22.075 1.265
96 40.039 39.883 31.977 22.051 2.84
98 40.07 39.852 32.039 22.441 0.583
100 40.07 39.883 32.506 22.637 1.104
102 40.444 40.257 32.039 22.979 0.571
104 40.195 40.07 32.132 22.832 0
106 40.07 39.883 32.226 23.198 1.265
108 40.101 39.977 32.195 23.394 1.054
110 40.101 39.977 32.039 23.027 1.091
112 40.101 40.008 32.195 22.588 1.24
114 40.101 40.008 32.039 22.637 0
116 40.288 40.257 32.07 22.051 0.918
118 40.257 40.226 32.412 22.051 0.248
120 40.039 39.977 32.195 22.026 0.843
122 40.039 40.039 32.35 22.075 0.992
124 40.226 40.195 32.07 21.953 0
126 40.132 40.039 31.977 21.611 0.161
128 40.07 40.039 32.319 21.172 0.558
130 40.226 40.226 32.412 21.27 0.62
132 40.101 40.039 32.35 21.147 1.153
134 40.163 40.132 32.101 20.952 2.89
136 40.163 40.101 32.257 20.61 1.091
138 40.039 40.008 32.537 20.952 1.017
140 40.319 40.226 32.226 21.074 0.149
142 40.132 40.039 32.288 20.855 1.228
144 40.195 40.101 32.568 20.488 0
146 40.257 40.195 32.537 20.391 0
148 40.039 40.008 32.63 20.391 1.153
150 40.101 40.039 32.506 19.976 0.967
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Muestra CV1-S3

Temperatura de secado 60°C Velocidad de aire 1m/s

Espesor 1.5 mm Tiempo de secado 77 min

Peso inicial de la muestra 188.5¢g Peso seco de la muestra 791¢g
t. MH %H20 CFA. R . R promedio

[min] [g] [BH] [g agua/g solido seco] [g agua/cm? min)

0 188.5 95.8 22.8095238 0.00384257 0.0037273
5 164.5 95.187234 19.7780725 0.00345832 0.00368887
10 140 94.345 16.683466 0.00345832 0.00357359
15 116.5 93.2042918 13.7151699 0.00345832 0.00341989
20 93.5 91.5326203 10.8100291 0.00345832 0.00318934
25 72 89.0041667 8.09435392 0.00345832 0.0028435
30 52 84.775 5.5681445 0.0026898 0.00226712
35 35 77.38 3.42086649 0.00192129 0.0014986
40 22.5 64.8133333 1.8419856 0.00153703 0.00076851
45 15.5 48.9225806 0.9578123 0.00076851 0.00034583
50 12.5 36.664 0.57888089 0.00038426 0.0001537
55 11 28.0272727 0.38941518 0.00076851 7.6851E-05
60 10.5 24.6 0.32625995 0.00038426 0
65 10 20.83 0.26310471 0 -3.8426E-05
70 10.5 24.6 0.32625995 0.00038426 4.5433E-05
75 10.5 24.6 0.32625995 0.00038426 0.00012116
76 10 20.83 0.26310471 0 -1.0395E-05
77 10 20.83 0.26310471 -2.079E-05 -2.079E-05

t: tiempo de lectura; MH: muestra humeda; BH: base himeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.

Tiempo | Temperatura del TemP?ratura de Ia. . Terr1peratura de! % de FIuj.o de
[min] tanel [°C] superficie del material interior del material Humedad aire

[°c [°cl [m/s]
0 60.148 60.086 30.669 6.252 1.091
2 60.335 59.899 34.031 9.499 1.091
4 59.837 59.619 34.685 10.207 0.881
6 60.241 60.086 34.965 10.304 1.265
8 60.054 59.774 34.934 10.964 1.091
10 60.117 59.432 35.183 10.89 1.191
12 60.148 59.712 35.183 10.695 1.253
14 59.961 59.463 35.089 10.329 0.806
16 60.054 59.619 35.307 10.719 1.24
18 59.899 59.401 35.37 9.889 1.203
20 60.117 59.774 35.525 9.963 0.831
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Tiempo Tempefatura del Tem|.:)4..=.ratura de Ia. . Terf1peratura de! % de FIuj‘o de
[min] tanel superficie del material interior del material Humedad aire

[°C] [°cl [°cl [m/s]
22 59.992 59.93 35.494 9.938 1.153
24 60.148 59.899 35.93 9.23 1.153
26 60.054 59.899 38.202 9.059 1.215
28 60.086 59.712 44.428 8.864 1.017
30 59.899 59.619 50.218 8.693 0.881
32 60.148 59.961 52.086 8.669 0.806
34 59.961 59.681 52.988 8.449 1.017
36 60.272 60.086 53.829 7.692 0.831
38 60.086 59.961 54.514 7.912 1.091
40 60.179 59.681 55.074 7.155 0.992
42 60.023 59.619 55.51 6.618 0.757
44 60.117 59.899 56.039 6.349 1.302
46 60.864 60.49 57.004 5.518 1.302
48 60.397 61.051 57.564 5.469 0.955
50 60.366 60.023 58.031 5.298 1.129
52 60.77 60.49 58.965 4,981 1.65
54 60.148 60.023 59.183 5.396 1.414
56 60.054 60.117 59.899 4.932 1.612
58 60.023 59.899 59.992 4.273 1.922
60 60.397 60.428 60.335 4.639 1.463
62 60.335 60.086 60.241 4.273 1.662
64 60.054 60.054 60.054 4.761 1.662
66 59.93 59.805 59.681 4.858 1.501
68 60.148 59.805 59.712 4.321 1.687
70 60.086 59.961 59.899 4.175 1.687
72 60.21 59.992 59.868 4.858 1.538
74 60.272 60.054 59.868 4.712 1.526
76 60.148 59.899 59.712 4.492 1.65
78 60.21 60.054 59.992 4.541 1.935
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Muestra CV1-S4

Temperatura de secado 60°C Velocidad de aire 1m/s
Espesor 2.5mm Tiempo de secado 147 min
Peso inicial de lamuestra | 330 g Peso seco de la muestra 13.86 ¢

t. MH %0 CFA. R . R promedio
[min] [g] [BH] [g agua/g solido seco] [g agua/cm? min)
0 330 95.8 22.8095238 0.00230554 0.00195971
5 318 95.6415094 21.9437229 0.00192129 0.00207499
10 304.5 95.4482759 20.969697 0.00230554 0.00219027
15 291 95.2371134 19.995671 0.0026898 0.00230554
20 276 94.9782609 18.9134199 0.00153703 0.00249767
25 261 94.6896552 17.8311688 0.0026898 0.0026898
30 2435 94.3080082 16.5685426 0.00230554 0.00307406
35 226 93.8672566 15.3059163 0.00307406 0.00349674
40 203.5 93.1891892 13.6825397 0.00345832 0.00365044
45 180.5 92.3213296 12.023088 0.00461109 0.00330461
50 156 91.1153846 10.2554113 0.00384257 0.00257452
55 137.5 89.92 8.92063492 0.00230554 0.00203656
60 122.5 88.6857143 7.83838384 0.00192129 0.0014986
65 111 87.5135135 7.00865801 0.00153703 0.00107592
70 103 86.5436893 6.43145743 0.00076851 0.00065324
75 97 85.7113402 5.998557 0 0.00038426
80 94.5 85.3333333 5.81818182 0.00153703 0.00034583
85 92 84.9347826 5.63780664 0.00038426 0.00019213
90 90 84.6 5.49350649 -0.00038426 0.0041884
95 89.5 84.5139665 5.45743146 0.00076851 0.00457266
100 355 60.9577465 1.56132756 0.00038426 0.00061481
105 30 53.8 1.16450216 0.00038426 0.00038426
110 27.5 49.6 0.98412698 0.00038426 0.00023055
115 25 44.56 0.8037518 0 0.00011528
120 24.5 43.4285714 0.76767677 0 0.00061481
125 23.5 41.0212766 0.6955267 0 0.00053796
130 16.5 16 0.19047619 0 3.8426E-05
135 16.5 16 0.19047619 0 7.6851E-05
140 16 13.375 0.15440115 0 0.00014368
145 155 10.5806452 0.11832612 0.00038426 0.00025506
146 15 7.6 0.08225108 0.00038426 0.00019046
147 14.5 4.4137931 0.04617605 -3.3459E-06 -3.3459E-06

t: tiempo de lectura; MH

: muestra himeda; BH: base hiumeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.
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Tiempo Temperatura Tem.pe':ratura de Ia. . Temperatura de! % de Flujo de
[min] del:cunel superficie :ﬂel material interior doel material Humedad | aire [m/s]
[°q [°q [°C]
0 60.086 60.086 33.844 7.204 1.377
2 59.961 59.899 36.117 10.06 1.215
4 60.148 59.899 36.739 10.597 1.327
6 60.054 59.899 36.864 10.89 0.955
8 60.086 59.588 36.802 10.964 1.067
10 60.148 60.49 36.739 10.964 0.98
12 60.148 60.21 36.77 10.719 1.364
14 60.086 60.086 36.864 10.719 1.352
16 60.553 60.553 36.708 10.744 1.091
18 60.148 59.774 36.584 10.475 0.893
20 60.179 60.272 36.553 10.475 0.881
22 60.117 59.712 36.521 10.719 1.426
24 60.086 59.961 36.553 10.646 1.091
26 59.961 59.93 36.49 10.646 1.178
28 60.304 60.428 36.584 10.866 1.302
30 60.241 60.086 36.677 10.378 0.955
32 60.117 59.93 36.739 10.475 1.463
34 59.93 59.494 37.144 10.378 1.339
36 60.241 60.553 38.109 10.304 1.079
38 60.023 59.992 39.167 10.426 1.091
40 60.179 59.992 40.195 9.841 1.153
42 59.961 59.743 41.315 9.67 1.054
44 60.117 60.179 42.623 10.207 1.091
46 59.961 59.619 43.743 9.987 1.178
48 59.992 59.712 44.926 9.133 0.943
50 60.054 59.743 46.078 9.401 1.439
52 59.93 59.774 47.043 8.376 1.129
54 60.148 60.023 48.195 8.254 1.191
56 60.241 60.21 49.128 7.961 1.414
58 60.054 60.335 49.782 7.961 1.215
60 60.272 60.304 50.778 7.546 1.116
62 60.117 59.774 51.525 7.253 1.302
64 60.148 59.681 52.335 6.911 1.215
66 60.241 59.992 53.144 7.277 1.253
68 60.148 59.868 53.922 6.715 0.98
70 60.054 59.899 54.514 6.226 1.005
72 60.148 59.992 55.167 6.545 1.29
74 60.023 59.743 55.821 5.762 1.24
76 60.148 60.335 56.506 5.689 0.992
78 59.992 59.712 56.879 5.908 1.166
80 60.023 60.023 57.409 5.249 1.265
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Tiempo Temperatura Tem.pe':ratura de Ia. . Temperatura de! % de FIuj.o de

[min] del:cunel superficie :ﬂel material interior doel material Humedad aire
[°q [°q ] [m/s]

82 60.304 60.428 58.031 5.249 1.327
84 60.148 59.93 58.56 5.2 0.955
86 60.117 60.21 59.058 5.103 1.315
88 60.117 60.054 59.588 4.907 1.228
90 60.148 60.086 59.992 5.029 1.463
92 60.148 60.272 60.179 5.054 1.451
94 60.272 60.117 60.335 4.712 1.352
96 60.21 60.739 60.241 5.078 1.451
98 60.023 59.681 60.117 5.029 1.253
100 60.304 60.584 60.366 4.712 1.401
102 60.023 59.681 60.117 4.932 1.129
104 60.241 60.802 60.366 4.736 1.513
106 60.241 60.054 60.428 4.346 1.24
108 60.148 60.428 60.366 4.541 1.079
110 60.054 59.899 60.21 4.224 1.637
112 60.086 60.023 60.272 4.566 1.575
114 60.148 59.805 60.335 4.492 1.513
116 60.304 60.272 60.428 4.175 1.302
118 60.086 60.428 60.272 4.126 1.24
120 60.148 59.992 60.366 4.59 1.352
122 60.335 60.272 60.49 4.663 1.352
124 60.148 60.521 60.335 4.492 1.352
126 60.335 60.428 60.49 4.273 1.141
128 60.21 60.49 60.272 4.492 0.93
130 60.21 60.054 60.335 4.492 0.98
132 60.148 60.335 60.304 5.029 1.116
134 60.023 59.899 60.241 4.81 1.054
136 60.148 60.117 60.304 4.81 1.166
138 60.086 59.961 60.304 4.883 1.24
140 59.992 59.961 60.241 5.029 1.401
142 60.148 60.521 60.366 4.688 1.215
144 59.992 59.961 60.241 4.761 1.389
146 60.148 60.086 60.428 4.614 1.352
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Muestra CV1-S5

Temperatura de secado 40°C Velocidad de aire 1m/s
Espesor 3.5mm Tiempo de secado 259 min
Peso inicial de la muestra | 444.5¢g Peso seco de la muestra 18.66 g
t. MH #%H:0 CFA. R . R promedio
[min] [g] [BH] [g agua/g solido seco] [g agua/cm? min)]
0 444.5 95.8 22.8095238 0.00192129 0.00180601
5 433 95.6884527 22.1935294 0.00153703 0.00188286
10 421 95.5655582 21.5507526 0.00192129 0.00188286
15 408.5 95.4298654 20.8811934 0.00192129 0.00188286
20 396.5 95.2915511 20.2384166 0.00192129 0.00195971
25 384 95.1382813 19.5688575 0.00230554 0.00203656
30 371 94.9679245 18.8725159 0.00230554 0.00192129
35 357.5 94.7779021 18.149392 0.00192129 0.00180601
40 346 94.6043353 17.5333976 0.00192129 0.00188286
45 334 94.410479 16.8906208 0.00192129 0.00192129
50 321.5 94.1931571 16.2210617 0.00192129 0.00188286
55 309 93.9582524 15.5515025 0.00192129 0.00184444
60 297 93.7141414 14.9087257 0.00153703 0.00184444
65 285 93.4494737 14.2659489 0.00153703 0.00184444
70 273 93.1615385 13.6231721 0.00192129 0.00184444
75 261 92.8471264 12.9803953 0.00192129 0.00184444
80 249 92.5024096 12.3376185 0.00192129 0.00184444
81 246.5 92.4263692 12.2037067 0.00192129 0.00184444
82 244 92.3487705 12.0697948 0.00192129 0.00184444
83 241.5 92.2695652 11.935883 0.00192129 0.00184444
84 239 92.1887029 11.8019712 0.00153703 0.00180601
85 237 92.1227848 11.6948417 0.00192129 0.00184444
90 225 91.7026667 11.0520649 0.00192129 0.00184444
95 213 91.2352113 10.4092881 0.00192129 0.00184444
100 201 90.7119403 9.76651133 0.00192129 0.00180601
105 189 90.1222222 9.12373453 0.00192129 0.00176758
110 177.5 89.4822535 8.5077401 0.00153703 0.00157545
115 166 88.7536145 7.89174567 0.00153703 0.00153703
120 157 88.1089172 7.40966308 0.00153703 0.00172916
125 146 87.2130137 6.82045102 0.00153703 0.00169073
130 1345 86.1197026 6.20445659 0.00115277 0.00157545
135 124 84.9443548 5.64202689 0.00153703 0.00153703
140 114 83.6236842 5.10637956 0.00153703 0.00153703
145 104 82.0490385 4.57073223 0.00153703 0.0014986
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t. MH %H:0 CFA R . R promedio
[min] [g] [BH] [g agua/g solido seco] [g agua/cm? min]
150 94 80.1393617 4.0350849 0.00153703 0.0013449
155 84.5 77.9065089 3.52621994 0.00115277 0.00199814
160 76.5 75.5960784 3.09770207 0.00192129 0.00111435
165 58.5 68.0871795 2.13353688 -0.00730089 0.00023055
170 62 69.8887097 2.32101344 0.00076851 0.00096064
175 55.5 66.3621622 1.97284268 0.00076851 0.00088379
180 49.5 62.2848485 1.65145428 0.00076851 0.00065324
185 44 57.5704545 1.35684825 0 0.00042268
190 41 54.4658537 1.19615405 0.00115277 0.00042268
195 38.5 51.5090909 1.06224222 0.00038426 0.00042268
200 35.5 47.4112676 0.90154802 0 0.00049953
205 33 43.4272727 0.76763619 0 0.00046111
210 29 35.6241379 0.55337726 0.00038426 0.00023055
215 27 30.8555556 0.44624779 0 0.00023055
220 26 28.1961538 0.39268306 0.00038426 0.00019213
225 24 22.2125 0.28555359 0 -7.6851E-05
230 23.5 20.5574468 0.25877123 0.00076851 -7.6851E-05
235 25 25.324 0.33911832 -0.00038426 7.6851E-05
240 24.5 23.8 0.31233596 0 0.00011528
245 24 22.2125 0.28555359 -0.00115277 0.0001537
250 23 18.8304348 0.23198886 0 3.7289E-05
255 22 15.1409091 0.17842413 -0.00038426 -7.9125E-05
256 22.5 17.0266667 0.20520649 0.00038426 -2.8419E-06
257 22 15.1409091 0.17842413 0.00038426 -0.00013187
258 21.5 13.1674419 0.15164176 -0.00076851 -0.00038994
259 22.5 17.0266667 0.20520649 -1.1367E-05 -1.1367E-05

t: tiempo de lectura; MH: muestra himeda; BH: base hiumeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.

Tiempo Temperatura del Tem!:)(_eratura de Ia‘ ' Terpperatura de! % de Fluj‘o de

(min] tuonel superficie odel material interior doel material Humedad aire
[*Cl [°C] Y [m/s]

0 41.128 1770 41.595 15.116 0.868
2 40.848 1770 26.311 17.508 0.831
4 40.319 1770 26.716 18.314 1.116
6 40.039 1770 26.747 18.68 0.881
8 40.226 1770 26.903 19.292 0.868
10 40.35 1770 26.934 19.634 0.831
12 40.132 1770 26.903 19.463 0.905
14 40.412 1770 26.934 19.902 1.005
16 40.07 1770 26.872 19.194 0.918
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire

[°d Y [°q [m/s]
18 40.163 1770 26.872 19.829 1.191
20 40.132 1770 26.872 19.512 0.744
22 40.35 1770 26.903 19.634 0.93
24 40.132 1770 26.872 19.292 0.881
26 40.101 1770 26.872 18.828 0.695
28 40.319 1770 26.84 19.219 0.583
30 40.35 1770 26.84 18.926 0.831
32 40.07 1770 26.809 19.243 0.868
34 40.039 1770 26.84 20.024 1.017
36 40.008 1770 26.809 19.463 0.583
38 40.195 1770 26.903 18.926 0.868
40 40.132 1770 26.872 19.731 1.178
42 40.195 1770 26.903 19.292 0.707
44 40.163 1770 26.903 19.023 0.967
46 40.195 1770 26.903 19.463 0.831
48 40.381 1770 26.934 19.951 1.166
50 40.132 1770 26.84 19.219 1.067
52 40.039 1770 26.809 19.072 0.707
54 40.008 1770 26.747 19.731 0.918
56 40.257 1770 26.903 19.536 0.943
58 40.101 1770 26.903 19.194 0.707
60 40.195 1770 26.965 19.707 0.98
62 40.35 1770 27.058 19.487 0.893
64 40.101 1770 27.027 19.951 0.905
66 40.039 1770 26.965 19.658 1.178
68 40.132 1770 27.121 19.756 0.856
70 40.132 1770 27.121 19.902 1.166
72 40.132 1770 27.152 19.292 0.67
74 40.07 1770 27.245 19.951 0.831
76 40.132 1770 27.276 19.756 0.744
78 40.039 1770 27.276 19.854 0.893
80 40.008 1770 27.401 20.073 0.794
82 40.101 1770 27.339 19.683 0.695
84 40.226 1770 27.463 19.292 1.166
86 40.163 1770 27.588 19.292 0.905
88 40.226 1770 27.619 19.609 0.881
90 40.288 1770 27.65 19.145 1.178
92 40.101 1770 27.65 19.463 0.657
94 40.101 1770 27.712 19.365 1.079
96 40.506 1770 27.868 19.194 1.017
98 40.008 1770 27.837 19.805 0.744
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire
[°d Y [°q [m/s]
100 40.132 1770 27.961 19.561 0.856
102 40.07 1770 28.117 20.049 0.98
104 40.163 1770 28.241 19.683 0.831
106 40.35 1770 28.397 19.365 0.645
108 40.132 1770 28.521 20 0.819
110 40.101 1770 28.584 20.488 1.203
112 40.132 1770 28.708 20.391 0.955
114 40.257 1770 28.926 20.562 0.868
116 40.132 1770 28.988 20.22 0.757
118 40.101 1770 29.175 19.976 0.93
120 40.226 1770 29.393 20.098 0.881
122 40.132 1770 26.405 19.927 0.67
124 40.226 1770 30.856 20.342 0.806
126 40.381 1770 31.167 20.391 0.62
128 40.07 1770 30.918 20.659 1.104
130 40.101 1770 30.638 20.537 0.868
132 40.132 1770 31.012 21.172 1.029
134 40.132 1770 31.105 20.464 0.608
136 40.381 1770 31.292 21.001 0.757
138 40.195 1770 31.012 21.074 1.005
140 40.35 1770 31.074 21.001 0.905
142 40.132 1770 30.763 20.537 0.769
144 40.101 1770 30.732 20.464 0.595
146 40.35 1770 30.825 20.781 0.558
148 40.101 1770 31.043 21.221 0.695
150 40.008 1770 30.638 21.465 0.583
152 40.132 1770 31.136 20.879 0.781
154 40.132 1770 30.949 20.806 0.707
156 40.132 1770 31.074 21.27 1.042
158 40.132 1770 31.136 21.245 0.918
160 40.195 1770 31.074 21.025 0.707
162 40.07 1770 31.043 20.855 0.719
164 40.101 1770 31.105 21.05 0.769
166 40.07 1770 30.856 21.221 0.657
168 40.568 1770 29.362 21.099 0.744
170 40.039 1770 29.393 20.659 1.029
172 40.288 1770 29.549 21.245 0.905
174 39.977 1770 29.704 20.855 0.744
176 40.132 1770 29.922 21.099 0.806
178 39.977 1770 30.109 21.685 0.794
180 40.132 1770 30.42 22.881 0.682
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire
[°d Y [°q [m/s]
182 40.039 1770 30.638 22.954 0.905
184 39.977 1770 30.887 24.492 0.608
186 40.101 1770 31.23 25.592 0.707
188 40.132 1770 31.479 24.834 0.707
190 40.132 1770 31.728 24.736 0.93
192 40.319 1770 31.946 24.81 0.905
194 40.879 1770 29.331 25.763 0.732
196 40.101 1770 29.268 25.568 0.757
198 40.257 1770 29.393 26.227 0.93
200 40.101 1770 29.486 26.862 0.558
202 40.101 1770 29.673 26.886 0.856
204 40.101 1770 29.735 26.032 1.017
206 40.195 1770 29.984 26.423 0.707
208 40.132 1770 30.14 26.813 0.62
210 40.132 1770 30.14 25.739 0.781
212 40.288 1770 30.327 25.617 0.819
214 40.163 1770 30.451 26.496 1.054
216 40.163 1770 30.638 25.885 0.955
218 40.132 1770 30.825 26.618 0.93
220 40.132 1770 31.074 26.423 0.967
222 40.132 1770 31.292 26.496 1.067
224 40.195 1770 31.634 26.154 0.943
226 40.163 1770 31.914 26.154 1.116
228 40.07 1770 32.257 27.033 0.595
230 40.101 1770 32.568 25.739 0.955
232 40.288 1770 33.035 26.032 1.153
234 40.568 1770 33.16 26.374 0.546
236 40.132 1770 33.066 24.858 0.533
238 40.226 1770 33.16 25.446 0.36
240 40.039 1770 33.409 25.422 0.905
242 40.039 1770 33.253 25.837 0.67
244 40.163 1770 34.405 26.007 0.459
246 40.163 1770 36.335 25.226 0.62
248 40.008 1770 37.3 25.617 0.67
250 40.257 1770 38.265 25.885 1.129
252 40.319 1770 39.012 25.348 0.62
254 40.07 1770 39.354 25.934 0.67
256 40.226 1770 39.696 25.959 0.695
258 40.101 1770 39.79 25.837 0.98
260 40.101 1770 39.852 24.932 0.831
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Muestra CV1-S6

Temperatura de secado 60°C Velocidad de aire
Espesor 3.5mm Tiempo de secado 178 min
Peso inicial de la muestra | 443 g Peso seco de la muestra 18.60¢g
t. MH #%H:0 CFA. R . R promedio
[min] [g] [BH] [g agua/g solido seco] [g agua/cm? min)]
0 443 95.8 22.8095238 0.00307406 0.00326619
5 423.5 95.6066116 21.7614748 0.00384257 0.00353517
10 400.5 95.3543071 20.5253144 0.00345832 0.00353517
15 377.5 95.0712583 19.289154 0.00345832 0.00345832
20 354.5 94.751481 18.0529937 0.00384257 0.00349674
25 332.5 94.4042105 16.8705794 0.00345832 0.00353517
30 309 93.9786408 15.607546 0.00345832 0.00349674
35 286.5 93.5057592 14.3982586 0.00384257 0.00341989
40 263.5 92.9388994 13.1620982 0.00307406 0.00330461
45 242 92.3115702 12.006557 0.00345832 0.00322776
50 220.5 91.5619048 10.8510158 0.00345832 0.00311248
55 200 90.697 9.74922068 0.00345832 0.00303563
60 180 89.6633333 8.67429861 0.00307406 0.00280508
65 160.5 88.4074766 7.6262496 0.0026898 0.00265138
70 143.5 87.0341463 6.71256584 0.0026898 0.0025361
75 126 85.2333333 5.77200903 0.0026898 0.00230554
80 110.5 83.161991 4.93894443 0.00230554 0.00219027
85 96 80.61875 4.15962593 0.0026898 0.00199814
90 82 77.3097561 3.40718048 0.00192129 0.00176758
95 70 73.42 2.76222724 0.00192129 0.00157545
100 59 68.4644068 2.1710201 0.00115277 0.00130647
105 49.5 62.4121212 1.66043212 0.00115277 0.00107592
110 42 55.7 1.25733634 0.00153703 0.00092222
115 35.5 47.5887324 0.90798667 0.00115277 0.00069166
120 30 37.98 0.6123831 0.00038426 0.00042268
125 26.5 29.7886792 0.42427174 0 0.00011528
130 24.5 24.0571429 0.31677953 0 0.0001537
135 25 25.576 0.34365259 0.00038426 0.00019213
140 22.5 17.3066667 0.20928733 0 -3.8426E-05
145 22.5 17.3066667 0.20928733 -0.00038426 -7.6851E-05
150 23 19.1043478 0.23616038 0 0
155 23.5 20.8255319 0.26303343 0 0.0001537
160 23 19.1043478 0.23616038 0.00038426 0.0001537
165 21.5 13.4604651 0.15554122 0.00038426 0




t. MH #%H:0 CFfA‘. R . R promedio
[min] [g] [BH] [g agua/g solido seco] [g agua/cm? min]
170 21 11.4 0.12866817 -0.00038426 0.00012766
175 21.5 13.4604651 0.15554122 0.00076851 0.00038329
176 20.5 9.23902439 0.10179512 0 0.00025488
177 20.5 9.23902439 0.10179512 0.00076851 0.00038233
178 19.5 4.58461538 0.04804902 -3.8598E-06 -3.8598E-06

t: tiempo de lectura; MH: muestra himeda; BH: base hiumeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.

Tiempo Temperatura Temp(.eratura de Ia_ . Temperatura de.l % de FIuj.o de
[min] del tunel superficie del material interior del material Humedad aire
(°q [°d [°d [m/s]
0 58.591 38.171 36.584 5.225 0.905
2 58.747 1770 37.113 6.3 0
4 59.463 1770 35.089 6.226 1.017
6 60.521 1770 33.097 6.276 0.67
8 59.65 1770 34.093 6.618 0.273
10 60.335 1770 34.467 6.423 1.191
12 59.681 1770 34.529 6.374 1.091
14 60.459 1770 34.685 6.447 0.471
16 59.65 1770 34.591 6.52 0.471
18 60.615 1770 34.84 6.3 0.98
20 59.805 1770 34.716 6.764 1.352
22 60.054 1770 34934 6.667 0
24 60.241 1770 34.965 6.349 1.153
26 59.588 1770 34.84 6.52 0.707
28 60.521 1770 35.058 6.423 0.446
30 59.805 1770 34.965 6.104 1.265
32 59.743 1770 34.934 6.152 0.211
34 60.521 1770 35.121 6.128 0
36 59.992 1770 34.965 6.226 1.265
38 59.712 1770 34.965 6.177 1.153
40 60.49 1770 35.245 6.226 1.091
42 59.93 1770 35.276 6.252 0
44 59.868 1770 35.307 6.177 2.766
46 59.899 1770 35.245 5.615 0.025
48 60.366 1770 35.339 5.835 1.104
50 59.899 1770 35.339 5.542 1.352
52 59.712 1770 35.339 5.542 0.459
54 60.553 1770 35.525 5.347 0
56 59.961 1770 35.494 5.566 0.31
58 59.868 1770 35.556 5.347 1.141
60 60.304 1770 35.619 5.591 0.794
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Tiempo Tempefatura Tem'pgratura de Ia' . Temperatura de! % de FIuj.o de
[min] del:cunel supen‘lue:jel material interior doel material Humedad aire
[°q [°d [°d [m/s]
62 60.21 1770 35.743 5.591 0.198
64 59.93 1770 35.774 5.689 1.228
66 59.899 1770 35.992 5.786 0.732
68 60.086 1770 36.21 5.591 0
70 59.992 1770 36.179 5.274 1.215
72 59.65 1770 36.117 5.103 1.005
74 60.521 1770 36.459 5.151 0.595
76 59.93 1770 36.49 5.322 1.104
78 59.868 1770 36.739 5.2 1.401
80 60.459 1770 37.082 5.078 0.843
82 60.241 1770 37.362 5.2 0
84 60.148 1770 37.518 5.176 1.339
86 59.774 1770 37.58 4.858 0
88 60.304 1770 38.171 4.883 1.029
90 60.148 1770 38.296 5.127 0.496
92 59.774 1770 38.576 5.078 1.079
94 60.179 1770 39.354 4981 0.161
96 60.054 1770 40.319 4.907 0.347
98 60.521 1770 41.875 4.761 0.695
100 60.117 1770 43.494 4.932 0.843
102 59.743 1770 44,988 4.956 0
104 60.272 1770 47.043 4.663 0.819
106 60.428 1770 48.755 4.614 0.695
108 60.21 1770 50.156 4.785 0.037
110 60.148 1770 50.778 4.736 0.98
112 59.805 1770 51.681 4.761 0.967
114 59.961 1770 52.148 4.346 0.372
116 60.677 1770 56.132 3.955 0
118 60.272 1770 57.564 3.711 0.695
120 60.366 1770 58.623 3.613 0
122 60.366 1770 59.37 3.98 0.62
124 59.961 1770 59.37 3.589 0.409
126 59.868 1770 59.339 3.931 1.24
128 59.93 1770 59.588 3.54 0.26
130 59.837 1770 59.681 3.516 0.682
132 59.868 1770 59.681 3.809 0.695
134 60.272 1770 1770 3.784 0.335
136 60.521 1770 1770 4.004 0.347
138 60.304 1770 60.241 4.395 0
140 60.241 1770 60.304 4.224 0
142 57.222 1770 55.79 -25 0.595
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Tiempo Tempefatura Tem'pgratura de Ia' . Temperatura de! % de FIuj.o de
[min] del:cunel supen‘lue:jel material interior doel material Humedad aire
[°q [°d [°d [m/s]
144 53.175 1770 53.331 -25 1.178
146 50.591 1770 1770 -25 0.633
148 49.066 1770 1770 -25 0
150 47.541 1770 1770 -25 0
152 46.42 1770 1770 -25 0.26
154 45.642 1770 46.763 -25 0.273
156 44.584 1770 45.829 10.988 0.682
158 46.265 1770 46.794 61.953 31.472
160 46.794 1770 48.008 10.207 0.558
162 54,981 1770 54.358 7.741 0.744
164 60.148 1770 56.381 4.932 0.893
166 59.805 1770 56.288 4.028 0.781
168 60.553 1770 57.471 3.735 0.695
170 59.992 1770 57.16 3.662 0.868
172 59.837 1770 57.128 3.735 0.806
174 60.21 1770 57.502 3.052 0.608
176 60.21 1770 57.844 3.369 0.471
178 59.961 1770 57.72 3.467 0.806
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Anexo B. Datos de las cinéticas de secado de Chlorella protothecoides

Muestra CP1-S1

Temperatura de secado 60°C Velocidad de aire

Espesor 1.5mm Tiempo de secado

Peso inicial de lamuestra | 63.71¢g Peso seco de la muestra
t. MH %20 CFA R . R promedio

[min] [g] [BH] [g agua/g sdlido seco] [g agua/cm? min)]

0 63.71 97.6 40.6666667 0.00391481 0.00256791
5 55.22 97.2310033 35.1141631 0.00160005 0.00231477
10 51.75 97.0453333 32.8447653 0.00276665 0.00227281
15 45.75 96.6578361 28.9207346 0.0038687 0.00200029
20 37.36 95.9072805 23.4336316 0.00109283 0.00163878
25 34.99 95.6300657 21.8836394 0.00329232 0.00154702
30 27.85 94.5097307 17.2140428 0.00230554 0.00121917
35 22.85 93.3083589 13.9440172 0.00302948 0.00098896
40 16.28 90.6078624 9.64720347 0.00225021 0.00076224
45 11.4 86.5873684 6.45565845 0.00155855 0.00057624
50 8.02 80.9346633 424512112 0.00138333 0.00043591
55 5.02 69.5410359 2.28310574 0.00118044 0.00027801
60 2.46 37.8439024 0.60885261 4.15E-05 9.7519E-05
65 2.37 35.4835443 0.54999215 0.00025361 0.00011152
70 1.82 15.9868132 0.19028933 0.00017522 6.4162E-05
75 1.44 -6.18333333 -0.05823262 1.3833E-05 8.632E-06
80 141 -8.44255319 -0.07785277 3.4306E-06 3.4306E-06

t: tiempo de lectura; MH: muestra himeda; BH: base humeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.

Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerT\peratura de! % de Fluj.o de
[min] tanel superficie del material interior del material Humedad aire
°d [°c [°q [m/s]
0 61.051 52.335 54.794 4.102 0
2 60.148 51.992 53.798 3.98 0.794
4 60.179 52.054 53.922 3.906 2.753
6 59.556 51.401 48.257 3.711 1.922
8 61.237 52.553 54.887 3.613 2.952
10 60.179 51.868 53.455 3.516 1.067
12 60.988 51.65 54.763 3.516 0.459
14 60.023 51.276 53.518 3.418 1.352
16 59.432 50.809 52.553 3.54 1.042
18 60.304 49.346 51.494 3.955 0.298
20 60.21 49.969 53.829 5.322 2.17
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire
[°d Y [°q [m/s]
22 59.899 49.844 53.237 7.033 0.099
24 59.992 49.813 52.926 7.155 0
26 59.93 49.875 53.019 7.277 0
28 60.366 51.339 53.673 7.033 0
30 60.397 51.525 52.895 7.375 0
32 59.837 50.996 52.926 6.813 0
34 60.148 51.058 53.082 6.789 0
36 59.93 51.058 53.113 6.935 1.178
38 60.023 51.089 53.206 6.96 0.136
40 59.992 51.339 53.393 6.862 0.099
42 59.992 51.525 53.549 6.911 0
44 60.646 50.591 53.549 6.471 0.161
46 60.739 50.311 54.607 6.618 0.074
48 60.086 50.187 53.642 6.813 0.881
50 60.117 50.218 53.767 6.886 2.394
52 60.086 50.156 53.175 6.252 0.012
54 60.117 50.249 53.268 6.201 0.819
56 59.93 50.187 53.237 6.152 0.831
58 60.054 50.342 53.3 6.104 0.905
60 59.868 50.28 53.424 6.079 0
62 61.051 51.245 54.296 5.615 0.509
64 60.148 51.089 53.704 5.933 0.149
66 59.868 51.588 54.016 5.42 0.149
68 60.21 51.401 53.455 5.591 0.732
70 59.37 50.809 50.156 5.298 0
72 61.331 51.93 54.576 4.834 0.583
74 60.117 51.588 53.518 4.785 0.434
76 60.241 51.837 54.016 4,761 0.459
78 60.21 51.837 53.922 4.663 1.935
80 60.179 51.774 53.891 4.443 0.236
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Muestra CP1-S2
Temperatura de secado 40°C Velocidad de aire 1m/s
Espesor 1.5mm Tiempo de secado 150 min
Peso inicial de la muestra | 63.33 g Peso seco de la muestra 151g
t. MH %H20 CFA R . R promedio
[min] [g] [BH] [g agua/g sélido seco] [g agua/cm? min)]
0 63.33 97.6 40.6666667 0.00146633 0.00136995
5 60.15 97.4731172 38.5744513 0.00134644 0.00134874
10 57.23 97.3441901 36.6532975 0.00139255 0.00136165
15 5421 97.1962369 34.6663509 0.00130033 0.00136073
20 51.39 97.0423818 32.8109901 0.00184444 0.00135289
25 47.39 96.7927411 30.1792726 0.00094527 0.00130724
30 45.34 96.6477283 28.8305174 0.00119888 0.00134598
35 42.74 96.4437997 27.119901 0.0014156 0.00135382
40 39.67 96.1685909 25.1000579 0.00138333 0.00135889
45 36.67 95.8551404 23.1262698 0.00140638 0.00130632
50 33.62 95.4791196 21.1195852 0.00125422 0.00130263
55 30.9 95.081165 19.3300174 0.00147555 0.00128511
60 27.7 94.5129242 17.2246434 0.00138333 0.00117029
65 24.7 93.8464777 15.2508553 0.00122194 0.00105732
70 22.05 93.1069388 13.5073425 0.00138794 0.00094758
75 19.04 92.0172269 11.5269751 0.0013326 0.00080878
80 16.15 90.5887307 9.62555924 0.00127727 0.00067783
85 13.38 88.6403587 7.8030949 0.00146633 0.00054872
90 10.2 85.0988235 5.71087952 0.00085766 0.00040209
95 8.34 81.7755396 4.4871309 0.00136949 0.00031217
100 5.37 71.6960894 2.53308069 0.00107899 0.00018721
105 3.03 49.8376238 0.99352598 0.00032739 7.9633E-05
110 2.32 34.4862069 0.52639613 0.00025361 5.2105E-05
115 1.77 14.1288136 0.16453498 0.0001245 2.6917E-05
120 1.5 -1.328 -0.01310595 0 1.2977E-05
125 1.5 -1.328 -0.01310595 2.3055E-05 1.514E-05
130 1.45 -4.82206897 -0.04600242 -1.3833E-05 1.3556E-05
135 1.48 -2.6972973 -0.02626454 0 2.0404E-05
140 1.48 -2.6972973 -0.02626454 -4.15E-05 2.7205E-05
145 1.57 3.18980892 0.0329491 0.00011989 6.1557E-05
150 131 -16.0244275 -0.13811253 3.2265E-06 3.2265E-06

t: tiempo de lectura; MH: muestra himeda; BH: base humeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire
[°d Y [°q [m/s]
0 40.101 36.366 37.704 15.433 1.017
2 40.412 26.934 26.342 18.975 0.695
4 40.101 28.148 27.214 21.099 0.211
6 40.35 28.615 27.494 20.708 0
8 40.444 28.646 27.556 21.099 0.769
10 40.132 28.677 27.65 21.978 0
12 40.319 28.677 27.743 21.245 0.905
14 40.537 28.926 28.023 21.855 0.682
16 40.101 28.895 27.961 22.197 0.124
18 41.066 28.926 28.459 20.83 0.273
20 40.786 28.895 28.49 21.025 0.719
22 40.537 28.708 28.148 19.536 1.786
24 40.661 28.77 28.272 20.22 0.422
26 40.257 28.739 28.241 20.61 2.815
28 40.257 28.708 28.241 20.659 1.265
30 40.537 28.802 28.397 20.83 1.984
32 39.914 28.646 27.961 19.097 0
34 40.786 28.864 28.459 19.902 1.203
36 40.226 28.77 28.179 19.805 0.843
38 40.475 28.77 28.459 19.951 0.347
40 40.101 28.708 28.459 20.537 1.178
42 40.319 29.019 27.961 18.901 0
44 40.661 29.3 27.992 18.975 0.223
46 40.163 29.206 27.961 19.316 0
48 40.288 29.268 27.992 19.219 2.481
50 40.444 29.268 27.992 19.17 0
52 40.008 29.206 27.992 17.484 0
54 41.066 29.798 28.304 18.412 0.583
56 40.537 29.673 28.086 18.877 0.657
58 40.848 27.619 35.027 18.167 2.208
60 40.35 28.023 35.556 18.853 1.91
62 40.506 28.926 36.272 17.923 0
64 40911 29.922 35.992 17.655 0.608
66 40.444 30.482 35.805 18.045 0
68 40.101 31.572 35.681 18.216 2.766
70 40.288 34.872 35.868 18.094 0.608
72 40.693 30.42 29.922 17.606 0
74 40.911 30.451 29.953 17.704 0.769
76 40.381 30.327 29.891 17.972 2.915
78 40.879 30.732 31.883 17.313 1.625
80 40.381 30.482 35.525 17.752 0
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire
[°d Y [°q [m/s]
82 40.195 30.576 36.086 17.044 0.918
84 40.817 31.043 36.428 17.386 0.571
86 40.381 31.074 36.241 17.679 0.347
88 41.035 31.821 33.471 16.947 0.36
90 40.599 33.253 35.743 17.264 0.037
92 40.163 34.591 35.712 17.581 0.347
94 41.066 36.926 36.988 16.873 0
96 40.381 35.774 35.868 16.678 0
98 40.35 36.553 35.805 16.873 0.347
100 40.132 36.615 36.054 16.996 0.285
102 40.444 36.957 36.397 16.727 0
104 40.911 31.416 32.444 16.312 0.732
106 40.537 31.198 32.226 16.434 0
108 40.163 31.136 32.537 16.629 0
110 40.288 27.712 35.681 15.775 0
112 40.724 30.078 36.054 15.824 0.099
114 40.506 30.918 36.864 15.726 0.174
116 40.132 30.514 36.739 15.995 0.645
118 40.973 30.794 37.549 15.604 0.347
120 40.506 30.576 37.175 15.628 0.546
122 40.163 30.482 37.113 15.482 0.955
124 40.973 28.584 38.763 15.213 0.905
126 40.568 29.051 37.953 15.238 0.645
128 40.101 29.798 37.673 15.384 0
130 40.132 33.097 37.642 15.213 0.347
132 40.319 35.992 37.829 15.116 0.509
134 39.977 35.494 36.646 15.262 0.298
136 41.315 36.677 38.949 14.554 0.843
138 40.848 36.708 38.358 14.652 0.223
140 40.288 36.615 37.922 14.823 1.997
142 40.07 36.646 37.486 14.798 0.05
144 41.066 37.268 38.607 14.359 1.228
146 40.537 37.113 38.171 14.432 0.558
148 40.879 37.518 39.416 14.383 0
150 41.004 37.268 38.451 13.895 0.211
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Muestra CP1-S3

Temperatura de secado 40°C Velocidad de aire 1m/s
Espesor 2.5mm Tiempo de secado 245 min
Peso inicial de la muestra 107.62 g Peso seco de la muestra 2.58¢g
t. MH %H20 CFA. R . R promedio
[min] [g] [BH] [g agua/g solido seco] [g agua/cm? min)
0 107.62 97.6 40.6666667 0.00138333 0.00135797
5 104.62 97.5311795 39.5051725 0.00155855 0.00133629
10 101.24 97.4487554 38.1965558 0.00164155 0.00131877
15 97.68 97.355774 36.8182494 0.00048878 0.00130817
20 96.62 97.3267646 36.4078548 0.00092222 0.00138932
25 94.62 97.27026 35.6335254 0.00213954 0.00141883
30 89.98 97.1294954 33.8370811 0.0014571 0.0012971
35 86.82 97.0250173 32.6136406 0.0012911 0.00130909
40 84.02 96.9258748 31.5295794 0.00092222 0.00131831
45 82.02 96.8509144 30.75525 0.00177527 0.00136857
50 78.17 96.6958168 29.2646658 0.00116661 0.00134459
55 75.64 96.5852988 28.2851391 0.00138333 0.00138978
60 72.64 96.4442731 27.1236449 0.00153549 0.00138978
65 69.31 96.2734382 25.8343864 0.00130033 0.00137641
70 66.49 96.1153858 24.7425819 0.00121733 0.00138471
75 63.85 95.954769 23.7204671 0.00092222 0.00140131
80 61.85 95.8239612 22.9461376 0.00157699 0.00140177
85 58.43 95.5795311 21.6220343 0.00138333 0.00139762
90 55.43 95.340285 20.4605402 0.00142483 0.00139762
95 52.34 95.0651891 19.2642012 0.00153549 0.00136673
100 49.01 94.7298919 17.9749427 0.00161849 0.00136903
105 45.5 94.3233407 16.6159945 0.00138333 0.00134552
110 42.5 93.9226353 15.4545004 0.00140177 0.00129341
115 39.46 93.4544349 14.2775197 0.00138333 0.00136258
120 36.46 92.915853 13.1160255 0.00138333 0.0012971
125 33.46 92.2806934 11.9545314 0.00092683 0.001239
130 31.45 91.787345 11.1763303 0.00153549 0.00116522
135 28.12 90.8147937 9.8870718 0.00138333 0.00110389
140 25.12 89.7178344 8.72557765 0.00111588 0.0009817
145 22.7 88.621674 7.78863904 0.00155855 0.00090792
150 19.32 86.6310559 6.4800223 0.00138333 0.00078988
155 16.32 84.1735294 5.31852815 0.00086227 0.00063541
160 14.45 82.1253979 4.59453014 0.00209343 0.00054457
165 9.91 73.9366297 2.83680233 0.00072855 0.00033799
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t. MH %0 CFfA. R . R promedio
[min] [g] [BH] [g agua/g solido seco] [g agua/cm? min]
170 8.33 68.9930372 2.22508208 0.00080233 0.00026099
175 6.59 60.8060698 1.55141547 0.00018905 0.00018537
180 6.18 58.2058252 1.39267794 0.00092222 0.00016277
185 4.18 38.2086124 0.61834851 0.00016139 7.2855E-05
190 3.83 32.5618799 0.48284086 0.00037811 5.4872E-05
195 3.01 14.19500332 0.16536579 0.00037811 1.9367E-05
200 2.19 -17.939726 -0.15210927 -0.00016139 -1.8451E-05
205 2.54 -1.68818898 -0.01660162 -4.6111E-05 -2.5692E-06
210 2.64 2.16363636 0.02211485 2.7667E-05 2.8736E-06
215 2.58 -0.11162791 -0.00111503 -4.15E-05 -6.683E-07
220 2.67 3.26292135 0.03372979 4.6111E-05 6.1369E-06
225 2.57 -0.50116732 -0.00498668 -3.6889E-05 -1.8578E-06
230 2.65 2.53283019 0.0259865 2.3055E-05 6.8999E-06
235 2.6 0.65846154 0.00662826 -1.8444E-05 1.5147E-06
240 2.64 2.16363636 0.02211485 2.3055E-05 1.1494E-05
245 2.59 0.27490347 0.00275661 -6.7002E-08 -6.7002E-08

t: tiempo de lectura; MH: muestra humeda; BH: base hiumeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.

Tiempo Temper"atura Temf)(.eratura de Ia. . TerTiperatura de! % de FIuj.o de
[min] del tunel superficie del material interior del material Humedad aire
[°cl [°C] [°C] [m/s]
0 40.537 37.113 26.187 21.05 0.843
2 40.132 37.051 37.829 23.198 2.567
4 40.195 36.957 37.922 23.442 0.769
6 40.101 36.926 37.86 23.491 0.967
8 40.226 36.957 37.953 23.491 0.037
10 40.07 36.926 37.798 23.54 0.583
12 41.066 37.829 38.732 22.295 1.501
14 40.506 37.518 38.047 23.247 0.769
16 40.195 37.424 37.984 23.442 0.484
18 40.786 37.86 38.763 22.71 0.881
20 40.319 37.175 37.953 22.734 0.149
22 40.475 37.611 38.171 22.124 0.459
24 40.132 37.424 37.953 22.417 0.446
26 40.288 37.486 38.016 22.319 0.074
28 40.226 37.642 38.265 22.564 0
30 40.132 37.362 37.86 22.271 1.24
32 40.63 37.455 38.451 21.343 1.067
34 40.288 37.237 37.86 21.685 0
36 40.132 37.237 37.735 21.563 1.563
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Tiempo Tempetatura Tem.pe':ratura de Ia‘ . Terf1peratura de! % de FIuj‘o de
[min] del tunel superficie del material interior del material Humedad aire
[°cl [°cl [°cl [m/s]
38 40.973 37.922 38.576 20.635 0
40 40.475 37.673 38.14 21.099 1.153
42 40.661 38.296 38.918 20.073 0.074
44 40.537 37.798 38.171 20.049 1.005
46 40.132 37.611 37.891 20.586 1.079
48 40.101 37.735 38.047 20.732 2.53
50 40.226 37.829 38.265 20.781 0.384
52 40.537 38.265 38.949 20.122 2.543
54 40.786 37.891 38.358 20.366 2.815
56 40.226 37.611 37.58 18.363 0
58 40.724 37.953 38.265 18.999 0.657
60 40.257 37.735 38.016 19.585 0.484
62 40.101 37.798 38.047 19.976 0
64 40.226 37.86 38.171 19.854 0.707
66 40.101 37.735 37.984 19.78 0
68 40.755 37.642 38.327 18.877 1.426
70 40.381 37.58 38.109 19.292 0.682
72 40.786 38.202 38.887 18.729 0.161
74 40.661 37.829 38.296 19.17 1.65
76 40.07 37.549 37.518 18.363 0.248
78 40.786 38.078 38.296 18.95 0
80 40.412 37.922 38.047 19.243 0.843
82 40.226 37.86 38.047 19.365 0.794
84 40.039 37.735 37.798 19.414 0.744
86 40.35 37.922 38.171 18.877 0.397
88 40.07 37.86 37.984 19.17 2.803
90 40.101 37.891 38.109 19.487 0.781
92 40.226 37.984 38.109 19.463 2.939
94 40.132 37.984 38.109 19.658 0.149
96 40.568 37.86 39.105 18.999 1.042
98 40.942 37.704 38.482 18.95 0.67
100 40.537 37.642 38.296 19.365 0.856
102 40.911 38.171 39.167 18.999 0.843
104 40.63 37.86 38.482 19.194 2.332
106 40.226 37.735 38.233 19.438 0
108 40.848 38.389 39.323 19.17 0
110 40.661 37.984 38.545 19.268 1.426
112 40.195 37.86 38.265 19.609 0.099
114 40.07 37.735 38.202 19.512 0
116 40.07 37.673 38.109 19.438 0.967
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Tiempo Tempetatura Tem.pe':ratura de Ia‘ . Terf1peratura de! % de FIuj‘o de
[min] del tunel superficie del material interior del material Humedad aire
[°cl [°cl [°cl [m/s]
118 40.506 38.109 38.514 18.926 1.65
120 40.132 37.86 38.171 19.194 0.26
122 40.163 37.86 38.14 19.341 2.939
124 40.039 37.798 38.078 19.438 0.781
126 40.132 37.86 38.202 19.463 1.463
128 40.381 38.047 38.514 19.219 2.853
130 40.195 37.86 38.265 19.121 2.146
132 40.942 38.233 38.949 18.436 0
134 40.537 37.86 38.358 18.656 1.079
136 40.132 37.735 38.109 18.901 0.099
138 41.315 38.451 39.292 18.07 0
140 41.004 38.14 38.7 18.216 0
142 40.63 38.016 38.482 18.192 0
144 40.35 37.891 38.265 18.045 0.819
146 40.63 38.576 39.261 17.337 0.868
148 40.786 38.327 38.669 17.313 0.236
150 40.537 38.265 38.514 16.971 1.005
152 40.755 38.202 39.261 16.287 1.067
154 40.661 37.922 38.545 16.092 0
156 40.163 37.767 38.233 16.312 0.248
158 40.163 37.86 38.389 16.263 1.674
160 40.07 38.109 38.576 15.677 1.017
162 41.097 38.265 38.763 15.286 0
164 40.568 38.078 38.482 15.531 0.595
166 40.226 38.016 38.358 15.579 0
168 40.101 37.953 38.265 15.653 0
170 40.848 38.171 39.105 15.116 0.819
172 40.63 37.953 38.638 15.189 1.265
174 40.506 38.047 38.545 14.847 1.265
176 40.786 38.171 38.856 14.603 0
178 40.35 37.86 38.327 14.896 0.174
180 40.101 37.891 38.451 14.725 0.881
182 40.973 38.109 38.763 14.432 0.831
184 40.568 37.984 38.451 14.481 1.96
186 40.226 37.829 38.233 14.432 1.873
188 40.132 37.891 38.327 14.408 0.174
190 40.226 37.891 38.358 14.359 2.84
192 41.191 38.327 39.136 13.675 0
194 40.786 38.047 38.7 13.602 0.881
196 40.319 37.891 38.389 13.919 1.178
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Tiempo Tempetatura Tem.pe':ratura de Ia‘ . Terf1peratura de! % de FIuj‘o de
[min] del tunel superficie del material interior del material Humedad aire
[°cl [°cl [°cl [m/s]
198 40.661 38.047 38.669 13.48 1.029
200 40.319 37.86 38.296 13.431 0.719
202 40.101 37.798 38.171 13.333 0.012
204 40.319 37.735 37.953 13.065 1.24
206 40.724 37.984 38.545 12.894 0
208 40.319 37.829 38.265 12.967 0.62
210 40.07 37.704 38.078 13.309 1.377
212 40.942 37.891 38.794 12.894 0.223
214 40.568 37.704 38.42 13.211 0.124
216 40.07 37.704 38.233 13.089 0.223
218 40.786 37.984 38.607 12.821 2.518
220 40.444 37.735 38.296 12.967 1.141
222 41.004 38.14 39.012 12.845 0.211
224 40.693 37.922 38.482 12.943 0.583
226 40.319 37.798 38.233 12.992 0.322
228 39.852 37.455 37.611 12.992 0.521
230 41.564 37.642 39.074 12.355 1.129
232 41.097 37.58 38.763 12.453 0.149
234 40.693 38.14 38.514 12.747 1.885
236 40.288 37.704 38.202 12.869 0.881
238 40.786 37.922 38.545 12.723 0.509
240 40.444 37.798 38.296 12.894 0.409
242 40.101 37.642 37.798 12.992 0.905
244 40.661 38.016 38.514 12.772 1.203
246 40.163 37.486 37.891 12.894 0.769
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Muestra CP1-S4

Temperatura de secado 60°C Velocidad de aire 1m/s
Espesor 2.5mm Tiempo de secado 140 min
Peso inicial de lamuestra | 105.34 g Peso seco de la muestra 252¢g
t. MH %H:0 CF,A. R . R promedio
[min] le] [BH] [g agua/g sdlido seco] [g agua/cm? min]
0 105.34 97.6 40.6666667 0.00361048 0.00255869
5 97.51 97.4072813 37.5695526 0.00137872 0.00246509
10 94.52 97.3252645 36.3868742 0.00272054 0.00262924
15 88.62 97.1471903 34.0531612 0.00301565 0.00258774
20 82.08 96.919883 31.4662996 0.00276665 0.00261541
25 76.08 96.6769716 29.0930321 0.00296493 0.00261541
30 69.65 96.3701938 26.5496804 0.00123116 0.00267674
35 66.98 96.2255001 25.4935764 0.0024531 0.00260895
40 61.66 95.8998378 23.3892792 0.00230554 0.00250198
45 56.66 95.5380162 21.4115562 0.00314015 0.00247339
50 49.85 94.9284654 18.7178976 0.00267443 0.00218981
55 44.05 94.2607037 16.423739 0.00302026 0.00192836
60 37.5 93.25824 13.832922 0.00230554 0.00162218
65 32.5 92.2210462 11.855199 0.00329232 0.00138978
70 25.36 90.0309148 9.0310107 0.00276665 0.00106747
75 19.36 86.9413223 6.65774318 0.0035782 0.00080095
80 11.6 78.2055172 3.5883172 0.00055333 0.00044313
85 104 75.6907692 3.11366369 0.00138333 0.00038825
90 7.4 65.8356757 1.92702993 0.00201966 0.00024992
95 3.02 16.2860927 0.19454465 0.00030433 4.8858E-05
100 2.36 -7.12542373 -0.06651478 5.9944E-05 2.0472E-05
105 2.23 -13.3704036 -0.11793557 -4.15E-05 1.5538E-05
110 2.32 -8.97241379 -0.08233656 -1.8444E-05 2.3686E-05
115 2.36 -7.12542373 -0.06651478 6.9166E-05 3.0708E-05
120 2.21 -14.3963801 -0.12584647 0.00010144 2.3016E-05
125 1.99 -27.0432161 -0.21286627 4.2063E-18 3.4096E-06
130 1.99 -27.0432161 -0.21286627 4.6111E-06 4.5461E-06
135 1.98 -27.6848485 -0.21682172 -1.8443E-18 4.5136E-06
140 1.98 -27.6848485 -0.21682172 9.0272E-06 9.0272E-06

t: tiempo de lectura; MH: muestra humeda; BH: base humeda; CFA: contenido final de agua; R: velocidad de secado.
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire
[°d Y [°q [m/s]
0 60.117 50.436 53.58 6.374 0.905
2 59.868 50.934 53.237 6.079 1.277
4 60.521 50.934 53.051 5.933 1.24
6 59.837 50.747 52.77 5.762 1.091
8 59.961 50.529 52.739 5.054 0.707
10 60.241 51.089 53.455 5.396 0
12 60.428 51.37 53.642 5.347 0.93
14 60.428 51.37 53.767 5.542 0.372
16 60.241 51.401 53.642 5.518 3.125
18 59.961 50.654 53.331 5.176 0
20 59.992 50.591 53.237 5.249 1.054
22 60.054 50.591 53.268 5.347 3.039
24 60.023 50.716 53.455 5.151 0
26 59.837 50.654 53.424 5.322 0.757
28 60.023 50.685 53.237 5.2 0
30 59.93 50.778 53.362 5.2 0
32 60.584 51.619 53.3 4.663 0.881
34 60.21 51.681 53.393 4,981 0
36 60.304 51.774 53.424 4.785 0.012
38 60.49 51.805 53.549 4,614 0.955
40 60.49 51.805 53.549 4.395 1.352
42 60.117 51.774 53.268 4,419 0.571
44 60.148 51.681 53.144 4.395 0.657
46 61.113 51.307 54.265 4.102 0.198
48 60.086 51.058 53.237 3.882 0.26
50 60.148 51.121 53.486 3.809 3.014
52 60.179 51.089 53.518 3.857 0.595
54 60.023 51.214 53.642 3.735 0.459
56 60.148 51.245 53.891 3.711 1.29
58 60.148 51.245 53.362 3.125 0.905
60 60.086 51.339 53.486 3.149 1.178
62 59.992 51.37 53.58 3.149 1.277
64 60.148 50.965 53.798 3.247 0.223
66 60.179 50.996 53.331 3.101 0.186
68 59.65 51.152 53.237 3.101 2.592
70 60.521 51.245 53.642 2.905 0.099
72 59.93 51.183 53.486 2.954 0.794
74 59.992 51.214 53.611 2.808 1.364
76 60.21 51.681 53.3 2.759 0.719
78 59.899 51.681 53.237 2.71 0.36
80 60.148 51.712 53.237 2.368 0.856
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Tiempo Temperatura del Tempgratura de Ia' . TerTlperatura de! % de Fluj.o de
[min] ttinel superficie °de| material interior doel material Humedad aire
[°d Y [°q [m/s]
82 59.992 51.65 53.331 2.441 1.153
84 59.93 51.65 53.268 2.222 1.017
86 59.712 51.276 52.584 2.246 1.017
88 61.082 52.086 53.735 2.075 0.819
90 60.117 49.564 52.802 5.713 0.012
92 60.179 48.63 53.113 7.155 0.248
94 60.148 48.63 53.206 7.619 0.571
96 60.148 48.63 52.957 7.741 0.174
98 60.148 48.786 52.584 7.179 2.245
100 60.086 48.879 53.144 7.936 0.025
102 59.992 49.004 52.833 7.839 0
104 60.521 49.191 53.331 7.863 0
106 60.086 50.187 52.366 7.35 0.905
108 60.086 50.498 52.864 7.814 3.063
110 60.21 50.623 52.957 7.839 0
112 60.521 50.872 53.455 7.741 0
114 60.646 51.401 54.047 7.399 0.384
116 60.117 50.903 53.082 7.228 3.125
118 60.148 51.276 53.486 7.253 1.129
120 60.49 51.339 53.922 7.057 0
122 60.054 51.027 53.424 7.008 1.302
124 60.428 49.595 53.86 6.886 3.039
126 60.397 50.716 53.673 6.886 2.468
128 60.179 50.591 53.518 7.204 0
130 60.086 50.903 53.518 7.179 0.459
132 60.086 50.187 53.3 6.691 1.29
134 60.117 50.28 53.704 6.667 0
136 60.148 50.187 53.642 6.398 0.571
138 60.241 50.311 53.611 6.545 0
140 60.335 50.342 54.016 6.471 0
142 60.023 50.374 53.455 6.252 0.372
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Anexo C. Datos del contenido de humedad en diferentes tiempos de secado en

Chlorella protothecoides

Muestra Condiciones Tiempo % de Humedad Promedio % KE Promedio
de secado [min] Promedio [BH] [g agua/g ss]
0 97.6 40.88 137.1
10 97.4 37.80 62.81
20 97.2 34.14 65.02
— 60°C 1.5 mm 30 96.2 25.19 61.45
40 96.1 24.89 55.22
50 92.3 12.82 61.00
60 90.9 9.995 63.25
71 9.3 0.103 7.237
0 97.6 40.88 137.1
20 97.4 37.98 69.74
CP1-S2 | 40°C 1.5 mm 40 97.0 32.62 64.32
60 95.9 23.70 60.38
150 11.0 0.123 7.979
0 97.6 40.88 137.1
20 97.6 40.72 62.20
CP1-S3 | 40°C 2.5 mm 40 97.2 34.81 64.84
60 97.0 32.37 65.56
245 8.6 0.093 6.448
0 97.6 40.88 137.1
20 97.4 37.82 90.82
CP1-S4 60°C 2.5 mm 40 96.5 27.68 66.7
60 95.3 20.36 64.29
140 7.1 0.076 5.540
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Anexo D. Comparacion gravimétrica del contenido de lipidos durante el secado en
Chlorella protothecoides

Condiciones de secado Tiempo %Humedad Promedio Promedio
[min] [BH] [mg EOT/g ss]
20 97.2 1015.59
40 96.1 320.01
60°C 1.5 mm
60 90.9 162.22
71 9.3 50.42
20 97.4 394.99
40 97.0 223.02
40°C 1.5 mm
60 95.9 215.40
150 11.0 47.74
20 97.6 133.83
40 97.2 97.76
40°C 2.5 mm
60 97.0 88.50
245 8.6 54.54
20 97.4 103.80
40 96.5 65.83
60°C 2.5 mm
60 95.3 58.59
140 7.1 49.65
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Anexo E. Comparacion gravimétrica del contenido de lipidos mediante diferentes

métodos de extraccion en Chlorella vulgaris

- %Humedad Promedio X ., EOT Promedio
Condiciones de secado [BH] Método de extraccidn [mg EOT/g ss]
Soxhlet 24.84
Hexano en frio 31.21
40°C 1.5 mm 6.5
ASE 97.36
Metanol/Hexano 114.04
Soxhlet 25.83
Hexano en frio 36.35
60°C 1.5 mm 8.9
ASE 99.20
Metanol/Hexano 71.63
Soxhlet 29.22
Hexano en frio 24.92
40°C 2.5 mm 9.1
ASE 97.56
Metanol/Hexano 111.21
Soxhlet 27.44
Hexano en frio 22.57
60°C 2.5 mm 8.8
ASE 91.27
Metanol/Hexano 131.30
Soxhlet 27.97
Hexano en frio 27.06
40°C 3.5 mm 11.5
ASE 96.51
Metanol/Hexano 100.03
Soxhlet 28.31
Hexano en frio 17.42
60°C 3.5 mm 8.4
ASE 87.07
Metanol/Hexano 104.61
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Anexo F. Andlisis estadistico del contenido de EOT mediante diferentes métodos de

extraccién en Chlorella vulgaris

Extraccién por el método Folch modificado con metanol y posterior extraccién

liquido-liquido con hexano

Analysis of Variance Table for Contenido de EOT (mg EOT/g ss)

Source Sum of Mean
Term DF Squares Square
A- Temperatura (°C) 1 1672947 1572947
B: Espesor (mm) 2 2512.139 1256.069
AB 2 37707 1588 535
5 12 3054643 2545535
Total (Adjusted) 17 6151.968

Total 18

* Term significant at alpha = 0.05

Means and Standard Errors of Contenido de EOT (mg EQOT/g ss)

Term Count Mean

All 18 1054706
A Temperatura (°C)

40°C 9 108 4267
60°C 9 102 5144
B: Espesor (mm)

1.5 mm & 92 83667
2.5 mm 6 121.255
3.5 mm 6 102.32
AB: Temperatura (°C).Espesor (mm})

40°C,1.5 mm 3 114.04
40°C.2.5 mm 3 111.21
40°C,3.5 mm 3 100.03
60°C,1.5 mm 3 71.63333
60°C,2.5 mm 3 1313
60°C,3.5 mm 3 104.61

Prob

F-Ratio Level
6.18 0.028652*
4934  0.000002*
6240  0.000000%

Standard
Error

1681777
1.681777

2059747
2.059747
2.069747

2.912923
2912923
2912923
2.912923
2.912923
2.912923

Power
(Alpha=0.05)
0.627106
1.000000
1.000000
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Extraccién por el método Soxhlet con hexano

Analysis of Variance Table for Contenido de EQT (mg EOT/g ss)

Source Sum of
Term DF Squares
A Temperatura ("C) 1 2.261356
B: Espesor (mm) 2 25 68484
AB 2 1544818
5 12 1276146
Total (Adjusted) 17 171.009
Total 18

* Term significant at alpha = 0.05

Means and Standard Errors of Contenido de EOT {mg EOT/g ss)

Term

All

A Temperatura ("C)
40°C

BO°C

B: Espesor (mmy}
1.5 mm

2.5 mm

3.5 mm

AB: Temperatura ("C).Espesor (mm)
40°C1.5 mm
40°C,2.5 mm

40°C, 3.6 mm
B0°C,1.5 mm
60°C.,2.5 mm
B0°C,3.5 mm

Count
18

9
9

[ap ey iey)

ad Ll Ll L0 L LD

Mean
Square
2.261356
12.84242
7.724089
10.63455

Mean
27 26889

2762333
26.91444

2561667
27.79
284

24 80667
29 24667
28.81667
26 42667
26.33333
27.98333

Prob

F-Ratio Level
0.21 0652950
1.21 0332781
0.73 0503782

Standard
Error

1.087022
1.087022

1.331325
1.331325
1.331325

1.882777
1.882777
1.882777
1.882777
1.882777
1.882777

Power

(Alpha=0.05)

0.070975
0.214868
0.145107
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Anexo G. Analisis estadistico de la comparacion de EOT después de los tratamientos
de secado (extraccién Folch con metanol/extraccion liquido-liquido con hexano)

Analysis of Variance Table for Contenido de EQT {(mg EQT/g ss)

Source

Term

A: Especie

B: Temperatura ("C)
AB

C: Espesor (mm)
AC

BC

ABC

S

Total (Adjusted)
Total

DF

Sum of
Squares
470.7318
11.084
0.3978375
759.0375
1220.513
2430094
18.9215
A752817
3080.263

* Term significant at alpha = 0.05

Mean

Square
470.7318
11.084
0.3978375
759.0375
1220.513
24.30094
18.9215
359551

F-Ratic
13.09
0.31
0.01
2111
33.95
0.68
0.53

Prob
Level
0.002308*
0586421
0.917533
0.000299*
0.000026*
0.423096
0.473663

Means and Standard Errors of Contenido de EOT (mg EOQT/g ss)

Term

All

A Especie
CP

Cv

B: Temperatura ("C)

40
60

C: Espesor (mm)

15
25

AB: Especie Temperatura ("C)

CP.40
CP.60
CV.40
CV.60

AC: Especie,Espesor (mm)

CP.15
CP.25
CV.15
CV.25

BC: Temperatura ("C),Espesor (mm)

401.5
4025
60,15
60.2.5

Count
24

12
12

12
12

12

o O OO o0 O O

o0 O O O

Mean
E5 01625

59.445
50.5875

b5 69584
5433667

60.64
49.3925

60.25333
hB.63667
51.13833
50.03667

722
46.69
49.08
52.095

60.31333
51.07833
60.96667
47.70667

Power

(Alpha=0.05)

0.924204
0.081833
0.051124
0.990477
0.999759
0.120886
0.104876

Standard
Error

1.730971
1.73097

1.730971
1.730971

1.730971
1.73097

2447962
2447962
2447962
2447962

2447962
2 447962
2.447962
2447962

2447962
2447962
2447962
24479362
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ABC: Especie, Temperatura ("C),Espesor (mm)

CP.401.5
CP.40.2.5
CP.60.1.5
CP.,B0.,2.5
CV.401.5
0.2.5
0.1.5
0.2.5

CVv.40,
CV.6
CV.60,

1
2.
1
2.
1
2.
1
2.

(
3
3
3
3
3
3
3
3

7289
47 61666
7181
4576333
47.73667
b4 54
5042333
49 65

34615941
3.461941
3.4615941
34615941
3.461941
34615941
3.461941
34615941
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Anexo H. Analisis estadistico de la comparacién de EOT después de los tratamientos
de secado (extraccion Soxhlet con hexano)

Analysis of Variance Table for Contenido de EOT (mg EOT/g ss)

Source Sum of
Term DF Squares
A: Especie 1 3494 989
B: Temperatura ("C) 1 200934
AB 1 3680327
C: Espesor (mm) 1 4524017
AC 1 5551042
BC 1 111.8017
ABC 1 25215

S 16 95 38647
Tatal (Adjusted) 23 3844 323
Tatal

4
* Term significant at alpha = 0.05

Mean
Square
3494989
20.0934
36.80327
4524017
5551042
111.8017
2515
5961654

FRatio
f86.24
337
61T
0.76
9.3
18.75
423

Means and Standard Errors of Contenido de EOT (mg EQOT/g ss)

Term
Al

B: Temperatura ("C)
40

B0

C: Espesor (mm)

14

25

AB: Especie, Temperatura ("C)
CP.40

CP.60

CV.40

CV.60

AC: Especie Espesor (mm)
CP145

CP.25

CV.14h

CV.25

BC: Temperatura ("C),Espesor (mm)

Count

24

12
12

12
12

12
12

[ ey Wy ey

[ap iy Wy lay]

Lad Ll Lad L) Lad L L) L o—, O O O O

mim)

Mean
38.77083

50.83833
26.70333

37 .85583
39.68583

39.205
38.33667

438685
52.99166
27 02667
26.38

h2.79333
48.883 34
25 61667
2779

36.13167
39.58

4227833
709333

47 45667
4991333
58.13

4785333
2480667
29 24667
26.42667
26.33333

Prob
Level
0.000000*
0.085030
0.024418*
0.396571
0.007616%
0.000517*
0.056414

Power
(Alpha=0.05)
1.000000
0407619
0645717
0.129821
0.817049
0.982069
0.489169

Standard

Error

0.7048436
0.7048436

0.7048436
0.7048436

0.70484 36
0.7048436

0.9967994
0.99%7994
0.9957994
0.9967994

0.9967994
0.9967994
0.9967994
0.9967994

0.9967994
0.99%67994
0.9967994
0.99%67994

1.409687
1.409687
1.409687
1.409687
1.409687
1.409687
1.409687
1.409687
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Anexo |. Cromatograma de las extracciones con hexano por el método Soxhlet

Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 3.5 mm

Método de extraccion: Soxhlet con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 2.5 mm

Método de extraccion: Soxhlet con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 1.5 mm

Método de extraccion: Soxhlet con hexano
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Chlorella vulgaris

Tratamiento: 40°C, 3.5 mm

Método de extraccion: Soxhlet con hexano
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Chlorella vulgaris

Tratamiento: 40°C, 2.5 mm

Método de extraccion: Soxhlet con hexano
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Chlorella vulgaris

Tratamiento: 40°C, 1.5 mm

Método de extraccion: Soxhlet con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: Liofilizacion

Método de extraccion: Soxhlet con hexano
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Chlorella vulgaris

Tratamiento: Concentrado Himedo

Método de extraccidon: Soxhlet con hexano
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Anexo J. Cromatograma de las extracciones con hexano por el método ASE

Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 3.5 mm

Método de extraccidén: ASE con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 2.5 mm

Método de extraccidn: ASE con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 1.5 mm

Método de extraccidn: ASE con hexano
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Chlorella vulgaris

Tratamiento: 40°C, 3.5 mm

Método de extraccidn: ASE con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 40°C, 2.5 mm

Método de extraccidn: ASE con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 40°C, 1.5 mm

Método de extraccidn: ASE con hexano
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Anexo K. Cromatograma de las extracciones con hexano por el método Folch. modificado

Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 3.5 mm

Método de extraccidn: Folch. modificado con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 2.5 mm

Método de extraccidn: Folch. modificado con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 1.5 mm

Método de extraccidn: Folch. modificado con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 40°C, 3.5 mm

Método de extraccidn: Folch. modificado con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 40°C, 2.5 mm

Meétodo de extraccidn: Folch. modificado con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 40°C, 1.5 mm

Método de extraccidn: Folch. modificado con hexano
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Anexo L. Cromatograma de las extracciones por el método Folch. modificado con metanol y extraccién liquido-liquido con

hexano

Chlorella vulgaris

Tratamiento: 60°C, 3.5 mm

Método de extraccién: Folch. modificado con metanol y extraccion liquido-liquido con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 2.5 mm

Método de extraccioén: Folch. modificado con metanol y extraccion liquido-liquido con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 60°C, 1.5 mm

Método de extraccioén: Folch. modificado con metanol y extraccion liquido-liquido con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 40°C, 3.5 mm

Método de extraccioén: Folch. modificado con metanol y extraccion liquido-liquido con hexano
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Chlorella vulgaris

Tratamiento: 40°C, 2.5 mm

Método de extraccioén: Folch. modificado con metanol y extraccion liquido-liquido con hexano
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Chlorella vulgaris
Tratamiento: 40°C, 1.5 mm

Método de extraccién: Folch. modificado con metanol y extraccion liquido-liquido con hexano
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