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RESUMEN

TITULO: MEJORAMIENTO DE LA EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS PRESENTES EN
Chlorella vulgaris UTEX 1803 UTILIZANDO UNA SOLUCION ACIDIFICADA DE CLORITO DE
SODIO

AUTORES: SINDY JULIETH BELENO RODRIGUEZ, .
JOHANNA XIMENA VILLAMIZAR SANDOVAL

PALABRAS CLAVES: microalgas, carbohidratos, vinazas, Chlorella vulgaris, extraccién.

Las microalgas surgen como materia prima prometedora en la produccion de biocombustibles ya
gue algunas especies contienen hasta un 40% de carbohidratos en peso seco. El principal
problema que se presenta es el alto costo a la hora de realizar la extraccion de este metabolito
debido a que la disrupcion de la pared celular representa un obstaculo a superar para la extraccion
efectiva y por lo que muchos tratamientos requieren de un pretratamiento.

Este estudio evalla un método que consta de una etapa para la extraccion de carbohidratos a
partir de un tratamiento con una solucién acidificada de clorito de sodio y la influencia de variables
relacién biomasa/solvente, temperatura y tiempo con el fin de mejorar el rendimiento en cuanto a la
obtencion de carbohidratos a partir de biomasa proveniente del cultivo de la microalga Clorella
Vulgarix UTEX 1803 utlizando como medio de cultivo vinazas. Se realiza un disefio de
experimentos en el software STATISTICA 7.0 y se determina las mejores condiciones de
extraccion.

Los resultados muestran que el efecto de las variables juegan un papel importante en el proceso,
la relacion biomasa/solvente y la temperatura pueden afectar negativamente la extraccion llegando
a degradar los azucares fermentables. A demas el analisis de los resultados mostré que la mayor
cantidad de carbohidratos se extrae a temperatura de 70°C, relacion biomasa solvente 1:80 g/ml y
tiempo de 4 h, obteniendo una productividad de 0,322 g de carbohidratos/g biomasa con grandes
posibilidades como materia prima para la produccion de bioetanol u otros productos.

" Proyecto de Grado
Facultad de Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: Dr.Sc Viatcheslav
Kafarov, M.Sc Crisostomo Barajas. Codirector: Biélogo Andrés Fernando Barajas Solano.
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ABSTRACT

TITLE: IMPROVEMENT OF THE EXTRACTION OF CARBOHYDRATE FROM Chlorella vulgaris
UTEX 1803 WITH A ACIDIFIED SOLUTION OF SODIUM CHLORITE .

AUTHORS: SINDY JULIETH BELENO RODRIGUEZ, .
JOHANNA XIMENA VILLAMIZAR SANDOVAL

KEYWORDS: Microalgae, carbohydrate, vinasse, Chlorella vulgaris, extraction.

Microalgae are emerging as promising feedstock in the production of biofuel, since some of these
species contain up to 40% dry weight of carbohydrates. The fundamental problem resides in the
high costs when performing the extraction of this metabolite because the disruption of the cell wall
is an obstacle to overcome for effective extraction and therefore many treatments require
pretreatment.

This study evaluates a method which comprises a step for extraction of carbohydrates starting from
a treatment with an acidified solution of sodium chlorite and the influence of variables biomass/
solvent ratio, temperature and time in order to improve performance in terms to obtain
carbohydrates from biomass from the cultivation of microalgae Chlorella UTEX 1803 Vulgarix using
vinasse as a cultivation medium. A design of experiments was performed in the STATISTICA 7.0
software and also the best extraction conditions were determined.

Results shown that the effect of the variables play a role in the process, the biomass / solvent ratio
and the temperature can negatively influence the extraction, degrading fermentable sugars. Also,
the analysis of the results showed that most amount of carohydrates are extracted at 70°C,
biomass/solvent at 1:80 g/ml and time 4 h, getting a productivity of 0,322 g carbohydrate / g
biomass with great potential as a feedstock for the production of bioethanol or other products.

" Proyecto de Grado
Facultad de Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: Dr.Sc Viatcheslav
Kafarov, M.Sc Crisostomo Barajas. Codirector: Biélogo Andrés Fernando Barajas Solano.
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INTRODUCCION

Las microalgas son consideradas como una de las fuentes de materia prima
renovable mas prometedoras para la produccion de biocombustibles, ya que
posee grandes ventajas como: rapido crecimiento, alta eficiencia en la fijacion de
CO,, no compiten por tierras cultivables y agua potable, ademas tienen el
potencial de acumular cantidades considerables de lipidos, carbohidratos (Chen et
al., 2013) y proteinas para la produccién de suplementos alimenticios (lwamoto,
2003).

Los carbohidratos son el mayor producto derivado de la fotosintesis y el
metabolismo de fijacién de carbono (Ho et al., 2011), los cuales son acumulados
en los plastidos como material de reserva (almidon), o en la pared celular
(celulosa, pectina y polisacéaridos sulfatados) (Chen et al., 2013), sin embargo el
metabolismo tanto de la celulosa y el almidén varia significativamente entre
géneros y especies (Rangel-Yagui et al., 2004; Rizmani-Yazdi et al., 2011). Se ha
comprobado que géneros como Chlorella, Chlamydomonas, Dunaliella,
Scenedesmus, y Tetraselmis acumulan una gran cantidad de carbohidratos (>
40% de su peso seco) (John et al., 2011); para el caso de Chlorella vulgaris se ha
encontrado que puede contener entre 37% y 55% de carbohidratos (Brennan y
Owende, 2010; Dragone et al.,, 2011; Ho et al, 2012; lllman et al., 2000). Para
aprovechar estos carbohidratos es necesario realizar un proceso de disrupcion
celular de manera que la pared celular externa (compuesta principalmente de
pectina, agar y alginato) y la interna (compuesta de celulosa y otros materiales
como hemicelulosa y glicoproteina) (Yamada et al., 1982) sean destruidas con el
fin de liberarlos (Chundawat et al.,, 2011); ademas es necesario realizar un (0
varios) pretratamiento que mejoren el proceso de extraccion de los azucares

fermentables. Sin embargo ya que los procesos de pretratamiento contribuyen
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significantemente en el costo, el pretratamiento seleccionado debe ser
econdmicamente atractivo, simple de aplicar, energéticamente eficiente y tener un

bajo potencial de degradacion (Harun et al., 2011).

Uno de los principales problemas en el aprovechamiento de los diferentes
metabolitos microalgales es la etapa de extraccion (Serive et al., 2012), debido a
que los carbohidratos en biomasa de microalgas son esencialmente celulosa en la
pared celular, almidon en los plastidos sin lignina y hemicelulosas de bajo
contenido, que pueden ser facilmente transformados en azucares fermentables,
sin embargo la disrupcion de la pared celular representa el principal obstaculo a
superar para la extraccion efectiva de los diferentes metabolitos (Barsanti &
Gualtieri, 2006; Sing, 2011); sin embargo, hasta la fecha son muy pocos los
estudios enfocados en el uso de estos carbohidratos a partir de microalgas para la
produccion de bioetanol, lo cual requiere un mayor entendimiento y conocimiento
para apoyar la viabilidad técnica de esta materia prima de ultima generacion (Chen
et al., 2013), una de las principales razones es el costo de transformacion, los
cuales siguen siendo demasiado altos para ser rentables (Serive et al., 2012).
Debido a esto el desarrollo de técnicas de extraccion en microalgas se ha

convertido en un campo de creciente interés para la comunidad cientifica.

En la actualidad se encuentran numerosos trabajos sobre la extraccion de los
metabolitos presentes en la biomasa. Harun et al (2011) utilizaron un tratamiento
alcalino para la extraccion de carbohidratos donde el rendimiento maximo fue de
35,01% de los carbohidratos totales, trabajando a 120°C, 0,75% w/v de NaOH
durante 30 minutos; el mayor problema de esta técnica son los altos costos
energéticos sin obtener rendimientos significativos. Para la hidrolisis enzimética a
pesar de los altos rendimientos obtenidos por Ho et al. (2012) este no es un
método viable debido a que estos valores no compensan lo caro que puede llegar
a ser el tratamiento por el alto costo de las enzimas (Harun y Danquah, 2011;

Daroch et al.,, 2013; Zhao et al.,, 2013). El proceso de tratamiento acido es
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preferible, ya que aporta una mayor eficiencia en la conversién de materiales
celulésicos, las condiciones acidas pueden conducir a la descomposicion de los
azucares en compuestos no deseados que inhiben el proceso de fermentacion
(Girio et al, 2010; Harun et al, 2010; Moxley & Zhang, 2007). Debido a esto
durante este proceso influyen significativamente diversos parametros en la
cantidad total de azucares fermentables tales como: el tiempo del proceso, la
temperatura, la cantidad de sustrato y la concentracién del acido (Harun et al
2011a).

Sui et al. (2012) realizaron la extraccion de polisacaridos de una especie de
Chlorella utilizando un tratamiento con una solucion de clorito de sodio acidificada
con acido acético a una temperatura de 75°C, relacién biomasa/solvente de 1/80
ml/g durante 4 horas , encontrando que cantidades considerables de polisacaridos
pueden ser extraidos después del tratamiento de las células (rendimiento de
polisacérido recuperado, 19-22%), esto se debe a que el diéxido de cloro
generado logra tanto la ruptura de la pared celular como la extraccion de
carbohidratos (Nufez y Pavlik, 1999).

Es por ello que el objetivo principal de esta investigacion es mejorar el método de
extraccion empleado por Sui et al.(2012), que consta de solo 1 etapa para la
extraccion de los polisacaridos contenidos en la pared celular de la biomasa
obtenida de la cepa Chlorella Vulgaris, utilizando como medio de cultivo para la
obtencion de la biomasa vinazas efluentes de la industria del etanol producido con
melaza de cafia de azOcar y como tratamiento una solucidn ligeramente
acidificada de clorito de sodio. Para lograr mejores resultados de extraccion se
investiga los efectos de las variables de proceso, tales como el tiempo, la
temperatura, la relacion biomasa/solvente. La técnica de disefio compuesto central

(CCD) se utiliza para la optimizacioén del proceso.
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1. METODOLOGIA
1.1 METODOS DE CULTIVO

Chlorella vulgaris UTEX 1803 fue adquirida de la Universidad de Texas (Austin,
Texas, USA); inicialmente la cepa se cultivd en medio Bold Basal, cuya
composicion en mg/L de macronutrientes es: NaNOj3 (2,94), MgS0O,.7H,0 (3,04 X
10, NaCl (4,28 X 101, K;HPO, (4,31 X 10™Y), KH,PO, (1,29), CaCl,.2H,0 (1,70
X 10 y micronutrientes (mg/L) ZnS04.7H,0 (3,07 X 10), MnCl,.4H,0 (7,28 X
10®), MoOs3 (4,93 X 10%), CuS0..5H,0 (6,29 X 10%), Co(NO3),.6H,0 (1,68 X 107),
HsBOs (1,85 X 10™), EDTA (1,71 X 10, KOH (5,53 X 10™), FeS0,4.7H,0 (1,79 X
107).

Para el cultivo inicial se utilizaron reactores cilindricos tipo airlift con un diametro
interno de 14cm y 35cm de altura con un volumen del cultivo de 2000 mL. Los
reactores se acoplaron a un sistema de aireacion por burbujeo para la inyeccion
de aire con un flujo de 2 L/min y condiciones de temperatura de 25°C + 2°C, pH
entre 7 y 8, aireaciéon permanente y ciclo luz-oscuridad 12:12 h, sin ningun
suministro complementario de CO, considerandose este cultivo como el

tratamiento control.
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1.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Figura 1. Descripcion del desarrollo experimental.

Vinaza Agotada
CULTIVO DE PREPARACION DEL
MICROALGAS PARA # INOCULO
EL INOCULO
CULTIVO EN )
BIOREACTORES 16 Dias CENTRIFUGACION

PRODUCCION Y {1500 MI vinazas + 500 .

OBTENCION DE » inoculo)

VINAZAS I

Biomasa

l

TRATAMIENTO CON MACERACIGNIDE SECADO DE LA
UNA SOLUCION - LA BIOMASA - BIOMASA
ACIDIFICADA DE

CLORITO DE SODIO (105°C—24hl

l

B i CUANTIFICACION
FILTRACION AL Licor

Biomasa DE
- VACIO
Residual CARBOHIDRATOS

1.3 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE VINAZAS

El medio de cultivo usado para la obtencion de biomasa fue vinazas, cuya
composicién se muestra en la tabla 1. Las vinazas fueron obtenidas de la
produccion de alcohol etilico a partir de melaza de cafia fermentada de manera
anaerobia en un proceso de evaporacion sin recirculacion en el Laboratorio de
Procesos de la Escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad Industrial de

Santander.
La fermentacion se realizé en un tanque en el cual se diluyeron 45 Kg de melaza

comercial en 151 litros de agua agitando manualmente la mezcla hasta alcanzar

aproximadamente 18° Brix, luego, se procedié a realizar el proceso de
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pasteurizacion elevando la temperatura hasta 80°C utilizando vapor de agua,
posteriormente se enfrio hasta 40°C por medio de un serpentin utilizando agua
como medio de enfriamiento y se ajusto el pH a 4,2 mediante la adicion de acido
sulfarico al 95% de pureza. El inéculo fue preparado utilizando 20 litros de la
mezcla y adicionando una serie de activadores que permiten un ambiente mas
propicio para el crecimiento de 500 g de la levadura Saccharomyces cerevisiae;
los activadores y su respectiva cantidad fueron: cloruro de amonio (1449), sulfato
de magnesio (249), Urea (24q) y roca fosforica (10g), el indculo se aired por 30 min
y posteriormente se agrego6 al tanque que contenia la mezcla inicial donde se aired
por una hora y se tapo para el inicio del proceso de fermentacion, el cual se llevo a
cabo durante 3 dias. A continuaciéon se procedi6 a la evaporacion del mosto con el
uso de un evaporador a 94°C obteniendo como producto un alcohol de un 32% de
pureza y como producto de desecho la vinaza utilizada como sustrato para el

crecimiento de C. vulgaris.

Tabla 1. Composicién quimica de la vinaza proveniente de la melaza de cafia.

SUSTANCIA CONTENIDO PROMEDIO
Fosforo (g P/L) 0,055 - 0,057

Potasio (g K/L) 24,60 — 24,62

Sodio (g Na/L) 0,57 - 0,58

Nitrogeno total (g N/L) 2,318 - 2,376

Carbono Organico Total (g/L) 2,137 -2,138

Fuente: Laboratorio Quimico de Consultas Industriales (LQCI) de la UIS.

1.4 MONTAJE EXPERIMENTAL
500 mL de in6culo de C. vulgaris UTEX 1803 fueron mezclados con 1500 mL de

vinazas en reactores cilindricos tipo airlift con un diametro interno de 14 cm y 35

cm de altura. Los reactores se conectaron a un sistema de aireacion por burbujeo
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para la inyeccién de aire con un flujo de 2 L/min y condiciones de temperatura de
25°C * 2°C, sin control de pH. Debido al color oscuro de las vinazas que impide el
paso de luz homogéneamente en todo el reactor, se recubrieron los reactores para
impedir el paso de luz y asi evitar posibles ruidos en la medicion por procesos
fotosintéticos permitiendo asi un ciclo de oscuridad de 24h; el cultivo tuvo una

duracién de 18 dias.

Transcurridos los 18 dias, la biomasa producida se recuperé mediante
centrifugacion a 3600 rpm durante 15 minutos. Una vez separada de las vinazas,
la biomasa recuperada fue secada a 105°C durante 24 horas. Después de obtener
la biomasa seca se almacend en bolsas plasticas sellables hasta el momento de

Su uso.

1.5 EXTRACCION CON UNA SOLUCION ACIDIFICADA DE CLORITO DE
SODIO

Para la extraccion de carbohidratos se parti6 del método descrito por Sui et al.
(2012), el cual consiste en adicionar 5 g de biomasa seca previamente macerada
a un Erlenmeyer con 400 mL de una solucion de clorito de sodio (1 % p/v) y
levemente acidificada con 1 mL de acido acético glacial. La mezcla se calent6 en

un bafio maria durante 4 horas a 75 °C.

Una vez transcurrido el tiempo, el recipiente se sac6 del bafio y el extracto
obtenido fue llevado a un proceso de filtracion al vacio, obteniendo finalmente el
licor en el Erlenmeyer y biomasa residual en el papel filtro. El licor obtenido se le
realizd cuantificacion de carbohidratos y la biomasa residual fue secada y

posteriormente pesada.
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1.6 DISENO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo del disefio experimental se realiza en la herramienta informéatica
STATISTIC 7.0. El disefo realizado est4 basado en composicion central factorial
33 de 17 experimentos con replica (Tabla 2), éste fue realizado para evaluar el

efecto de la variables relacion biomasa/solvente, tiempo y temperatura.

Tabla 2. Disefio experimental

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 | 12 (13 |14 |15 | 16 | 17

Relacion
Bio/Slte (g/mL)

1:40(1:40)1:120(1:120)1:80]1:40(1:40]1:120(1:120]1:80 |1:13|1:146(1:80|1:80|1:80| 1:80 | 1:80

Temperatura
(Y]
Tiempo (h) 2 6 6 2 4 6 2 2 6 4 4 4 4 4 (07| 7 4

50 [ 90 50 90 70 | 50 | 90 50 90 70 | 70 70 36 (104 40 | 70 70

* Bio: Biomasa, Slte: Solvente

1.7 CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS

Se utilizé el método colorimétrico fenol-4cido sulfarico (Dubois et al., 1956). Se
tomé una muestra de 1mL de cada licor al cual se le adicion6 1 mL de fenol al 5%
y 5 mL de acido sulfarico al 95.5% y se procedi6 a homogenizar las muestras.
Finalmente, cada una de estas muestras fue transferida a las celdas colorimétricas
y se midié la absorbancia a 480nm 485nm 487nm y 490nm para identificar Xilosa,

Arabinosa, Fructosa, Galactosa y Glucosa respectivamente.
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2. RESULTADOS

2.1 EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS

La matriz de disefio experimental completa con los respectivos resultados de la
cantidad de carbohidratos extraido durante el desarrollo de cada ensayo en
términos de la media, la varianza y la desviacion estandar se muestra en la tabla

3, siendo los ensayos 5, 10 y 17 repeticiones del punto central.

Tabla 3. Matriz de disefio con los resultados de carbohidratos obtenidos

durante el tratamiento.

Cabohidratos
Prueba ;Zl/zcnlzrl Temperatira | ricmpo (h) |Media (g/g) Varianza :::Z?::?gn/ Rendimiento
(g/mL) o (e/8)? 2) %
1 1:40 50 2 0,0029 7,05E-07 8,40E-04 0,73
2 1:40 20 6 0,0457 1,73E-04 1,31E-02 11
3 1:120 50 6 0,0778 6,21E-04 2,49E-02 19
4 1:120 20 2 0,2321 1,60E-03 4,00E-02 58
5(c) 1:80 70 4 0,3222 7,32E-06 2,71E-03 81
6 1:40 50 6 0,0076 6,41E-06 2,53E-03 2
7 1:40 90 2 0,2429 2,99E-03 5,47E-02 61
8 1:120 50 2 0,0455 7,87E-05 8,87E-03 11
9 1:120 90 6 0,1802 6,72E-03 8,20E-02 45
10 (c) 1:80 70 4 0,3222 7,32E-06 2,71E-03 81
11 1:13 70 4 0,0203 1,96E-05 4,43E-03 5
12 1:146 70 4 0,0497 3,33E-04 1,82E-02 12
13 1:80 36 4 0,0879 3,47E-03 5,89E-02 22
14 1:80 103,5 4 0,0364 1,50E-05 3,88E-03 9
15 1:80 70 0,65 0,2268 2,92E-04 1,71E-02 57
16 1:80 70 7,35 0,1604 2,67E-03 5,17E-02 40
17 (c) 1:80 70 4 0,3222 7,32E-06 2,71E-03 81

* Bio: Biomasa, Slte: Solvente
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Como se observa en la tabla 3 los valores de desviacion estandar son bajos,
indicando la buena precision de los valores medidos de la cantidad de
carbohidratos extraidos. Al comparar los resultados obtenidos se aprecia que la
mejor extraccion de carbohidratos ocurre a una temperatura de 70 °C, relacion
biomasa/solvente de 1:80 g/mL, durante 4h, obteniendo hasta 0,322 g de

carbohidratos/g de biomasa y rendimiento del 81%.

El grupo de monosacéridos evaluados fueron: Xilosa, Arabinosa, Galactosa,
Glucosa, y fructosa (Figura 2). La glucosa junto con la fructosa fueron los
monosacaridos con mayor extraccion en la biomasa, encontrando los mayores
porcentajes de extraccion entre 7-10% de la biomasa inicial. A diferencia de estos

monosacaridos la xilosa present6 los mas bajos porcentajes de extraccion del

grupo.

El experimento de nombre “Control” de la figura 2 corresponde a las mismas

condiciones que realizo la extraccion el autor Sui et al. (2012).
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Figura 2. Porcentaje de monosacaridos extraidos en el tratamiento para cada

experimento realizado.
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Durante el tratamiento se observa que el licor producto de la extraccidén es de color
verde claro, indicando la presencia de clorofila en la biomasa sometida al
tratamiento. La solucion acidificada de clorito de sodio ademas de extraer
carbohidratos también tiene la propiedad de liberar los pocos pigmentos que la
biomasa tiene guardado.

2.2 BALANCE DE MASA

Se realiza un balance de masa para cada prueba con el fin de obtener datos
cuantitativos de la cantidad de biomasa que entrd, solubiliz6 y resultdé como
residuo del proceso y asi saber cuales fueron los porcentajes de solubilizacién de
carbohidratos por cada gramo de biomasa solubilizada (tabla 4). Para esto se

aplica la siguiente ecuacion:

Biomasalnicial_ BiomasaResidual = BiomasaSolubilizada (1)
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Donde la biomasa inicial es la arrojada por el disefio de experimentos reflejado en
la Tabla 1.

Para cuantificar la biomasa residual, se tomé el peso del papel filtro antes de ser
utilizado en la etapa de filtracién en donde se depositd tal biomasa, se envié por
24 horas a horno a 105°C y 12 horas en desecador y finalmente se peso el papel
filtro usado. La biomasa residual del proceso es el resultado de la diferencia entre

peso final y el peso inicial del papel filtro.

La biomasa solubilizada, es la diferencia entre la biomasa inicial y la biomasa

residual.

El porcentaje de solubilizacion de carbohidratos se calcula de acuerdo a la

ecuacion 2.

g Carbohidrato solubilizado

% Solubilizacion carbohidratos = * 100 (2)

g carbohidratos iniciales

En la tabla 4 se muestra la cantidad de masa solubilizada para cada ensayo
durante el tratamiento. En general se observaron pérdidas de biomasa cercanas a
un 38%, donde el mayor porcentaje de solubilizacién de carbohidratos se observa
en los ensayos 5,10 y 17. Al igual se puede observar que las pruebas 2, 9y 14
presentan mayores porcentajes de biomasa solubilizada y menor porcentaje de
solubilizacion de carbohidratos y como consecuencia porcentajes de perdidas
mayores. Las altas temperaturas afecta negativamente generando la degradacién
de los azUcares fermentables, esta es la razon por la cual en algunas pruebas se

obtienen porcentajes de extraccion bajos.
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Tabla 4. Porcentaje de la biomasa solubilizada en el tratamiento para cada

experimento realizado.

%Biomasa 7
PRUEBAS . Solubilizacion
solubilizada .
carbohidratos
1 52,24 0,73
2 72,27 11,42
3 48,42 19,44
4 72,93 58,04
5 64,18 80,54
6 49,48 1,89
7 60,14 60,72
8 51,66 11,39
9 83,76 45,05
10 64,18 80,54
11 43,18 5,08
12 64,72 12,43
13 46,38 21,99
14 76,34 9,11
15 56,89 56,70
16 66,28 40,10
17 64,18 80,54
Control 63,55 89,32

2.3 ANALISIS DE LA INTERACCION ENTRE LAS VARIABLES DEL
TRATAMIENTO

Usando los datos obtenidos y empleando el software STATISTICA 7.0 se
realizaron los diagramas de Pareto y las superficies de respuesta que nos
permiten observar el efecto que tienen las variables temperatura, tiempo y relacion
biomasa/solvente sobre el proceso de extraccion de carbohidratos con una

solucién acidificada de clorito de sodio.
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Figura 3. Diagrama de Pareto de los efectos estandares teniendo como

variable de repuesta: rendimiento del tratamiento.
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En el diagrama de Pareto presentado en la figura 3 se observa la significancia de
las variables y sus interacciones, sobre el rendimiento de los carbohidratos
iniciales, teniendo en cuenta que los carbohidratos corresponden al 40% de la
biomasa seca total (Ho et al, 2012). Los bloques que no pasan el umbral (linea
roja punteada), refieren a los efectos no significativos, que para este disefio es el
tiempo y las interacciones de las tres variables. El efecto mas importante lo
causan la relacibn biomasa/solvente y la temperatura separadamente,

produciendo una reduccion en la extraccion de carbohidratos.

En las superficies de respuesta se grafica el rendimiento del tratamiento como
funcién de dos de las variables estudiadas manteniendo la otra constante en su
punto medio. Los perfiles para valores predichos muestran el cambio de la variable
respuesta “rendimiento” para las variaciones de cada una de las variables

estudiadas.
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La figura 4 muestra las superficies de respuestas de las variables de estudio. En la
superficie de respuesta a tiempo constante se ve que el rendimiento de la
extraccion aumenta con la relacion biomasa/solvente, llegando a un maximo que
se encuentra aproximadamente en 1:80 g/mL y luego comienza a disminuir, un
efecto similar se observa en la temperatura para un maximo cercano entre los 70-
75 °C. Para la superficie de respuesta a relaciéon biomasa/solvente constante se
puede observar que tiene una forma concava hacia abajo, viendo nuevamente el
maximo para la temperatura; con respecto al tiempo se puede ver que
aparentemente para un tiempo entre 3-4 h el rendimiento es maximo. En la
superficie de respuesta c. se observa que el maximo para la relacion

biomasa/solvente es el mismo mostrado en las graficas anteriores.

2.4 MEJORES CONDICIONES DE EXTRACCION

La tabla 5 presenta las mejores condiciones y los resultados de los experimentos
para la extraccion de carbohidratos. EI mayor rendimiento de los carbohidratos

iniciales se presenta a las condiciones 1:80; T: 70°C; t: 4h.

Tabla 5. Resumen de los mejores experimentos para la extraccion de

carbohidratos.

Relacion . Carbohidratos -

. Temperatura | Tiempo . Rendimiento
Bio/Slte °C) h) Extraidos %
*(g/mL) (9/9)

1:120 90 2 1,1607 58

1:80 70 4 1,6109 81

1:40 90 2 1,2144 61

1:80 70 0,65 1,1341 57

*Bio:Biomasa, Slte:Solvente.
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Figura 4. Superficies de respuesta: Variables independientes a. Temperatura
y 1/R; b. Tiempo y 1/R; c. Tiempo y Temperatura.

Rl BianE

) PR OTE
2

o [
s
e
W
o

) OIS
%! ) b o

-

2293 =]
—————

o) ROV
“%&.‘A\,‘?

\_!.C".:?.

30



3. ANALISIS DE RESULTADOS

El presente estudio revela que la extraccién de carbohidratos empleando una
solucion acidificada de clorito de sodio es una técnica prometedora para la
industria de bioetanol y biorefineria debido a los altos porcentajes de carbohidratos
extraidos. La técnica consiste en tratar el material organico con solucién de clorito
de sodio a la que se le agrega acido acético hasta pH alrededor de cuatro, para
generar dioxido de cloro (Nufiez y Pavlik, 1999). La efectividad de la solucién
acuosa de diéxido de cloro disminuye cuando el PH aumenta (E.P.A., 1999). Las
sustancias de naturaleza orgénica reaccionan con diéxido de cloro causando la
interrupcién de distintos procesos celulares. El diéxido de cloro es un agente
oxidante que reacciona directamente con aminoacidos y el ARN de la célula,
atacando la estructura celular o los &cidos en el interior de esta y evitando la
formacion de proteinas. El didéxido de cloro afecta la membrana celular cambiando
las proteinas y grasas de la membrana e interfiriendo en la inhalacion. Cuando el
diéxido de cloro penetra en la pared celular se da paso a extraccion de
carbohidratos, dando lugar a los buenos resultados obtenidos durante la

extraccion.

Si se analiza los experimentos y sus respectivos resultados de la extraccion de
carbohidratos se puede observar las variables mas influentes en el tratamiento
como lo son la temperatura y la relacibn biomasa solvente, afectando
negativamente la obtencion de azucares fermentables. Los mejores resultados de
la extraccién ocurren a temperaturas entre 70-90 °C, cabe notar que el tiempo de
exposicion debe ser de 2-4 h, debido a que exponer la muestra por mucho tiempo

a altas temperaturas puede llegar a degradar los azucares fermentables.
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El mayor porcentaje de rendimiento de los carbohidratos iniciales alcanzado fue
de 81%, usando temperatura de 70°C, tiempo de 4 h y relacion biomasa/solvente
de 1:80 g/ml, presentando diferencias significativas con los demas experimentos,
mostrando asi el efecto negativo de la temperatura y la relacion biomasa/solvente.
Al comparar el rendimiento maximo obtenido con respecto al método Sui et al
(2012) donde el rendimiento maximo fue de 89% de los carbohidratos iniciales
trabajando a 75 °C y a las mismas condiciones de relacion biomasa/solvente y
tiempo, se observa que una variacién de 5°C representa una diferencia minima en
el porcentaje de carbohidratos extraidos. Cabe notar que el autor Sui et al., (2012)

realiza un fraccionamiento de los carbohidratos para la extraccion de ellos.

Gutiérrez y Marmolejo (2013) trabajaron evaluando un método que constd de dos
etapas para la extraccion de proteinas y carbohidratos utilizando un pre-
tratamiento alcalino, estos autores lograron extraer cantidades altas de
carbohidratos de 2,92 g/L en donde se obtuvo un rendimiento de los carbohidratos
iniciales del 41 %, a temperatura de 85°C, molaridad de 3M vy relacion solvente /
biomasa de 45 mL/g, sin embargo estas cantidades son menores a las extraidas
en este estudio. Se puede observar que aunque el pre-tratamiento alcalino es
eficiente no es tan significativo como el tratamiento con una solucion de clorito de
sodio acidificada debido a que su extraccion de carbohidratos ocurre a una

temperatura de 85°C dando lugar a un incremento en el consumo energético.

Harun et al. (2011) realizaron un tratamiento alcalino de la biomasa de microalgas
de la especie Chlorococcum infusionum, variando las condiciones de temperatura,
el tiempo de tratamiento y la concentracion de NaOH, estos autores obtuvieron un
rendimiento méximo de 35,01% de los carbohidratos iniciales, trabajando a 120°C,
0,75% w/v de NaOH durante 30 minutos, siendo menos eficiente en la extraccion

de carbohidratos en comparacién con el presente estudio.
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Si ahora se compara con el estudio realizado por Harun et al. (2011) donde
emplea un tratamiento acido obteniendo el mayor rendimiento (80%) a 140 °C
durante 60 min, se puede observar que el presente trabajo representa menos

gasto energético.

Otro trabajo con el cual se pueden generar comparaciones es el de Ho et al.
(2012), en el cual utilizando la hidrélisis enzimatica de C. vulgaris SP obtienen
rendimientos cercanos a este estudio, alrededor del 80%. Sin embargo estos
valores en el rendimiento no compensan lo costoso que puede llegar a ser la
hidrolisis enzimatica, es decir no permite obtener una buena relacion
rendimiento/costo de proceso en comparacion con otros tratamientos (Harun y
Danquah, 2011; Daroch et al., 2013) debido a que algunas enzimas son muy caras

y por lo tanto, el tratamiento enzimatico no es un método viable (Zhao et al., 2013).

Figura 5. Comparacion de los diferentes métodos para la extraccién de

carbohidratos.
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4. CONCLUSIONES

Mediante el tratamiento de clorito de sodio acidificado se logré6 obtener un
porcentaje del 81% de extraccion de carbohidratos de la microalga Chlorella
vulgaris, una diferencia de 5°C por debajo del método utilizado como referencia

representa una diferencia minima en el porcentaje de carbohidratos extraidos.

La extraccion de carbohidratos empleando una solucién de clorito de sodio
acidificada presentdé un incremento significativo en la productividad llegando a
obtener hasta 0,322 g de carbohidratos/g de biomasa con grandes posibilidades
como materia prima para la produccion de bioetanol u otros productos.

El andlisis del efecto de las variables: tiempo, relacion biomasa/solvente y
temperatura mostr6 que un aumento de la relacion biomasa solvente y de la

temperatura afecta negativamente la extraccién de los carbohidratos.

Tratamiento de una solucion de clorito de sodio acidificada es la mejor forma de
extraccion de carbohidratos debido a que no necesita un pre-tratamiento para
lograr la disrupcion celular, sino solo se lleva a cabo en una etapa logrando tanto
la ruptura de la pared celular como la extraccidon de carbohidratos haciendo este

un método mas sencillo a la hora de realizar.

Este método es energéticamente mas eficiente, se usa menos tiempo y menos

temperatura que los métodos empleados actualmente.
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5. RECOMENDACIONES

Implementar el tratamiento de la solucion acidificada de clorito de sodio para la

extraccion de metabolitos con potencial de valor como lipidos y proteinas.

Para futuros trabajos se propone realizar este tratamiento a microalgas con
paredes celulares complejas y altos contenidos de metabolitos.
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