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RESUMEN  

 

TITULO: SECUENCIA DE EXTRACCIÓN DE METABOLITOS PRESENTES EN 

BIOMASA MICROALGAL OBTENIDA A PARTIR DEL APROVECHAMIENTO DE 

VINAZAS COMO MEDIO DE CULTIVO*. 

AUTORES: Janet Bibiana García Martínez** 

PALABRAS CLAVES: Microalga, Chlorella vulgaris, Vinazas, Extracción. 

 

La producción de biocobustibles a partir de biomasa microalgal, es un proceso que 

requiere un gran gasto energético debido a dificultades en el proceso de 

recuperación de biomasa y a los actuales procesos de extracción de los 

metabolitos de interés.  El desarrollo de múltiples tecnologías orientadas a la 

rentabilidad del proceso, a tomado gran fuerza debido al conocimiento de la gran 

variedad de compuestos aprovechables presentes en la biomasa microalgal. 

Se hizo necesario entonces evaluar métodos de cultivo y de extracción de 

metabolitos que permitan la valorización integral de todos los metabolitos de 

interés generados a partir de microalgas. El uso de vinazas (residuo industrial de 

la producción de alcohol), como medio de cultivo, presenta productividades de  

0,73 g/L*d), con el tratamiento C2 (2000 mL de vinazas y 2 g de inóculo en base 

húmeda). Se evaluó  el pretratamiento térmico necesario para la extracción de 

carbohidratos y se  se identificó que según los resultados obtenidos, la biomasa 

debe contener una humedad del 8% para permitir una mayor liberación de 

azúcares. La evaluación del método de extracción a partir NaOH (85°C, 3M y 45 

mL/g de relación solvente/biomasa)  permitió la obtención del 65% de 

carbohidratos totales, además se observo que el proceso de extracción llevado 

hasta 40 g de biomasa inicial mantiene una continuidad en la cantidad de 

carbohidratos y proteínas extraídas, sin el uso de agentes extra como el aumento 

de temperatura o agitadores 

________________________ 
*Trabajo de grado 

**Facultad de Ingeniería Fisicoquímicas. Escuela de Ingeniería Química. Director: M.Sc. 

Crisostomo Barajas Ferreira  
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ABSTRACT 
 

TITLE: STRING EXTRACTION OF METABOLITES PRESENT IN MICROALGAL 
BIOMASS OBTAINED FROM HARNESSING VINASSES AS CULTURE 
MEDIUM*. 
AUTHORS: Janet Bibiana García Martínez**  
KEYWORDS: Microalga, Chlorella vulgaris, Vinasses, extraction. 
 

Biocobustibles microalgal biomass production is a process that requires a large 

energy expenditure due to difficulties in the process of recovery of biomass and the 

current processes of extraction of metabolites of interest.  The development of 

multiple technologies oriented to the profitability of the process, taken great 

strength due to the knowledge of the wide variety of usable compounds in 

microalgal biomass. It became necessary to then evaluate methods of cultivation 

and extraction of metabolites allowing the comprehensive valuation of all the 

metabolites of interest generated from microalgae. The use of vinasses (industrial 

alcohol production residue), as a means of cultivation, presents productivities of 

0.73 g/L * d), with treatment C2 (vinasses 2000 mL and 2 g of inoculum on wet 

base). Assessed the necessary thermal pretreatment for the extraction of 

carbohydrates and are identified that according to the results obtained, the 

biomass must contain 8% humidity to allow a greater release of sugars. The 

evaluation of the method of extraction from NaOH (85° C, 3M and 45 mL/g ratio 

solvent / biomass) allowed the obtaining of 65% of total carbohydrate, furthermore 

it was observed that the extraction process up to 40 g of initial biomass maintains a 

continuity in the amount of carbohydrates and proteins extracted, without the use 

of extra such as an increase in temperature or mixing agents. 

 
______________________ 

*Research project 

**Physical-Chemical Engineering College. Chemical Engineering Department. Advisor: 

M.Sc. Crisostomo Barajas Ferreira  
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INTRODUCCIÓN   

 

 

Las microalgas son organismos fotosintéticos unicelulares que utilizan la luz y 

dióxido de carbono como energía, con una producción de biomasa 

fotosintéticamente más eficiente que las plantas (Miao, Wu 2006, Benemann 

1997). Usadas  en la producción de alimentos y farmacéutica, además poseen 

gran potencial para la producción  de biocombustibles renovables como biodiesel, 

biohidrógeno y  biogás, ya que algunos de estos microorganismos pueden 

acumular 70% o más de su biomasa seca como hidrocarburos (Chisti 2006a).  

 

Teniendo en cuenta todo el proceso de producción de biodiesel a partir de 

microalgas, la extracción de lípidos, junto con la deshidratación de la biomasa, son 

los  procesos que requieren de gran gasto energético  lo que genera dificultades    

para la producción a gran escala (Chisti, 2007; Halim, Danquah y Webley, 2012). 

El elevado gasto energético se debe a que las microalgas poseen una pared 

celular rígida y gruesa, compuesta por carbohidratos complejos y las 

glicoproteínas con alta resistencia mecánica y química. El consumo de energía 

asociado a la pared celular, genera un problema de costos, por lo cual la 

producción de biodiesel aún no se considera un proceso económicamente viable. 

Como resultado, hay muchos desafíos que deben ser superados. (Kim, Yoo, Lim, 

Kim, Kim y Yang, 2013). 

 

Además de los lípidos, las microalgas también producen otros compuestos de 

gran valor económico (Olguín, 2012). Las proteínas de algas son una alternativa 

para complementos alimenticios convencionales debido a su valor nutricional y 

tipos de aminoácidos (Becker, 2007). Del mismo modo, los polisacáridos de algas 

pueden ser hidrolizados reducidos a azúcares, los cuales tienen gran aplicación en 

la producción de bioetanol (Fu et al., 2010; Sun and Cheng, 2002). 
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La biomasa algal residual después de la extracción de lípidos puede ser usada 

para otras aplicaciones, puede reducir el costo de producción de cultivo y el costo 

de biocombustibles de algas (Rashid et al., 2013). La extracción simultánea de 

otros productos de valor, además de los lípidos de la biomasa algal, puede resultar 

en una tecnología algal económicamente beneficiosa. Este es un objetivo 

importante del acercamiento de biorrefinería integrada de algas para 

biocombustibles (Subhadra., 2010). Las biorefinerías son instalaciones donde se 

integran procesos de conversión de biomasa e infraestructuras para producir 

combustibles, energía, materiales y otras sustancias químicas tomando como 

materia prima la biomasa.  Una biorefinería toma ventaja de las diferencias de los 

metabolitos existentes en la biomasa para maximizar el valor derivado de esta 

(Demirbas., 2009). 

 

Esfuerzos recientes se han focalizado en lograr el doble objetivo de hacer un 

tratamiento de aguas residuales y producir biocombustibles a partir de microalgas 

(Park et al., 2011; Wu et al., 2012). Una gran variedad de estudios confirman la 

capacidad de las microalgas para remover sustancias fosforiladas (Aslan & 

Kapdan., 2006), y de asimilar nitrógeno inorgánico dentro de su biomasa, 

convirtiéndose en una gran opción para la biorremediación de aguas residuales 

(An et al., 2003),  

 

Dentro de los potenciales efluentes a aprovechar se encuentran los provenientes 

de la producción de biocombustibles de primera y segunda generación como el 

glicerol y las vinazas.  Las vinazas (subproducto del proceso del bioetanol) se 

caracterizan por poseer un bajo pH, fuerte olor, color marrón oscuro, una alta 

demanda química de oxigeno DQO (80,000 - 100,000) mg/L, al igual que una alta 

demanda bioquímica de oxígeno DBO (40,000 - 50,000) mg/L; además contienen 

altas cantidades de materia orgánica y nutrientes como nitrógeno (1,660- 4,200) 

mg/l, fósforo (225 - 3,038) mg/L y potasio (1,900 – 17,475) mg/L. (Singh & Patel., 

2012).  Valderrama et al (2002) utilizaron cultivos de C. vulgaris por 4 días y luego 
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macrófitos por 6 días en el tratamiento de vinazas logrando una disminución en el 

color del 52 %. Travieso et al (1999) utilizaron cultivos de C. vulgaris SR/2 para el 

tratamiento de vinazas después de un pretratamiento anaeróbico, dando como 

resultado un excelente medio de cultivo para el crecimiento de las microalgas; 

además removieron hasta un 85% del nitrógeno y fósforo presente y redujeron los 

sólidos totales en un 90%.  

 

El proceso de asimilación de nitrato por  partes de microalgas  posee 2 ventajas: 

en primera medida el nitrato puede ser convertido en biomasa sin la necesidad de 

una fuente externa de carbono, y como segundo es posible extraer productos de 

alto valor agregado como xantoxantinas y otros compuestos  de la biomasa 

producida (Kang et al. 2006). 

 

En investigaciones desarrolladas recientemente por el Centro de Investigaciones 

CIDES, las vinazas han sido utilizadas directamente como medio de cultivo para la 

Chlorella vulgaris UTEX 1803, obteniendo altas productividades de biomasa, 

además de neutralizar el pH de las vinazas (Castro & Parra., 2011). Sin embargo, 

no existen estudios donde se evalúe el desarrollo de un sistema eficiente de 

extracción que permita una valoración integral de todos los metabolitos presentes 

en la biomasa de microalgas cultivadas en aguas residuales industriales, 

específicamente vinazas. Por todo lo anterior el objetivo de este estudio consistió 

en evaluar las metodologías de extracción de metabolitos presentes en la biomasa 

microalgal, obtenida a partir del aprovechamiento de vinazas como medio de 

cultivo. 
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1. OBJETIVOS 

 

 

1.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar las metodologías de extracción de metabolitos presentes en biomasa 

microalgal, obtenida a partir del aprovechamiento de vinazas como medio de 

cultivo, con el fin de determinar las mejores condiciones para la valorización 

integral de la biomasa.  

 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Evaluar el efecto de la variación de la cantidad de inóculo de Chlorella vulgaris 

UTEX 1803 en la producción de biomasa y productos de valor agregado, en un 

medio de cultivo desarrollado a partir del aprovechamiento de vinazas. 

 

 Evaluar el efecto de diferentes condiciones de pretratamiento térmico en la 

eficiencia de extracción de carbohidratos. 

 

 Evaluar la eficiencia de las metodologías de extracción de carbohidratos.  

 

 Realizar una evaluación preliminar del proceso de escalado para la extracción 

de carbohidratos y proteínas.  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 

Una consideración importante en la extracción simultánea de todos los productos 

valiosos de algas es el efecto de diferentes tratamientos sobre los rendimientos 

individuales de dichos productos. La biomasa algal sufre muchos procesos 

durante la extracción de lípidos que invariablemente afecta estos co-productos 

(Ansari et al., 2015). 

 

Uno de los principales cuellos de botella en la obtención de moléculas de 

microalgas es la dificultad en la extracción de metabolitos, lo cual pueden 

comprometer resultados de alto rendimiento. El desarrollo de técnicas de 

extracción de microalgas se ha convertido en un campo de creciente interés para 

la comunidad científica. Debido a la gran apuesta económica para la producción 

de biocombustibles de microalgas, muchos estudios han procurado encontrar 

maneras eficientes y económicas para recuperar los lípidos (Lee et al., 2010; 

Balasubramanian et al., 2011; Halim et al., 2011). Las técnicas desarrolladas 

fueron únicamente para las moléculas estables al calor, sin embargo no son 

adecuados para moléculas termosensibles. Para estos últimos, se han realizado 

pocos estudios para extraer productos naturales bioactivos de microorganismos 

desde el comienzo de la década de 1980. Esta investigación está progresando y 

muchas técnicas de extracción han sido desarrolladas (Mendes et al., 2003; 

Barbarino y Lourenço, 2005; Wiyarno et al., 2010; Palavra et al., 2011). 

 

Por lo anterior se hace necesario evaluar un proceso de extracción eficiente y 

económico, que permita obtener cada uno de los metabolitos presentes en las 

microalgas, sin afectar las características de las demás sustancias de interés 

presentes en la biomasa. 
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3. HIPÓTESIS 

 

 

A partir de una adecuada caracterización de la biomasa microalgal, obtenida   del 

aprovechamiento de vinazas como medio de cultivo, es posible evaluar diferentes 

metodologías de extracción de metabolitos de valor agregado, con el fin de 

determinar las mejores condiciones para la valorización integral, alto rendimiento 

en la extracción de cada una de los compuestos de interés y un menor costo en el 

proceso. 
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4. EFECTO DE LA VARIACIÓN DE LA CANTIDAD DE INÓCULO DE Chlorella 

vulgaris UTEX 1803 EN LA PRODUCCIÓN DE BIOMASA Y PRODUCTOS DE 

VALOR AGREGADO, EN UN MEDIO DE CULTIVO DESARROLLADO A 

PARTIR DEL APROVECHAMIENTO DE VINAZAS 

 

 

4.1 INTRODUCCIÓN 

 

La producción a gran escala de las aguas residuales es una consecuencia 

inevitable de las sociedades contemporáneas, la cual ha dejado una huella en los 

ciclos bioquímicos globales, principalmente del nitrógeno y fósforo (Aslan & 

Kapdan., 2006). La composición de estas aguas residuales es significativamente 

variable, haciendo cada vez más difícil un diseño unificado para su tratamiento, 

esto se debe a que diferentes industrias descargan sus residuos en piscinas o 

lagos comunitarios, haciendo más difícil el tratamiento de estas (Montaigne & 

Essick, 2002).  

 

El proceso de producción de bioetanol genera un tipo de agua residual conocida 

como vinazas, las cuales se generan en altos volúmenes (entre 9 y 14 litros por 

litro de etanol producido) (Brennan & Owende, 2010), y se caracterizan por poseer 

un pH bajo, fuerte olor, una alta demanda química de oxígeno DQO, alta demanda 

bioquímica de oxígeno DBO,  altas cantidades de materia orgánica, nutrientes 

como nitrógeno, fósforo y potasio, además de un color marrón oscuro el cual 

dificulta la fotosíntesis de la flora acuática nativa, por lo tanto deteriora la calidad 

del agua y es perjudicial para la existencia de vida en ella (Demain, 2009). 

 

En búsqueda de estrategias para el uso de vinazas se han ensayado métodos 

físico-químicos, tal como el uso de solventes, adsorción con carbón activado e 

incluso oxidación avanzada (Uğurlu, Kula 2007). Sin embargo, las tecnologías de 
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extracción o tratamiento fisicoquímico tienen desventajas inherentes, debido a su 

alto costo y la tendencia a formar intermedios tóxicos secundarios (Singh & Patel., 

2012). 

 

C. vulgaris ha sido propuesta para el tratamientos de este tipo de efluentes debido 

a su fácil adaptabilidad y su rápido crecimiento (Brennan & Owende, 2010). 

 

Solo hasta el 2012, han comenzado a publicarse trabajos evaluando  la posibilidad 

de integrar el tratamiento de las vinazas con la producción de biocombustibles; 

Singh & Patel (2012) describen un diseño conceptual de tratamiento integrando de 

vinazas y la producción de biocombustibles (principalmente biodiesel), por otro 

lado Liu et al (2012) evaluaron la posibilidad de utilizar melazas de caña de azúcar 

como fuente de carbono para la producción de astaxantinas utilizando Chlorella 

zofingiensis, obteniendo una alta concentración de este pigmento y de lípidos con 

miras a la producción de biocombustibles. Sin embargo aún no se conoce que 

efecto puede tener esta agua residual en la composición total de la microalga 

cultivada; por esto, fue necesario evaluar el efecto de la variación de la cantidad 

de inóculo de Chlorella vulgaris UTEX 1803 en la producción de biomasa y 

productos de valor agregado, en un medio de cultivo desarrollado a partir del 

aprovechamiento de vinazas. 

 

 

4.2 METODOLOGÍA 

  

4.2.1 Medio de cultivo. Chlorella vulgaris UTEX 1803, fue adquirida de la 

colección de cepas de la Universidad de Texas (UTEX, Austin, Texas, USA); 

Inicialmente la cepa se cultivó en medio Bold Basal, cuya composición en mg/L es: 

NaNO3 (2,94), MgSO4.7H2O (3,04 X 10-1) NaCl (4,28 X 10-1), K2HPO4 (4,31 X 10-1), 

KH2PO4 (1,29), CaCl2.2H2O (1,70 X 10-1) y micronutrientes (mg/L)  ZnSO4.7H2O 

(3,07 X 10-2), MnCl2.4H2O (7,28 X 10-3), MoO3  (4,93 X 10-3), CuSO4.5H2O (6,29 X 
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10-3), Co(NO3)2.6H2O (1,68 X 10-3), H3BO3  (1,85 X 10-1), EDTA (1,71 X 10-1), KOH 

(5,53 X 10-1), FeSO4.7H2O (1,79 X 10-2).  

 

Se utilizaron reactores cilíndricos tipo airlift con un diámetro interno de 14 cm y 35 

cm altura con un volumen de cultivo de 2 L. Los reactores se acoplaron a un 

sistema de aireación por burbujeo para la inyección de aire con un flujo de 600 

mL/min y condiciones de temperatura de 25 °C ± 2 °C, pH entre 7 y 8, aireación 

permanente y ciclo luz-oscuridad 12:12 h, sin ningún suministro complementario 

de CO2 considerándose este cultivo como tratamiento control, durante 18 días de 

cultivo. 

 

 

4.2.2 Producción de vinazas.  La vinaza utilizada fue obtenida como residuo del 

proceso de producción del alcohol a partir de melaza fermentada, mediante 

evaporación sin recirculación en el laboratorio de procesos de la escuela de 

ingeniería química de la Universidad Industrial de Santander.  

 

Para la fermentación se diluyeron 45 Kg de melaza comercial en 151 litros de 

agua hasta alcanzar aproximadamente 18º Brix, esta mezcla fue pasteurizada a 

una temperatura de 80 °C durante 1 hora, posteriormente se enfrió hasta los 40 °C 

y se ajustó el pH a 4,2 mediante la adición de ácido sulfúrico concentrado (95%). 

El inóculo fue preparado utilizando 20 litros de la mezcla y adicionando cloruro de 

amonio (144 g), sulfato de magnesio (24 g), urea (24 g) y roca fosfórica  (10 g), 

utilizados para la activación de 500 g de levadura comercial Saccharomyces 

cerevisiae (Levapan). El inóculo se añade al tanque donde se encuentra la demás 

melaza diluida, es aireada por una hora y tapada, para que inicie el proceso de 

fermentación, llevado a cabo durante 3 días. Transcurrido este periodo de tiempo 

se procede a la evaporación del mosto con el uso de un evaporador el cual trabaja 

a 94 °C, realizándose en dos etapas cada una con un tiempo promedio de 210 
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minutos. Los residuos que se obtienen de este proceso de evaporación son las 

denominadas vinazas.  

 

 

4.2.3 Caracterización de la vinaza producida.  Las vinazas contienen 

principalmente materia orgánica, potasio, azufre, magnesio, nitrógeno y calcio, 

además de colorantes fenólicos, caramelo y melanoidina que le dan su color 

oscuro característico; pero esta composición varía según su procedencia. Estudios 

realizados por Filho et al (1983), demostraron que las vinazas provenientes de la 

melaza presentan mayores contenidos de materia orgánica y elementos 

minerales. En la Tabla 1 se muestra la composición de las vinazas utilizadas para 

el cultivo, este análisis se llevó a cabo en el laboratorio químico de consultas 

industriales de la UIS.   

 

 

Tabla 1. Composición química de la vinaza proveniente de la melaza de caña 

CARACTERÍSTICAS DE LA VINAZA 

Fósforo (g P/L) 0,055 – 0,057 

Potasio (g K/L) 24,60 – 24,62 

Sodio (g Na/L) 0,57 – 0,58 

Nitrógeno total (g N/L) 2,32 – 2,38 

Carbono Orgánico Total (g/L) 2,13 – 2,14 

 

 

 

 

4.2.4 Montaje experimental.  Se utilizaron reactores cilíndricos tipo airlift con un 

diámetro interno de 14 cm y 35 cm altura con un volumen de cultivo de 2 L. Los 

reactores se acoplaron a un sistema de aireación por burbujeo para la inyección 

de aire con un flujo de 600 mL/min y condiciones de temperatura de 25 °C  ± 2 °C, 

sin control de pH. Debido al color oscuro de las vinazas que impiden el paso de luz 
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homogéneamente en todo el reactor y al bajo proceso fotosintético de las 

microalgas en este medio no hubo iluminación. 

 

Con el fin de comprobar el efecto de diferentes diluciones de inóculo en vinaza en 

la composición de la biomasa microalgal se probaron diferentes experimentos 

(Tabla 2 y 3). Cada uno de los experimentos se realizó por triplicado durante un 

periodo de18 días. 

 

En el primer experimento se utilizó un inóculo de una concentración aproximada 

de 0,6 g/L, y se evaluó el efecto de la concentración final del inóculo en el 

tratamiento de vinazas, para esto se emplearon diferentes cantidades de inóculo 

en tres volúmenes de vinazas (basados en estudios previos no reportados), con el 

fin de mantener un volumen constante de 2 litros de cultivo, se compensa el 

volumen de vinazas como el del inóculo (Tabla 2).  

 

 

Tabla 2. Composición de los experimentos. 

Vinazas (mL) Inóculo C. vulgaris 

(mL) 

Conc. final inóculo 

(g/L) 

Tratamiento 

1500 500 0,150 D1 

1650 350 0,105 D2 

1800 200 0,060 D3 

 

 

 

En el segundo experimento evaluó el efecto de la cantidad de inóculo, en este 

caso se usaron diferentes cantidades (gramos) de biomasa en base húmeda, 

(disminución en un 75% la humedad del inóculo), para determinar su efecto en las 

vinazas (Tabla 3).  
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Tabla 3. Composición experimentos, parte 2. 

Vinazas (mL) Inóculo de C. vulgaris (g base 

húmeda) 

Tratamiento 

2000 1 C1 

2000 2 C2 

2000 3 C3 

 

 

 

4.2.5 Cuantificación de biomasa.  Para las mediciones de concentración de 

biomasa cada 2 días se tomó una muestra de 10 mL de cada reactor, se 

centrifugó a 3400 rpm durante 20 minutos y retiró el sobrenadante, el pellet fue re-

suspendido en 10 mL de agua destilada, posteriormente filtrado con filtros de 

celulosa de 1 μm previamente pesados. Los filtros con la muestras fueron llevados 

a horno a 105 ºC durante 24 horas y luego en un desecador hasta alcanzar peso 

constante.  

 

4.2.6 Determinación de proteínas totales.  Para determinar la cantidad de 

proteínas totales producidas, se partió del método descrito por IIlman et al. (2000). 

Se tomó 1 mL de muestra de cada uno de los tratamientos, se centrifugó 

(centrífuga DYNAC) a 3400 rpm durante 15 minutos, se removió el sobrenadante 

con precaución de no retirar el pellet, se adicionó 5 ml de agua destilada 

agitándose con el fin de hacer una mezcla homogénea, se volvió a centrifugar 

para retirar el sobrenadante, esto se realizó con el fin de retirar en su totalidad 

rastros del medio de cultivo que pueda alterar la medición. Al pellet obtenido se le 

adicionó 1mL de solución de NaOH 1 M y homogenizó, se centrifugó a 3400 rpm 

durante 15 minutos y se procedió a retirar el  sobrenadante, al pellet se repitió el 

procedimiento anteriormente descrito pero esta vez se tomó el sobrenadante 

teniendo cuidado que en este proceso no se fuera arrastrar biomasa; a este se le 

adicionó 5 mL de reactivo biuret y de esta manera poder aplicar el método de 

Biuret, descrito por Dorey & Draves (1998), al cabo de 20 minutos se midió la 
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absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotómetro 

Spectroquant Pharo 300 (Merck). 

 

4.2.7 Cuantificación de carbohidratos.  El método utilizado fue el colorimétrico 

fenol-ácido sulfúrico (Dubois et al., 1956), este determina los diferentes 

carbohidratos presentes en la muestra. Para este método, se tomó 1 mL de 

muestra para cada uno de los tratamientos, se centrifuga a 3400 rpm en una 

centrífuga (DYNAC) durante 15 minutos, fue removido el sobrenadante con 

precaución de no retirar el pellet, se adicionó 5 mL de agua destilada y se mezcla, 

luego se volvió a centrifugar y retiró el sobrenadante, esto se realiza con el fin de 

retirar en su totalidad rastros del medio de cultivo que me pueda alterar la 

medición. Posteriormente se adicionó al pellet 1mL de fenol al 5%, se homogenizó 

la mezcla y adicionó 5 mL de ácido sulfúrico al 95%. Por último se hicieron las 

diluciones necesarias para que la muestra pudiera ser mediada por el 

espectrofotómetro Spectroquant Pharo 300 (Merck) a longitudes de onda de 480 

nm 485 nm 488 nm y 490 nm para identificar xilosa, arabinosa, fructosa y glucosa 

(Dubois et al, 1956)  

 

 

4.2.8 Extracción de lípidos.   Esta extracción se realizó mediante el protocolo 

Soxhlet a base de hexano, modificado por el CENTRO DE INVESTIGACIÓN 

PARA EL DESARROLLO SOSTENIBLE EN INDUSTRIA Y ENERGÍA (CIDES) de 

la Universidad Industrial de Santander (González., 2010). Se tomó 5 g de muestra, 

se llevó al horno durante 3 horas y posteriormente al desecador por 1 hora, se 

pesaron 2 g poniéndolos en bolsas hechas con papel filtro, la muestra se montó al 

Soxhlet, el cual tenía un balón de 250 mL aforado con hexano. La muestra 

permaneció en el Soxhlet por 16h, tiempo establecido en el protocolo para lograr 

una completa extracción de los lípidos; luego el balón se llevó al horno a 105ºC 

por 24 horas para garantizar la evaporación total del hexano y el agua, se pasó a 

un desecador por 12 horas se pesó en una balanza analítica; por diferencia de 
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peso entre el balón antes y después de la extracción, se determinó la cantidad de 

lípidos extraídos. 

 

 

4.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.3.1 Producción y productividad de la biomasa.  Las microalgas tienen la 

capacidad de absorber rápidamente nutrientes y CO2, esto genera tasas de 

crecimiento altas, permitiéndoles desarrollarse en diferentes ambientes. Se ha 

estudiado la capacidad que tienen estas para degradar contaminantes como 

fenoles, compuestos aromáticos, colorantes sintéticos y biopolímeros 

recalcitrantes como la melanoidina (Singh & Patel, 2012).  

 

Durante el tiempo de experimentación en los cinco tratamientos el comportamiento 

mostrado por todos estos es muy similar, sin embargo la mayor producción (13,2 

g/L) y productividad (0,73 g/L*d) se obtuvo con el tratamiento C2, por otro lado la 

menor producción (10,5 g/L) y productividad (0,58 g/L*d) se alcanzó en el 

tratamiento C1 (Figura 1).  Pathak et al., (1999) determinó que el aumento en la 

producción de biomasa, se debe al aprovechamiento de los nutrientes en las 

vinazas como fosfatos, nitratos, carbono orgánico, entre otros. 

 

Liu et al (2012) utilizaron molasas diluidas y pre tratadas para el cultivo 

heterotrófico de Chlorella zofingiensis, adicionando cantidades específicas de 

molasas para mantener una concentración estable de nutrientes, debido a que 

según los autores un aumento de los nutrientes de las molasas disminuye la 

producción de la biomasa, con este tipo de cultivo obtuvieron una producción de 3 

g/L al 3º día de cultivo y una productividad de 1 g/L*d. En el sistema empleado con 

vinazas no fue necesaria la dilución, porque las microalgas no se veían afectadas 

por la concentración de nutrientes de las vinazas, logrando una producción (3,03 

g/L) y productividad (1,01 g/L*d) al 3º día. Otros estudios con cultivos heterótrofos 
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de C. vulgaris donde fue utilizada glucosa como sustrato se llegaron a obtener 

117,2 g/L con un inóculo de 65 g/L en un periodo de tiempo de 36 horas (Doucha 

& Livansky, 2011) esto significa la duplicación de la biomasa en este lapso de 

tiempo, la producción es mayor al compararla con la biomasa a partir de vinazas, 

pero la duplicación ocurre en un tiempo similar.  

 

 

Figura 1. Producción de biomasa en función del tiempo los 5 tratamientos 

 

 

 

 

4.3.2 Composición de las vinazas.   El consumo de los principales nutrientes 

(fósforo, potasio, nitrógeno) y carbono orgánico presente en las vinazas por parte 

de las microalgas se presenta en la Figura 2; se puede observar que es el 

nitrógeno, el fósforo y el carbono orgánico son los compuestos que más se 

consumen. El consumo de todos los compuestos es proporcional a la producción 

de biomasa, siendo el carbono orgánico el que sufre la mayor reducción llegando 
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hasta un 94% de eliminación del valor inicial, esto se debe a que este compuesto 

conforma el 50% de la biomasa (Bumbak et al., 2011). El nitrógeno consumido es 

aproximadamente el 40% del total de las vinazas lo que significa 947 mg/L; 

Travieso (2008) logró la eliminación entre 600-1000 mg/L de nitrógeno en un 

fotobioreactor continuo con vinazas pre tratadas anaeróbicamente y con ciclo de 

luz/oscuridad de 12/12, comparado con estos resultados la eliminación en los dos 

tratamientos es muy cercana, aunque a las vinazas utilizadas en este estudio no 

se le realizó ningún tipo de pretratamiento. Valderrama et al (2002) realizaron 

cultivos de C. vulgaris en efluentes de destilería pre tratadas anaeróbicamente, 

estos cultivos permitieron la eliminación de fósforo el cual se encontraba en una 

concentración de 1,5-3,5 mg/L, en promedio se logró remover el 28% del fósforo 

total equivalente a 0,42-0,98 mg/L, para el caso de estudio de vinazas no tratadas 

la eliminación de fósforo fue mayor, lográndose una reducción del 52% lo que 

equivale a una eliminación de 27,2 mg/L. 

 

 

Figura 2. Variación de la composición de las vinazas con el tiempo 
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Al finalizar el experimento se observó que la vinaza obtenida no presentó ningún 

cambio de su color oscuro característico. Valderrama et al (2002) realizó cultivos 

conjuntos de microalgas C. vulgaris y Lemma minuscule en efluentes de destilería 

pre tratadas anaeróbicamente, estos estudios concluyeron que al tratar los 

efluentes solo con L. minuscule se reducía la coloración solo en un 10%, pero al 

realizar el tratamiento conjunto inicialmente con C. vulgaris y después con L. 

minuscule la reducción en la coloración llegaba a un 52%. La degradación de la 

melanoidina que da el color oscuro de las vinazas se da por procesos 

fotobioreductores, o por algunas cianobacterias que degradan la melanoidina 

debido a la producción peróxido de hidrógeno durante el proceso llegando a una 

reducción en la coloración de un 75% (Kalavathi et al,. 2001), en casos donde se 

han utilizado un conjunto de estas cianobacterias la reducción en el color ha 

llegado a un 98% (Patel et al,. 2001). Este estudio se centró en la producción y 

análisis de la biomasa con cultivos heterotróficos, debido a que en estos se 

obtenía una mayor producción; para este tipo de cultivos el tratamiento de las 

vinazas no es tan eficiente porque no se pueden retirar todos los compuestos 

dañinos de estas como la melanoidina debido a la falta de luz. 

 

 

4.3.3 Caracterización de los metabolitos.  En la Figura 3 se puede observar 

como para los 5 tratamientos se evidencia una disminución en la concentración de 

las proteínas durante los 6 primeros días, transcurrido este período de tiempo la 

presencia de las proteínas empieza a mostrar un aumento significativo hasta 

estabilizarse para todos los tratamientos alrededor del décimo cuarto día. Del 4º al 

10º día se evidencia una mayor diferencia en los valores de la concentración de 

proteínas entre todos los tratamientos, siendo el 6º día donde se presentan los 

puntos mínimos con valores de D1: 20,47%, D2: 26,37%, C1: 27,78%, C2: 17,90% 

y C3: 15,90%, esto se debe a que durante este período de tiempo las microalgas 

sufren un cambio en su composición interna debido a la adaptación al nuevo 

medio de cultivo, donde pasan de ser fotoautótrofas a heterótrofas. 
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Como se observa en la Figura 3 a partir del 12º día la concentración (p/p) de 

proteína empieza a tender a un valor estable para todos los tratamientos, con 

valores máximos de concentración de D1: 47,53%, D2: 48,95%, C1: 46,67%, C2: 

45,95% y C3: 47,37%. Estudios han logrado una presencia del 54% (p/p) de la 

proteína en la biomasa, cultivada en medio Bol Basal al 5º día (Porras y Prada 

2012), esto en comparación a lo obtenido en el cultivo con vinazas significa una 

disminución en promedio del 6%.  
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Figura 3. Composición de la biomasa durante los 18 días 
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Fábregas et al., (1989) demostraron que la concentración de nitrógeno en forma 

de nitrato afecta de manera directamente proporcional la producción de proteínas, 

lo cual concuerda con las altas concentraciones de nitrógeno y la presencia de 

proteínas.   

 

Con respecto a los carbohidratos el grupo de monosacáridos evaluados fueron: 

xilosa, glucosa, arabinosa y fructosa. Todos estos presentaron un comportamiento 

muy similar entre ellos; esta similitud se hace más evidente entre los cultivos con 

inoculados con microalgas diluidas (D1 y D2), pero en los 5 tratamientos no 

presentan diferencias significativas en la presencia de los carbohidratos al final del 

experimento como se puede ver en la Figura 3.  

 

Todos los monosacáridos evidencian una disminución en la presencia de estos en 

la biomasa durante los 8 primeros días, alcanzando también sus valores mínimos 

para los tratamientos C1, C2 y C3 al 6º día y D1 y D2 al 8º día, esta disminución 

de los metabolitos se debe a un período de adaptación al nuevo medio y al cambio 

en su metabolismo al cambiar a una alimentación heterótrofa, en este periodo es 

donde se evidencia las mayores diferencias en los valores de los distintos 

tratamientos.  A partir del 10º día comienza un aumento gradual de la presencia de 

estos metabolitos en la biomasa hasta estabilizarse en sus valores máximos 

alrededor del 16º día. 

 

La xilosa es el carbohidrato de menor presencia en la biomasa, durante los 

primeros 8 días se alcanzan los valores mínimos para los distintos tratamientos los 

cuales son: D1: 0,53%, D2: 0,61%, C1: 1,43%, C2: 1,91% y C3: 2,2% (p/p). Del 

10º al 18º día la concentración de la xilosa en la biomasa empieza a aumentar y 

posteriormente a estabilizarse en el valor máximo de cada tratamiento D1: 2,57%, 

D2: 2,39%, C1: 2,85%, C2: 2,64% y C3: 2,88% (p/p). Jerez et al., (2012) en 

medios de cultivo Bol-Basal enriquecidos con acetato de sodio y nitratos de sodio 

como principales fuentes de carbono y nitrógeno respectivamente, obtuvieron una 
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presencia máxima de xilosa en la biomasa de 9,70%(p/p) con una producción de 

biomasa de 0,8 g/l al 5º día, comparado con la biomasa obtenida a partir de 

vinazas se pude observar una menor presencia de este metabolito, pero tasas de 

producción mayores.   

 

La glucosa junto con la fructosa son los monosacáridos de mayor presencia en la 

biomasa, al igual que los demás metabolitos durante los primeros 8 días alcanzan 

los valores mínimos para después del 10º día empezar a aumentar la presencia de 

estos en la biomasa. Los valores mínimos obtenidos para los tratamientos son: 

D1: 1,02%, D2: 1,71%, C1: 3,70%, C2: 4,82% y C3: 5,84% (p/p), el aumento de 

este metabolito comienza a partir del 10º día hasta sus valores máximos 

alcanzados para cada tratamiento D1: 7,07%, D2: 6,97%, C1: 7,29%, C2: 7,40% y 

C3: 7,82% (p/p). Otros estudios han logrado una presencia de 9,30% (p/p) de 

glucosa en la biomasa, utilizando nitrato de sodio y acetato de sodio como fuente 

de nitrógeno y carbono respectivamente (Jerez et al, 2012).  

 

La arabinosa presentó los mismos cambios mostrados por los demás 

carbohidratos alcanzando los valores mínimos durante los primeros 8 días con 

valores de: D1: 0,94%, D2: 0,88%, C1: 2,39%, C2: 3,09% y C3: 3,57% (p/p). A 

partir del 10º día cuando la concentración de este metabolito aumenta, alcanzando 

valores máximos de concentración (p/p) de D1: 4,07%, D2: 3,78%, C1: 4,50%, C2: 

4,17% y C3: 4,54%. 

 

La fructosa es el monosacárido de mayor concentración en la biomasa, 

alcanzando al 16º día la mayor concentración, presentando un período de 

disminución en la concentración durante los 8 primeros días. Los valores mínimos 

son D1: 1,83%, D2: 2,13%, C1: 4,94%, C2: 5,62% y C3: 6,77% (p/p), los valores 

máximos son D1: 7.52%, D2: 6.85%, C1: 7,87%, C2: 8,41% y C3: 8,28% (p/p). 
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Los hidratos de carbono a partir de microalgas son adecuados para la producción 

de bioetanol, aunque aún debe crearse una tecnología más económica para la 

recolección de células y así hacer factible la producción comercial de etanol 

basado en microalgas (Chen et al., 2013). Algunos cepas de C. vulgaris han 

logrado concentraciones en la biomasa de 55% (Illman et al., 2000, Brennan & 

Owende, 2010) y 41% (Dragone et al., 2011). Los monosacáridos estudiados 

componen un 22% del total de la biomasa al 18º día, con una producción de 

biomasa de 13,17 g/L, la menor presencia de los hidratos de carbono en la 

biomasa se debe a la alta presencia de nitrógeno en el medio de cultivo ya que 

estudios han demostrado que para una mayor presencia de carbohidratos en la 

biomasa se hace necesario una baja presencia de nitrógeno en el medio (Illman et 

al., 2000, D'Souza & Kelly, 2000). 

 

A diferencia de los otros metabolitos, los lípidos presentes en la biomasa 

representan las menores concentraciones con valores de D1: 1,72%, D2: 1,63%,  

C1: 1,79%, C2: 1,67% y C3: 1,83% (p/p) como se observa en la Figura 3, estos 

valores son bajos comparados con otros estudios en los cuales se alcanzan 

presencias del metabolito del 21% con un medio de cultivo Bol Basal modificado 

con nitrato de sodio y acetato de sodio (Porras y Prada 2012).  La producción de 

determinados metabolitos depende de la cantidad y tipo de nutrientes que se 

encuentran en el medio de cultivo. Estudios demostraron que la cantidad total de  

lípidos presentes en la biomasa es característica de cada tipo de microalgas, 

además de factores ambientales como la intensidad de luz, pH, temperatura y 

nitrógeno, siendo este último uno de los de mayor influencia tiene debido a que a 

valores altos de nitrógeno en el medio disminuye la producción de lípidos en la 

biomasa (Álvarez, 1989), esto coincide con la baja concentración de lípidos a 

causa de las altas concentraciones de nitrógeno presentes en las vinazas.   

 

La alta producción de biomasa y concentración de ciertos metabolitos como 

proteínas y carbohidratos, hace del cultivo con vinazas una fuente atractiva de 
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materia prima para procesos fermentativos. La biorefinería permitiría el 

aprovechamiento no solo de los carbohidratos como materia prima sino también 

de otros metabolitos valiosos como las proteínas (Demirbas., 2009). En promedio 

una destilería produce 100 m3 de alcohol al 96% por día, generando alrededor de 

1300 m3 de vinazas (Perera., 2009), si este volumen de vinaza fuese utilizada para 

el cultivo de microalgas con una producción diaria cercana a 1 g/L*d se 

producirían cerca de 1300 kg diarios de biomasa, esta estaría compuesta por 286 

Kg de carbohidratos 614 Kg de proteínas y 22Kg de lípidos los cuales podrían ser 

extraídas por procesos de biorefinería. Esto implicaría una producciones de 104,2, 

224,39 y 8,2 toneladas métricas anuales de carbohidratos, proteínas y lípidos 

respectivamente. 

 

 

4.4 CONCLUSIONES 

 

 Se concluye que durante el tiempo de experimentación en los cinco 

tratamientos el comportamiento mostrado por todos estos es muy similar, sin 

embargo la mayor producción (13,2 g/L) y productividad (0,73 g/L*d) se obtuvo 

con el tratamiento C2, por otro lado la menor producción (10,5 g/L) y 

productividad (0,58 g/L*d) se alcanzó en el tratamiento C1 

 

 El consumo de todos los compuestos es proporcional a la producción de 

biomasa, siendo el carbono orgánico el que sufre la mayor reducción llegando 

hasta un 94% de eliminación del valor inicial y el nitrógeno consumido es 

aproximadamente el 40% del total de las vinazas lo que significa 947 mg/L 

 

 Se puede concluir que no existe mayor diferencia en las producciones y 

concentraciones de los metabolitos obtenidas al final del experimento para los 

distintos tratamientos. 
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5. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES DE 

PRETRATAMIENTO TÉRMICO EN LA EFICIENCIA DE EXTRACCIÓN DE 

CARBOHIDRATOS 

 

 

5.1 INTRODUCCIÓN 

 

Las microalgas constituyen un grupo de microorganismos fotosintéticos 

caracterizados por una gran diversidad metabólica y capaz de producir diferentes 

compuestos de importancia nutricional, farmacéutica e industrial; bajo adecuadas 

condiciones de cultivo (Borowitzka 1995, Dunstan et al. 1993). Además de dichas 

aplicaciones, las microalgas cuentan con la capacidad de crecer en agua marina, 

dulce y aguas residuales disminuyendo así los costos de materias primas 

(Heredia-Arroyo et al. 2011). Éstas tienen además la cualidad de reducir las 

emisiones de efecto invernadero en la fijación fotosintética del CO2 liberados en 

procesos industriales (Alcántara et al. 2013), reduciendo los índices de polución 

generados por las industrias y la quema de combustibles fósiles.   

 

Actualmente la producción de metabolitos (especialmente los considerados como 

secundarios)  está creciendo significativamente (Serive et al. 2012), donde la 

obtención de proteínas es un ejemplo claro de ello, ya que ciertas especies de 

microalgas pueden acumular hasta un 39% de su peso seco en proteínas (Harun y  

Danquah 2011), despertando interés respecto a su valorización para producir 

suplementos alimenticios (Ju et al. 2012) y productos benéficos para la salud o 

biofertilizantes (García-Cuadra et al. 2012). Aunque las condiciones alcalinas 

ayudan a la extracción de proteínas, se debe tener en cuenta que la extracción en  

medio alcalino altamente concentrado, conduce a varios efectos adversos como la 

reducción de la digestibilidad de la proteína y el daño de algunos aminoácidos 

(lisina, cisteína) (Sari et al. 2013). Por otra parte la temperatura es otro factor 

importante debido a que puede actuar positivamente sobre moléculas resistentes 
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al calor, sin embargo también puede degradar moléculas termolábiles como las 

clorofilas (Serive et al. 2012). 

 

Además de proteínas la pared celular de las microalgas está compuesta por 

carbohidratos complejos, que pueden liberarse y convertirse en azúcares más 

simples de manera que otros microorganismos los consuman para la producción 

de bioetanol (Harun y Danquah 2011). Ciertas especies de Chlorella sp contienen 

altos contenidos de carbohidratos, especialmente C. vulgaris la cual puede tener 

entre 37% y 55% de carbohidratos de su peso seco dependiendo de diferentes 

factores de crecimiento (Ho et al. 2012). Para aprovechar ese contenido en 

carbohidratos, es necesario realizar un proceso de disrupción celular de manera 

que la pared celular del alga sea destruida con el fin de liberarlos (Miranda et al. 

2012). Un eficiente pretratamiento debe ser simple de aplicar, energéticamente 

eficiente, tener un bajo costo y no generar la degradación de los azúcares (Harun 

& Danquah 2011). El pretratamiento de la biomasa utilizada es una de las etapas 

más relevantes y costosas en el proceso, ya que éste  reduce la cristalinidad de la 

biomasa y aumenta el área de superficie con el fin de mejorar la digestibilidad del 

sustrato, por ende, el pretratamiento alcalino ha mostrado ser una alternativa 

favorable, debido a las bajas condiciones de temperatura y presión aplicadas, 

proporcionando así un menor costo de producción con respecto a otros métodos 

de pretratamiento (Harun y Danquah 2011).  

 

Todos estos metabolitos de valor agregado producidos a partir del cultivo 

micoalgal en aguas residuales, solo se pueden aprovechar integralmente bajo el 

concepto de Biorefinería, (González-Delgado, Kafarov 2011), sin embargo el gran 

desafío es el proceso de extracción simultáneo de los metabolitos presentes en la 

biomasa, en un sistema eficiente y rentable.  
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Para el presente estudio inicialmente se mostrarán las metodologías en las que se 

evaluaron tiempo y temperatura como efectos del pretratamiento térmico de la 

biomasa.  

 

 

5.2 METODOLOGÍA 

 

5.2.1 Métodos de cultivo.  Chlorella vulgaris UTEX 1803, fue adquirida de la 

colección de cepas proveniente de la Universidad de Texas (Austin, Texas, USA); 

Inicialmente la cepa se cultivó en medio Bold Basal. 

 

Se utilizó como fuente de nutrientes las vinazas (residuos generados en la 

producción de etanol a partir de caña de azúcar), es previamente tratada con 

Chlorella vulgaris, se utilizaron reactores cilíndricos tipo airlift con un diámetro 

interno de 14 cm y h=35 cm altura con un volumen del cultivo de 2 L. Los 

reactores se acoplaron a un sistema de aireación por burbujeo para la inyección 

de aire y ciclo luz-oscuridad 12:12 h, sin ningún suministro complementario de 

CO2 considerándose este cultivo como tratamiento control.  

 

Después de 15 días de cultivo la biomasa producida fue recuperada mediante 

centrifugación a 3400 rpm durante 15 minutos en una centrífuga (UNIVERSAL 320 

R), 

 

5.2.2 Pretratamiento térmico: efecto del tiempo y temperatura.  Con el fin de 

evaluar las condiciones de temperatura dentro del pretratamiento térmico que 

maximicen el proceso de extracción, se realizó una evaluación de dichos efectos 

en las técnicas de organosolv e hidrólisis ácida.  

 

5.2.3 Pretratamiento térmico.  La biomasa de C. vulgaris UTEX 1803 (cultivada 

siguiendo el sistema empleando vinazas como medio de cultivo) fue sometida a un 
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pretratamiento térmico, con el fin de identificar las condiciones de secado que 

permitirían un mejor proceso de extracción de metabolitos. La biomasa obtenida 

se dividió en tres partes y cada una fue sometida a un tratamiento térmico en un 

horno de la siguiente manera: 

 

 

Tabla 4. Temperatura y tiempo de pretratamiento. 

Temperatura (ºC) Tiempo (horas) 

105 24 

75 24 

25 0 

 

 

 

5.2.4 Método organosolv.  Se pesaron 10 g de biomasa tratada térmicamente 

previamente, para cada muestra y cada réplica respectivamente, luego se 

procedió a hacer la mezcla con 100 mL de metanol al 32 %v/v y 0,6 M de ácido 

sulfúrico como catalizador y se llevó a una autoclave a 15 psi y 121 °C durante un 

período de reacción de 4 horas. 

 

5.2.5 Método de hidrólisis ácida.  Se pesaron 10 g de biomasa, posteriormente 

en un vaso de precipitado se mezclaron con 100 mL de HCl 0,5 M, para la 

hidrólisis; dicha mezcla se realizó en una placa de agitación magnética (WiseStir 

MSH-20D) a 500 rpm y 25 °C durante un período de reacción de 2 horas. 

 

Después de cada uno de los procesos de extracción se realizó la respectiva 

filtración y neutralización seguida de la cuantificación de azúcares por el método 

colorimétrico fenol-ácido sulfúrico (Dubois et al., 1956). 
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.3.1 Resultados organosolv e hidrólisis ácida.  Los resultados para las 

diferentes hidrólisis se presentan en la Figura 4; donde se aprecia que en la 

hidrólisis por el método organosolv, la mayor liberación de azúcares fermentables 

ocurre a una temperatura de pretratamiento de 75 °C, donde se liberan hasta 

0,17g de azúcares/g de biomasa, seguida por la biomasa de 25 y 105 °C 

respectivamente; igualmente para la hidrólisis ácida la mayor cantidad de 

azúcares liberados se da para el pretratamiento a 75 °C, donde se liberan hasta 

0,14 g de azúcares/g de biomasa; seguida por la de 105 y la de 25 ºC, cambiando 

de comportamiento en este caso de un método a otro para estas dos 

temperaturas. 

 

 

Figura 4. Total de azúcares liberados para la biomasa pretratada para los dos 

métodos de hidrólisis: Organosolv (O1, O2, O3) e hidrólisis ácida (HA1, HA2, HA3) 

para cada uno de los pretratamientos térmicos. 
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La diferencia entre las cantidades extraídas a 75 ºC por los dos métodos de 

hidrólisis son de aproximadamente 0,03 g de azúcares/g de biomasa; en términos 

generales se puede observar que la disrupción por el método de hidrólisis ácida es 

mejor, debido a que se da en menor tiempo, utilizando menor cantidad de 

reactivos y un consumo energético mucho menor.  

 

En cuanto al análisis de los resultados arrojados por el método organosolv para 

los pretratamientos a 105 ºC y a 75 ºC se puede notar que, aunque a la biomasa 

para cada caso tiene zonas amorfas, la liberación de azúcares obtenida por la 

biomasa pre tratada a 75 °C es mayor lo cual se debe a que la humedad contenida 

en la biomasa mejora el área de contacto para la reacción de hidrólisis y además 

ayuda a la miscibilidad del metanol para la extracción de los azúcares, siendo en 

este caso mayor; en el caso de la biomasa pre tratada a 25 °C el exceso de agua 

contenido en ésta provoca un buen esparcimiento del metanol sobre toda la 

biomasa, pero al ser tan grande la cantidad de agua la concentración del ácido y 

del metanol disminuyen en la mezcla produciendo un menor contacto entre ácido, 

agua y biomasa, disminuyendo la reacción de hidrólisis al igual que la extracción 

de azúcares. 

 

El comportamiento que tiene la liberación de los azúcares está relacionada con la 

temperatura del pretratamiento y con esto la humedad de la biomasa (Tabla 5). 

 

 

Tabla 5. Humedad para la biomasa de cada uno de los pretratamientos térmicos. 

 

Temperatura  Pretratamiento (C°) Humedad aprox (%) 

105 0% 

75 8% 

25 70% 
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Según los resultados obtenidos, la biomasa debe contener una humedad 

relativamente baja para permitir una mayor liberación de azúcares; de manera que 

ésta no debe estar totalmente deshidratada (pretratamiento 105ºC) ni contener 

altas cantidades de humedad (pretratamiento 25ºC), pues el efecto de los ácidos y 

el solvente sobre la célula será diferente para cada uno de los métodos de 

disrupción. Zhou et al.,(2011)  demostraron que variaciones en las 

concentraciones de los reactivos pueden provocar cambios en la cantidad de 

azúcares liberados mejorando o empeorando el resultado de reacción y la 

extracción de éstos. En los experimentos realizados con diversas concentraciones 

de reactivos para la hidrólisis llegaron a una cantidad óptima para la liberación de 

azúcares en presencia de 2% de HCl y 2,5% de MgCl2 el rendimiento de la 

liberación de azúcares fue de 83,47%, pero variando esas cantidades el 

rendimiento cambiaba a valores muy pequeños, esos rendimientos tan altos en la 

obtención de azúcares hacen muy atractiva la utilización de microalgas para su 

utilización para la producción de bioetanol; sin embargo el método utilizado en 

este estudio requiere grandes cantidades de energía; Miranda et al. (2012) 

encontraron que al pre-tratar térmicamente a Scenedesmus obliquus el agua 

removida por los microporos de la celulosa en la pared celular pueden causar 

cambios irreversibles en su estructura, creando zonas amorfas, en las que la 

tensión entre las fibras se reduce provocando elasticidad en ellas, lo cual provoca 

que sea más susceptible al ataque por ácidos; los resultados obtenidos para 

varios tipos de disrupción celular alcanzaron altas cantidades de azúcares 

liberados con biomasa deshidratada y rendimientos más bajos con biomasa 

húmeda. 

 

Para la extracción de un metabolito en especial, la utilización de un solvente 

especifico provoca cambios en el rendimiento tanto de la reacción como de la 

extracción para biomasas húmedas, pues de la naturaleza del agente extractor va 

a depender si el agua ayuda o inhibe su acción tanto de reacción como de 

extracción. Por ejemplo, un agente extractor miscible con agua se beneficiaría de 
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ésta aumentando el contacto entre él y la biomasa mejorando la extracción, en 

cambio la utilización de un agente extractor inmiscible en biomasa húmeda, 

provocaría que el agua inhiba la acción del agente extractor. En el estudio 

realizado por Magota et al., (2012) se encontró que para la extracción de 

hidrocarburos de Botryococcus braunii con hexano en biomasa húmeda el efecto 

del contenido de agua en la célula disminuye la acción extractora del hexano por 

ser una sustancia apolar inhibiendo el efecto del solvente. 

 

Para la hidrólisis ácida de la biomasa pre tratada a 25ºC, el contenido de agua es 

tan alto que al usar el ácido para el proceso de disrupción la concentración de éste 

disminuye considerablemente, haciendo que el contacto entre el ácido y la 

biomasa sea mucho menor, provocado que el rendimiento de la reacción y por 

ende la liberación de azúcares sea baja. Por otra parte la biomasa pre tratada a 

75ºC al ser tan baja la cantidad de humedad, la concentración del ácido es casi 

constante y al ocurrir la disrupción la cantidad de agua en la biomasa mejora la 

reacción. Para el pretratamiento a 105ºC al no existir presencia de agua, la 

concentración del ácido será alta haciendo que el rendimiento del proceso de 

disrupción sea alto. En sí el efecto de la humedad en la biomasa, el solvente y el 

ácido utilizados para cada método de hidrólisis juegan un papel importante en la 

reacción de producción de azúcares fermentables y en la posterior extracción de 

estos; como se puede apreciar en la hidrólisis organosolv estos tres parámetros 

juegan un papel importante en la reacción y la extracción; en la hidrólisis ácida es 

más importante el efecto de la humedad y la concentración de los reactivos. 

 

Dentro de los carbohidratos liberados mediante los dos métodos de hidrólisis la 

glucosa es el más alto, con valores de hasta 81% tanto para organosolv (Figura 5) 

como para hidrólisis ácida (Figura 6). El segundo carbohidrato en mayor 

proporción presente es la fructosa con una cantidad de entre 8 y 12% para los dos 

métodos, el resto se compone (cerca del 13%) de carbohidratos fermentables 

tales como galactosa, arabinosa y xilosa. 
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Figura 5. Porcentaje de azúcares fermentables liberados por el método 

Organosolv para cada uno de los pretratamientos. 

 

 

 

 

Figura 6. Porcentaje de azúcares liberados por el método de hidrólisis ácida para 

cada uno de los pretratamientos. 
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En la Figura 7 se dan los valores obtenidos de glucosa, xilosa, galactosa y 

fructosa para la hidrólisis organosolv a 75 °C los cuales son: 0,132 g glucosa/g 

biomasa, 0,004g xilosa/g biomasa, 0,0091 g galactosa/g biomasa y 0,012 g 

fructosa/g biomasa; comparados con los obtenidos por Lee et al., (2011) 

realizando métodos de disrupción diferentes y con biomasa seca para C. vulgaris 

dieron: 0,14 g glucosa/g biomasa, 0,04 g xilosa/g biomasa, 0,031 g galactosa/ g 

biomasa y 0,06 g fructosa/ g biomasa; se puede afirmar que aunque los 

contenidos de glucosa son similares el resto de azúcares varían de haciendo que 

el rendimiento de los azúcares liberados a 75 °C por el método organosolv sea 

aproximadamente 10% menor de los extraídos por el método comparado; sin 

embargo cabe resaltar que las condiciones por el método organosolv no son las 

óptimas para este tipo de biomasa, es decir se deben buscar las mejores 

condiciones para realizar la disrupción y la extracción de los azúcares. 

 

 

Figura 7. Cantidad promedio del tipo de azúcares liberados por el método 

Organosolv a 75 °C. 
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Con el fin de determinar los efectos del tiempo en la eficiencia del pretratamiento 

térmico sobre la biomasa se probaron diferentes tiempos con las mejores 

temperaturas de extracción (Tabla 6) 

  

 

Tabla 6. Temperatura y tiempo de pretratamiento. 

Temperatura (°C) Tiempo (h) 

105 
1   8   16   24 

75 

 

 

 

En la Figura 8 se comparan las productividades de biomasa luego de los  

pretratamientos térmicos realizados en la investigación mediante el método 

organosolv  se encontró que la mayor liberación de azúcares fermentables ocurre 

a una temperatura de 75 °C con un tiempo de secado de 24 h, en el que  se 

liberan hasta 1,83 g de azúcares/L, seguida por la temperatura de 105 °C con un 

tiempo de secado de 24 h, en el cual se liberan hasta 1,27 g de azúcares/L; la 

diferencia entre las cantidades extraídas a 75 ºC y 105 ºC con un tiempo de 

secado de 24 horas es significativa (aproximadamente 0,56 g de azúcares/L). 
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Figura 8. Concentración de carbohidratos extraídos 

 

 

 

 

En los experimentos realizados por Ho et al., (2013) bajo las condiciones óptimas, 

la productividad de carbohidratos fue de 1,44 g de azúcares/L, comparado con 

este, la hidrólisis organosolv se hace muy atractiva en la extracción de 

carbohidratos. 

 

La eficiencia del proceso se muestra en la Figura 9 donde se aprecia que el 

pretratamiento térmico que presenta mayor eficiencia es el de 75 °C con un tiempo 

de secado de 24 h, esto se debe a que la humedad contenida en la biomasa 

mejora el área de contacto para la reacción de hidrólisis, también ayuda a la 

miscibilidad del metanol para la extracción de los azúcares, siendo en este caso 

mayor, además el  consumo energético  es mucho menor, seguido por el de 

temperatura de 105 °C con un tiempo de secado de 1 h, el cual presenta una 

eficiencia bastante alta esto se debe a la relación de biomasa seca/solvente. 
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Figura 9. Eficiencia de extracción de carbohidratos 
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concentraciones de los reactivos pueden provocar cambios en la cantidad de 

azúcares liberados mejorando o empeorando el resultado de reacción y la 

extracción de éstos. 

 

El porcentaje total de azucares obtenidos en el pretratamiento (Figura 10) a 75˚C 

con tiempo de secado de 24 h es del 21% y  muestran que la glucosa presenta la 

mayor concentración con un 9,66%, seguida de la fructosa con una cantidad del 

6,72% y el 4,62% restante se compone de carbohidratos fermentables tales como, 

arabinosa y xilosa. Esto se debe a que la pared celular del alga, está conformada 

en su mayoría por celulosa, hemicelulosa y almidón, los cuales al degradarse 

generan glucosa; en el pretratamiento a 105 ˚C con tiempo de secado de 24 h el 

porcentaje total de azucares obtenidos es de 15% en donde la glucosa presenta 

un 3,3%, fructosa un 6,3% y el 5. % restante se compone de carbohidratos 

fermentables tales como, arabinosa y xilosa. Trabajos como el de Zhou et al., 

(2011) presentan un extracción de azucares totales de 6,77% (glucosa: 4,40%; 

xilosa y arabinosa: 2,37%) en presencia de HCl. 

 

 

Figura 10. Concentración de carbohidratos 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

75 105

%
 d

e 
ca

rb
o

h
id

ra
to

s 

Temperatura (˚C) 

glucosa

fructosa

arabinosa

xilosa



52 

 

5.4 CONCLUSIONES 

 

Según los resultados obtenidos, la biomasa debe contener una humedad del 8% 

para permitir una mayor liberación de azúcares.  

 

Para el caso estudiado, a condiciones de 75 ºC se obtuvo una mayor 

concentración de azúcares fermentables, tanto por el método organosolv como por 

la hidrólisis ácida, llegando a obtener hasta 0,17 g de azúcares/g de biomasa y 

0,14 g de azúcares/g de biomasa para cada uno respectivamente. 

 

La hidrólisis ácida presenta un mejor panorama para la disrupción celular de la C. 

vulgaris pues aunque su rendimiento es un poco inferior respecto al método 

Organosolv, las condiciones de reacción (25ºC y 1 atm) requieren bajos consumos 

de energía. 
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6.SISTEMA DE EXTRACCIÓN PARA LA OBTENCIÓN CARBOHIDRATOS 

 

 

6.1 INTRODUCCIÓN 

 

El problema fundamental que presenta la producción de biocombustibles a partir 

de biomasa microalgal radica en la poca viabilidad económica de estos, debido al 

gran requerimiento energético en etapas como la cosecha (o concentración de la 

biomasa) en comparación con el bajo precio de venta de algunos de estos 

productos como el biodiesel o el bioetanol, por estas razones las líneas de 

investigación se centran hoy día en reducir dichos costos (García-Cuadra, 2012).  

Una alternativa es el estudio de distintos metabolitos que posean alto valor 

agregado como: isoprenoides, alcaloides, toxinas, polisacáridos, ácidos grasos 

poliinsaturados, enzimas, péptidos no ribosomales, carbohidratos y proteínas, que 

encuentran aplicaciones en la salud, la farmacología, nutrición y biotecnología 

(Serive, 2012). Actualmente la producción de metabolitos especialmente 

secundarios está creciendo significativamente (Serive, 2012), un ejemplo certero 

de ello son las proteínas, ya que el alga puede acumular entre 28 y 39% de su 

peso seco (Rebollo, Acien, Sanchez y Guil, 2000); por otro lado cabe resaltar que 

los carbohidratos son el mayor producto derivado de la fotosíntesis y el 

metabolismo de fijación de carbono (Ho et al., 2011), los cuales son acumulados 

en los plástidos como material de reserva (almidón), o en la pared celular 

(celulosa, pectina y polisacáridos sulfatados) (Chen et al., 2013), sin embargo el 

metabolismo tanto de la celulosa y el almidón varia significativamente entre 

géneros y especies (Rangel-Yaguí et al., 2004; Rizmani-Yazdi et al., 2011). Se ha 

comprobado que géneros como Chlorella, Chlamydomonas, Dunaliella, 

Scenedesmus, y Tetraselmis poseen la capacidad de acumular 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 
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carbohidratos (Brennan y Owende, 2010; Dragone et al., 2011; Ho et al,. 2012; 

Illman et al., 2000). 

 

Uno de los principales problemas en el aprovechamiento de los diferentes 

metabolitos microalgales es la etapa de extracción (Serive et al., 2012), debido a 

que los carbohidratos en biomasa de microalgas son esencialmente celulosa en la 

pared celular, almidón en los plástidos sin lignina y hemicelulosas de bajo 

contenido, que pueden ser fácilmente transformados en azúcares fermentables, 

sin embargo la disrupción de la pared celular representa el principal  obstáculo a 

superar para la extracción efectiva de los diferentes metabolitos (Barsanti & 

Gualtieri, 2006; Sing, 2011); en el caso de Chlorella sp presenta en ocasiones 

dificultades de carácter general de extracción, posiblemente debido al pequeño 

tamaño de célula o paredes celulares resistentes, por ello se han creado 

diferentes técnicas de extracción, como la extracción en ácido, la extracción 

alcalina y otros procesos en caliente que ayudan a la lisis química, donde se 

obtienen mejores resultados en medio alcalino (Sari et al., 2013; Slocombe et al., 

2012). 

 

El pretratamiento de la biomasa utilizada es una de las etapas más importantes y 

costosas en el proceso, siendo esto otra razón crucial de estudio, ya que el 

pretratamiento es necesario para reducir la cristalinidad de la biomasa y aumentar 

el área de superficie con el fin de mejorar la digestibilidad del sustrato, por 

consiguiente el pretratamiento alcalino ha mostrado ser una alternativa favorable, 

debido a las bajas condiciones de temperatura y presión aplicadas, 

proporcionando así un menor coste de producción con respecto a otros métodos 

de pretratamiento (Harun y Danquah, 2011).  

 

En la actualidad se encuentran numerosos trabajos sobre extracción de 

metabolitos con pretratamiento alcalino para otros tipos de biomasa (Harun y 

Danquah, 2011) sin embargo (Harun et al, 2010) fue el primero en realizar este 
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tipo de extracción en biomasa de microalgas, con el fin de producir bioetanol, mas 

no para la obtención de proteínas.  

 

Para la hidrólisis enzimática 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 ácido es preferible, ya que aporta una mayor eficiencia en la 

conversión de materiales celulósicos, las condiciones ácidas pueden conducir a la 

descomposición de los azúcares en compuestos no deseados que inhiben el 

proceso de fermentación (Girio et al, 2010; Harun et al, 2010; Moxley & Zhang, 

2007). Debido a esto durante este proceso influyen significativamente diversos 

parámetros en la cantidad total de azúcares fermentables tales como: el tiempo 

del proceso, la temperatura, la cantidad de sustrato y la concentración del ácido 

(Harun et al., 2011a). A diferencia de los anteriores trabajos, Sui et al. (2012) 

realizaron la extracción de polisacáridos de una especie de Chlorella utilizando un 

tratamiento con una solución de clorito de sodio acidificada con ácido acético a 

una temperatura de 75 °C, relación biomasa/solvente de 1/80 ml/g durante 4 horas 

, encontrando que cantidades considerables de polisacáridos pueden ser extraídos 

después del tratamiento de las células (rendimiento de polisacárido recuperado, 

19-22%), esto se debe a que el dióxido de cloro generado logra tanto la ruptura de 

la pared celular como la extracción de carbohidratos (Núñez y Pavlik, 1999). Sin 

embargo ya que los procesos de pretratamiento contribuyen significantemente en 

el costo, el pretratamiento seleccionado debe ser económicamente atractivo, 

simple de aplicar, energéticamente eficiente y tener un bajo potencial de 

degradación (Harun y Danquah, 2011), por lo cual el presente capítulo se enfoca 

en evaluar 3 solventes para la extracción de carbohidratos. 
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6.2 METODOLOGÍA 

 

Para determinar la eficiencia de la relación biomasa/solvente en la extracción de 

carbohidratos se evaluaron 3 tipos de solventes: NaOH, clorito de sodio e 

hipoclorito de sodio. 

 

6.2.1 Solución NaOH.  Para determinar el efecto del NaOH en la extracción de 

carbohidratos se desarrolló un diseño de experimentos basado en composición 

central, no factorial 33 (Tabla 7), éste fue realizado para evaluar el efecto de la 

variables molaridad, relación solvente/biomasa y temperatura. 

 

Para la extracción se tomó 1g de biomasa seca y mediante el diseño experimental 

se adicionó la solución alcalina y se trató térmicamente 20 minutos. La para 

recuperar el extracto la mezcla se centrifuga a 3400 rpm durante 15 minutos. 

Transcurrido el tiempo la biomasa fue recuperada por centrifugación (3400 rpm, 15 

minutos) y obteniendo así el primer extracto (licor 1).  

 

A la biomasa recuperada de la primera extracción se adicionó un volumen igual de 

solución llevo a un segundo ciclo de extracción para obtener el segundo extracto 

(Licor 2). 

 

 

Tabla 7. Diseño de experimentos para la extracción empleando NaOH 

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

Molaridad 1 1 3 3 2 1 1 3 3 2 0,33 3,67 2 2 2 2 2 

mL Solv/g 

Biomasa 

15 45 15 45 30 15 45 15 45 30 30 30 4,9 55 30 30 30 

Temp (°C) 25 85 85 25 55 85 25 25 85 55 55 55 55 55 4,8 105 55 
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6.2.2 Solución acidificada de clorito de sodio.    Para la extracción se partió 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 solución de clorito de 

sodio (1 % p/v) levemente acidificada con 1 mL de ácido acético glacial. La mezcla 

se calentó durante 4 horas a 75 °C. 

 

 

Una vez transcurrido el tiempo, la biomasa se recuperó por filtración al vacío, 

obteniendo finalmente el extracto (licor). El licor obtenido se le realizó 

cuantificación de carbohidratos. Para determinar el efecto de las variables: 

relación biomasa/solvente, tiempo y temperatura se empleó un diseño compuesto 

central factorial    (Tabla 8) 

 

 

Tabla 8. Diseño experimental extracción con clorito de sodio 

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

mL Solv/g 

Biomasa 

40 40 120 120 80 40 40 120 120 80 13 146 80 80 80 80 80 

Temp (°C) 50 90 50 90 70 50 90 50 90 70 70 70 36 104 40 70 70 

Tiempo (h) 2 6 6 2 4 6 2 2 6 4 4 4 4 4 0.7 7 4 

 

 

 

6.2.3 Solución acidificada de hipoclorito de sodio.  Para la extracción de los 

carbohidratos se tomó 5 g de biomasa seca, y se mezcló con una solución 

acidificada de hipoclorito de sodio. Luego se procedió a colocar el recipiente de 

reacción en el baño de maría a determinadas condiciones de temperatura y tiempo 

dadas por un diseño compuesto central factorial    (Tabla 9), Para recuperar el 

extracto (licor), la muestra se centrifugó (3400 rpm, 15 minutos). 
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Tabla 9. Diseño Experimental extracción con hipoclorito de sodio 

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

mL Solv/g 

Biomasa 

40 40 120 120 80 40 40 120 120 80 13 146 80 80 80 80 80 

Temp (°C) 50 90 50 90 70 50 90 50 90 70 70 70 36 104 40 70 70 

Tiempo (h) 2 6 6 2 4 6 2 2 6 4 4 4 4 4 0.7 7 4 

 

 

 

6.2.4 Cuantificación de carbohidratos.  Se empleó el método calorimétrico fenol-

ácido sulfúrico. De cada uno de los extractos (Licor 1 y 2) se tomó 1 mL de 

muestra (previamente filtrada por carbón activado) y se adicionaron 0,5 mL de 

fenol al 5% y 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado (95%), la mezcla se agitó y se 

dejó reposar durante 20 minutos; finalmente cada una de las muestras fueron 

medidas en un espectrofotómetro UV-VIS a diferentes longitudes de onda (480, 

485, 487 y 490 nm) para identificar xilosa, glucosa, galactosa y fructuosa 

respectivamente. 

 

 

6.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.3.1 Extracción con NaOH.  De acuerdo a la interpretación del diagrama de 

Pareto de la Figura 11 (ver ANEXO B), es posible determinar que la variable más 

significativa es la temperatura, y en segunda instancia aunque no representativa 

es la interacción entre la molaridad y la relación solvente/biomasa; por otra parte 

de acuerdo con las gráficas de superficie de respuesta (Figura 12) las mayores 

concentraciones de carbohidratos (1,8 g/L o 8,1 % de la biomasa inicial) se logran 

empleando altos valores de molaridad, temperatura y relación solvente. 
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Figura 11. Diagrama de Pareto para la primera extracción de carbohidratos con 

NaOH.  

 

 

 

 

 

Figura 12. Superficies de respuesta para la extracción de carbohidratos 

empleando NaOH 

 

 

 

 

6.3.2 Extracción empleando una solución acidificada de clorito de sodio.  Al 

comparar los resultados obtenidos con el proceso propuesto por Sui et al. (2012) 
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(Figura 13) se aprecia que la mejor extracción de carbohidratos ocurre a una 

temperatura de 70°C, relación biomasa/solvente de 1:80 g/mL y 4 horas, 

obteniendo hasta 0,32 g carbohidratos/g biomasa y un rendimiento del 81%. La 

glucosa junto con la fructosa fueron los monosacáridos con mayor extracción en la 

biomasa, encontrando los mayores porcentajes de extracción entre 7-10% de la 

biomasa inicial. A diferencia de estos monosacáridos la xilosa presentó los más 

bajos porcentajes de extracción del grupo.  

 

 

Figura 13. Porcentaje de monosacáridos extraídos en el tratamiento para cada 

experimento realizado. 

 

 

 

 

En el diagrama de Pareto presentado en la Figura 14 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 (línea 

roja punteada), refieren a los efectos no significativos, que para este diseño es el 

tiempo y las interacciones de las tres variables. El efecto más importante lo 
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causan la relación biomasa/solvente y la temperatura separadamente, 

produciendo una reducción en la extracción de carbohidratos. 

 

En las superficies de respuesta se grafica el rendimiento del tratamiento como 

función 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. 

 

Figura 14. Diagrama de Pareto de los efectos estándares teniendo como variable 

de repuesta: rendimiento del tratamiento. 

 

 

 

 

 

La Figura 15 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 

extracción aumenta con la relación biomasa/solvente, llegando a un máximo que 

se encuentra aproximadamente en 1:80 g/mL y luego comienza a disminuir, un 

efecto similar se observa en la temperatura para un máximo cercano entre los 70- 
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75 0C. Para la superficie de respuesta a relación biomasa/solvente constante se 

puede observar que tiene una forma cóncava hacia abajo, viendo nuevamente el 

máximo para la temperatura; con respecto al tiempo se puede ver que 

aparentemente para un tiempo entre 3-4 h el rendimiento es máximo. En la 

superficie de respuesta c. se observa que el máximo para la relación 

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

 

 

Figura 15. Superficies de respuesta: Variables independientes a. Temperatura y 

1/R; b. Tiempo y 1/R; c. Tiempo y Temperatura. 
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6.3.3 Solución acidificada de hipoclorito. En la Figura 16 se presentan los 

porcentajes de extracción de carbohidratos  obtenidos, donde se observa que la 

mayor eficiencia de extracción  se obtiene de la prueba número 9 a condiciones de 

temperatura de 70 °C, relacion solvente/biomasa 80 mL/g con tiempo de duracion  

4 h con  un  13,45 %, lo cual corresponde a un 0,2691 g de carbohidratos/g de 

biomasa. Los monosacáridos con mayor extracción en la biomasa son la fructosa 

y la glucosa con porcentajes de extracción entre 2,3-3,7% a diferencia de estos 

monosacáridos la xilosa presenta los más bajos porcentajes de extracción. 

 

 

Figura 16. Porcentaje de monosacaridos extraidos en cada experimento 

 

 

 

 

En la Figura 17 se muestra la prueba de Pareto en la cual las variables más 

significativas son aquellas que pasen el umbral (línea roja punteada), en este caso 

y de manera positiva es la temperatura y la relación biomasa/solvente, el tiempo 

pese a no ser significativa, puede representar variaciones importantes en la 
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extracción al aumentar su valor. (Figura 17). Para ello, se visualizan las superficies 

de respuesta más representativas para obtener predicciones de las mejores 

condiciones de extracción de carbohidratos. 

 

 

Figura 17. Diagrama de Pareto para la extracción de Carbohidratos Totales 

 

 

 

 

La superficie de respuesta de la extracción (Figura 18) muestra que para un  

tiempo constante de 4h,  la mayor extracción de carbohidratos se ve en un rango 

de temperatura entre 70-75 °C y relación biomasa/solvente entre 80-85 mL/g. 
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Figura18. Superficie de respuesta para la extracción de carbohidratos, 

Solvente/biomasa (Eje Z) Vs Temperatura (Eje X), Tiempo= 4 h. 

 

 

 

 

La Figura 19 muestra la superficie de respuesta a temperatura constante 70 °C, 

viendo nuevamente que la temperatura está en un rango de 70-75 °C y un tiempo 

entre 3,5-4 horas es donde se da la mayor extracción. 

 

Figura19. Superficie de respuesta para la extracción de carbohidratos, 

Solvente/biomasa (Eje Z) Vs Tiempo (Eje X), Temperatura= 70 °C 
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Figura 20. Superficie de respuesta para la extracción de carbohidratos, 

Temperatura (Eje Z) Vs Tiempo (Eje X), Solvente/biomasa = 80 mL/g. 

 

 

 

 

El presente estudio revela que la extracción de carbohidratos empleando una 

solución acidificada de clorito de sodio es una técnica prometedora para la 

industria de bioetanol y biorefinería debido a los altos porcentajes de carbohidratos 

extraídos. La técnica consiste en tratar el material orgánico con solución de clorito 

de sodio a la que se le agrega ácido acético hasta pH alrededor de cuatro, para 

generar dióxido de cloro (Núñez y Pavlik, 1999).  La efectividad de la solución 

acuosa de dióxido de cloro disminuye cuando el pH aumenta (US E.P.A., 1999). 

Las sustancias de naturaleza orgánica reaccionan con dióxido de cloro causando 

la interrupción de distintos procesos celulares. El dióxido de cloro es un agente 

oxidante que reacciona directamente con aminoácidos y el ARN de la célula, 

atacando la estructura celular o los ácidos en el interior de esta y evitando la 

formación de proteínas. El dióxido de cloro afecta la membrana celular cambiando 

las proteínas y grasas de la membrana e interfiriendo en la inhalación. Cuando el 

dióxido de cloro penetra en la pared celular se da paso a extracción de 
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carbohidratos, dando lugar a los buenos resultados obtenidos durante la 

extracción.  

 

Si se analiza los experimentos y sus respectivos resultados de la extracción de 

carbohidratos se puede observar las variables más influentes en el tratamiento 

como lo son la temperatura y la relación biomasa solvente, afectando 

negativamente la obtención de azúcares fermentables.  Los mejores resultados de 

la extracción ocurren a temperaturas entre 70-90 °C, cabe notar que el tiempo de 

exposición debe ser de 2-4 h, debido a que exponer la muestra por mucho tiempo 

a altas temperaturas puede llegar a degradar los azúcares fermentables.  

 

El mayor porcentaje de rendimiento de los carbohidratos iniciales alcanzado fue de 

81%, usando temperatura de 70 °C, tiempo de 4 h y relación biomasa/solvente de 

1:80 g/ml, presentando diferencias significativas con los demás experimentos, 

mostrando así el efecto negativo de la temperatura y la relación biomasa/solvente. 

Al comparar el rendimiento máximo obtenido con respecto al método Sui et al 

(2012) donde el rendimiento máximo fue de 89% de los carbohidratos iniciales 

trabajando a 75 °C y a las mismas condiciones de relación biomasa/solvente y 

tiempo, se observa que una variación de 5 °C representa una diferencia mínima en 

el porcentaje de carbohidratos extraídos.  Cabe notar que Sui et al., (2012) 

realizan un fraccionamiento de los carbohidratos para la extracción de ellos. 

 

Harun y Danquah, (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 concentración de NaOH, estos autores 

obtuvieron un rendimiento máximo 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 extracción de carbohidratos en comparación con el presente 

estudio.  
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Si ahora se compara con el estudio realizado por Harun y Danquah, (2011) donde 

emplea un tratamiento ácido  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 hidrólisis enzimática 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 enzimática, es decir no permite obtener una buena relación 

rendimiento/costo de proceso en comparación 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 enzimático no es un método viable (Zhao et al., 2013). 

Al comparar los resultados obtenidos en el método con hipoclorito de sodio con el 

método clorito de sodio y solución NaOH, se observa que para el clorito de sodio 

la mejor extracción de carbohidratos ocurre a una temperatura de 70 °C, relación 

solvente/biomasa de 80 mL/g durante 4 horas, obteniendo hasta 1,6109 g de 

carbohidratos/g de biomasa y eficiencia del 80,5%, la glucosa junto con la fructosa 

fueron los monosacáridos con mayor extracción en la biomasa, encontrando los 

mayores porcentajes de extracción entre 7-10% de la biomasa inicial. El 

tratamiento alcalino (solución con NaOH) muestra resultados de un porcentaje de 

extracción de carbohidratos correspondientes al 95 % realizado en dos 

extracciones, las condiciones de operación son: temperatura 55 °C, Molaridad 

3,673, relación biomasa/solvente 30 ml/ g.  
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6.4 CONCLUSIONES 

 

 El método de extracción a partir NaOH (85°C, 3M y 45 mL/g de relación 

solvente/biomasa)  permite la obtención del 65% de carbohidratos totales  

 

 Para el método con Clorito de sodio acidificado se pudo determinar que un 

aumento de la relación biomasa solvente y de la temperatura afecta 

negativamente la extracción de los carbohidratos.  

 

 Con uso de una solución acidificada de hipoclorito de sodio se observa que la 

mayor eficiencia de extracción  se obtiene de la prueba número 9 a 

condiciones de temperatura de 70 °C, relacion solvente/biomasa 80 mL/g con 

tiempo de duracion  4 h con  un  13,45 %,    lo cual corresponde a un 0,2691 g 

de carbohidratos/g de biomasa 
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7. EVALUACIÓN PRELIMINAR DEL PROCESO DE ESCALADO PARA LA 

EXTRACCIÓN DE CARBOHIDRATOS Y PROTEÍNAS PRESENTES EN 

Chlorella vulgaris UTEX 1803, CON VINAZAS COMO MEDIO DE CULTIVO 

 

 

7.1 INTRODUCCIÓN 

 

La amplia gama de subproductos a partir de microalgas hace que sea una materia 

prima promisoria para el desarrollo de procesos para el aprovechamiento integral 

de la biomasa o procesos de biorefinación con miras a la obtención de productos 

químicos industriales (Haveren et al., 2008). Tanto la investigación como el 

desarrollo, la demostración y la comercialización están obligados a hacer de las 

biorefinerías a gran escala una realidad. 

 

La composición y el metabolismo de carbohidratos en la biomasa microalgal 

(principalmente almidón y celulosa) pueden diferir significativamente de especie a 

especie (Rangel-Yagui et al., 2004; Rismani-Yazdi et al., 2011). Por lo tanto, es de 

gran importancia seleccionar microalgas con alta productividad de carbohidratos 

así como la composición de azúcar adecuado para biocombustibles o de 

productos químicos con alto valor agregado como polímeros. Por ejemplo, las 

microalgas que contienen carbohidratos a base de glucosa son la materia prima 

más factible para la producción de bioetanol; sin embargo, se ha prestado cada 

vez más atención a las posibilidades de utilizar las microalgas como una fuente de 

azúcar (Wargacki et al., 2012). 

 

Para mejorar la viabilidad económica de la utilización de los carbohidratos de 

algas para la producción de biocombustibles, la productividad es el parámetro 

clave; desafortunadamente la acumulación masiva de este metabolito ocurre 

cuando las células se exponen a factores de estrés (por lo general la limitación de 

nutrientes), lo cual conlleva a un crecimiento celular pobre (o menor 
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productividad). Por lo tanto, la forma de mejorar el contenido de carbohidratos sin 

comprometer la tasa de crecimiento es crucial, esto se puede mejorar mediante el 

uso de diversas estrategias de cultivo tales como cambios en la concentración de 

luz (Sukenik, 1991), reducción en la fuente de nitrógeno (D’Souza & Kelly 2000), 

variación de temperatura (De Oliveira et al., 1999), cambio de pH (Khalil et al., 

2010), y modificación en la suplementación de CO2 (Araujo and Garcia,2005). 

 

Durante los últimos años el grupo de Investigación CIDES se ha enfocado en el 

desarrollo de procesos de extracción de diferentes metabolitos como 

carbohidratos, proteínas y lípidos. Dentro de los principales resultados se resalta 

que: para el proceso empleando soluciones con hidróxido de sodio (NaOH), las 

mayores eficiencias de extracción de ambos metabolitos (carbohidratos  y 

proteínas) se obtienen en una prueba en la que se solubiliza un 98 % de las 

proteínas iniciales y un 74 % de los carbohidratos iniciales, por otro lado en otra 

prueba se solubilizan un 98% de las proteínas iniciales y un 95 % de los 

carbohidratos iniciales, estos porcentajes se logran a una concentración de 

solvente de 3,67 M, temperatura de reacción 55 °C y una relación 

solvente/biomasa 30mL/g; mientras que las mejores condiciones para proteínas se 

obtienen a una concentración de 3 M, temperatura de reacción 85 °C y relación 

solvente/biomasa 45 mL/g. Además se encontró que al aumentar la cantidad de 

biomasa a ser sometida a extracción se presentan problemas en la 

homogenización de la solución y la uniformidad de la temperatura en todo el 

volumen, lo cual conlleva a reducciones considerables en la eficiencia final de 

extracción. Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo consiste en la 

evaluación del escalamiento del proceso de extracción de carbohidratos y 

proteínas a partir de biomasa obtenida del cultivo de Chlorella vulgaris tomando 

como método de extracción el tratamiento con hidróxido de sodio (NaOH). 
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7.2 METODOLOGÍA 

 

7.2.1 Extracción de carbohidratos y proteínas.  Con la intención de determinar 

el efecto del escalamiento del proceso de extracción se evaluaron diferentes 

concentraciones de biomasa manteniendo la relación entre la biomasa a extraer y 

el volumen de solvente (Tabla 10); para esto una concentración de biomasa 

determinada fue mezclada con un volumen específico de solución 3,67 M de 

NaOH. La mezcla se trató térmicamente a 55 ºC durante 20 minutos. Transcurrido 

el tiempo la biomasa fue recuperada por centrifugación (3400 rpm, 15 minutos) y 

obteniendo así el primer extracto (licor 1).  

 

A la biomasa recuperada de la primera extracción se adicionaron 0,23 mL de 

solución 3 M de NaOH y fue tratada térmicamente a 85 °C durante 20 minutos. 

Transcurrido el tiempo la biomasa fue recuperada por centrifugación (3400 rpm, 15 

minutos) y obteniendo así el segundo extracto (licor 2).  

 

 

Tabla 10. Diseño de Experimentos 

  Solvente (L) 

Prueba Biomasa (g) Ext 1 Ext 2 

1 5 0,15 0,23 

2 10 0,30 0,45 

3 15 0,45 0,68 

4 20 0,60 0,90 

5 30 0,90 1,35 

6 40 1,20 1,80 

 

 

 

7.2.2 Cuantificación de carbohidratos.   Se empleó el método calorimétrico 

fenol-ácido sulfúrico. De cada uno de los extractos (Licor 1 y 2) se tomó 1 mL de 
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muestra (previamente filtrada por carbón activado) y se adicionaron 0,5 mL de 

fenol al 5 % y 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado (95 %), la mezcla se agitó y 

se dejó reposar durante 20 minutos; finalmente cada una de las muestras fueron 

medidas en un espectrofotómetro UV-VIS a diferentes longitudes de onda (480, 

485, 487 y 490 nm) para identificar xilosa, glucosa, galactosa y fructuosa 

respectivamente. 

 

7.2.3 Cuantificación de proteínas.  Se empleó el método de Lowry (Borowitzka & 

Moheimani 2013). 1mL de licor y se mezclan con 1,4 mL de solución Biuret (A-B-

C), después de 20 minutos se adicionan 0,2 mL de reactivo de Folin–Ciocalteu 

mientras se agita en un vortex a velocidad media. Finalmente cada una de las 

muestras fue medida en un espectrofotómetro UV-VIS a 750 nm. 

 

 

7.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.3.1 Cantidad de proteínas y carbohidratos.  Según Los resultados obtenidos 

para la extracción de proteínas (Figura 21) el mayor valor de extracción de 

proteínas (>13% p/p) se obtiene empleando 10 g de biomasa y 300 mL 3,67M de 

NaOH, sin embargo al aumentar la cantidad de biomasa la concentración de 

proteínas extraídas decae hasta alcanzar valores cercanos al 12%; por otra parte 

para la segunda extracción, el mayor porcentaje se encuentra al emplear 15 g de 

biomasa y 680 mL 3 M de NaOH; sin embargo, a diferencia de los resultados 

obtenidos para la primera extracción la concentración de proteínas recuperada no 

se reduce de forma pronunciada (Excepto en los experimentos con 20 y 40 g de 

biomasa), estos resultados se pueden deber a diferencias en la estructura celular 

de la biomasa debido al proceso de secado y preparación de la biomasa previa a 

la extracción.   
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Figura 21. Porcentaje de proteínas extraídas 

 

 

 

 

En la Figura 22 se presentan los resultados para la cantidad de carbohidratos 

donde los mayores valores se obtienen en la primera etapa (entre 70 y 95%); sin 

embargo, en la segunda etapa encontramos el mayor porcentaje se obtiene al 

emplear la mayor cantidad de biomasa (40 g), estos resultados permiten inferir 

que, para obtener la mayor cantidad posible de carbohidratos es necesario 

desarrollar 1 proceso previo de extracción para debilitar la pared celular y otras 

ultra estructuras en las cuales se encuentran concentradas las mayores 

cantidades de carbohidratos como los gránulos pirenoides. 
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Figura 22. Porcentaje de carbohidratos extraídos. 

 

 

 

 

En la Figura 23 se muestra la eficiencia total de extracción de carbohidratos y 

proteínas, siendo los carbohidratos el metabolito que se extrae más eficientemente 

(>80%); por otro lado, la baja eficiencia en la extracción de proteínas puede ser 

debido a que estas se degradan rápidamente por efectos de temperaturas altas, 

En el estudio se ha evidenciado que para la extracción de proteínas y 

carbohidratos el conservar la relación biomasa/solvente es suficiente para 

mantener los estándares de extracción sin necesidad de modificar agentes 

externos como la temperatura  y la agitación.  Esto es una base inicial importante 

para el escalamiento de procesos de obtención de carbohidratos y proteínas a 

partir de la microalga Chlorella vulgaris UTEX 1803.  
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Figura 23. Eficiencia extracción carbohidratos y proteínas. 

 

 

 

 

7.4 CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos permiten demostrar que al emplear un sistema de 

extracción alcalina (NaOH) de dos etapas es posible obtener hasta el 95% de los 

carbohidratos totales presentes en la biomasa. 

  

Finalmente se demostró que el aumento en la cantidad de biomasa a ser extraída 

no representa una limitante, ya que los valores de eficiencia para las diferentes 

cantidades de biomasa evaluadas (tanto de proteínas como carbohidratos) no 

presentan diferencias. 
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8. CONCLUSIONES GENERALES 

 

 

 Se concluye que las vinazas representan un buen medio de cultivo teniendo en 

cuenta que la mayor producción (13,2 g/L) y productividad (0,73 g/L*d) se 

obtuvo con el tratamiento C2 (2000 mL de vinazas y 2 g de inóculo en base 

húmeda), por otro lado la menor producción (10,5 g/L) y productividad (0,58 

g/L*d) se alcanzó en el tratamiento C1 

 

 Para el pretratamiento térmico se identificó que según los resultados obtenidos, 

la biomasa debe contener una humedad del 8% para permitir una mayor 

liberación de azúcares.  Para el caso estudiado, a condiciones de 75 ºC se 

obtuvo una mayor concentración de azúcares fermentables, tanto por el 

método organosolv como por la hidrólisis ácida, llegando a obtener hasta 0,17 

g de azúcares/g de biomasa y 0,14 g de azúcares/g de biomasa para cada uno 

respectivamente. 

 

 El método de extracción a partir NaOH (85°C, 3M y 45 mL/g de relación 

solvente/biomasa)  permite la obtención del 65% de carbohidratos totales 

 

 El proceso de extracción llevado hasta 40 g de biomasa inicial mantiene una 

continuidad en la cantidad de carbohidratos y proteínas extraídas, sin el uso de 

agentes extra como el aumento de temperatura o agitadores. 
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Anexo A. PRINCIPALES PRODUCTOS OBTENIDOS DURANTE LA 

INVESTIGACIÓN 

 

Durante la realización de la tesis se resaltan los siguientes productos: 

 

Un artículo publicado en revistas indexadas ante COLCIENCIAS 

 

Garcia-Martinez B., Ayala-Torres E., Reyes-Gomez O., Zuorro A., Barajas-

Solano A., Barajas-Ferreira C. (2016).  Evaluation of a two-step extraction 

system of carbohydrates and proteins from chlorella vulgaris. Chemical 

Engineering Transactions, Paper to be published. 

 

Seis (6) Ponencias nacionales e internacionales 

 

Seminario Internacional Del Medio Ambiente Y Desarrollo Sostenible  (SIMADS 

2013)  

 

Estudio del efecto de las vinazas en la composición de Chlorella vulgaris 

UTEX 1803 para la producción de biocombustibles y productos de valor 

agregado. -Janet Bibiana García-Martínez, Omar Alfredo Ríos Cárdenas, 

Andrés Fernando Barajas-Solano, Vyatcheslav Kafarov y Crisóstomo 

Barajas-Ferreira. 

  

Efecto del pretratamiento térmico de biomasa de Chlorella vulgaris para la 

obtención de azúcares fermentables Janet Bibiana García-Martínez, Javier 

Enrique Sánchez, Víctor Hugo Velasco, Andrés Fernando Barajas-Solano, 

Vyatcheslav Kafarov, Crisóstomo Barajas- Ferreira. 

 

Diseño de un sistema de dos etapas para la extracción de proteínas y 

carbohidratos de microalgas Janet Bibiana García-Martínez, Didier Aleisso 
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Gutierrez, Cristian Camilo Marmolejo, Andres Fernando Barajas-Barajas, 

Vyatcheslav Kafarov, Crisóstomo Barajas-Ferreira. 

 

II Congreso Internacional de Energía Sostenible-CES 2014.   

  

Bajo el concepto de biorefieneria: Extracción de carbohidratos producidos a 

partir de biomasa microalgal usando como medio de cultivo vinazas, 

residuos de la producción de etanol, mediante el uso de una solución 

acidificada de hipoclorito de sodio (NaClO). Janet Bibiana García-

Martinez, Omar Avila, Lorena Varquel, Andres Barajas, Crisóstomo 

Barajas.  

 

 

VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnología de los 

Biocombustibles CIBSCOL 2014 

 

Contribución del alcohol de tercera generación a una biorefinería. Ana Celia 

de Armas Martinez, Viviana Quintero Dallos, Janet Bibiana García-Martinez 

Viatcheslav V. Kafarov, Yailet Albernas Carvajal, Erenio González Suárez. 

 

MEJORAMIENTO DE LA EXTRACCIÓN DE CARBOHIDRATOS 

PRESENTES EN Chlorella vulgaris UTEX 1803 UTILIZANDO UNA 

SOLUCIÓN ACIDIFICADA DE CLORITO DE SODIO Janet Bibiana García-

Martínez, Sindy julieth beleño rodríguez1 Johanna ximena villamizar 

sandoval, Andrés Fernando Barajas-Solano, Crisostomo Barajas-Ferreria, 

Viatcheslav Kafarov. 
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Dos (2) proyectos de grado (pre-grado) en Ingeniería Química 

 

Evaluación preliminar del proceso de escalado para la extracción de 

carbohidratos y proteínas presentes en Chlorella vulgaris UTEX 1803, con 

vinazas como medio de cultivo.  Universidad Industrial de Santander - UIS  

Estado: Tesis concluida  Ingeniería Química, 2013. Persona orientada: 

David Eduardo Chavarro Acuña y  Liliana Karolina Rojas Celis 

 

Diseño de una metodología para la extracción de carbohidratos de 

microalgas a partir de una solución acidificada de hipoclorito de sodio  

Universidad Industrial de Santander - UIS  Estado: Tesis concluida  

Ingeniería Química, 2013,   Persona orientada: Omar Augusto Avila Jaimes 

y Lorena Varcacel  
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Anexo B.  Manual de interpretación del diagrama de Pareto el software 

Statistic 7.0 

 

El software STATISTICA ® es un programa integrado para la gestión de 

análisis estadístico y bases de datos, que ofrecen una amplia selección de 

proceso analítico, desde básico a avanzado. 

El sistema incluye no sólo los procedimientos estadísticos y gráficos generales, 

pero también módulos especializados (análisis de regresión, supervivencia, 

time series, análisis factorial, análisis discriminante y varios otros módulos).  

Para el caso del presente estudio se hizo uso del diagrama de Pareto de 

efectos, para determinar la magnitud y la importancia de un efecto. El diagrama 

muestra el valor absoluto de los efectos y traza una línea de referencia en la 

gráfica. Cualquier efecto que se extienda más allá de esta línea de referencia 

es potencialmente importante. Par el caso se especifica un nivel de 

significancia del 5 % (P = 0,05). 

 

Los 

efectos 

que 

sobrepasan la línea de significancia representan un mayor efecto acumulativo 

en el sistema dado. El software presenta la relación lineal (L) y cuadrática (Q) 

de los efectos que se generan a partir de las variables de estudio, cabe 

también resaltar que el programa incluye una función para la evaluación de la 

Nivel de 

significancia   



99 

 

interacción de las variables, esto quiere decir, que el software emplea una 

ecuación lineal donde intersecta los diferentes factores (en números) para 

determinar si la interacción entre 2 factores posee un factor significativo en la 

respuesta. 

En el caso específico demostrado en la siguiente gráfica, el factor que más 

influye es la temperatura (factor Nº3), sin embargo su intersección con los otros 

factores como son Molaridad (1) y Solvente/Biomasa (N) no son significativos 

 

 

 

 

 

 

 

 


