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RESUMEN:

EVALUACION DEL BIOPOLIMERO FO4990 EN LA FLOCULACION DE
Chlorella vulgaris UTEX 1803

AUTORES: HENRY ALFREDO PEREZ ESLAVA, LUIS GUILLERMO
RODRIGUEZ MORENO”™

PALABRAS CLAVES: Microalgas, microorganismos, extraccion, floculacién, biomasa.

El estudio del biodiesel tiene un panorama bastante prometedor, ya que este ayuda a reducir el
volumen de CO, y de gases de invernadero emitidos a la atmosfera al ser mezclados con los
combustibles fésiles tradicionales. El uso microalgas como la Chlorella vulgaris, que siendo un
organismo fotosintético autoétrofo unicelular, ha demostrado poseer gran cantidad de aceites
vegetales siendo estos materia prima esencial para su obtencion. El gran problema radica en
encontrar un método econémico de separacion de la microalga del medio de cultivo. Para esto se
aplican métodos de separacion tales como centrifugacién y sedimentacion, los cuales tienen una
eficiencia muy alta pero pueden ser muy costosos, por lo que se pretende comprobar como un
método eficiente la floculacién por medio de un biopolimero. Se hizo un disefio experimental en el
software STATISTICA 7 para determinar condiciones de operacién tales como concentracion,
agitacion inicial y final de un floculante polimérico, teniendo como variable de respuesta el
porcentaje de recuperacion de biomasa y rendimiento de lipidos a pH neutro (7 £0.5), temperatura
ambiente (25°C £ 1.5) y presion atmosférica.

Se concluyé que las condiciones 6ptimas para el polimero fueron concentraciones de 3 - 4 mg/L
de floculante, agitacion de mezclado inicial de 500 rpm durante 40 segundos y agitacion final de
200 rpm durante 5 minutos, se recuperé por encima del 90% de la microalga del medio de cultivo y
un rendimiento de lipidos de 6.41%, ademas que el tiempo de floculacion méxima para todos los
casos es un mismo rango de tiempo (2,5 a 3 horas).

" Proyecto de grado.
Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Director: M.Sc Criséstomo Barajas
Ferreira. Codirector (es): Ana Maria Ardila; Andrés Fernando Barajas Solano.
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ABSTRACT

TITLE: BIOPOLYMER ASSESSMENT IN FO 4990 FLOCCULATION OF
Chlorella vulgaris UTEX 1803

AUTHORS: HENRY ALFREDO PEREZ ESLAVA, LUIS GUILLERMO
RODRIGUEZ MORENO"™

KEYWORDS: microalgae, microorganisms, extraction, flocculation, biomass.

The study of biodiesel has a very promising outlook, as its helps to reduce the volume of CO2 and
greenhouse gases emitted into the atmosphere when mixed with traditional fossil fuels. Using
microalgae Chlorella vulgaris as that being a photosynthetic unicellular autotrophic organism, has
demonstrated great quantity of vegetable oils being these essential raw material for their
production. The major problem is to find an economical method of separating the microalga culture
medium. For this separation methods such as centrifugation and sedimentation are applied, which
have a very high efficiency but can be very expensive, which is to check as an efficient flocculation
method using a biopolymer. It was an experimental design in STATISTICA 7 software to determine
operating conditions such as concentration, initial agitation and end of a polymeric flocculant, with
the response variable recovery rates of biomass and lipid yield at neutral pH (7 = 0.5), environment
(25 + 1.5 ° C) and atmospheric pressure.

It was concluded that the optimum conditions for the polymer were concentrations of 3-4 mg / L of
flocculant agitation initial mixing of 500 rpm for 40 seconds and final agitation of 200 rpm for 5
minutes recovered over 90% of the microalgae culture medium and lipid yield of 6.41%, in addition
to the maximum flocculation time for all cases is the same time range (2.5 to 3 hours).

" Graduation proyect
Physical-Chemical Engineering Faculty. Chemical Engineering deparment. Director: M. Sc Criséstomo
Barajas Ferreira. Co-director: Ana Maria Ardila; Andrés Fernando Barajas Solano.
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INTRODUCCION

Recientemente, las microalgas han recibido mucha atencién como una biomasa
atractiva para la produccién de biocombustibles. Ademéas de su potencial como
alternativa para biocombustibles y bioproductos, las microalgas también
contribuyen a la calidad del medio ambiente, ya que estos organismos pueden
fijar el CO, de la atmésfera y por lo tanto contribuir a reducir gases de efecto
invernadero [1]. El cultivo de microalgas con miras a la obtencién de
biocombustibles como el biodiesel posee distintas etapas entre las cuales se
destacan como las mas importantes la cosecha, extraccion y procesamiento del
aceite. Los mecanismos de cosecha, como la centrifugacion, sedimentacion y
floculacion son eficientes, pero al mismo tiempo son costosos [2]. Cuando se
producen microalgas con miras a la obtencion de productos de alto valor
agregado la concentracién de esta se realiza por centrifugacién [3]; Sin embargo,
si se va a utilizar para productos de bajo valor como los biocombustibles es
demasiado costosa por el alto consumo energético requerido debido a los
grandes volimenes de cultivo que necesitan ser procesados [4]. A pesar de los
diversos beneficios asociados a la produccion de biocombustibles a partir de
microalgas, una viabilidad econémica de esta industria comparable a la del sector
petrolero y la industria del bioetanol todavia no se ha logrado [5]. De ahi las
investigaciones han llegado a determinar como un proceso eficiente para la
extraccion de las microalgas, el pre-concentrado de ellas por medio de la
floculacion [4,6]. La floculacion es un proceso de baja energia, pero puede ser
costosa por el tipo de floculante y la dosis necesarias; dentro de estos sistemas la
mayoria emplean floculantes econdmicos, como cloruro férrico, sulfato de
aluminio, quitosan y diversos floculantes poliméricos [7]. Durante la floculacion,
las células individuales forman agregados mas grandes que pueden ser
separadas del medio por sedimentacion, ademas de un método mecanico de

deshidratacion tal como centrifugacion, para obtener materia seca [8], los
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requerimientos de energia son aceptables porque las particulas son relativamente
grandes y los volimenes de agua para ser procesadas pequefia [9]. Los
floculantes poliméricos son los mas usados, sin embargo estos pueden contener
trazas téxicas y por lo tanto también contaminar la biomasa de microalgas [10].
Una alternativa mas segura es el uso de floculantes basados en biopolimeros
catiénicos naturales [11], ya que estos son capaces de interactuar con la carga
superficial negativa de las células de microalgas. Un conocido biopolimero
cationico es el quitosano el cual requiere de un pH bajo para obtener las mayores
eficiencias de remocién, sin embargo la mayoria de los cultivos microalgales
poseen un pH relativamente alto, por lo cual se requiere de un ajuste de este
previo al proceso [12]. Otro de los mas utilizados es el sulfato de aluminio
(alumbre), debido a la facilidad de uso y la aplicacion; sin embargo no se puede
aplicar sobre un amplio rango de pH [13,14].

Otro de los factores que influyen en la concentracibn de microalgas mediante
floculacion es la dosis de este y su relacion con la concentracion de biomasa a
concentrar y el medio de cultivo (agua marina 6 agua dulce) [14]. Garzon-
Sanabria et al [11] probaron algunos compuestos como el cloruro de aluminio
(AICI3), quitosan y cinco polimeros cationicos sintéticos de pesos moleculares y
densidad de carga diferentes que se utilizaron como agentes de floculacion en la
concentracion de una cepa marina de Nannochloropsis sp; encontrando que el
polimero FO4990 fue el mas eficiente.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la eficiencia del polimero FO4990
en Chlorella vulgaris UTEX 1803, buscando obtener las variables mas influyentes
en la concentracion de la biomasa de esta cepa y su efecto posterior en la

extraccién de los lipidos.
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1. METODOLOGIA.

Figura 1. Metodologia experimental
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1.1Cultivo y condiciones de cultivo de microalga Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris UTEX 1803 proveniente de la coleccion de cultivo de microalgas
de la Universidad de Texas (UTEX). la cepa se cultivd en medio Bold basal, cuya
composicién de macronutrientes en mg/L es: NaNO; (2,94), MgS0O4.7H,0 (3,04 X
10, NaCl (4,28 X 10-1), K;HPO, (4,31 X 10, KH.PO4 (1,29), CaCl,.2H20 (1,70
X 10'1) y micronutrientes en mg/L: ZnS0O,.7H20 (3,07 X 10-2), MnCl,.4H,0 (7,28
X 10%), MoO3 (4,93 X 107®), CuS04.5H,0 (6,29 X 10-3), Co (NO3),.6H,0 (1,68 X
10%), H3BO3 (1,85 X 10™Y), EDTA (1,71 X 10™), KOH (5,53 X 10Y), FeS0,4.7H,0
(1,79 X 102). Se trabaja con reactores planos con capacidad de 2 litros, a
temperatura ambiente (25°C+1.5), con pH neutro, aireacion constante y periodo
de luz 12/12. Para la inoculacion se agreg6é 1g/L de biomasa humeda en los
fotobiorreactores.

1.2 Disefio experimental

Para el disefio de experimentos se tomé como referencia el trabajo realizado por
Garzén-Sanabria et al. [11], se utilizo la herramienta informatica STATISTICA 7.0.
El disefio es una composicion central no factorial de 3°de 15 experimentos (Tabla
1). Con el fin de analizar como afecta la concentracion de floculante, agitacion

inicial y agitacion final en el proceso de floculacion.
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Tabla 1. Disefio experimental

EXPERIMENTO CONCENTRACION AGITACION AGITACION
FLOCULANTE mg/L INICIAL (rpm) FINAL (rpm)
1 20 500 32,6
2 20 500 200
3 10 250 100
4 20 918 200
5 30 250 100
6 10 250 300
7 30 250 300
8 10 750 300
9 10 750 100
10 30 750 100
11 20 81,67 200
12 30 750 300
13 3,26 500 200
14 20 500 367,3
15 36,73 500 200

1.3 Floculacién de microalgas con FO4990

Para el procedimiento se tomé 100 mL de biomasa en vasos de precipitado de
vidrio de 250 mL (1 original y 2 réplicas) por cada experimento; se adiciond la
cantidad de floculante a cada muestra a partir de una solucion fresca de FO4990
con una concentracion de 1 g/L. El tiempo de agitacion inicial y final (40 segundos
y 5 minutos respectivamente) se mantuvieron constantes durante todos los
experimentos.

Durante 5 horas cada 30 minutos se tomd una muestra para corroborar la
concentracion de biomasa el uso de un espectrofotometro (Spectroquant Pharo
300, Merck) a una longitud de onda de 500 nm siguiendo una curva de
concentracion previamente desarrollada en el laboratorio de biomasa del grupo de

investigaciéon CIDES.
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1.4 Evaluacion de eficiencia de floculacién mediante aumento del volumen

de cultivo.

Una vez obtenidas las mejores condiciones de floculacién, se realizaron pruebas

aumentando el volumen hasta 1000 mL pasando por 500 mL.
1.5 Extraccion soxhlet

Una vez obtenida la biomasa concentrada mediante las mejores condiciones se
realizd un andlisis de la eficiencia de extraccion de los lipidos mediante la
metodologia de Soxhlet [15]; como medio de control se utiliz6 biomasa
concentrada por medio de centrifugacion.

El equipo de extraccién, consta de un matraz, un tubo Soxhlet y un condensador.
El proceso se realiz6 para una muestra original y una réplica, la biomasa
recuperada por floculacion se llevé al horno durante 24 horas y a 105°C para su
secado. La biomasa ya seca fue macerada, pesada y envuelta en un cartucho de
papel filtro e introducida al tubo Soxhlet. El matraz vacio fue pesado y llenado con
250 mL de hexano como solvente y fue montado en una manta de calentamiento
junto con el tubo Soxhlet y el condensador. El tiempo total del proceso fue de 16
horas regulando el flujo de agua y manteniendo la temperatura a 69°C. Una vez
terminado, el matraz que contenia una mezcla de extracto lipidico y solvente se
llevé a un proceso de evaporacion para recuperar el solvente y concentrar el

extracto en el matraz.
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2. RESULTADOS Y ANALISIS.

2.1 Curva de crecimiento C. vulgaris

En la primera etapa se realizo el crecimiento de la biomasa bajo las condiciones
descritas anteriormente. Podemos observar que el tiempo 6ptimo de crecimiento
de Chlorella vulgaris es de 15 dias y la concentracion de biomasa es directamente

proporcional al tiempo de cultivo (Figura 2).

Figura 2. Curva de crecimiento del alga Chlorella vulgaris
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2.2 Resultados de la floculacidon con un volumen de 100 ml

La floculacion con el polimero FO4490 se hizo en base a la metodologia
propuesta, estas pruebas se realizaron durante 5 dias (Figura 3a), 10 dias (Figura
3b) y 15 dias (Figura 3c) de crecimiento de biomasa. Se observé que el mayor
porcentaje de recuperacion de biomasa se da en los experimentos: 2, 3, 8, 9, 13y
14. Se obtuvo un 90% de recuperacion de biomasa en promedio, seleccionando
los experimentos nombrados para realizar la floculacion a un mayor volumen.
Para los 5, 10 y 15 dias, se observé que los mismos experimentos eran los que

tenian mayor porcentaje de recuperacion.
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Figura 3. Porcentaje de recuperacion de biomasa a un volumen de 100 ml. 3a 5
dias. 3b 10 dias. 3c 15 dias
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2.3 Andlisis estadistico

Con la ayuda del programa STATISTICA 7 se analiz6 la influencia de variables
como agitacion inicial, agitacion final y concentracion de floculante. Se obtuvo los
diagramas de pareto que determinan las variables significativas. Se observo que
todas las variables pasan el umbral, es decir, la linea roja (p=,05) (Figura 4),
segun el diagrama de pareto la concentracion de floculante es la variable de
mayor importancia en el proceso, aunque las demas variables tienen una

influencia significativa en el proceso.

Figura 4. Diagrama de pareto de variables significativas.
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2.3.1 Diagramas de superficie de respuesta

En la Figura 5, se observo que al efectuar una agitacion inicial mayor a 500 rpm y
una concentracion de floculante menor a 10 mg/L el porcentaje de recuperacion
de biomasa es mayor al 90%. Se demostrd que el biopolimero cationico FO4990
en dosis bajas pueden inducir la floculacion eficiente C. vulgaris, en un volumen

de 100 mL de biomasa.
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Figura 5. Superficie de respuesta. Relacién concentracion de floculante y
agitacion inicial.
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En la Figura 6, se observa que las mejores condiciones de floculacion estan a
una agitacion final de 200 rpm y una concentracion de floculante menor a 10

mg/L, logrando una eficiencia superior del 90% en la recuperacion de biomasa.

Figura 6. Superficie de respuesta. Relacién concentracion de floculante y
agitacion final.
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Figura 7. Superficie de respuesta. Relacion agitacion inicial y agitacion final
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La relacién entre las variables de agitacion para recuperacion de biomasa mas
alta se presenta cuando las agitaciones iniciales son mayores a 500 rpm y las
agitaciones finales proximas a 200 rpm, obteniendo una eficiencia en la
separaciéon de la microalga de su medio de cultivo de 90% (Figura 7).
Corroborando lo propuesto por Garzén-Sanabria et al [11], para la agitacion inicial

y final en el proceso de floculacion.
2.4 Resultados de floculacién a un volumen de 500 mL

Los experimentos 2, 3, 8, 9, 13 y 14 se escalaron a un volumen de 500 mL, como
resultado se observo que el experimento con mayor recuperacion de biomasa es
el experimento 13, que corresponde a una concentracion de floculante de 3,26
mg/L, con una agitacion inicial de 500 rpm y 200 rpm de agitacioén final (Figuras
8a, 8b y 8c). Se concluyd que el floculante FO4990 presenta un alto rendimiento
independiente del tiempo de crecimiento de la microalga y el volumen de

biomasa.
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Como dato adicional se concluy6é que en tanto aumenta el tiempo de floculacion
mejora el porcentaje de biomasa floculada llegando a ser estable entre las 2.5y 3
horas tal como lo muestra Graficas 8a, 8b y 8c

Figura 8. Porcentaje de biomasa a un volumen de 500 ml. 8a 5 dias. 8b 10 dias.
8c 15 dias.
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En la Figura 9 se muestra el mejor experimento (experimento 13) después de 2,5
horas desde que se adiciono el floculante y se encontrd un rendimiento superior al
90% (Figura 8). Resultados obtenidos en otros estudios reportan porcentajes de
recuperacion del 90% con polimeros catiénicos entre 20-30 mg/L aplicados a
algas de agua marina [11], de esta forma se comprueba la efectividad de los
floculantes poliméricos. Se observé que la cantidad de floculante usada por
Garzon-Sanabria et al. [11] es demasiado alta comparada con la obtenida para
flocular C. vulgaris (3,26 mg/L) debido al medio de cultivo y las caracteristicas de

las cepas.
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Figura 9. Alga obtenida con una concentracion de floculante de 3.26 mg/L

2.5 Resultados de Extraccion Soxhlet con 1L

Para realizar el calculo del rendimiento en la obtencién de lipidos se hace

mediante la ecuacion 1.

Masa final del matraz—masa inicial del matraz

Extracto lipidico % = * 100 (Ec 1)

masa inicial de la muestra

Se realiz6 la extraccion Soxhlet utilizando hexano y se obtuvo un rendimiento del
6,41% para la biomasa floculada con polimero FO4490 y para biomasa obtenida
mediante el método de centrifugacion se obtuvo un rendimiento de 6,45% (Figura
10). El método de centrifugacion es mas eficiente para separar la microalga de su
medio de cultivo, pero mas costoso que proceso de floculacion con polimero
FO4990 y se obtuvo una diferencia en la extraccion de lipidos muy baja (0.04%)
se concluy6 que la floculacién con biopolimeros para C. vulgaris es eficiente. El
uso de hexano como solvente para la extraccion de lipidos obtiene un rendimiento
del 6,8% [16]. Comparado los resultados obtenidos de 6,41% se obtuvo una
eficiencia de extraccion (ecuacion 2) de lipidos del 94.26% segun el solvente

usado.

Porcentaje experimental

Eficiencia de extraccion = * 100 (Ec 2)

Porcentaje tedrico
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Figura 10. Porcentaje de extraccion de lipidos con diferente método de obtencion

del alga.
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3. CONCLUSIONES

Se logré obtener la relacién entre las condiciones de agitacién inicial, agitacion
final y concentracion de floculante, para la mayor obtencién de biomasa utilizando
el floculante FO4990 estas deben ser altas para la agitacion inicial y bajas para la

agitacion final.

Se establecié un rango en el cual la concentracidon de floculante presenta una
maxima recuperaciéon de microalga (Mayor de 90%) sin importar el volumen de
biomasa. Ademas de demostré que el floculante polimérico presenta un alto

rendimiento en el proceso de floculacion del alga C. vulgaris.

El analisis estadistico de los resultados mostro que la mayor cantidad de biomasa
recuperada se presenta bajo las condiciones concentracion de floculante bajas

(3,26), agitacion inicial promedio 500 rpm y agitacion final 200 rpm.

Se logré demostrar el alto desempefio del polimero FO4990 para la floculacion del
alga Chlorella vulgaris ya que necesita concentraciones bajas para lograr

excelentes resultados.
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4. RECOMENDACIONES

Proponer un disefio experimental con concentraciones de floculante menores a
las estudiadas en el presente trabajo, con el propdsito de encontrar un rango

para la utilizacion del polimero FO4990.

Debemos involucrar otras variables influyentes en la floculacion como son el pH,

con el objetivo de mejorar el porcentaje de biomasa obtenido.
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