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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE LA FLOCULACION EN LA EXTRACCION DE
CARBOHIDRATOS, PROTEINAS Y LIPIDOS EN BIOMASA DE Chlorella vulgaris

y Nannochloropsis sp*

AUTORES: CARLOS ALBERTO JAIMES BRAVO**
GIANNINA MASSIEL LOPEZ GALETH

PALABRAS CLAVES: Microalgas, floculacion, metabolitos, extraccion, lipidos,
proteinas, carbohidratos.

DESCRIPCION:

Las microalgas han sido han sido utilizadas como fuente de complementos nutricionales, sin
embargo, durante las dos Ultimas décadas, el interés por estos organismos se ha enfocado en su
aprovechamiento como recurso energético. Actualmente, los costos de producciéon de biodiesel a
partir de microalgas son altos y no son competitivos con los combustibles fésiles. Debido a lo anterior,
los investigadores estan direccionando sus esfuerzos hacia la valoracion de otros componentes
presentes en las microalgas como son: proteinas, pigmentos, colorantes, carbohidratos, acidos
grasos poliinsaturados y vitaminas. El presente trabajo evalué el efecto de la floculacién sobre la
eficiencia de extraccion de carbohidratos, proteinas y lipidos. El proceso de medicién se llev6 a cabo
utilizando biomasa floculada con cloruro de aluminio (AICI3). Se utilizaron dos medios como agentes
disruptores, uno alcalino y otro acido, con el objetivo de comparar el efecto del floculante en cada
uno de los procesos. Las condiciones del medio alcalino fueron: 30 ml de NaOH por cada gramo de
biomasa a una concentracién de 3,67M y temperatura de 55°C. En cuanto al medio acido las
condiciones fueron de 50 ml de HCI 0,5 M por cada gramo de biomasa y temperatura ambiente. Para
cada uno de los procesos se utilizd biomasa de Chlorella vulgaris y Nannochloropsis, concentrada
por floculacién y biomasa centrifugada. Los resultados obtenidos con las dos diferentes biomasas
fueron contrastados para evaluar el efecto del proceso de floculacién sobre la eficiencia de extraccion
de los metabolitos de interés.

*Trabajo de grado
** Facultad de ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Viatcheslav
Kafarov, Ingeniero Quimico, Ph.D. Co-Director: Paola Andrea Sanguino Barajas, Ingeniera Quimica.
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ABSTRACT

TITLE: FLOCCULATION EFFECT IN THE EXTRACTION OF CARBOHYDRATES,
PROTEINS AND LIPIDS WITH THE MICROALGAE Chlorella vulgaris AND
Nannochloropsis sp.

AUTHORS: CARLOS ALBERTO JAIMES BRAVO
GIANNINA MASSIEL LOPEZ GALETH

KEYWORDS: Microalgae, flocculation, metabolites, extraction, lipids, proteins,
carbohydrates.

DESCRIPTION:

Microalgae have been used as a source of nutritional supplements, however, during the last two
decades, the interest in these organisms has focused on its use as an energy source. Currently, the
cost of biodiesel production from microalgae is high and it's not competitive with fossil fuels. Because
of this, researchers are directing their efforts toward the evaluation of other components present in
microalgae such as proteins, pigments, dyes, carbohydrates, polyunsaturated fatty acids and
vitamins. This study evaluated the effect of flocculation on the efficiency of extraction of
carbohydrates, proteins and lipids. The measurement process is carried out using flocculated
biomass with aluminum chloride (AICI3). In order to compare the effect of flocculants in each of the
processes, two treatments were used as disrupting agents: acid and alkaline. Alkaline conditions
were: 30 ml of NaOH per gram of biomass at a concentration of 3,67M and 55 ° C. Acidic conditions
were 50 ml of HCI 0,5 M per gram of biomass at room temperature.. The results obtained with two
different biomass (Chlorella vulgaris and Nannochloropsis sp) were compared to assess the effect of
flocculation on the efficiency of extraction of the metabolites of interest.

* Graduation project
** Faculty of Physico-chemical engineering. Deparment of Chemical Engineering. Director:
Viatcheslav Kafarov, Chemical Engineer, Ph.D. Co-Director: Paola Andrea Sanguino Barajas,
Chemical Engineer.
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INTRODUCCION

Inicialmente, las microalgas se utilizaron como fuente de complementos
nutricionales, sin embargo, durante las dos ultimas décadas, el interés por estos
organismos se ha enfocado en su aprovechamiento como recurso energético [1]. La
produccion de biocombustibles a partir de microalgas, incentivd numerosas
publicaciones [2-4], ignorando el potencial para obtener otros compuestos de alto
valor [5]. Actualmente, los costos de produccion de biodiesel a partir de microalgas
son altos y no son competitivos con los combustibles fosiles [6]. Debido a lo anterior,
los investigadores estan direccionando sus esfuerzos hacia la valoracion de otros
componentes presentes en las microalgas como son: proteinas, pigmentos,

colorantes, carbohidratos, acidos grasos poliinsaturados y vitaminas [7].

Las microalgas son un amplio y diverso grupo de microorganismos fotosintéticos,
dependiendo de su especie poseen un tamafio que varia entre 2 y 20 um de
diametro, también se caracterizan por tener una pared celular gruesa, esto hace
qgue para romper las células y extraer los metabolitos, se necesiten condiciones
extremas como estrés quimico, fisico y fisicoquimico [8]. Usualmente, estos
organismos se utilizan como biorremediadores de efluentes contaminados [9].
Ademas, los cultivos de microalgas pueden capturar energia solar entre 10 y 50
veces mas eficientemente que las plantas terrestres [10]. Cabe decir, que la
concentracion del medio de cultivo, depende de si crecen en pozos abiertos o
fotobioreactores tubulares, en donde pueden alcanzar concentraciones de 0,5 g/L a
5 g/L en peso seco [10].

Debido a la variada composicion de la biomasa de microalgas, estos

microorganismos son atractivos para aplicar el concepto de biorrefineria, que
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consiste en aprovechar cada componente de la biomasa para producir alimento
animal, biodiesel y energia eléctrica, entre otros [11]. No obstante, la obtencion de
multiples productos sigue siendo un reto, debido a limitaciones en el escalado de
los procesos, al elevado costo de inversion y las bajas eficiencias de extraccion [12].
Actualmente, la cosecha constituye entre el 20 y el 30% de los costos totales de la
produccion de biomasa [13], debido a los altos requerimientos energéticos y los
costos de capital involucrados [8]. Los equipos utilizados durante esta etapa son
costosos e ineficientes, dado su alto consumo de energia. Adicionalmente, las
operaciones de separacion pueden llegar a dafar la integridad de las células [14].
Estas consideraciones econémicas hacen que la cosecha sea un factor critico en la
factibilidad de un proceso de cultivo de microalgas a gran escala [15]. Lo anterior,
conlleva a la busqueda de un método de cosecha que permita una separacion
eficiente de las células del medio de cultivo y al mismo tiempo mantenga su

bioactividad en la produccion de compuestos valiosos [16].

Por definicion, la cosecha es una operacion unitaria de separacion solido-liquido en
la que las células pasan de un medio diluido a un medio concentrado con valores
superiores a 200 g/L. La centrifugacién a escala de laboratorio, actualmente, es el
proceso mas utilizado para la concentracion de biomasa de suspensiones de
microalgas [15]. A nivel industrial, la centrifugacion se utiliza en la obtencion de
compuestos bioactivos de alto costo [17]. Sin embargo, este método de cosecha
tiene algunas limitaciones, entre las que se encuentran: el proceso involucra
exponer las células a elevados esfuerzos cortantes y altas fuerzas gravitacionales,
lo que ocasiona dafio en la estructura de la célula [18]. Adicionalmente, la
centrifugacion de volimenes grandes de cultivo incrementa los costos de

mantenimiento, sobre todo en ambientes salinos [19].

Con el propésito de superar estos inconvenientes en la produccién de biomasa, se

han desarrollado procesos alternativos de cosecha que son menos dafinos con las
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células y tienen un potencial a escala industrial, entre ellos se encuentran:
Floculacion [20], filtracion [21], agregacién por ultrasonido, electrofloculacion y
electrocoagulacion [22] y ultrafiltracion [21]. Cabe mencionar, que la escogencia del
meétodo de cosecha depende del tamafio, la densidad celular, el medio de cultivo, el

tipo de producto final y la relacion de costo beneficio de la produccion [23].

De los métodos de cosecha mencionados, la floculacion es uno de los mas
prometedores. Esto, debido a que la floculacion puede ser menos sensible al
tamafio y forma de las microalgas [24], permite el manejo de volimenes grandes de
cultivo en forma rdpida y con bajo costo energético, comparado con otros métodos
como centrifugacién y ultrafiltracion [25]. Adicionalmente, las células concentradas
por floculacibn mantienen su integridad celular preservando los metabolitos de
interés [26].

La floculacion se define como la unién de sélidos suspendidos para formar
conglomerados compactos de muy baja rigidez [26]. Una alta carga negativa crea
una fuerza repulsiva entre las particulas que mantiene las células de microalga en
suspensién. Al agregar el floculante, iones cargados positivamente se absorben
fuertemente en la superficie de carga negativa de las particulas; como resultado, la
repulsion electrostatica entre particulas desaparece y las particulas se coagulan o

floculan debido a la fuerza gravitacional y a la fuerza de arrastre del fluido [27].

Entre los diversos tipos de floculantes se encuentran los polimeros de
poliacrilamida, estos son eficientes en agua dulce pero no floculan eficientemente
en agua marina, debido al efecto de la fuerza idnica del medio marino [28]. Ademas
estos polimeros pueden contener trazas de acrilamida y de esta manera
contaminan la biomasa de microalgas [29]. Por otro lado los polimeros naturales
como el quitosan tienen la ventaja de ser biodegradables, pero al igual que los

polimeros de poliacrilamida no son eficientes en agua marina [27]. Segun estudios
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realizados por Vandamme et al. (2013), el uso a nivel industrial del quitosan esta
comprometido debido a su costo (15 délares/Kg). Otra técnica, es la floculacion a
pH alto, en la que se forman precipitados inorganicos que se floculan junto con la
biomasa, esto puede aumentar la concentracion de minerales [30], que deben ser

removidos antes de extraer los metabolitos de interés [31].

Otra alternativa, es utilizar sales metalicas como el cloruro de aluminio o cloruro
férrico. Este tipo de floculantes, son ampliamente usados en industrias de
tratamiento de agua y en la mineria. Las sales metalicas proveen un buen sistema
para estudiar la interaccion entre los floculantes y las células de microalga, debido
a que sus propiedades son bien entendidas y su costo en el mercado es atractivo
[32]. Ademas, la salinidad no afecta adversamente la eficiencia de remocion cuando
se usa cloruro de aluminio (AICl3) como agente floculante y es posible su uso
combinado con biopolimeros en ambientes salinos [30].

A pesar de todas las ventajas de los floculantes para la cosecha de microalgas, hay
pocos estudios sobre los posibles efectos de estos elementos en la cantidad y
calidad de los metabolitos extraidos en las microalgas [33]. Robert et al. (2006),
comparo la cantidad de metabolitos presentes en biomasa floculada y centrifugada,
encontrando una disminucién en el contenido de metabolitos. Los autores utilizaron
NaOH 1M como agente extractor de proteinas y carbohidratos, trabajando a 100°C.
En cuanto a la extraccion de lipidos, Robert et al. (2006) emplearon una mezcla de
cloroformo-metanol. Debe resaltarse que las elevadas condiciones de temperatura
en la extraccion de carbohidratos y proteinas y el uso de un solvente altamente
contaminante para la extraccion de lipidos, dificultan utilizar estos resultados a

escala industrial [34]

Por otro lado, N-Villarreyes et al. (2011), investigaron la composicién de &cidos

grasos en Nannochloropsis y Thalassiosira weissflogii, utilizando poliacrilamida
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como floculante. Estos autores encontraron diferencias de composicion entre la
biomasa cosechada sin floculante y la biomasa cosechada con floculante. El estudio
de N-Villarreyes et al. (2011), reportd la disminucion en el porcentaje de acidos
grasos C16:0, C18:0 para Thalassiosira weissflogii y disminucion de C16:0 Y C18:0
para Nannochloropsis. En cuanto a la cantidad total de lipidos no encontro diferencia
entre la biomasa floculada y centrifugada. De igual manera, estos autores sugieren
un escenario en el que los floculantes adheridos a las paredes celulares funcionan
como una trampa para lipidos complejos y esto ocasiona la diferencia en la

composicién de acidos grasos.

El presente trabajo evaluo el efecto de la floculacion sobre la eficiencia de extraccion
de carbohidratos, proteinas y lipidos. El proceso de medicion se llevdé a cabo
utilizando biomasa floculada con cloruro de aluminio (AICI3), a un pH de 7. Se
utilizaron dos medios como agentes disruptores, uno alcalino y otro acido, con el
objetivo de comparar el efecto del floculante en cada uno de los procesos. Las
condiciones del medio alcalino fueron: 30 ml de NaOH por cada gramo de biomasa
a una concentracion de 3,67M y temperatura de 55°C. En cuanto al medio acido las
condiciones fueron de 50 ml de HCI 0,5 M por cada gramo de biomasa y temperatura
ambiente. Para cada uno de los procesos se utilizé biomasa de Chlorella vulgaris y
Nannochloropsis, concentrada por floculacion y biomasa centrifugada. Los
resultados obtenidos con las dos diferentes biomasas fueron contrastados para
evaluar el efecto del proceso de floculacion sobre la eficiencia de extraccion de los

metabolitos de interés.
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1. DESCRIPCION METODOLOGICA

La Figura 1 muestra un diagrama esquematico de la metodologia experimental

llevado a cabo para el desarrollo del proyecto.

Figura 1. Metodologia experimental

Cultivo
Floculacién Centrifugaci6
Secado Secado
105 °C, 24h 105 °C, 24h
Biomasa seca Biomasa seca
v v v v
Tratamiento basico Tratamiento acido Tratamiento Tratamiento
Cuantificacion de Cuantificacion Cuantificacion de Cuantificacién
carbohidratos, de carbohidratos, de carbohidratos
proteinas y lipidos carbohidratos y proteinas y lipidos y lipidos

1.1 METODOS DE CULTIVO.

Chlorella vulgaris UTEX 1803, fue adquirida de la coleccion de cepas proveniente
de la Universidad de Texas A&M (Austin, Texas, EE.UU.); Nannochloropsis sp, fue
aislada del Golfo de Morrosquillo (Sucre-Cérdoba, Colombia). Ambas cepas se
cultivaron en medio Bold Basal el cual tiene la composicibn en mg/L de
macronutrientes es: NaNOz (2,94), MgS04.7H20 (3,04 X 101), NaCl (4,28 X 101),
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K2HPO4 (4,31 X 101), KH2PO4 (1,29), CaCl2.2H20 (1,70 X 101) y micronutrientes
(mg/L) ZnS04.7H20 (3,07 X 10?), MnCl2.4H20 (7,28 X 10%), MoOz (4,93 X 103),
CuS04.5H20 (6,29 X 10-3), Co(NO3)2.6H20 (1,68 X 10%), HsBO3 (1,85 X 101), EDTA
(1,71 X 10'Y), KOH (5,53 X 10Y), FeS04.7H20 (1,79 X 10?).

Las microalgas fueron cultivadas en reactores rectangulares de vidrio con
capacidad de 20 L. El medio de cultivo se acoplé a un sistema de aireacion por
burbujeo. Se utilizdé lluminacion artificial con ciclo luz oscuridad 12:12 h y la
temperatura se mantuvo en un rango de 23+2 °C. El tiempo de cultivo fue de 15

dias con condiciones de crecimiento exponencial [35].

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Biomasa adscrito a la Escuela

de Ingenieria Quimica de la universidad Industrial de Santander.

1.2 FLOCULACION

Basados en la metodologia desarrollada por Mena y Ortegén (2014) del grupo de
investigacion CIDES, se comparo el efecto de la floculacién empleando el siguiente
procedimiento: Por cada 100 mL de cultivo de chlorella vulgaris o Nannochlorpsis
sp respectivamente se utilizaron 1,25 mL de solucion de floculante (40 g/L AICI3).
El pH se ajusté a 7 empleando soluciones de NaOH 1M y HCI 1M. Posteriormente,
la biomasa concentrada fue recolectada. Por ultimo, la biomasa fue secada en un

horno durante 24 horas a 105 °C.
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1.3 CENTRIFUGACION

Para llevar a cabo la comparacion del efecto de la floculaciébn con diferentes
métodos de cosecha, se centrifugd cultivo de biomasa a 3400 rpm durante 15
minutos. Luego, la biomasa concentrada fue secada en un horno durante 24 horas
a 105 °C.

1.4 TRATAMIENTOS DE EXTRACCION

Para la extraccion de metabolitos se realizaron experimentos por triplicado mediante

tratamiento béasico y acido.
1.4.1 Tratamiento basico

La Figura 2 muestra un diagrama que resume el procedimiento realizado en el

tratamiento basico.

Figura 2. Tratamiento basico

NaOH Biomasa
[3,673 M] seca

\ A /

Extraccion
852C

v

’ Secado Extraccion Extraccion
Centrifuga _P' IDERG — soxhlet — lipidos
) Biomasa
Licor ‘ residual

Carbén
activado

\/

Cuantificacion
carbohidratos y
proteinas
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A partir de la biomasa seca se tomaron 5 gramos y se adicion6 150 mL de NaOH
3,673 M en un recipiente de vidrio. La mezcla anterior fue tratada térmicamente en
bafio de Maria (Memmert) a 85 °C durante 20 minutos. Inmediatamente, las
muestras se centrifugaron a 3400 rpm durante 15 minutos. El extracto obtenido se
utilizé para cuantificar los carbohidratos y proteinas. Por otro lado, la biomasa
residual se sec6 en un horno durante 4 horas y se destiné para la extraccion de
lipidos.

1.4.2 Tratamiento acido

La Figura 3 muestra un diagrama que resume el procedimiento realizado en el
tratamiento acido.

Figura 3. Tratamiento acido.

[ OH5C|{/|] Biomasa seca KOH

[ g

Hidrolisis 4cida ===y \oytralizacion

Solucién
neutralizada

Centrifuga Horno
9 » 1052C 4h
Licor .
Biomasa
Carbsn residual
activado Extraccion
soxhlet

L

Cuantificacion de Medicion de lipidos

carbohidratos

A partir de la biomasa seca, se tomaron 5 gramos y se adicion6 50 mL de HCI 0,5

M durante 2 horas con agitacion magnética a 500 rpm [36]. La mezcla resultante se
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neutralizé con solucion de KOH 1 M. La solucion neutralizada fue centrifugada a
3400 rpm durante 15 minutos y el licor obtenido se utiliz6 para determinar
carbohidratos. Finalmente, la fase solida se sec6 en un horno durante 4 horas a 105

°C y se emple0 para la extraccion de lipidos.

1.5 CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS

El contenido de carbohidratos totales en la muestra se determiné empleando el
meétodo colorimétrico fenol-acido sulfurico descrito por Dubois et al., (1956). El
método consiste en utilizar un tubo de ensayo para agregar 1 mL de licor y adicionar
por separado 0,5 mL de fenol al 5% y 2,5 mL de &cido sulfarico al 96%. La solucién
resultante se homogeniz6 utilizando un agitador vortex. Posteriormente, la
concentracion de los carbohidratos se determind en un espectrofotometro
(Spectroquant Pharo 300 Merck) midiendo la absorbancia a longitudes de onda de
480, 485 y 490nm correspondientes a los monosacéridos xilosa, arabinosa, glucosa
y fructosa que se encuentran en la biomasa. La concentracion inicial de
carbohidratos se obtuvo a través de una revision bibliogréfica [37-41]. En esta
revision, se compararon diferentes resultados de caracterizacion de carbohidratos
para los dos tipos de microalga y bajo condiciones de cultivo similares a las de este

estudio.

La eficiencia de extraccion de carbohidratos se determind con la Ecuacion 1

Ecuacion 1.

Concentracion de carbohidratos extraidos
EEC = ( o . =) <100
Concentracién de carbohidratos iniciales
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1.6 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

El contenido de proteinas totales en la muestra se determind mediante el método
de cuantificacion de proteinas por reaccion de Folin (Lowry et al., 1951). El método
consiste en inicialmente, agregar 1 mL de muestra a un tubo de ensayo previamente
cubierto con aluminio para evitar la entrada de luz. Posteriormente, se adicioné 1,4
mL de solucién A-B.C. A continuacién, la solucién se agit6 durante 3 minutos por
medio de un sistema vortex (Heidolph REAC Top). Después de 20 minutos de
reaccion se agregd 0,2 mL de reactivo Folin en solucién con agua. La solucion
resultante se dejé reaccionar por 30 minutos con agitacion en vortex durante 5
minutos. Por dltimo, la concentracibn de proteinas se determiné al medir la
absorbancia a una longitud de onda de 750 nm en un espectrofotometro (Pharo300
Merck). La concentracion inicial de proteinas se estimé por medio de una revision
bibliografica [37,38,40-44], en la cual se compararon diferentes resultados
obtenidos a partir de un medio de cultivo de caracteristicas similares al utilizado en
este estudio y en el que las algas se recolectaron en fase de crecimiento
exponencial. La eficiencia de extraccidén de proteinas se calculd con la Ecuacién 2.

Ecuacion 2.

Concentracion de proteinas extraidas
B = ( > )« 100
Concentracién de proteinas iniciales

1.7 CUANTIFICACION DE LIiPIDOS

La extraccion de lipidos fue realizada mediante la técnica de extraccion soxhlet [45].
El montaje consta de un matraz, un tubo soxhlet, un condensadory 250 mL de n-
Hexano como solvente. La biomasa seca se pesé en un cartucho de papel filtro
totalmente sellado que se introdujo en el sistema soxhlet. La temperatura del
solvente se mantuvo en 68 °C durante 14 horas. Posteriormente el extracto lipidico

se obtuvo separando el solvente utilizando un rotoevaporador. El contenido final del
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matraz rotoevaporado es el extracto lipidico libre de solvente n-Hexano. La
concentracion inicial de lipidos se obtuvo por medio de una revision bibliogréafica
[37,38,44] en donde se compararon diferentes resultados obtenidos a partir de un
medio de cultivo similar al utilizado en este trabajo. No se tuvo en cuenta
caracterizaciones realizadas en condiciones de crecimiento con estrés celular como
lo son la limitacion de nutrientes, las variaciones en las ciclos de luz oscuridad o la
cantidad de luz suministrada. Con la revisién anterior se intentdé dar generalidad a
los resultados, teniendo en cuenta que las microalgas son seres vivos cuyas
composiciones varian segun las condiciones de crecimiento. El porcentaje de

extracto lipidico en la muestra se define con la Ecuacion 3.

Ecuacion 3.

masa final del matraz — masa inicial del matraz

%Extracto lipidico = —
masa inicial de la muestra
La Ecuacion 4 se utilizo para calcular la eficiencia de extraccion de proteinas.
Ecuacion 4

porcentaje de extracto lipidico

EEP=( )*100

porcentaje de lipidos iniciales

1.8 ANALISIS ESTADISTICO

Las extracciones bésica y acida se hicieron en triplicados. Se empled la prueba t
(n=3) para comparar diferencias estadisticas de los valores medios en las
eficiencias de extraccién de cada metabolito. Lo anterior, permiti6 comparar la
eficiencia de extraccion de metabolitos en biomasa floculada respecto a la biomasa
centrifugada. Las medias se consideraron significativamente diferentes cuando P <

0,05. Los calculos se realizaron con el software Minitab version 15.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 TRATAMIENTO BASICO

Las eficiencias de extraccion de carbohidratos y proteinas para el tratamiento

basico se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Eficiencia de extraccion de carbohidratos y proteinas. Tratamiento basico.

Chlorella vulgaris

Centrifugada

5

12,33

4,10

33,25

10,0

Eficiencia

, Biomasa|Carbohidratos |Carbohidratos Ef'C'en(.;[a de Proteinas |Proteinas de .,
Métodode | . . . L . extraccion de | . . . p extraccion

inicial iniciales extraidos : iniciales |extraidas
cosecha @ (g/L) (/L) carbohidratos (g/L) (/L) de

9 9 9 (%) 9 9 proteinas

(%)

Centrifugada 5 11,67 4,22 36,16 16,67 8,96 53,75

Floculada 5 11,67 2,61 22,36 16,67 5,38 32,27

Nannochloropsis sp !

5,54

55,40

Floculada

5

12,33

2,17

17,60

10,0

3,84

38,40

2.1.1 Extracciéon de carbohidratos.

En la Figura 4 se muestran las eficiencias de extraccion de carbohidratos para el

Tratamiento basico. Adicionalmente, se reportan los valores P correspondientes a

la prueba t, donde se determind la significancia de los valores medios calculados

para la eficiencia de extraccion de carbohidratos. Lo anterior, permitié comparar los
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resultados obtenidos para la biomasa centrifugada y floculada de las dos microalgas
utilizadas.

Figura 4. Eficiencia de extraccion de carbohidratos. Tratamiento basico.
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Segun se observa en la Figura 4, la eficiencia en la extraccion de carbohidratos
para Chlorella vulgaris centrifugada es de 36,16%. Este resultado se puede
comparar con los obtenidos por Marmolejo y Gutiérrez (2013) en donde la eficiencia
de extraccion corresponde a 46% trabajando a condiciones de 85 °C, 45 mL de
NaOH 3 M, y 1 gramo de Chlorella vulgaris centrifugada. De igual manera, estudios
realizados por Reyes y Ayala (2014), reportan eficiencias de extraccion de
carbohidratos correspondientes a 47% trabajando a condiciones de 55°C, 30 mL de
NaOH 3,67 M, y 1 gramo de Chlorella vulgaris centrifugada, utilizando vinazas como

fuente de nutrientes. Cabe sefalar, que en el disefio previo a este trabajo se
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escogieron los resultados anteriores como referencia para seleccionar las mejores
condiciones de extraccion de metabolitos. Esta seleccion permitio obtener
eficiencias de extraccion del orden del 40%, las que en este tipo de condiciones de
extraccion se consideran eficiencias altas. Como se puede apreciar, la eficiencia de
extraccion de carbohidratos registrada tiene un valor inferior a los trabajos ya
mencionados, probablemente debido a las diferencias en la fuente de nutrientes,

condiciones de extraccion y a la cantidad de biomasa inicial de la extraccion.

Por otro lado, para Nannochloropsis sp centrifugada se obtuvo una eficiencia de
extraccion de 33,25%, menor a los resultados reportados para Chlorella vulgaris. Lo
anterior, dado a la resistencia de la pared celular de esta microalga [8] y al tamafio

de las células [5].

Como se evidencia en la Figura 4, al comparar la eficiencia de extraccion de
carbohidratos, se observa que la biomasa floculada de chlorella vulgaris tiene una
eficiencia de extraccion cercana al 22%. Esto muestra una disminucion del 21,51%,
respecto a la biomasa centrifugada. De igual forma, en Nannochloropsis sp
floculada se obtuvo una eficiencia de extraccion de 17,6 % que es inferior al valor
registrado 33,25 % en Nannochloropsis sp centrifugada. Se sugiere que la
disminucién de eficiencia de extraccion de carbohidratos es ocasionada por la
interaccion entre el floculante y los carbohidratos, generando un atrapamiento que

impide que estos metabolitos sean extraidos.

Los resultados en Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp se pueden comparar con
los estudios realizados por Robert, et al (2006), en donde la eficiencia de extraccion
de carbohidratos de biomasa floculada disminuye 23,17 %, al compararla con la
eficiencia de extraccion de biomasa centrifugada. Estos autores utilizaron la

microalga T.pseudonana, y cloruro férrico sexta hidratado (FeCI3*6H20) como
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agente floculante, NaOH 1M como solvente a una temperatura de 100°C, durante
10 minutos.

2.1.2 Extraccion de proteinas

En la Figura 5 se presentan las eficiencias de extraccion de proteinas para el
Tratamiento basico. De igual manera, se reportan los valores P correspondientes a
la prueba t, donde se determiné la significancia de los valores medios calculados
para la eficiencia de extraccién de proteinas. Lo anterior, permiti6 comparar los
resultados obtenidos para la biomasa centrifugada y floculada de las dos microalgas

estudiadas.

Figura 5. Eficiencia de extraccion de proteinas. Tratamiento basico.
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Teniendo en cuenta la Figura 5, se infiere que la eficiencia en la extraccion de
proteinas para Chlorella vulgaris centrifugada es de 53,75 %. Este resultado es
similar al estudio realizado por Reyes y Ayala (2014), en el cual se reportan
eficiencias de extraccion de proteinas correspondientes a 46%, trabajando a
condiciones de 55°C, 30 mL de NaOH 3,67 M, 1 gramo de Chlorella vulgaris

centrifugada, utilizando vinazas como fuente de nutrientes.

Como se indica en la Figura 5, al comparar la eficiencia de extraccion de proteinas,
se observa que la biomasa floculada tiene una eficiencia de extraccion cercana al
32,27%. Esto muestra una disminucién del 21,48 %, respecto a la biomasa
centrifugada. De igual forma, en Nannochloropsis sp floculada se obtuvo una
eficiencia de extraccion de 38,4 % que es inferior al valor registrado 55,4 % en
Nannochloropsis sp centrifugada. Se sugiere que la disminucion de eficiencia de
extraccion de proteinas es ocasionada por la interaccion entre el floculante y los
carbohidratos, generando un atrapamiento que impide que este metabolito sean

extraido.

Los resultados en Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp se pueden comparar con
el estudio realizado por Robert, et al (2006), en el cual la eficiencia de extraccion de
proteinas de biomasa floculada disminuye 29,7 % al compararla con la eficiencia de
extraccion de biomasa centrifugada. Los autores trabajaron con T.pseudonana,
utilizando FeCI3*6H20 como agente floculante, NaOH 1M como agente extractor y
temperatura de 100°C, durante 10 minutos para extraer proteinas. Los resultados
obtenidos en este estudio son inferiores a los obtenidos por Prasertsan, et al (2015),
en donde al flocular Chlorella sp utilizando entre otros, sulfato de aluminio y Potasio,
se logra una eficiencia de extraccion de proteinas de 52,9%.
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2.1.3 Extraccion de lipidos

En la Figura 6 se muestran las eficiencias de extraccion de lipidos para el
tratamiento basico. Adicionalmente, se reportan los valores P correspondientes a la
prueba t, donde se determind la significancia de los valores medios calculados para
la eficiencia de extraccién de lipidos. Lo anterior, permiti6 comparar los resultados

obtenidos para la biomasa centrifugada y floculada de las dos microalgas utilizadas.

Figura 6. Eficiencia de extraccion de lipidos. Tratamiento bésico.
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Segun la polaridad, existen tres tipos de lipidos en las microalgas: Lipidos no
polares, polares y anfifaticos (de cabeza polar y cola larga hidrocarbonada no polar).
Los lipidos anfifaticos estan relacionados con la estructura celular y son los
componentes principales de la membrana celular [46]. Numerosos estudios han
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encontrado que las microalgas incrementan la fraccion total de lipidos al crecer bajo
condiciones de estrés celular [47, 48]. Una de las condiciones més efectiva es el
crecimiento bajo limitacién de Nitrégeno [47,49,50]. Esto permite la acumulacion de
lipidos neutrales en la forma de triacilglicéridos (TAG) en los llamados cuerpos de
aceite [8]. Dicha acumulacion ocurre a expensas de la energia utilizada para el
crecimiento, lo que lleva a una disminucion de la velocidad de crecimiento y en
consecuencia a un descenso en la productividad [8]. En este trabajo, los cultivos de
microalga se realizaron en condiciones controladas y sin ningun tipo de limitacién
de nutrientes. Bellou y Aggelis (2012) determinaron la composicion y distribuciéon
de lipidos para Chlorella vulgaris y Nannochloropsis cultivada en condiciones
similares a las de este estudio. Los autores encontraron que en Chlorella vulgaris
los lipidos no polares y Anfifaticos corresponden al 92%, mientras que en
Nannochloropsis estos lipidos corresponden al 70% del total de lipidos. Por otra
parte, los lipidos polares constituyen 8 y 30 % para Chlorella vulgaris y
Nannochloropsis respectivamente. Como se observa en la Figura 6, la eficiencia de
extraccion de lipidos en biomasa centrifugada de Chlorella vulgaris es de 44,67 %,
valor que es superior al reportado para Nannochloropsis centrifugada y que
corresponde a 36,81%. Esta diferencia se puede explicar si se tiene en cuenta la
mayor proporcion de lipidos polares en Nannochloropsis sp respecto de Chlorella
vulgaris y el solvente extractor hexano que debido a su naturaleza no polar, se

caracteriza por una mayor afinidad hacia lipidos no polares y anfifaticos.

Como se indica en la Figura 6, el valor P para Chlorella vulgaris es de 0,201, lo que
quiere decir que no hay diferencia estadistica entre la eficiencia de extraccion de
lipidos para biomasa floculada y centrifugada. Esto se puede contrastar con los
estudios realizados por N-Villarreyes, et al. (2011), en donde al flocular
Thalassiosira weissflogii, utilizando el floculante poliacrilamida y medio basico como
agente extractor, se encontrd que la eficiencia de extraccion de lipidos no se ve

afectada por el floculante.
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Por otro lado, el valor P que compara la eficiencia de extraccién de lipidos en
Nannochloropsis sp centrifugada y floculada es de 0,035. Esto indica que las
eficiencias de extraccion de lipidos en Nannochloropsis centrifugada y floculada son
diferentes y corresponden a valores de 36,81 % y 33,03 % respectivamente. Si bien
es cierto, que los resultados estadisticos son opuestos en Chlorella y
Nannochloropsis, la diferencia de eficiencia de extraccion de lipidos entre biomasa
centrifugada y floculada no supera el 3,78%. Los resultados para Nannochloropsis
y Chlorella wvulgaris comprueban que los floculantes no disminuyen
considerablemente la eficiencia de extraccion de lipidos en condiciones de
extraccion basica puesto que la eficiencia de extraccion no disminuye mas del 5%
respecto de la biomasa centrifugada. Esto es aceptable desde el punto de vista
industrial puesto que la centrifugacion es un método de cosecha considerablemente
mas costoso que la floculacion [19]. Teniendo en cuenta el trabajo de Davis (2011),
los floculantes depositados en la superficie de la microalga tienen un caracter idnico.
Por tanto, la interaccidn entre el solvente hexano y los floculantes no es del mismo
tipo que la existente entre el hexano y los lipidos extraidos. Esta diferencia podria
explicar la poca disminucién en la eficiencia de extraccion de lipidos al comparar

biomasa floculada y biomasa centrifugada.

2.2 TRATAMIENTO ACIDO

Los resultados de extraccion de carbohidratos para el tratamiento acido se

presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Eficiencia de extraccion de carbohidratos. Tratamiento acido.

Chlorella vulgaris

Biomasa inicial

Carbohidratos iniciales

Carbohidratos

Eficiencia de extraccion de

Centrifugada 5

29,84

Nannochloropsis sp

18,74

(g) (g/L) extraidos (g/L) carbohidratos (%)
Centrifugada 5 28,23 18,37 65,07
Floculada 5 28,23 15,77 55,86

62,80

Floculada 5

29,84

17,31

58,00

2.2.1 Extracciéon de carbohidratos

En la Figura 7 se muestran las eficiencias de extraccion de carbohidratos para el

tratamiento acido.

Figura 7. Eficiencia de extraccion de carbohidratos. Tratamiento acido.

~
o

50 -

40 -

30 -

20 -

EFICIENCIA DE EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS (%)

P=0,03

P=0,012

Chlorella vulgaris

Nannochloropsis sp

M Centrifugada

Floculada

35




Segun se observa en la Figura 7, la eficiencia en la extraccién de carbohidratos
para Chlorella vulgaris centrifugada es de 65,16 %. Este resultado supera al valor
obtenido en la extraccion béasica. Por otro lado, para Nannochloropsis sp

centrifugada se obtuvo una eficiencia de extraccion de 62,8%.

Como se evidencia en la Figura 7, al comparar la eficiencia de extraccion de
carbohidratos en Chlorella Vulgaris floculada, la biomasa tiene una eficiencia de
extraccion de carbohidratos de 55,86 % que corresponde a una disminucién de 9,3
% respecto de la biomasa centrifugada. De igual forma, en Nannochloropsis sp
floculada se obtuvo una eficiencia de extraccion de 58 % que es inferior al valor
registrado 62,8 % de Nannochloropsis sp centrifugada.

Se evidencia que la extraccion acida presenta mayores eficiencias de extraccion de
carbohidratos que la extraccion basica. Ademas, el efecto de disminucién de
eficiencia debido a la adicion de floculantes es inferior al obtenido en la extraccion
basica. Si el interés es la obtencidn de carbohidratos se recomienda la extraccion
acida. Debe mencionarse que la extraccion acida no permite extraer proteinas
debido a que en estas condiciones ocurre una degradacion proteica [5]. Esta es

una desventaja que se debe considerar si se utiliza el tratamiento acido.

2.2.2 Extraccién de lipidos

En la Figura 8 se muestran las eficiencias de extracciéon de lipidos para el

tratamiento acido.
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Figura 8. Eficiencia de extraccion de lipidos. Tratamiento &cido.
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Como se indica en la Figura 8, la eficiencia en la extraccién de lipidos para Chlorella
vulgaris centrifugada es de 54,2%. Este resultado supera al valor obtenido en la
extraccion basica en cerca de 10%. Por otro lado, para Nannochloropsis sp
centrifugada se obtuvo una eficiencia de extraccion de 43,45% valor que también
es cerca de 7% superior al obtenido Nannochloropsis centrifugada sometida a
tratamiento basico. Estos resultados se pueden comparar con los reportados por
Wu, et al. (2012) en donde utilizando hexano como agente extractor de lipidos, se
pretratd 1 gramo de Nannochloropsis salina con 20 mL de &cido sulfurico H2SO4 al
5%, temperatura de 120 °C durante 1 hora. Este autor reporté una eficiencia de
extraccion de lipidos con un valor del 60%. Adicionalmente, estudios realizados por
Reyes y Ayala (2014), encontraron que la temperatura es factor determinante en la
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eficiencia de extraccion. Lo anterior explicaria la mayor eficiencia obtenida Wu, et al
(2012).

Por otro lado, al comparar los resultados de extraccion de lipidos en el tratamiento
acido y basico se encuentra que el tratamiento &cido tiene eficiencias entre el 5y
10% mayores en biomasa floculada y centrifugada para los dos tipos de microalga

estudiadas.

Adicionalmente, en la Figura 8 se encuentra que la eficiencia de extraccion de
lipidos es 3 % inferior en biomasa floculada para Chlorella Vulgaris y 3,6 % para
Nannochloropsis sp. Cabe decir, que al igual que sucede con en la extraccion
basica, la eficiencia de extraccion de lipidos no disminuye en mas del 5 % al

comparar la biomasa centrifugada con la floculada.

Por altimo, vale la pena sefalar que en este trabajo no se utilizé biomasa humeda
puesto que la eficiencia de extraccion de lipidos se ve seriamente afectada por la
presencia de una sustancia polar como el agua. Lo anterior se baso en el estudio
realizado por Tys, et al (2014), en el cual, al utilizar biomasa humeda y hexano como
solvente extractor de lipidos, las eficiencias de extraccion de lipidos son inferiores
al 10%.

2.3 COMPOSICION DE MONOSACARIDOS
Las eficiencias de extraccion de carbohidratos para cada uno de los monosacaridos

cuantificados en Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp mediante los tratamientos

acido y basico se muestran en las Figuras 9 y 10.
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Figura 9. Composicion de monosacaridos en extraccion de carbohidratos. Chlorella
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Como se observa en la Figura 9 los monosacéaridos con mayor presencia en
Chlorella vulgaris floculada y centrifugada son la fructosa y la glucosa, alcanzando
aproximadamente un 70% del total de carbohidratos extraidos en los tratamientos
acido y basico. Cabe resaltar que la distribucion de carbohidratos es la misma en
biomasa floculada y en biomasa centrifugada, independiente del tipo de tratamiento

utilizado (acido y basico).
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Figura 10. Composicion de monosacéaridos en extraccion de carbohidratos.
Nannochloropsis sp
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En el caso de Nannochloropsis, la Figura 10 muestra que los monosacaridos con
mayor presencia en Nannochloropsis floculada y centrifugada son la fructosa y la
glucosa, alcanzando aproximadamente un 70% del total de carbohidratos extraidos
en los tratamientos acido y basico. Cabe resaltar que la distribucion de
carbohidratos es la misma en biomasa floculada y en biomasa centrifugada,
independiente del tipo de tratamiento utilizado (acido y bésico). Ademas, la

distribucién de monosacaridos es independiente del valor de la eficiencia obtenida.
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Estos resultados deben contrastarse con los obtenidos por Prasertsan, et al (2015),
en donde al medir la concentracion de monosacaridos en Chlorella sp floculada con
Sulfato de aluminio y Potasio hidratado [Al2(SO4)3K2S04*24H20], se encontro que
el principal monosacéarido obtenido es la glucosa. Ademas, en estudios realizados
por Synytsya, et al (2013), utilizando Dunaliella salina floculada con poliacrilamida,
se encontrd que la distribucibn de monoscaridos fueron Xilosa y Glucosa. Se
encuentra que si bien en las dos cepas estudiadas la distribucion de monosacaridos
no vario, al observar lo que reportan otros autores se recomiendan las cepas
Nannochloropsis sp y Chlorella vulgaris la utilizacion de el monosacarido Glucosa
en procesos de aprovechamiento energético.
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3. CONCLUSIONES

Las eficiencias de extraccion de carbohidratos obtenidas mediante tratamiento
bésico, disminuyen en 21% al comparar Chlorella vulgaris centrifugada y floculada,
mientras que en el caso de Nannochloropsis la eficiencia de extraccion de

carbohidratos disminuye en 15%.

En los dos tipos de microalgas, las eficiencias de extraccion de carbohidratos
obtenidas mediante tratamiento acido, presentan una disminucion inferior a 10%

comparando la biomasa centrifugada respecto a la Floculada.

En los dos tipos de microalgas, las eficiencias de extraccidn de proteinas obtenidas
mediante tratamiento basico, presentan una disminucion inferior a 22% comparando

la biomasa centrifugada respecto a la Floculada.

Los resultados para Nannochloropsis y Chlorella vulgaris comprueban que el
floculante cloruro de aluminio no disminuye considerablemente la eficiencia de
extraccidon de lipidos en condiciones de extraccion basica y acida debido a que la
eficiencia de extraccibn no disminuye mas del 5% respecto de la biomasa

centrifugada
En ambos tipos de microalga estudiados, los monosacaridos extraidos mediante los
tratamientos acido y basico son la fructosa y la Glucosa, los cuales corresponden al

70% del total de carbohidratos extraidos

La hidrdlisis 4cida presenta mejores eficiencias de extraccion de carbohidratos y

lipidos, tanto en biomasa floculada como en biomasa centrifugada.
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4. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio del efecto de la floculacion en biomasa cultivada bajo limitacion
de Nitrogeno para determinar la influencia del solvente hexano en la extraccion de

lipidos neutrales.
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ANEXOS

ANEXO A. Algunas imagenes de la etapa experimental.

A) Cultivo de Chlorella vulgaris

B) Cultivo de Nannochloropsis sp.

C) Montaje soxhlet

D) Nannochloropsis floculada seca
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E) Chlorella vulgaris centrifugada F) Licor para prueba de carbohidratos y

proteinas

G) Columnas para medicion de

carbohidratos
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