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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE UN SISTEMA DE EXTRACCION BIFASICO DE CARBOHIDRATOS
Y PROTEINAS A PARTIR DE CULTIVOS HETEROTROFOS DE Chlorella vulgaris UTEX 1803.

AUTORES: EDISON GABRIEL AYALA TORRES, OSCAR JULIAN REYES GOMEZ"~

PALABRAS CLAVES: Microalgas, proteinas, carbohidratos, extracto, pretratamiento térmico,
selectividad.

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos autotrofos unicelulares, son una valiosa fuente
de productos de alto valor y biocombustibles, sin embargo el alto costo energético requerido para
la extraccion de sus metabolitos ha mantenido en tela de juicio sobre el posible escalamiento
industrial para la obtencién de biocombustibles y otros productos derivados de esta biomasa.

El objetivo de este trabajo es evaluar un sistema de extraccion de carbohidratos y proteinas en 2
ciclos mediante el uso de soluciones basicas (NaOH).

Dentro del trabajo se evalué el efecto de la temperatura, relacién solvente/biomasa y concentracion
de NaOH en la selectividad en cuanto a la obtencién de carbohidratos y proteinas.; para esto se
realizé un disefio de experimentos 22 utilizando el software STATISTICA 7.0

Se encontré que las mejores condiciones de extraccidon para carbohidratos se logran a una
concentracion de solvente de 3,673 M, temperatura de reaccion 55°C y una relacion
solvente/biomasa 30mL/g; mientras que las mejores condiciones para proteinas se obtienen a una
concentracién de 3M, temperatura de reaccion 85°C y relacion solvente/biomasa 45 mL/g. las
eficiencias que se lograron bajo estas condiciones fueron de 95% para carbohidratos y de 98%
para proteinas.

Tomando las mejores condiciones de extraccion para cada metabolito, se realiz6 un pre-
tratamiento térmico a 25°C y 75°C para compararlos con los logrados a 105°C, los resultados
obtenidos indican que las mayores eficiencias se lograron con biomasa seca ( pre-tratada a 105°C)
con valores de 95% para carbohidratos y 98% para proteinas, sin embargo al compararlos con las
eficiencias obtenidas al utilizar biomasa himeda (pre-tratada a 25°C) cuyos valores fueron de 89%
para proteinas y 73% para carbohidratos, la posibilidad de trabajar con biomasa humeda al
considerar que la etapa de secado de la biomasa representa la etapa en la cual ay un mayor gasto
energético.

" Proyecto de grado
" Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Director. Dr. Sc
Viatcheslav Kafarov. Codirector: Bi6logo. Andrés Fernando Barajas Solano

13



ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF A TWO-PHASE EXTRACTION SYSTEM OF CARBOHYDRATES AND
PROTEINS FROM CROP OF heterotrophic Chlorella vulgaris UTEX 1803.

AUTHORS: EDISON GABRIEL AYALA TORRES, OSCAR JULIAN REYES GOMEZ”
KEYWORDS: Micro-algae, proteins, carbohydrates, extract, thermal pre-treatment, selectivity.

Microalgae are photosynthetic autotrophic unicellular microorganisms; they are a valuable source of
high-value products and biofuels. However the high energy cost required for the extraction of their
metabolites has kept questioning on possible industrial upgrading for the obtaining of biofuels and
other products derived from biomass. The aim of this study was to evaluate a 2-cycle carbohydrate
and protein extraction system by using basic solutions (NaOH).

Within the paper, the effect of temperature, solvent / biomass and concentration of NaOH in the
selectivity in terms of obtaining carbohydrate-protein ratio was evaluated; in order to do this, it was
performed a design of experiments 23 using STATISTICA 7.0 software. We found that the best
extraction conditions for carbohydrates are achieved at a concentration of 3.673 M solvent, reaction
temperature 55 ° C and a solvent / biomass 30mL / g ratio, while the best conditions for protein are
obtained at a 3M concentration, reaction temperature 85 ° C and solvent / biomass 45 mL / g ratio.
The efficiencies achieved under these conditions were 95% for carbohydrates and 98% for proteins.

Taking the best extraction conditions for each metabolite, a thermal pre-treatment was performed at
25 ° C and 75 ° C for comparison with those obtained at 105 ° C. The results indicate that the
highest efficiencies were achieved with dry biomass (pre-treated at 105 ° C) with values of 95% for
carbohydrates and 98% for proteins; however when compared to the efficiencies obtained using
wet biomass (pre-treated at 25 ° C) which values were 89% for protein and 73% for carbohydrates,
the possibility of working with wet biomass considering that its drying stage represents the stage in
which there is a bigger energy expenditure.

" Graduation proyect
" Physical-Chemical Engineering Faculty. Chemical Engineering. Departament. Director: Dr. Sc
Viatcheslav Kafarov. Codirector: Bidlogo. Andrés Fernando Barajas Solano
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INTRODUCCION

Las microalgas son consideradas como una de las fuentes renovables mas
prometedoras para la produccion de diversos productos para las industrias
farmacéuticas, alimentarias y para la produccion de biocombustibles, ya que
posee grandes ventajas como: rapido crecimiento, alta eficiencia en la fijacion de
CO,, no compiten por tierras cultivables y agua potable (Chen et al., 2013). Sin
embargo los altos costos asociados a la cosecha y secado de la biomasa (Garcia-
Cuadra, et al, 2012), generan un alto costo energético requerido para la

extraccion de metabolitos esenciales (carbohidratos, lipidos y proteinas).

Por estas razones las investigaciones se estan centrando en reducir dichos costos
mediante el mejoramiento de las técnicas de extraccion y obtencion de nuevos
metabolitos como son los isoprenoides, alcaloides, toxinas, polisacéaridos, acidos
grasos poliinsaturados, enzimas, péptidos no ribosomales, carbohidratos y
proteinas, que encuentran aplicaciones en la salud, la farmacologia, nutricién y

biotecnologia (Serive et al., 2012).

Chlorella vulgaris, que es una de las cepas microalgales mas utilizadas a nivel
comercial, principalmente en las industrias alimentarias y nutricionales (Harun et
al 2010) debido a sus niveles de carbohidratos (33-50%), proteinas (20-60%) y
lipidos (10-20%) (Ho et al., 2012); ademés puede ser utilizada para el tratamiento
de aguas residuales, la fijacion de CO, industrial y futuras aplicaciones con gran
potencial (Hadj-Romdhane et al., 2012). Los carbohidratos son el mayor producto
derivado de la fotosintesis y el metabolismo de fijacion de carbono (Ho et al.,
2011), los cuales son acumulados en los plastidos como material de reserva
(almidén), o en la pared celular (celulosa, pectina y polisacaridos sulfatados)
(Chen et al., 2013), sin embargo el metabolismo tanto de la celulosa y el almidén
varia significativamente entre géneros y especies (Rangel-Yagui et al., 2004;
Rizmani-Yazdi et al., 2011).
15



Por lo tanto en algunas ocasiones se presentan dificultades en la extraccion
debido al pequefio tamafo celular y/o a paredes celulares resistentes, por lo cual
se hace necesario pre-tratar la biomasa para mejorar las eficiencias de extraccion.
El pre-tratamiento de la biomasa es una de las etapas mas importantes y costosas
en el proceso, ya que permite reducir la cristalinidad de la biomasa y aumentar el
area de contacto con el fin de mejorar la digestibilidad del sustrato.

En la actualidad se encuentran numerosos trabajos sobre la extraccion de los
metabolitos presentes en la biomasa. Para el caso especifico de extraccion de
proteinas existen ciertas dificultades que conllevan a problemas de sobrestimacion
proteica pues las microalgas contienen niveles de aminoacidos y otros

compuestos organicos no proteicos como la clorofila (Slocombe et al.,2013).

Aunque las condiciones alcalinas pueden beneficiar la extraccion proteica es
necesario tener en cuenta que la extraccibn en medio alcalino altamente
concentrado, conduce a varios efectos adversos como la reduccion de la
digestibilidad de la proteina y el dafio de algunos aminoé&cidos (lisina, cisteina)
(Sari et al., 2013). Por otra parte, la temperatura es otro factor importante debido a
gue puede actuar positivamente sobre moléculas resistentes al calor, también
puede degradar moléculas termolabiles como las clorofilas (Serive et al., 2012).
Harun et al (2011) utilizaron un tratamiento alcalino para la extraccion de
carbohidratos donde el rendimiento méaximo fue de 35,01% de los carbohidratos
totales, trabajando a 120°C, 0,75% w/v de NaOH durante 30 minutos; el mayor
problema de esta técnica son los altos costos energéticos sin obtener

rendimientos significativos.

Para la hidrolisis enzimatica a pesar de los altos rendimientos obtenidos por Ho et
al. (2012) este no es un meétodo viable debido a que estos valores no compensan
el alto valor agregado que puede llegar a tener el tratamiento por el alto costo de
las enzimas (Harun & Danquah., 2011; Daroch et al., 2013; Zhao et al., 2013).

16



El proceso de tratamiento acido es preferible, ya que aporta una mayor eficiencia
en la conversion de materiales celuldsicos, sin embargo un ambiente acidificado
puede conducir a la descomposicion de los azucares en metabolitos no deseados
que inhiben el proceso de fermentacién (Girio et al.,, 2010; Harun et al., 2010;
Moxley & Zhang, 2007). Debido a esto durante este proceso influyen
significativamente diversos parametros en la cantidad total de azlcares
fermentables tales como: el tiempo del proceso, la temperatura, la cantidad de
sustrato y la concentracién del acido (Harun et al., 2011); por consiguiente el
pretratamiento alcalino ha mostrado ser una alternativa favorable, debido a las
bajas condiciones de temperatura y presién aplicadas, proporcionando asi un
menor coste de produccién con respecto a otros métodos de pretratamiento
(Harum et al., 2011). Debido a lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue
evaluar un sistema de extraccién bifasico que permita obtener tanto carbohidratos
como proteinas, utilizando variables como temperatura, concentracion del medio
alcalino (NaOH) y la relacion solvente/biomasa, para mejorar la selectividad en

cuanto a la obtencidon de estos dos metabolitos.
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1. DESCRIPCION METODOLOGICA

Figural. Procedimiento Experimental

l— Cultivo vinazas

Centrifugacién
Biomasa NaOH Realizar balance
‘ de masa
Pretratamiento l
térmico — > Extraccion 1
v l Pesar
Vinaza . - NaOH T
l— Centrifugacion
_l l Horno
Licor 1 Biomasa —» Extraccion 2
l _ l Biomasa
Filtracidn Licor 2
(Carbén Activado) l
l Filtracion
(Carbon Activado)
Cuantificacion de
carbohidratos y proteinas l

Cuantificacién de
carbohidratos y proteinas
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1.1 Meétodos de cultivo

Se utiliz6 como fuente de nutrientes las vinazas (residuos generados en la
produccion de etanol a partir de cafia de azucar), 500 mL de inéculo de Chlorella
vulgaris UTEX 1803 fueron mezclados con 1500 mL de vinazas, en reactores
cilindricos tipo airlift con un diametro 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 aireacion
por burbujeo para la inyeccion de aire y ciclo luz-oscuridad 12:12 h, sin ningun
suministro complementario de CO,, considerdndose este cultivo como tratamiento

control.

Después de 15 dias de cultivo, la biomasa producida fue recuperada mediante
centrifugacion a 3400 rpm durante 15 minutos en una centrifuga (UNIVERSAL 320
R), posteriormente la biomasa se llevé al horno a 105°C, durante 24 horas.

Para la extraccion de carbohidratos y proteinas mediante tratamiento alcalino, se
tomo6 1 g de biomasa seca a 105°C y mediante las condiciones descritas en el
disefio experimental para cada tratamiento, se adicioné la soluciéon de NaOH. La
mezcla se pre-traté térmicamente a (55 — 85°C) en bafio maria (Memmert) durante

20 minutos.

En la siguiente etapa se procedio a centrifugar las muestras a 3400 rpm en una
centrifuga (UNIVERSAL 320 R) durante 15 minutos, obteniendo el primer extracto
y biomasa residual, a la cual se le aplica nuevamente una solucién de NaOH con

el fin de lograr una segunda extraccion y cuantificar los metabolitos extraidos.

19



1.2 Disefio experimental

Para el desarrollo del disefio experimental se realizé en la herramienta informatica
STATISTIC 7.0. El disefio realizado esta basado en composicion central, factorial
3% de 17 experimentos con replica (Tabla 1), éste fue realizado para evaluar el
efecto de la variables molaridad (1, 2 y 3M), relacion solvente/biomasa (15, 30 y

45 mL solvente /g biomasa) y temperatura (25, 55 y 85°C).

Tabla 1. Disefio de experimental

Prueba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Molaridad 1 3 1 3 2 1 3 1 3 2 2 0,327 3,673 2
mL solvente/ g
biomasa 15 45 45 15 30 45 15 15 45 30 30 30 30 4,9
Temperatura°®C 25 25 85 85 55 25 25 85 85 48 105 55 55 55

15*

55

55

*15: El tratamiento 15 es el promedio aritmético de las pruebas 16 y 17, para las
dos fases de extraccion de carbohidratos y proteinas.

1.3 Separacién de clorofilas

La temperatura es un factor importante ya que ademas de maleabilizar la pared
celular también puede degradar moléculas termolabiles como son las clorofilas
(Serive, et al., 2012), generando asi sobrestimacién en los extractos proteicos
(Slocombe et al., 2013), cambios en el color y estructura molecular (Schwenzfeier
et al., 2011). Para disminuir dicho problema culminados los 20 minutos de
tratamiento térmico, las muestras fueron centrifugadas a 3400 rpm durante 15
minutos y el sobrenadante obtenido se hace pasar por una columna vertical de

diametro interno 1,4 cm y altura 12,5 cm rellena con carbén activado.
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1.4 Cuantificacion de proteinas totales

Se utilizé el método de Lowry (Lowry et al., 1951), el cual consiste en tomar 1 mL
de cultivo y adicionar 1,4 mL de solucién A-B-C; después de 20 minutos se
adicionan 0,2 mL de reactivo de Folin y se homogeniza por 30 minutos. La mezcla
se mide utilizando un espectrofotometro (Spectroquant Pharo 300, Merck) a 750
nm. Para determinar el porcentaje de eficiencia en la extraccion de proteinas
presentes en un gramo de biomasa pre-tratada térmicamente a 105°C, se calculd

utilizando la siguiente ecuacion:

o . i Proteinas totales extraidas
% Eficiencia proteinas= - —x100 (1)
Proteinas totales antes de extraccion

En los diagramas de barras de erros descritos en la Figura 3 se pueden observar

las eficiencias para los dos ciclos de extraccion de proteinas.

1.5 Cuantificacion de carbohidratos

Se utiliz6 el método colorimétrico fenol-acido sulfarico (Dubois et al., 1956). Se
toma 1mL de cada extracto y a estos se les adicionan por separado, 0,5 mL de
fenol al 5% se homogeniza la mezcla y adiciona 2,5 mL de &cido sulfarico al 95%.

Por ultimo la muestra es medida en un espectrofotometro (Spectroquant Pharo
300, Merck) a longitudes de onda de 480nm, 485 nm y 490nm para identificar

Xilosa, Arabinosa, glucosa y Fructosa presentes en la biomasa.
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Para determinar el porcentaje de eficiencia en la extraccion de carbohidratos
presentes en un gramo de biomasa pre-tratada térmicamente a 105°C, se calcul6

utilizando la siguiente ecuacion:

Carbohidratos totales extraidos

% Eficiencia carbohidratos= x100 2
o Carbohidratos totales antes de extraccién ( )

Se pueden observar las eficiencias para los dos ciclos de extraccion de

carbohidratos en los diagramas de barras de error descritos en la Figura 2.

1.6 Balance de masa

Para obtener la cantidad de biomasa que se solubilizé y quedé como residuo del
proceso, se realiza un balance de masa para cada una de las extracciones

ilustrado en la Tabla Al del anexo A.

Para determinar el porcentaje de biomasa solubilizada de carbohidratos y
proteinas presentes en un gramo de biomasa seca. Se aplico la siguiente

ecuacion:

Donde la biomasa se obtiene a partir del disefio de experimentos descrito en la
Tablal.

Biomasa (solubilizada) = Biomasa (inicial) - Biomasa (residual) (1)

22



2. RESULTADOS Y ANALISIS

En la Figura 2 y 3 se pueden observar las eficiencias para los dos ciclos de
extraccion de carbohidratos y proteinas. Se aprecia que para la mayoria de los
tratamientos se obtiene una mayor cantidad de carbohidratos en la segunda etapa

de extraccion.

Figura 2. Eficiencia de carbohidratos

100
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60 ® 1ra Extraccion
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Figura 3. Eficiencia de proteinas
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Los resultados de extraccion de carbohidratos y proteinas obtenidos para cada
tratamiento se presentan en la Tabla 2; en el experimento 9 se solubiliza un 98%
de las proteinas iniciales y un 74% de los carbohidratos iniciales, por otro lado en
el experimento 13 se solubilizan un 85% de las proteinas iniciales y un 95% de los

carbohidratos iniciales.
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Tabla 2. Carbohidratos y proteinas extraidos

Proteinas solubilizadas (g/L) Carbohidratos solubilizados (g/L)

Prueba

64

16,218 5,136 0,333

3 9,167 1,344 95 0,688 0,806 19

5 8,714 6,908 94 2,417 2,950 46

7 13,638 5,617 58 3,431 2,566 26

9 9,622 1,282 98 3,246 2,472 74

11 12,670 1,723 86 3,047 1,622 40

13 7,691 6,425 85 5,505 5,601 95

15* 5,379 3,628 99 1,707 2,114 60

*15: La prueba 15 es el promedio aritmético de las pruebas 16 y 17, debido a que
estas son las pruebas generadas por el programa STATISTIC 7.0 como la
composicion central.
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2.1 ANALISIS ESTADISTICO

2.1.1 Extraccién de carbohidratos

Para determinar la influencia de las variables (Temperatura, Molaridad, relaciéon
solvente/biomasa) sobre los datos obtenidos en la Tabla 2, se realizaron los
diagramas de pareto determinando la influencia positiva o negativamente de

dichas variables en la extraccion de metabolitos (Figura 4).

Figura 4. Diagrama de Pareto para la primera extraccion de carbohidratos

O Carbo hidratos (g/l) 1ra Ext.

(3)Solvente/Biomasa (mL/gkL)

Solvente/Bioma=a (mbLig)C) (5

Temperatura (SCHQA)

Mol ar dadiQ)

2 W olaridad(L}) :

(13T emperatura FCHL) .o59909s
Z2Lby3L - O527T24

T1Lby2 L O430115

ALby3L 01554

1
1
1
1
1
1
1
1
T
1
1
t
1
1
1
1
1
1
1
1
1
T
1
L
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Standardized Effect Egtimate (Absclute Value)

Se observa que en la primera extraccion la relacibn es la variable
solvente/biomasa la mas significativa en la primera extraccion de carbohidratos, de
manera que la molaridad, la temperatura y cada una de las interacciones entre
ellas no representan variaciones importantes en los resultados de extraccion. Por
otro lado, la superficie de respuesta de esta primera extraccion (Figura 5)
demuestra que a una concentracion de 2M de NaOH, temperatura de 55°C y
relacion solvente/biomasa de 15 mL/g, la cantidad de carbohidratos extraida fue

59,48 g/L, lo que corresponde al 89,22% de la biomasa inicial.
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Figura 5. Superficie de respuesta para la primera extraccion de

carbohidratos, Molaridad vs Temperatura, Solvente/biomasa: 15 mL/g
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En la segunda extraccion de carbohidratos de nuevo se visualiza que la variable

con mayor importancia en la extraccion sigue siendo la relacion solvente/biomasa
(Figura 6).

Figura 6. Diagrama de Pareto para la segunda extraccion de carbohidratos

En la Figura 7 se visualiza que a una temperatura de 60°C, molaridad de 2,5y
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relacion solvente/biomasa de 15 mL/g se extrae 10 g/L (correspondiente al 19,99%
de la biomasa inicial).
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También se logra evidenciar que durante la segunda etapa de extraccion, la
méaxima cantidad de carbohidratos que se obtienen corresponde aproximadamente

a un 69,23% menos de la maxima a la que se puede llegar en la primera
extraccion.

Figura 7. Superficie de respuesta para la segunda extracciéon de
carbohidratos Molaridad vs Temperatura, Solvente/biomasa: 15 mL/g
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La mayor cantidad de carbohidratos extraidos fue 59,48 g/L para el primer ciclo de
extraccién a temperatura de 55°C, molaridad de 3M vy relacion solvente/biomasa
de 15 mL/g, lo que corresponde al 89,22% de los carbohidratos iniciales. La
extraccion de carbohidratos realizada resulta ser mas eficiente que la propuesta
por (Zhou et al.,, 2011) donde la mayor extraccion de carbohidratos iniciales

corresponde al 83%, trabajando a condiciones 180°C, concentracion de 0,4mol/L
MgCl, durante 10 minutos.
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2.1.2 Extracciéon de Proteinas

En el diagrama de pareto mostrado en la Figura 8 se observa qué para el caso de
la primera extraccion de proteinas, las variables significativas que afectan la
extraccion son la temperatura de forma directa. Se observé que a mayores
temperaturas (Figura 9a), se extrae la mayor cantidad de proteinas, mientras que
a una la relacion solvente/biomasa, se espera extraer la mayor cantidad de

proteinas.

Figura 8. Diagrama de Pareto para la primera extraccion de proteinas
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De acuerdo a las figuras 9a y b, la mayor extraccion posible es de 30 g/L,
(correspondiente al 44,99 % de proteinas iniciales) la cual se logran entre un
rango de temperaturas de 100-110 °C y concentracibn 3M y una relacién

solvente/biomasa de 15 mL/g.
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Figura 9. Superficies de respuesta para la primera extraccion de proteinas.
Molaridad vs Temperatura, Solvente/biomasa: 15 mL/g (a); Molaridad vs
Solvente/biomasa, Temperatura: 105°C (b)
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Para el caso de la segunda extraccién de proteinas las variables significativas que
afectan la extraccion son la temperatura de forma indirecta pues se observa que a
menores temperaturas se extraerd la mayor cantidad de proteinas. La relacién
solvente/Biomasa de forma indirecta, se espera extraer la mayor cantidad de

proteinas conforme disminuya la cantidad de solvente empleado por gramo de
biomasa.

30



Figura 10. Diagrama de Pareto para la segunda extraccion de proteinas
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Segun la superficie de la figura 11a se puede evidenciar que la mayor extracciéon
se obtiene a relacion solvente/biomasa bajas y molaridades alta, cuyo valor es
alrededor de 10 g/L que corresponden al 20% de la biomasa inicial. De acuerdo a
la figura 11b se observa que las mejores condiciones de extraccién es cuando
aumenta la temperatura y la molaridad, siempre y cuando se mantenga la relacién
solvente/biomasa en 15 mL/g.

En base a estas dos superficies de respuesta y de los datos presentes en la Tabla
2, se logra determinar que la mayor cantidad de proteinas ocurren en la primera

extraccion.
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Figura 11. Superficies de respuesta parala segunda extraccion de
proteinas. Molaridad vs solvente/biomasa, Temperatura: 25°C (a); Molaridad
vs Temperatura, Solvente/biomasa: 15 mL/g (b)
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La mayor cantidad de proteinas extraidas fue 30 g/L a temperatura de 105°C,
molaridad de 3M vy relacion solvente/biomasa de 15 mL/g, lo que corresponde al
49,99% de las proteinas iniciales. La extraccion de proteinas realizada resulta ser
mas eficiente que la propuesta por (Barbarino & Lourenco, 2005) donde la mayor

extraccién de proteinas iniciales corresponde al 24%, trabajando a condiciones
95°C, 0,1 N de NaOH durante 10 minutos.

2.2 PRE-TRATAMIENTO TERMICO PARA LAS MEJORES CONDICIONES DE
EXTRACCION

Tomando las mejores condiciones de extraccion para carbohidratos y proteinas
realizadas con biomasa seca (105°C, 24 h), se realiz6 un pre-tratamiento térmico a
25 y 75°C durante 24 h, con el proposito de observar la influencia que tiene la

humedad presente en la biomasa antes de realizarse la hidrolisis alcalina. Para

luego ser comparados con los datos obtenidos con la biomasa seca.
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Esto se llevd a cabo mediante la variacion de las temperaturas de secado de la

biomasa.

Las eficiencias de extraccion de carbohidratos y proteinas utilizando biomasa pre-
tratada térmicamente a 25 y 75°C en dos ciclos de extraccion para las condiciones
descritas en los experimentos 9 y 13 se ilustran en las Figura 12 y 13, de alli se
pueden observar que a condiciones de temperatura de reaccion de 85°C, relacion
solvente/biomasa de 45 ml/g y concentracion 3M de solvente (experimento 9),
para una biomasa himeda (pre-tratada a 25°C), se logran las mayores eficiencias.
Adicionalmente se observa que la mayor cantidad de carbohidratos y proteinas se

solubilizan en el primer ciclo de extraccion.

Figura 12. Eficiencia carbohidratos extraidos
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Las eficiencias para cada ciclo de extraccion fueron calculadas teniendo en cuenta
la cantidad de biomasa que ingresaba a cada ciclo (Tabla 3). Ademas se puede

establecer que la mayor extracciéon de carbohidratos de la biomasa inicial se le
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atribuye al tratamiento 9 que corresponde a una relacion de 3,31 g/L con una

eficiencia del 46% de carbohidratos solubilizados.

Tabla 3. Eficiencia de extraccion carbohidratos

Tratamiento 9

Tratamiento 13

Ext.1

Ext.2

25°C
carbohidratos iniciales 7,14
g/L
Carbohidratos 3,31
extraidos g/L
carbohidratos iniciales 3,83
g/L
Carbohidratos 1,23

extraidos g/L

Eficiencia
(%)

46

32

75°C

7,16

2,51

1,31

Eficiencia 25°C  Eficiencia  75°C
(%) (%)
7,14 7,16
35 46
3,25 1,16
4,64 28 3,89 23 6,00
0,90 1,68

Eficiencia
(%)

16

28

Se puede observar que el tratamiento con el cual se obtiene la mayor extraccion

de proteinas es el numero 9 con una eficiencia del 70 %(Figura 12), utilizando un

pre-tratamiento térmico a 25°C; ademas se puede decir que debido a las bajas

eficiencias obtenidas en el segundo ciclo de extraccion, no seria recomendable

llevar a cabo otra extraccion para solubilizar toda la biomasa empleada durante el

proceso de extraccion.

Figura 13 . Eficiencia proteinas extraidas
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En la Tabla 4 se puede establecer que la mayor extraccién de proteinas de la
biomasa inicial se le atribuye al tratamiento 9 que corresponde a 7,78 g/L con una
eficiencia del 70% de proteina solubilizada.

Tabla 4. Eficiencia proteinas extraidas

Tratamiento 9 Tratamiento 13

25°C Eficiencia 75°C Eficiencia 25°C Eficiencia 75HC Eficiencia
(%) (%) (%) (%)

Ext.1 proteinas iniciales 11,22 11,22 11,22 11,22
g/L 70 20 38 9
proteinas extraidas 7,88 2,21 4,21 1,05
g/L
Ext.2  proteinas iniciales 3,34 18 9,01 25 7,01 8 10,17 6
g/L
proteinas extraidas 0,60 2,21 0,58 0,65
g/L

2.3 COMPARACION DE LAS TRES TEMPERATURAS DEL PRE-
TRATAMIENTO TERMICO PARA LAS MEJORES CONDICIONES DE
EXTRACCION

Comparando los resultados obtenidos para cada temperatura de pre-tratamiento.
En la Figura 14 Se puede observar que la mayor cantidad de proteinas se
consiguen con biomasa seca (pre-tratada a 105°C por 24 h), con una eficiencia del
98%, cabe resaltar que para el pre-tratamiento térmico a 25°C se obtiene una
eficiencia de 89 %, este resultado a pesar de no ser el mejor tiene una gran
ventaja en cuanto al ahorro energético ya que el secado de la biomasa representa
el 90% de la energia total del proceso (Lardon et al., 2009).
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Figura 14. Pre-tratamiento térmico para la mejor extraccion de proteina
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En la Figura 15 se puede apreciar la influencia del pre-tratamiento térmico en la
extraccion de carbohidratos para las pruebas 9 y 13, podemos notar que la
humedad presente en la biomasa, juega un papel muy importante; la mayor
eficiencia se obtiene para la prueba 9 pre-tratada a 105°C la cual es del 95%, cabe
resaltar que para esta misma prueba a temperatura ambiental (25°C) se obtiene
una eficiencia del 73% la cual es buena considerando que el secado de la
biomasa es la etapa del proceso con mayor gasto energético (Lardon et al., 2009).

Figura 15. Pre-tratamiento térmico para la mejor extraccion de carbohidratos
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3. CONCLUSIONES

El analisis estadistico de los resultados mostré que trabajando con biomasa
seca (pre-tratada a 105°C por 24 h), la mayor cantidad de carbohidratos se
extraen bajo condiciones de temperatura 55°C, relacion solvente/biomasa
de 30 mL/g y molaridad de 3,673 M.

Los mejores resultados se obtuvieron utilizando con solvente NaOH en los
dos ciclos de extraccion, donde se alcanz6 una eficiencia del 95% para la
extraccion de carbohidratos y 98% para la extraccion de proteinas.

Una menor relacion solvente/biomasa, mejora la extraccion de
carbohidratos, mientras que a mayor temperatura aumenta la extraccion de

proteinas.

Es posible realizar la extraccion de metabolitos utilizando biomasa con un

80% de humedad, logrando eficiencias de extraccidén superiores al 70%.
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4. RECOMENDACIONES

e Evaluar el efecto de otras variables como agitacion y tiempo de extraccion
en la obtencidbn de proteinas y carbohidratos a partir de biomasa de
microalgas.

e Evaluar la metodologia desarrollada con otras especies de microalgas y
diferentes medios de cultivos.

e Evaluar diferentes rangos de temperatura en el pre-tratamiento térmico de
la biomasa y su efecto en la eficiencia de extraccion.
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ANEXOS

ANEXO A. CUANTIFICACION DE METABOLITOS EXTRAIDOS

Para cuantificar la biomasa residual, una vez realizada la segunda extraccion al
licor se procedi6 a filtrar para dicho propdsito se utiliza papel filtro (Munktell
diametro de poro 110 mm), libre de humedad. Se envio por 24 horas al horno,
luego se introduce en el desecador por 12 horas y finalmente se pesa junto con la

biomasa residual.

La biomasa solubilizada, es la diferencia entre la biomasa inicial y la biomasa
residual. El porcentaje de solubilizacion para carbohidratos y proteinas fue
calculado utilizando las ecuaciones 2 y 3.

__ gCarbohidratos solubilizado

% Solubilizacion Carbohidratos = - Biomasa solubilizada X100 (2)

0 Y , g Proteinas solubilizada

Jo Solubilizacion Proteinas = =— —— X 100 (3)
g Biomasa solubilizada
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Tabla Al. Resultados generales del balance de masa

Biomasa Solvente Biomasa % Biomasa Proteinas % Carbohidratos %
Prueba inicial (mL) residual  solubilizacién  solubilizada totales Proteinas totales (g/L) Carbohidratos

(C)) @ (/L) (g/L)

6 1,0 45,0 0,6 30,9 6,9 6,1 55,0 0,7 9,6
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ANEXO B. CULTIVOS (Chlorella y Vinazas) Y MONTAJES DE EXTRACCION A
105Y 4,8°C

A. Cultivo de microalgas B. Cultivo de Vinazas

C. Bario de maria 105°C D. Bafo de maria 4,8°C
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ANEXO C. METODO DE CULTIVO Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris UTEX 1803, fue adquirida de la coleccion de cepas proveniente
de la Universidad de Texas (Austin, Texas, USA); Inicialmente la cepa se cultivd
en medio Bold Basal, cuya composicién en mg/L es: NaNO3 (2,94), MgS0O4.7H,0
(3,04 X 10%) NaCl (4,28 X 10-1), K:HPO,4 (4,31 X 107), KH.PO. (1,29),
CaCl,.2H20 (1,70 X 10™Y) y micronutrientes (mg/L) ZnS0..7H20 (3,07 X 10-2),
MnCl,.4H,0 (7,28 X 10%), MoOs (4,93 X 10®), CuS0..5H,0 (6,29 X 10-3), Co
(NO3),.6H,0 (1,68 X 10®), HsBO3 (1,85 X 10™), EDTA (1,71 X 10™), KOH (5,53 X
10Y), FeS0,.7H,0 (1,79 X 107).
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ANEXO D. PREPARACION SOLUCIONES A-B-C PROTOCOLO DE LOWRY

3. PREPARING the SOLUTIONS

* The Lowry solution is a mixture of the above chemicals, except the Folin Reagent. The Lowry
solution should be prepared fresh, at the day of measurement. Though the individual solutions
for the Lowry solution can be prepared in advance and then mixed at the day of measurement.

Personal note] Different than the protocol given by Gerhardt ef al (1994), | dissolve
Cu50,.5(H,0) and Na,Tartrate.2(H.0) separately. Please compare this protocol and the one
given by Gerhardt ef al (1994). You can find my calculations for this comparison at the end of
this protocol. Use ddl water.

vSoluion A i a dilute alkali solution. 2N Folin and Ciocalteu's Phenol Reagent containg

hydrochloric and phosphoric acids. So, HEEF gloves, goggles, lab coat, and work r:.arefulhl

SOLUTION A (alkaline solution) (for 500 mL}
2.8556 g NaCH

14,3084 g Na,CO;

SOLUTION B (for 100 L)
14232 g CuS0, 5H:0)

SOLUTION C (for 100 mL)
285299  Na, Tartrate.2(H:0)

Proteins Protocal
Ebiru Dulekgurgen UILCD4
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