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financiado por Colciencias, a través del Programa de la Diaspora Cientifica de Alto
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. RESUMEN

TITULO: SELECCION DE UNA METODOLOGIA PARA LA EXTRACCION SELECTIVA DE
METABOLITOS CON POTENCIAL DE VALOR A PARTIR DE BIOMASA DE MICROALGAS?.

AUTOR: PAOLA ANDREA SANGUINO BARAJAS®

PALABRAS CLAVES: Microalgas, Extraccién, Carbohidratos, Proteinas, Lipidos, Humedad,
Temperatura, Solvente, Floculacion.

DESCRIPCION: Las dificultades en la obtencion de biocombustibles y productos de alto valor a
partir de microalgas, promueven el estudio de métodos eficientes y econémicamente viables para
la recuperacion de los metabolitos. Dado este escenario, la presente investigacion se fundamento
en la evaluacion de métodos experimentales para la obtenciéon de carbohidratos, proteinas y
lipidos, mediante el estudio de las variables: concentracion de solvente, temperatura del proceso,
relacién (biomasa/ solvente) y contenido de humedad de la biomasa, teniendo en cuenta el efecto
de la floculacién, sobre el porcentaje de recuperacion de los metabolitos.

El estudio demostré que al utilizar biomasa sin pre-tratamiento térmico, con un contenido de
humedad promedio de 73%, es posible recuperar 41,96% de los carbohidratos de C. vulgaris,
mediante hidrolisis acida (HCI 0,5M). El tratamiento alcalino (NaOH 3,67M, a 55 °C) evaluado,
permitid recuperar el 71% de las proteinas y 49,77% de carbohidratos, a partir de C. vulgaris con
un contenido de humedad promedio de (71%). Lo que representa una disminucién del consumo
energético de hasta 1,6 kilovatios por hora, a nivel de laboratorio.

Los resultados indicaron que utilizando 290,33 mg de biomasa y 5 ml de hexano a 42,5°C, es
posible recuperar 18,22% de los lipidos en C. vulgaris, con un contenido de humedad de 74%. En
el caso de Nannochloropsis Sp, al utilizar una relaciéon (biomasa/hexano) de 64,40g/L a 60°C se
recuperd el 42,19% del contenido de lipidos. Mediante la mezcla de metanol:cloroformo:agua
(106:851:43 ml) y una relacién (biomasa/solvente) de 5g/L, se recuper6 97% del extracto lipidico, a
partir de C. vulgaris con un contenido de humedad de 71%.

Finalmente, el estudio sefialé al utilizar biomasa de microalgas (C. vulgaris y Nannochloropsis Sp)
deshidratada a 105°C por 17 horas, el floculante disminuye el porcentaje de recuperacion de
carbohidratos, proteinas y lipidos.

% Tesis de Maestria
® Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Maestria en Ingenieria

Quimica. Director. Dr. Sc. Viatcheslav Kafarov. Codirector. MSc. Crisdstomo Barajas Ferreira.



ABSTRACT

TITLE: SELECTION OF A METHODOLOGY FOR THE SELECTIVE EXTRACTION OF
METABOLITES WITH VALUE POTENTIAL FROM MICROALGAS BIOMASS*.

AUTHOR: PAOLA ANDREA SANGUINO BARAJAS®

KEYWORDS: Microalgae, Extraction, Carbohydrates, Proteins, Lipids, moisture, Temperature,
Solvent, Flocculation.

DESCRIPTION: difficulties in obtaining biofuels and high value products from microalgae proposes
the study of efficient and economically viable methods for the recovery of metabolites. For that the
present investigation was based on the evaluation of experimental methods to obtain
carbohydrates, proteins and lipids, by studying the variables involved in these processes: solvent
concentration, temperature, ratio (biomass / solvent) and moisture content. This estudy evaluated
the effect of flocculation on the recovery (%) of metabolites.

The study showed that using biomass without pre-heat treatment, with an average moisture content
of 73%, it is possible to recover 41.96% of C. vulgaris carbohydrates by acid hydrolysis (0.5M HCI).
The alkaline treatment (NaOH 3.67 M at 55 ° C) allowed to recover 71% of the proteins and 49.77%
of carbohydrates, from C. vulgaris with an average moisture content of (71%). It means a reduction
in energy consumption of up to 1.6 kilowatts/hour at the laboratory level.

The results indicated that using 290.33 mg of biomass and 5 ml of hexane at 42.5 ° C, it is possible
to recover 18.22% of the lipids in C. vulgaris, with a moisture content of 74%. In the case of
Nannochloropsis Sp, when using a ratio (biomass / hexane) of 64.40g / L at 60 ° C, it was possible
to recover 42.19% of the lipid content. By mixing methanol: chloroform: water (106: 851: 43 ml) and
a ratio (biomass / solvent) of 5 g / L, it was possible to recover 97% of the lipid extract from C.
vulgaris with a moisture content of 71%.

Finally, the study indicated that using microalgae (C. vulgaris y Nannochloropsis Sp) dehydrated
biomass at 105 ° C for 17 hours, the flocculant decreases the rate of recovery of carbohydrates,
proteins and lipids.

* Research projec
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INTRODUCCION

Las microalgas han sido reconocidas como una alternativa prometedora en la
obtencién de lipidos y metabolitos de valor agregado como colorantes, proteinas y
otros (Bernal et al., 2011). Desde hace varios afios se utilizan como materia prima
en una amplia variedad de productos como: alimentos, suplementos dietarios,
medicamentos, polimeros y enzimas (Perez et al., 2011). La extraccion de aceite y
metabolitos a partir de biomasa de microalgas es un tema que atrae la atencién de
los investigadores a nivel mundial (Bai et al., 2011). Lo anterior, debido a la
complejidad de los procesos de separacion y a sus efectos sobre la calidad de los
metabolitos obtenidos (U.S. DOE, 2010). Adicionalmente, los costos de
transformacién de la biomasa siguen siendo demasiado altos para que los
meétodos hasta ahora estudiados puedan ser rentables (Serive et al., 2012). Las
dificultades actuales de la produccion de biocombustibles y productos de alto valor
a partir de microalgas promueven el estudio de métodos eficientes vy
econdmicamente viables para la recuperacion de metabolitos (Halim et al., 2011).
Diversas entidades publicas y privadas han desarrollado investigaciones con miras
a obtener productos de valor agregado y biocombustibles a partir de microalgas
(Bioprospeccion de microalgas Colombianas para la produccién de biodiesel,
2011). Sin embargo, existe una gran cantidad de retos por superar antes de
implementar procesos de produccion a escalas superiores del nivel laboratorio.
Dado este escenario, el presente trabajo de investigacion, se fundamenté en la
evaluacion de métodos experimentales para la obtencibn de metabolitos
(carbohidratos, proteinas y lipidos) mediante el estudio de las variables:
concentracion de solvente, temperatura del proceso, relacion (biomasa/ solvente)
y contenido de humedad de la biomasa, teniendo en cuenta el efecto de la
floculacion (cosecha de la biomasa), sobre el porcentaje de recuperacién de

metabolitos. Todo esto con el objetivo de seleccionar una metodologia de

15



extraccion selectiva, que permita aprovechar la biomasa de microalgas en la

obtencién de productos con potencial de valor.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace varios afios las microalgas vienen siendo objeto de investigacion a
nivel mundial (Chisti, 2007). Frecuentemente se utilizan en la produccion de
alimentos, suplementos dietarios, medicamentos, polimeros y enzimas (Nobre et
al., 2013). También se puede resaltar su importancia en la acuicultura como base
nutricional, en el tratamiento de aguas residuales, en la produccion de oxigeno y
en el consumo de compuestos nitrogenados (Lourencgo, 2006). Las microalgas
pueden crecer casi en cualquier tipo de agua, desde salada hasta residual y
basicamente requieren una fuente de luz, nutrientes y una fuente de carbono
(Aslan & Kapdan, 2006). El aprovechamiento de su mecanismo fotosintético para
la obtencién de materiales valiosos y extractos lipidicos no es un concepto nuevo
(Carvalho et al., 2013). Cabe mencionar que el contenido de metabolitos y el tipo
de &cidos grasos son especificos para cada microalga (Renaud et al., 1999).
Dichas caracteristicas también estan vinculadas a ciertas variables durante el
cultivo, tales como: intensidad de la luz, pH, salinidad del medio, temperatura,
concentracion de nitrégeno y otros nutrientes (Gouveia & Oliveira, 2009).

La extraccion de metabolitos a partir de biomasa de microalgas es un tema que
atrae la atencion de los investigadores a nivel mundial (Bai et al., 2011). Lo
anterior, debido a los retos que plantea la complejidad de los procesos y a sus
efectos sobre la calidad de los metabolitos obtenidos (U.S. DOE, 2010). El
conjunto de técnicas empleadas en la extraccion de productos incluye: ruptura de
la pared celular por medios mecanicos (Cravotto et al., 2008), extraccion mediante
solventes quimicos (Fajardo et al., 2007), fluidos en condiciones supercriticas
(Herrero et al., 2006), utilizacion de agua en condiciones subcriticas (a
temperaturas entre 100 y 374°C y altas presiones para mantener el estado liquido)
(Ayala & Luquede, 2001), (Eikani et al., 2007) y otras combinaciones. Los métodos

tradicionales de extraccion mediante solventes quimicos, han sido empleados para
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la obtencion de sustancias oleosas a partir de materiales biolégicos, incluyendo
microalgas (Lee et al., 2010). Pese a los buenos resultados obtenidos con el uso
de solventes quimicos, estos sistemas presentan desventajas debido a su
toxicidad y contaminacién (Manirakiza et al., 2001). ElI objetivo de las
investigaciones debe estar orientado hacia el remplazo progresivo de los solventes
quimicos (por otros sistemas menos téxicos) y hacia la implementacion de
sistemas mas rentables en términos econdomicos. Los diferentes métodos de
extraccidon requieren varias etapas previas, que incluyen secado de la biomasa y
evaporacion de solventes a altas temperaturas (Mata et al., 2010). Lardon et al
(2009) demostraron mediante el analisis del ciclo de vida, que tanto el secado de
la biomasa como la extraccion de los lipidos representan cerca del 90% de la
energia total del proceso de produccién de biocombustibles a partir de microalgas,
siendo hasta ahora la principal barrera tecnolégica para la produccién a escalas
superiores (Serive et al., 2012). Las dificultades en la obtencion de
biocombustibles y productos de alto valor a partir de microalgas, promueven el
estudio de métodos eficientes y econdmicamente viables para la recuperacion de
los metabolitos (Scott et al., 2010).

Una alternativa para la solucion de estos problemas es incrementar la selectividad
de los procesos utilizando métodos que permitan separar los lipidos de los demas
metabolitos presentes en la biomasa y encontrar un alto valor para estos
subproductos. Dada la importancia en la reduccion del gasto energético durante el
pre-tratamiento y aumentar la recuperacion de los metabolitos de interés es
necesario tener en cuenta los siguientes factores: a) evaluar tanto el efecto del
contenido de humedad, b) el tiempo de contacto con el agente extractivo y c) la

temperatura del proceso.

Otra alternativa es la implementacion de métodos de extraccion en humedo, lo que
reduciria drasticamente la cantidad de energia necesaria en el secado de la

biomasa y en la eliminacion del solvente (Kanda et al., 2013). Segun Kanda et al
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(2012) la extraccion empleando biomasa sin procesos de secado (en base
humeda) podria alcanzar hasta un 97% de rendimiento en comparacion con otros
métodos. Los autores obtuvieron un rendimiento de 40,1% en la extraccion de
lipidos a partir de microalgas (especies mixtas), un valor similar comparado con
los resultados del método Bligh-Dyer (1959) (metanol-cloroformo 2:1) a partir de
biomasa seca. A pesar de los resultados, aliin no se ha confirmado la validez de la
extraccion en humedo para diferentes tipos de lipidos y diferentes géneros de

microalgas (Kanda et al., 2013).

Otro de los factores a considerar en la produccion de microalgas es el sistema de
concentracion y/o cosecha de la biomasa. Esta etapa puede llegar a constituir
entre 20-30% de los costos totales de la produccion de biomasa (Mata et al.,
2010). Los equipos utilizados para concentrar la biomasa de microalgas (separar
las células del medio de cultivo) son costosos e ineficientes, dado su alto consumo
de energia. Adicionalmente, las operaciones de separacion pueden afectar la
integridad de las células (Rwehumbiza et al., 2012). Dichas consideraciones hacen
que sea importante evaluar los efectos de los sistemas de cosecha sobre el
porcentaje de recuperacion y la calidad de los metabolitos de interés. Entre los
métodos de cosecha la floculacién es uno de los mas prometedores, debido a que
es menos sensible frente al tamafio y forma de las microalgas (Davis., 2011).
Adicionalmente, permite el manejo de volumenes grandes de cultivo en forma
rapida y con bajo costo energético, comparado con otros métodos como
centrifugacion y ultrafiltracion (Mandik et al., 2015). A pesar de las ventajas que
presentan los floculantes, hay pocos estudios sobre los posibles efectos de estos
compuestos en la cantidad y calidad de los metabolitos extraidos a partir de

biomasa de microalgas (Gerde et al., 2014).

Bajo este escenario una amplia variedad de métodos y tecnologias estan siendo
adaptados en el aprovechamiento de la biomasa de microalgas, con miras a la

obtencion de productos de alto valor. Para que esto tenga éxito, se requiere que
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dichas tecnologias sean eficientes teniendo en cuenta los aspectos técnicos,

econémicos, ambientales y energéticos.
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2. HIPOTESIS

A partir de la evaluacion de métodos experimentales para la obtencion de
metabolitos (carbohidratos, proteinas y lipidos), mediante el estudio de las
variables: concentracién de solvente, temperatura del proceso, relacion (biomasa/
solvente) y contenido de humedad de la biomasa, teniendo en cuenta el efecto de
la floculacion (cosecha), sobre el porcentaje de recuperacion de metabolitos, es
posible seleccionar una metodologia de extraccibn selectiva, que permita
aprovechar la biomasa de microalgas en la obtencion de productos con potencial
de valor.
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3.1

3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Seleccionar una metodologia para la extraccion selectiva de metabolitos

(carbohidratos, proteinas y lipidos) a partir de biomasa de microalgas.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto del contenido de humedad de la biomasa de microalgas
Chlorella vulgaris UTEX 1803, sobre el porcentaje de recuperacion de
carbohidratos, mediante hidrdlisis &cida con HCI.

Evaluar el efecto del contenido de humedad de la biomasa de microalgas
Chlorella vulgaris UTEX 1803, sobre el porcentaje de recuperacién de
proteinas y carbohidratos, mediante tratamiento alcalino con NaOH.

Evaluar el porcentaje de recuperacion de lipidos mediante la comparacion
de dos métodos de extracciéon en biomasa humeda y seca de Chlorella
vulgaris UTEX 1803 y Nannochloropsis sp.

Estudiar el efecto de la floculacién (durante la etapa de cosecha de la
biomasa de microalgas Chlorella vulgaris UTEX 1803 y Nannochloropsis
sp) sobre el porcentaje de recuperacion de metabolitos (carbohidratos,
proteinas vy lipidos).

Elaborar recomendaciones para el mejoramiento de los procesos y su

aplicacion en el desarrollo de proyectos futuros.
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4. EFECTO DEL CONTENIDO DE HUMEDAD DE LA BIOMASA DE
MICROALGAS Chlorella vulgaris UTEX 1803, SOBRE EL PORCENTAJE DE
RECUPERACION DE CARBOHIDRATOS, MEDIANTE HIDROLISIS ACIDA

4.1 INTRODUCCION

Las microalgas producen diferentes metabolitos (carbohidratos, lipidos vy
proteinas), su contenido depende de factores como la especie, la cepa, las
condiciones de cultivo y la disponibilidad de nutrientes requeridos para su
crecimiento (Pérez et al., 2011). Los carbohidratos en las microalgas provienen
principalmente del almidén almacenado en forma de pirenoides en los cloroplastos
y de la celulosa/polisacaridos en las paredes celulares (Domozych et al., 2012).
Los carbohidratos obtenibles a partir de microalgas poseen ventajas sobre otros
materiales vegetales debido a su que son facilmente hidrolizados en
monosacaridos para la obtencion de diferentes productos como edulcorantes,
saborizantes y ultimamente etanol (Ho et al., 2012). Algunas especies del género
Chlorella, Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus, y Tetraselmis han
demostrado gran capacidad para acumular carbohidratos en concentraciones
superiores al 40% de su peso seco (John et al., 2011); particularmente, Chlorella
vulgaris donde la concentracion puede alcanzar un 37% de sSu peso Sseco
(Dragone et al., 2011).

Entre los métodos mas aplicados para extraer azUcares fermentables de la
biomasa de microalgas se reconocen la hidrélisis enzimatica, la hidrélisis alcalina y
la hidrélisis acida (Girio et al., 2010; Harun et al., 2010). La hidrdlisis enzimatica es
una alternativa limpia ya que no se generan compuestos toxicos o subproductos
gue puedan afectar el proceso fermentativo de la biomasa (Ho et al., 2013). No
obstante, el alto costo de las enzimas y los tiempos de reaccion (2-3 dias) limitan

su aplicacién (Lynd et al., 2002; Kumar & Wyman, 2009). Por su parte, la hidrolisis
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acida es un meétodo muy efectivo en la sacarificacion a partir de materiales
lignocelulésicos. Los acidos méas usados en esta clase de procesos son HySOy,
HCl y HNO3; (Sun & Cheng, 2005). Las variables comunmente estudiadas en este
tipo de hidrdlisis son la temperatura, la concentracion del acido y la relacion
biomasa/solvente (Ballesteros et al., 2008). Ho et al (2013) reportaron el contenido
de azucares en C. vulgaris al tratar la biomasa mediante hidrolisis con H,SO,4 a
diferentes tiempos y temperaturas. En 2009, Nguyen et al., analizaron el efecto de
la temperatura en la extraccion de azucares utilizando hidrélisis 4cida. Kafarov et
al., (2010) compararon diferentes métodos térmicos y quimicos de disrupcion
celular para obtener metabolitos a partir de biomasa de microalgas, entre ellos la
hidrolisis acida. Sin embargo, existen pocos estudios sobre el efecto que tiene la
humedad de la biomasa en el pre-tratamiento mediante hidrélisis acida y por

consiguiente en la obtencion de azucares fermentables a partir de C. vulgaris.

Dado lo anterior, el presente capitulo evalla el efecto de la humedad, teniendo en
cuenta las variables tiempo y temperatura durante el secado de la biomasa (antes
de la hidrdlisis), sobre la recuperacion de carbohidratos (cantidad de carbohidratos
por gramo de biomasa tratada) mediante hidrélisis acida utilizando HCI 0.5M. Para
ello, se realizaron nueve (9) pruebas de acuerdo al disefio experimental de

composicién central 22 utilizando el software Statistica 7.0.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Disefio experimental. Para evaluar el efecto de la humedad de la
biomasa sobre la recuperacion carbohidratos mediante hidrdlisis acida se
realizaron nueve pruebas (9), modificando las variables tiempo y temperatura de
secado. El disefio experimental de composicién central 22 (dos variables a dos
niveles) se obtuvo mediante la herramienta STATISTICA 7.0. Los valores de
temperatura ingresados al software fueron 45°C y 105°C y los valores de tiempo
12 y 24 horas.

Tabla 1. Disefio de experimentos para el pre-tratamiento térmico de la biomasa [hidrélisis &cida].

Prueba No. Temperatura (°C) Tiempo (h)
1 33 18
2 45 12
3 45 24
4 75 9,5
5 75 18
6 75 26,5
7 105 12
8 105 24
9 117 18
4.2.2 Medio de cultivo. El in6culo de Chlorella vulgaris UTEX 1803, fue

adquirido de la colecciéon de cepas de la Universidad de Texas (UTEX, Austin,
Texas, USA). La cepa se cultivé en medio Bold Basal estéril (Bold 1949, Bischoff &
Bold 1963), cuya composicion en mg/L de macronutrientes es: NaNO3 (2,94),
MgS04.7H,0 (3,04 X 10™%) NaCl (4,28 X 107), K;HPO, (4,31 X 10Y), KH,PO,
(1,29), CaCl,.2H,0 (1,70 X 10"y y micronutrientes: (mg/L) ZnS0..7H.0O (3,07 X
10?), MnCl,.4H,0 (7,28 X 107%), MoOj3 (4,93 X 107%), CuS04.5H,0 (6,29 X 107), Co
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(NO3),.6H,0 (1,68 X 107°), HsBO3 (1,85 X 10Y), EDTA (1,71 X 10™Y), KOH (5,53 X
10, FeS0,.7H.O (1,79 X 10%. El cultivo se desarroll6 en recipientes
rectangulares de vidrio con capacidad de 20 litros, previamente desinfectados. Los
reactores se acoplaron a un sistema de aireacion por burbujeo constante para
homogenizar los nutrientes en el medio y se aislaron para evitar la contaminacion
cruzada. El pH se midi6 diariamente asegurando valores en el rango 7-8, como un
mecanismo de control, debido a que la presencia de otros microorganismos puede
modificar este parametro. La biomasa crecié durante 15 dias con ciclos de luz y

oscuridad 12:12 horas, respectivamente.

4.2.3 Pre-tratamiento térmico de la biomasa.  Una vez concluido el tiempo de
cultivo la biomasa fue concentrada mediante centrifugacién a 3400 rpm durante 15
minutos. La fase sdlida obtenida (biomasa concentrada) fue pre-tratada
térmicamente de acuerdo con el disefio de experimentos descrito en la tabla 1.
Una vez terminado este proceso la biomasa fue sometida a hidrolisis acida (HCI)
de forma inmediata para evitar cambios de humedad y de -caracteristicas

fisicoquimicas.

4.2.4 Determinacion del contenido de humedad. El contenido de humedad se
determind por gravimetria, tomando una muestra representativa de la biomasa
obtenida a partir del pre-tratamiento térmico. La muestra se someti6 a una
temperatura de 105°C durante 17 horas. El ensayo se realiz6 por triplicado y se
tom6 el valor promedio de las tres mediciones como referencia para la

determinacién del porcentaje de recuperacion de carbohidratos en base seca.

4.2.5 Hidrdlisis acida. El proceso de hidrdlisis acida se llevd a cabo
adicionando 5 gramos de biomasa pre-tratada térmicamente y 50 mililitros de
acido clorhidrico de concentracién 0,5 molar. La mezcla se agitd continuamente a
500 rpm durante 2 horas (Kafarov et al., 2010). Una vez concluido el tiempo de

reaccion se adiciono gradualmente solucion de KOH de concentracion 1,0 molar,
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hasta neutralizar la mezcla. Posteriormente, se realizo la separacion y filtracion del

licor (rico en carbohidratos) y la biomasa hidrolizada.

4.2.6 Cuantificacion de carbohidratos. Para determinar el contenido de
carbohidratos, como concentracion de glucosa, en el licor producto de la hidrolisis
acida, se utilizé el método colorimétrico fenol-acido sulfurico (Dubois et al., 1956).
El procedimiento consistié en mezclar 1 mililitro de la muestra con 0,5 mililitros de
fenol al 5% y 2,5 mililitros de acido sulfarico al 95%. Una vez revelado el color de
la solucion se realiz6 la medicion de la absorbancia a 485 nm (longitud de onda),
utiizando un espectrofotbmetro Spectroquant Pharo 300 (Merck). La
concentracion de glucosa en el extracto se cuantific6 mediante la curva de
concentracion estandarizada a partir del reactivo grado analitico: D(+) Glucosa
(Merck, CAS: 14431-43-7).

A partir de resultados de caracterizacidon obtenidos previamente en trabajos
realizados por el Centro de Investigacién para el Desarrollo Sostenible en Industria
y Energia (CIDES), se encontr6 que bajo las condiciones de cultivo
implementadas la especie Chlorella vulgaris UTEX 1803, utilizada en el presente
estudio como fuente de biomasa, puede acumular en promedio hasta un 35% de
carbohidratos, valor tomado como referencia para calcular la recuperacién del
metabolito. El calculo del porcentaje de recuperacién de carbohidratos se realiz6
en base seca teniendo en cuenta el contenido de humedad determinado por

gravimetria para cada muestra.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Extraccion de carbohidratos [hidrdlisis acida]. Como resultado de las
pruebas de pre-tratamiento térmico se obtuvo una biomasa con determinado
contenido de humedad. Adicionalmente, se realizé una prueba de control con
biomasa sin pre- tratamiento. En la tabla 2 se presentan los valores de humedad
obtenidos para cada experimento y el porcentaje de recuperacion de
carbohidratos. El calculo del porcentaje de recuperacién de carbohidratos se
realiz6 en base seca teniendo en cuenta el contenido de humedad determinado

por gravimetria para cada muestra.

Tabla 2. Resultados extraccion de carbohidratos [hidrélisis acidal].

Prueba No. C 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Condiciones [T (°C) / t (h)] N.A 3318 45/12 45/24 75/9,5 75/18 75/26,5 105/12 105/24 117/18
Humedad (%) 72,55 66,70 20,69 12,30 1057 821 6,55 333 020 050
Rec. de 41,96 19,14 9,85 1607 17,32 7,93 694 10,18 10,26 8,68
Carbohidratos (%) ! ' ' ' ' ' ! ' ! !

Los resultados correspondientes a la recuperacion de carbohidratos a partir de
biomasa (C. vulgaris) sometida a pre-tratamiento térmico, bajo las condiciones de

T (°C) y t (h) del disefio experimental, se presentan en la figura 1.

Figura 1. Recuperacion de carbohidratos [hidrolisis &cida].
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Como se observa en la figura 1 utilizando biomasa con alto contenido de humedad
(72,55%), obtenida bajo la prueba de control (sin pre-tratamiento térmico), fue
posible recuperar un 41,96% del contenido de carbohidratos medido como
concentracion de glucosa a partir de la curva de estandarizada para el método de
cuantificacion implementado. Esto indica, que no se requieren grandes inversiones
durante el secado para lograr extraer la mayor cantidad de azucares fermentables.
Lo que eventualmente se reflejaria en la reduccion de costos y por consiguiente en

la posibilidad de escalar la metodologia a nivel de planta piloto.

La cantidad de carbohidratos extraidos (8,68%) fue inferior en la biomasa pre-
tratada a mayor temperatura durante tiempos mas largos (117°C/18h), con
respecto al rendimiento de la prueba realizada con biomasa humeda (41,96%). De
acuerdo con Mussatto et al (2010) el exceso de temperatura puede degradar los
materiales lignocelulésicos, descomponiendo parte de los carbohidratos

presentes.

Magota et al., (2012), encontraron que el contenido de agua disminuye la accion
del hexano en la extraccion de hidrocarburos de Botryococcus braunni, debido a la
polaridad del solvente En este sentido, si el solvente utilizado es inmiscible en la
fase acuosa de la muestra, la humedad de la biomasa puede inhibir el proceso de
hidrolisis y/o extraccion de los metabolitos de interés. Dados los resultados de la
extraccion de carbohidratos en funcion del contenido de humedad, es posible
inferir que la presencia de agua favorece la naturaleza miscible del agente

extractor (HCI), e incrementa la eficiencia del proceso.

Es importante sefialar, que bajo las condiciones de hidrdlisis acida (HCI) descritas
en el numeral 4.2.4 del presente capitulo, no fue posible recuperar otros
metabolitos de interés como es el caso de las proteinas. Lo anterior, debido a la
degradacion que sufre el sustrato, destruyendo gran parte de los aminoacidos

cuantificables. La recuperacion de proteinas mediante hidrdlisis &acida,
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generalmente requiere que el las reacciones sean controladas por accion
enzimatica y que otras variables de influencia como el pH y la temperatura se
ajusten sistematicamente a mediada que el proceso transcurre. Esto hace que el
costo de los insumos y los equipos se incremente. En este sentido y teniendo en
cuenta la viabilidad econdémica del proceso, la extraccidbn de metabolitos mediante

hidrdlisis acida (HCI) se limita a la obtencion de azucares fermentables.

4.3.2 Andlisis estadistico [hidroélisis acida]. La influencia del pre-tratamiento
térmico (y por consiguiente del contenido de humedad de la biomasa) en la
recuperacion de carbohidratos a partir de C. vulgaris, se analiz6 mediante el
software Statistica 7.0. En la figura 2 se presenta la superficie de respuesta

obtenida para la eficiencia del proceso en funcién de las variables temperatura y
tiempo de cada prueba.

Figura 2. Superficie de respuesta extraccion de carbohidratos [hidrolisis acidal.

Fitted Surface; Variable: Eficiencia Extraccion (%)
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En la figura 2 es posible apreciar que el proceso de recuperacion de carbohidratos
es mas eficiente cuando la biomasa no ha sido expuesta a un proceso de secado
bajo temperaturas elevadas. Las zonas de color rojo intenso ubican los valores de

recuperacion mas altos y el tono verde intenso los valores de recuperacion mas

30



bajos, ambos en el rango de cada variable de acuerdo con relacién lineal o
cuadrética entre los pardmetros de entrada (tiempo y temperatura) y la variable de
respuesta (eficiencia de extraccion). Dados los resultados de la figura 2, se infiere
qgue el porcentaje de recuperacion incrementa cuando la temperatura de secado
es menor o igual a 20°C, con periodos de tiempo entre 0-24 horas. Para verificar la
influencia de cada variable se generé el diagrama de Pareto (ver figura 3), donde
se muestra el valor absoluto de los efectos con respecto a la linea de referencia o
nivel de significancia (P = 0,05). Los efectos o interacciones que sobrepasan este
valor se consideraran significativos. El comportamiento de la variable respuesta se
analiza mediante la relacion lineal (L) y/o cuadratica (Q) de los datos de entrada.

Figura 3. Diagrama de Pareto extraccion de carbohidratos [hidrolisis acida].

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Eficiencia Extraccidn (%)
2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=40,72753
DV: Eficiencia Extraccidn (%)

_
.
////////

(1)Temperatura {(*C)HL) -1,63771

Temperatura ("CHQ) 1124168

Tiempo (h)Q) 8378826

(2)Tiempo ()(L) 71255

1LbY2L - 55906

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

En la figura 3 se evidencia que las variables temperatura y tiempo del pre-
tratamiento térmico al que fue sometida la biomasa, no influyen de manera
significativa sobre el porcentaje de recuperacion de carbohidratos mediante
hidrolisis acida. Lo anterior, teniendo en cuenta que las relaciones establecidas y
la interaccion de las variables no sobrepasan el umbral (linea punteada). El
analisis estadistico de los datos obtenidos permitié demostrar que la obtencién de

azucares fermentables a partir de C. vulgaris no es altamente dependiente de las
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condiciones de secado de la biomasa y por consiguiente de su contenido de
humedad. Esto indica que utilizando biomasa sin pre-tratamiento térmico, con un
contenido de humedad promedio de 73%, es posible recuperar hasta un 40% de

los carbohidratos de C. vulgaris, mediante hidrolisis &cida (HCI).
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5. EFECTO DEL CONTENIDO DE HUMEDAD DE LA BIOMASA DE
MICROALGAS Chlorella vulgaris UTEX 1803, SOBRE EL PORCENTAJE DE
RECUPERACION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS, MEDIANTE
TRATAMIENTO ALCALINO

5.1 INTRODUCCION

Las microalgas pueden acumular cantidades importantes de metabolitos primarios
y secundarios (Halim et al.,, 2013). Klein & Buchholz (2013) sefalaron los
beneficios que tiene la ingesta de productos alimenticios a base de microalgas.
Ademas de las ventajas nutricionales, esta biomasa pueden ser materia prima en
la obtencién de productos farmacol6gicos, cosméticos, agroindustriales, entre
otros (Safi et al., 2014). Algunas especies del género Chlorella han demostrado un
alto contenido de carbohidratos (12%-55% de su peso seco) (Choix et al., 2012;
Branyikova et al., 2011) y proteinas (30%-60% de su peso seco) (Garcia-Cuadra
et al., 2012). Lo anterior, ha motivado la exploracion de técnicas y procedimientos

gue permitan elevar los niveles de produccion (Harun et al., 2010).

Las metodologias de extraccion actualmente utilizadas integran sistemas
mecanicos (molienda, prensado, homogeneizacion), ultrasonido, autoclave,
liofilizacién y microondas (Mecer & Armenta, 2011). Estas operaciones pueden ser
aplicadas para el tratamiento de diversos tipos de biomasa, incluyendo varias
especies de microalgas. Sin embargo, dichas metodologias no son selectivas y se
consideran mas un pre-tratamiento, lo anterior se traduce en la necesidad de
implementar etapas adicionales de extraccion con solventes quimicos (Prabakaran
& Ravindran, 2011).

El uso de solventes quimicos es menos costoso comparado con las técnicas

mecanicas, sin embargo su principal desventaja radica en la posibilidad de
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contaminacion del sustrato o producto final (Lee et al., 2012). Harun et al (2010)
exponen que la exposicion de la biomasa a un ambiente acido puede conducir a la
descomposicion de los azucares e inhibir el proceso fermentativo. Por su parte, la
hidrolisis alcalina se basa en la saponificacion de los enlaces que unen los xilanos
de la hemicelulosa y otros componentes como la lignina (Sun & Cheng, 2002). Las
bases comunmente utilizadas en este proceso son la cal y la soda céustica,
sustancias menos téxicas que otros solventes a las concentraciones aplicadas
(Chen et al., 2013). Harun et al., (2011) evaluaron la extraccién de carbohidratos
en biomasa de microalgas mediante tratamiento alcalino con NaOH (0,75%) a 120
°C por 30 min. Los autores reportaron una eficiencia de 74%, el sistema mostré un
comportamiento favorable proporcionando un menor costo de produccién con

respecto a otros métodos analizados.

Generalmente, la biomasa sometida a hidrdlisis y/o extraccion con solventes es
previamente deshidratada (Lam & Lee, 2012), pero cabe recordar que el pre-
tratamiento térmico consume casi el 69% de la energia total del proceso (Sander &
Murthy, 2010). Los estudios de investigacion realizados por CIDES, en torno al
aprovechamiento de la biomasa de microalgas, demostraron que es posible
extraer carbohidratos y proteinas a partir de C. vulgaris deshidratada empleando
una solucion de NaOH 3,67M, en una relacion 30 ml/g (solvente/biomasa), a 55°C,
bajo un tiempo de reaccion de 20 minutos. No obstante, a los resultados
satisfactorios frente a la recuperacion de los metabolitos y dada la importancia en
la reduccién del gasto energético durante el pre-tratamiento (secado) de la
biomasa, el presente capitulo evalu6 el efecto del contenido de humedad en la
eficiencia de extraccion de proteinas y carbohidratos de Chlorella vulgaris,
mediante hidrolisis alcalina (NaOH). Para lograr dicho objetivo, se realizaron
nueve (9) pruebas de acuerdo al disefio experimental de composicién central 22
utilizando el software STATISTICA 7.0.
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5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Disefio experimental. Para evaluar el efecto de la humedad de la
biomasa sobre la recuperacion carbohidratos mediante hidrolisis acida se
realizaron nueve pruebas (9), modificando las variables tiempo y temperatura de
secado. El disefio experimental de composicién central 22 (dos variables a dos
niveles) se obtuvo mediante la herramienta STATISTICA 7.0. Los valores de
temperatura ingresados al sistema fueron 45°C y 105°C y los valores de tiempo

fueron 12 y 24 horas.

Tabla 3. Disefio de experimentos para el pre-tratamiento térmico de la biomasa [tratamiento

alcalino].
Prueba No. Temperatura (°C) Tiempo (h)
1 33 18
2 45 12
3 45 24
4 75 10
5 75 18
6 75 26
7 105 12
8 105 24
9 117 18

5.2.2 Medio de cultivo.  El cultivo de Chlorella vulgaris UTEX 1803 se desarrollé
en recipientes rectangulares de vidrio, con capacidad de 20 litros, previamente
desinfectados, acoplados a un sistema de aireacion por burbujeo constante. El
sistema se aisld para evitar la contaminacion cruzada. El pH se midié diariamente
asegurando valores en el rango 7-8, como un mecanismo de control, debido a que
la presencia de otros microorganismos puede modificar este parametro. La
biomasa creci6 durante 15 dias con ciclos de luz y oscuridad 12:12 horas,
respectivamente. La composicién Bold Basal (Bold 1949, Bischoff & Bold 1963) del

medio estéril, se describié previamente en el numeral 4.2.2.
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5.2.3 Pre-tratamiento térmico de la biomasa. La biomasa obtenida después
de 15 dias de crecimiento, fue concentrada mediante centrifugacion a 3400 rpm,
durante 15 min. La fase solida obtenida (biomasa concentrada) fue pre-tratada
térmicamente de acuerdo con el disefio de experimentos descrito en la tabla 3.
Una vez concluido este proceso la biomasa fue sometida al tratamiento de
extraccion alcalina (NaOH) de forma inmediata para evitar cambios de humedad y

caracteristicas fisicoquimicas.

5.2.4 Determinacién del contenido de humedad. El contenido de humedad se
determind por gravimetria, tomando una muestra representativa de la biomasa
obtenida a partir del pre-tratamiento térmico. La muestra se sometid a una
temperatura de 105°C durante 17 horas. El ensayo se realizé por triplicado y se
tom6 el valor promedio de las tres mediciones como referencia para la
determinacion del porcentaje de recuperacion de proteinas y carbohidratos en

base seca.

5.2.5 Tratamiento alcalino. La reaccion de hidrdlisis basica se llevé a cabo
agregando 5 gramos de biomasa pre-tratada térmicamente y 30 mililitros de NaOH
de concentracion 3,67 molar, por cada gramo de biomasa. La mezcla se calenté
durante 20 minutos utilizando un bafio termostatado a 55 °C (Ayala Torres &
Reyes Gémez, 2014). Una vez concluido el tiempo de reaccién se ajusto el pH
(7,5 — 8,5) de la mezcla, se realizd la separacion vy filtracion del licor (rico en
carbohidratos y proteinas) y la biomasa hidrolizada (pellet).

5.2.6 Cuantificacion de carbohidratos. Para determinar el contenido de
carbohidratos, como concentracion de glucosa, en el licor producto de la hidrolisis
acida, se utilizé el método colorimétrico fenol-acido sulftrico (Dubois et al., 1956).
El procedimiento consistié en mezclar 1 mililitro de la muestra con 0,5 mililitros de
fenol al 5% y 2,5 mililitros de acido sulfarico al 95%. Una vez revelado el color de

la solucion se realizo la medicion de la absorbancia a 485 nm (longitud de onda),
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utiizando un espectrofotbmetro Spectroquant Pharo 300 (Merck). La
concentracion de glucosa en el extracto se cuantific6 mediante la curva de
concentracion estandarizada a partir del reactivo grado analitico: D (+) Glucosa
(Merck, CAS: 14431-43-7).

A partir de resultados de caracterizacion obtenidos previamente en trabajos
realizados por el Centro de Investigacion para el Desarrollo Sostenible en Industria
y Energia (CIDES), se encontr6 que bajo las condiciones de cultivo
implementadas la especie Chlorella vulgaris UTEX 1803, utilizada en el presente
estudio como fuente de biomasa, puede acumular en promedio hasta un 35% de
carbohidratos, valor tomado como referencia para la cuantificacién del metabolito.
El célculo del porcentaje de recuperacion de carbohidratos se realizé en base seca
teniendo en cuenta el contenido de humedad determinado por gravimetria para

cada muestra.

5.2.7 Cuantificacion de proteinas. El contenido de proteinas en el extracto
obtenido se determiné utilizando el método descrito por Lowry et al., (1951). El
procedimiento consistié en mezclar 1 mililitro de la muestra con 1,4 mililitros de
solucién Lowry. La solucién se homogenizé durante 5 minutos y se mantuvo en
reposo por 15 minutos adicionales, concluida esta etapa, se afiadio 0,2 mililitros de
solucion Folin-agua y se dejo reaccionar hasta la revelacion del color (30 minutos).
Posteriormente, se determind el contenido de proteinas mediante la curva de
calibracion, previamente estandarizada a partir del reactivo de albumina grado
analitico. Las mediciones se realizaron a una longitud de onda de 750 nanémetros

utilizando un espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck).

A partir de resultados de caracterizacion obtenidos previamente en trabajos
realizados por el Centro de Investigacion para el Desarrollo Sostenible en Industria
y Energia (CIDES), se encontr6 que bajo las condiciones de cultivo

implementadas la especie Chlorella vulgaris UTEX 1803, utilizada en el presente
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estudio como fuente de biomasa, puede acumular en promedio hasta un 50% de
proteinas, valor tomado como referencia para la cuantificacion del metabolito. El
calculo del porcentaje de recuperacion de proteinas se realiz6 en base seca
teniendo en cuenta el contenido de humedad determinado por gravimetria para

cada muestra.
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1 Extraccion de proteinas y carbohidratos [tratamiento alcalino]. Como
resultado de las pruebas de pre-tratamiento térmico se obtuvo una biomasa con
determinado contenido de humedad. Adicionalmente, se realizé una prueba de
control con biomasa sin pre-tratamiento. En la tabla 4 se presentan los valores de
humedad obtenidos para cada experimento y el porcentaje de recuperacion de
proteinas y carbohidratos. El célculo del porcentaje de recuperacion de los
metabolitos se realiz6 en base seca teniendo en cuenta el contenido de humedad

determinado por gravimetria para cada muestra.

Tabla 4. Resultados extraccion de proteinas y carbohidratos [tratamiento alcalino].

Prueba No. C 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Condiciones [T (°C) / t (h)] N.A  33/18 45/12 45/24 75/10 75/18 75/26 105/12 105/24 117/18
Humedad (%) 71,05 11,11 806 821 407 223 160 132 050 0,14
Rec. de 49,77 36,40 42,18 42,09 22,41 29,43 44,04 32,39 29,65 27,71
Carbohidratos (%) ' ’ ' ’ ' ' ’ ' ' '
Rec. de 70,51 44,01 39,15 49,75 52,95 54,14 53,65 57,84 60,55 40,18
Proteinas (%)

Los resultados correspondientes a la extraccién de proteinas y carbohidratos a
partir de biomasa (C. vulgaris) sometida a pre-tratamiento térmico, bajo las

condiciones de T (°C) y t (h) del disefio experimental, se presentan en la figura 4.

Segun se observa en la figura 4 al utilizar biomasa con un porcentaje de humedad
de 71% (sin pre-tratamiento térmico), es posible recuperar el 71,51% de su
contenido en proteinas y 49,77% de carbohidratos. No obstante, algunos autores
aseguran gque deshidratar la biomasa a alta temperatura facilita el rompimiento de
la pared celular (Lam & Lee, 2012). Contrariamente, otras investigaciones indican
gue secar la biomasa puede causar deterioro significativo de las moléculas
termolabiles y disminuir la eficiencia en la extraccion de los metabolitos de interés

(Brennan & Owende, 2010). Kanda et al., (2013), Proponen trabajar con biomasa

39



hiameda para reducir el costo generado por la etapa de pre-tratamiento térmico.
Teniendo en cuenta que a la escala del laboratorio, deshidratar la biomasa
representa un consumo energético de hasta 1,6 kilovatios por hora, utilizar
biomasa con alto contenido de humedad es una alternativa viable frente a su
aprovechamiento para la obtencion de productos con potencial de valor. De
acuerdo con los resultados presentados en la figura 4, es vélido sefialar que la
biomasa (Chlorella vulgaris) no requiere ser sometida a pre-tratamiento térmico
(prueba de control) para lograr eficiencias superiores al 50% en la extraccién de
Proteinas.

Figura 4. Recuperacion de porteinas y carbohidratos [tratamiento alcalino].
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‘ ¥ Proteinas 70,51 44,01 39,15 49,75 52,95 54,14 53,65 57,84 60,55 40,18
‘ “ Carbohidratos 49,77 36,40 42,18 42,09 22,41 29,43 44,04 32,39 29,65 27,71

En contraste a los resultados obtenidos (ver figura 4), Harun et al., (2011),
lograron recuperar hasta 74,2% de los carbohidratos a partir de biomasa
(Chlorococcum infusionum) deshidratada, utilizando una solucién alcalina (NaOH)
0,75% (p/v) a 120°C por 30 minutos de reaccion. Harun & Danquah, (2011b)
afirmaron que al utilizar biomasa (Chlorococcum humicola) pre-tratada
térmicamente a 60°C e hidrolizada en condiciones acidas (H,SO,), se alcanza un

52% de rendimiento en la fermentacién de carbohidratos, cuando la reaccion se
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desarrolla a una temperatura de 160°C. Asi mismo, en el capitulo anterior
(numeral 4.3.1), se indicé que mediante hidrdlisis &cida (HCI) con agitacion a
temperatura ambiente, es posible recuperar 41,96% de los carbohidratos de

Chlorella vulgaris con una humedad promedio de (73%).

En términos de proteinas, la hidrdlisis alcalina (NaOH) a 40 °C estudiada por Safi
et al., (2014b) consiguié recuperar menos del 20% en Chlorella vulgaris, al
comparar dicho método con diferentes tratamientos de disrupcion celular como:
alta presion, ultrasonido y sistemas mecanicos. Vale la pena resaltar que las
nueve (9) pruebas realizadas evidenciaron una mayor recuperacion de proteinas
bajo las condiciones de hidrolisis alcalina descritas en el numerar (5.2.5). Bajo
este escenario, si el objetivo es obtener un extracto rico en proteinas, el
tratamiento alcalino evaluado en el presente capitulo (numeral 5.2.4), exhibe
resultados satisfactorios frente al aprovechamiento de biomasa humeda (C.
vulgaris). Lo anterior, teniendo en cuenta la reduccion del consumo energético que
se lograria al eliminar la etapa de secado. Adicionalmente, el tratamiento alcalino
ofrece la posibilidad de recuperar el contenido de carbohidratos presente en el

licor.

5.3.2 Andlisis estadistico [tratamiento alcalino].

e Extraccion de Proteinas

La influencia del pre-tratamiento térmico (y por consiguiente del contenido de
humedad de la biomasa) en la recuperacion de metabolitos (Proteinas y
carbohidratos) a partir de C. vulgaris, se analiz0 mediante el software Statistica
7.0. En la figura 5 se presenta la superficie de respuesta obtenida al relacionar la
extraccion de proteinas con las variables temperatura y tiempo del disefio

experimental.
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Figura 5. Superficie de respuesta extraccién de proteinas [Tratamiento alcalino].

Eficiencia de extraccion
de proteinas (%)
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La superficie de respuesta de la figura 5 [donde las zonas de color rojo intenso
ubican los valores de recuperacion mas altos y el tono verde intenso los valores de
recuperacion mas bajos, ambos en el rango de cada variable de acuerdo con
relacion lineal o cuadratica entre los parametros de entrada (tiempo y temperatura)
y la variable de respuesta (eficiencia de extraccion)], indicé que la recuperacion de
proteinas alcanza un 55% cuando el secado de la biomasa se realiza a
temperaturas entre 80 °C y 100 °C, para cualquier periodo de tiempo. De acuerdo
con el comportamiento de los datos, la temperatura del pre-tratamiento térmico
incide sobre el porcentaje de recuperacion de las proteinas a partir de C. vulgaris.
Lam & Lee, (2012) reportaron que la temperatura elevada durante el pre-
tratamiento de la biomasa facilita el rompimiento de la pared celular mejorando el
proceso de extraccion de los metabolitos. Otros autores mencionan que la calidad
de los metabolitos puede verse afectada por el incremento de la temperatura
durante el secado de la biomasa (Brennan & Owende, 2010).

Para verificar la influencia de cada variable sobre la extraccion de proteinas se
genero el diagrama de Pareto (ver figura 6), donde se muestra el valor absoluto de

los efectos con respecto al nivel de significancia (P = 0,05). Los efectos o
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interacciones que sobrepasan este valor se considerardn significativos. El
comportamiento de la variable respuesta se analiza mediante la relacion lineal (L)

y/o cuadratica (Q) de los datos de entrada.

Figura 6. Diagrama de Pareto extraccién de proteinas [Tratamiento alcalino].

Temperatura (°C)(Q) , -1.44044

(1)Temperatura (°C)(L) 1.174336

(2)Tiempo (h)(L) 743596

1Lby2L -.545784

Tiempo (h)(Q) 2370336

p=.05

En la figura 6 se evidencia que las variables temperatura y tiempo del pre-
tratamiento térmico al que fue sometida la biomasa, no influyen de manera
significativa sobre la extraccion de proteinas mediante tratamiento alcalino
(NaOH). Lo anterior, teniendo en cuenta que las relaciones establecidas y la
interaccién de las variables no sobrepasan el umbral de conformidad (linea
punteada). Dados los resultados del analisis estadistico se infiere que la obtencién
de proteinas a partir de C. vulgaris no es altamente dependiente de las
condiciones de secado de la biomasa y por consiguiente de su contenido de
humedad. Kanda et al., (2013), proponen utilizar biomasa humeda para disminuir
el gasto energético durante la etapa de secado, sabiendo que esta ultima puede
llegar a consumir hasta un 69 % de la energia total del proceso (Lam & Lee,
2012).
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e Extraccion de Carbohidratos

En la figura 7 se presenta la superficie de respuesta obtenida al relacionar la

extraccion de carbohidratos con las variables temperatura y tiempo del disefio
experimental.

Figura 7. Superficie de respuesta extraccion de carbohidratos [Tratamiento alcalino].
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Segun se observa en la superficie de respuesta (ver figura 7) [donde las zonas de
color rojo intenso ubican los valores de recuperaciéon mas altos y el tono verde
intenso los valores de recuperacion mas bajos, ambos en el rango de cada
variable de acuerdo con relacion lineal o cuadrética entre los parametros de
entrada (tiempo y temperatura) y la variable de respuesta (eficiencia de
extraccidn)] la eficiencia de extraccion mejora cuando la biomasa se expone a
temperatura ambiente (20°C — 30°C) durante periodos de tiempo superiores a 24
horas. Para verificar este comportamiento se gener6 el diagrama de Pareto (ver

figura 8), donde los efectos o interacciones que sobrepasan el valor P = 0,05 se
consideraran significativos.
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El diagrama de Pareto de la figura 8 demostr6 que las variables tiempo y
temperatura del pre-tratamiento térmico no tienen no tiene influencia sobre la
recuperacion de carbohidratos. ElI comportamiento estadistico de los datos
evidencio que la biomasa no requiere ser sometida a procesos de deshidratacion
que involucren un alto consumo energético. Por lo que se propone utilizar biomasa
himeda hidrolizada bajo condiciones alcalinas como una alternativa frente a la
reduccion de costos, sin afectar significativamente la recuperacion de los

metabolitos de interés.

Figura 8. Diagrama de Pareto extraccién de carbohidratos [Tratamiento alcalino].
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6. RECUPERACION DE LiPIDOS MEDIANTE LA COMPRACION DE DOS
METODOS DE EXTRACCION EN BIOMASA HUMEDA Y SECA DE Chlorella
vulgaris UTEX 1803 Y Nannochloropsis sp.

6.1 INTRODUCCION

Las microalgas son una alternativa interesante para la obtencion de lipidos,
gracias a su rapido crecimiento, gran tolerancia al medio de cultivo y facilidad de
acumular cantidades importantes de metabolitos (MacDougall et al., 2011).
Recientemente, se ha empleado varias cepas de Chlorella vulgaris vy
Nannochloropsis sp (entre otras especies) como materia prima, ya que pueden
llegar a contener hasta 50% de su peso seco en extractos lipidicos (Chisti, 2007;
Mercer & Armenta 2011; Mata et al., 2010).

A nivel de laboratorio se han utilizado métodos de extraccibn gue combinan
técnicas de disrupcion mecéanica con solventes quimicos, pasando por métodos
mas tecnificados como el uso de fluidos supercriticos y extraccion asistida con
microondas (Lee et al., 2010). La extraccion mediante solventes se ha
caracterizado por ser un método rapido, eficiente y con buenos resultados en la
recuperacion de lipidos (98%) (Cheng et al., 2011). Los solventes organicos tiene
alta selectividad y pueden ser usados en diferentes tipos de biomasa (Ranjan et
al., 2010). La eficiencia de los solventes y sus mezclas depende significativamente
de la calidad de los lipidos a extraer y del tipo de biomasa. Su principal desventaja
estd dada por la toxicidad de las sustancias, o que representa un riesgo tanto
para la salud de quien las manipula como para el medio ambiente (Lam & Lee,
2012).

Entre los solventes mas utilizados se encuentran el hexano y el etanol; algunos

estudios reportan rendimientos superiores al 90% en la extraccion de lipidos
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utilizando diferentes mezclas de dichas sustancias (Halim et al., 2012). Ciertos
autores han llegado a demostrar que la extraccion con hexano permite recuperar
hasta el 79% de los lipidos trans-esterificables de Chlorella y Scenedesmus sp
(Sathish & Sims, 2012). Otras metodologias basadas en la combinacién de
solventes teniendo en cuenta su polaridad, como es el caso de la mezcla metanol-
cloroformo (Bligh & Dyer, 1959), han sido ampliamente evaluadas para algunos
tipos de biomasa (Gonzalez et al., 2009).

En los procesos de extraccion con solvente quimico comUnmente se utiliza
biomasa deshidratada, debido a que la cristalinidad de las células permite obtener
rendimientos de hasta un 85% en la recuperacion de los lipidos (Renil, 2010); no
obstante y como se habia mencionado anteriormente, la etapa de secado
representa mas del 50% del consumo total de energia en el aprovechamiento de
la biomasa. De acuerdo con el estudio de Kanda et al (2012) es posible conseguir
rendimientos de hasta 40% en la recuperacion de los metabolitos. Pese a los
resultados, aun no se ha confirmado la validez de la extraccion en humedo para

diferentes tipos de lipidos y diferentes géneros de microalgas (Kanda et al., 2013).

Algunos investigadores han comparado las rutas de obtencion de metabolitos
utilizando biomasa seca y humeda, encontrando que el contenido de agua logra
afectar la ruptura de la pared celular (Kim et al., 2013). Sin embargo, los autores
sefialan que esta variable aun no ha sido estandarizada, por lo que es preciso
considerar las ventajas econdmicas que tendria eliminar la etapa de secado,
especialmente a escala industrial. En este sentido, nace la necesidad de seguir
estudiando alternativas para la extraccién de lipidos a partir de biomasa humeda,
teniendo en cuenta la influencia de otras variables en el rendimiento de los
procesos. Es por ello, que el presente capitulo analiza la implementacion de las
metodologias propuestas por Sathish & Sims, (2012) y Bligh & Dyer, (1959), para
la extraccion de lipidos a partir de Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp,
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utilizando biomasa seca y humeda. Lo anterior mediante, la ejecucion de los

disefios experimentales obtenidos para cada una de las metodologias evaluadas.

48



6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Disefio experimental.  Para determinar el porcentaje de recuperacion de
lipidos utilizando biomasa humeda y seca de Chlorella vulgaris y Nannochloropsis
sp, se compararon dos metodologias de extraccion, la primera propuesta por
Sathis & Sims, (2012), donde se emplea hexano como solvente y la segunda,
propuesta por Bligh & Dyer (1959), donde el agente extractor corresponde a la

mezcla metanol-cloroformo.

¢ Método Hexano (Sathis & Sims, 2012)

La extraccion de lipidos mediante el método descrito por Sathis & Sims (2012) se
desarroll6 siguiendo el disefio experimental de composicion central 3% (tres
variables a tres niveles) obtenido a través de la herramienta STATISTICA 7.0
donde se modificaron las variables: masa de la muestra (biomasa), volumen de
solvente (hexano) y temperatura del proceso. El software arroj6 un total de
diecisiete (17) pruebas (ver tabla 5), que fueron ejecutadas por duplicado.

Tabla 5. Disefio de experimental de la extraccién con hexano.

Volumen del solvente

Prueba Biomasa (mg) Temperatura (°C) (ml)
A 290,33 42,50 5
B 625 42,50 5
C 625 42,50 5
D 625 42,50 5
E 959,66 42,50 5
F 625 42,50 7,67
G 625 42,50 2,32
H 825 60 6,60
| 425 60 3,40
J 425 60 6,60
K 825 60 3,40
L 825 25 3,40
M 825 25 6,60
N 425 25 6,60
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Volumen del solvente

Prueba Biomasa (mg) Temperatura (°C) ml)
(0] 425 25 3,40
P 625 71,78 5
Q 625 13,21 5

e Método metanol-cloroformo (Bligh & Dyer, 1959)

La extraccion de lipidos mediante el método descrito por Bligh & Dyer (1959), se
desarroll6 siguiendo el disefio experimental de composicién central 4% (cuatro
variables a tres niveles) obtenido a través de la herramienta STATISTICA 7.0
donde se consideraron las variables: volumen de metanol, volumen de cloroformo,
volumen de agua y relaciéon masa de la muestra (biomasa)/volumen de la solucién
extractora (mezcla: metanol-clorformo-agua). El software arroj6 un total de

veintitrés (23) pruebas (ver tabla 6), que fueron ejecutadas por duplicado.

Tabla 6. Disefio de experimental de la extraccidon con metanol-cloroformo.

Biomasa/Solvente

Prueba (g/L) Metanol (ml)  Cloroformo (ml) H,O (ml)
A 5 947 30 23
B 15 947 30 23
C 5 699 22 279
D 15 699 22 279
E 5 526 263 211
F 15 526 263 211
G 5 127 63 810
H 15 127 63 810
I 20 526 263 211
J 10 526 263 211
K 5 526 263 211
L 15 526 263 211
M 5 65 519 416
N 15 65 519 416
o 5 656 328 16
P 15 656 328 16
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Biomasa/Solvente

Prueba (/L) Metanol (ml)  Cloroformo (ml) H,O (ml)
Q 5 106 851 43
R 15 106 851 43
S 10 841 88 71
T 10 0 556 444
U 10 667 333 0
\% 10 294 147 559
w 10 265 629 106
6.2.2 Medio de cultivo. Los cultivos de Chlorella vulgaris UTEX 1803 y

Nannochloropsis sp se desarrollaron en recipientes rectangulares de vidrio, con
capacidad de 2,5 litros, previamente desinfectados, acoplados a un sistema de
aireacion por burbujeo constante. El sistema se aisl6 para evitar la contaminacién
cruzada. El pH se midi6 diariamente asegurando valores en el rango 7-8, como un
mecanismo de control, debido a que la presencia de otros microorganismos puede
modificar este pardmetro. La biomasa crecié durante 15 dias con ciclos de luz y
oscuridad 12:12 horas, respectivamente. La composicién Bold Basal (Bold 1949,
Bischoff & Bold 1963) del medio estéril, se describié previamente en el numeral
4.2.2.

6.2.2 Extraccion de lipidos. La biomasa obtenida después de 15 dias de
crecimiento, fue concentrada mediante centrifugacion a 3400 rpm, durante 15 min.
Parte de la biomasa concentrada fue deshidratada mediante pre-tratamiento
térmico por 17 horas a 105°C. La porcion restante (biomasa humeda) fue
procesada mediante los métodos de extraccion comparados, de acuerdo con los

disefios experimentales descritos en las tablas 5 y 6.

e Método Hexano (Sathis & Sims, 2012)

A un tubo falcén de 25 ml se adiciond la cantidad de biomasa de microalgas,

correspondiente a cada una de las pruebas del disefio experimental (ver tabla 5).
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Posteriormente, se afiadi6 1 ml de H2SO4 1M. La mezcla se calentd a 90 °C
durante 30 minutos. Seguidamente, se le adicion6é 1 ml de NaOH 5M y se calenté
a 90 °C durante 30 minutos. Concluida esta etapa, la mezcla se centrifugd a 3400
rpom durante 15 minutos. El extracto obtenido se reservé con el nombre corriente 1,
mientras que la fase solida se mezcl6 con 1 ml de agua desionizada y se
centrifugé a nuevamente a 3400 rpm por 15 minutos. La fase acuosa producto de
esta etapa se mezclo con la corriente 1 y 3 ml de H2SO4 5M. Dicha solucién se
centrifugd a 3400 rpm por 15 minutos. El precipitado obtenido en la etapa anterior
se mezcld con el volumen de hexano correspondiente a cada ensayo del disefio
experimental. La muestra se calenté por 15 minutos a la temperatura sefialada

para cada prueba.

e Método metanol-cloroformo (Bligh & Dyer, 1959)

A un tubo falcén de 50 ml se adicioné la cantidad de biomasa de microalgas,
correspondiente a cada una de las pruebas del disefio experimental (ver tabla 6).
Seguidamente, se afadié 5,7 ml de solucién Bligh & Dyer a la concentracién de
cada ensayo. La mezcla se homogenizé en un vortex durante 10 minutos.
Posteriormente, se centrifugé a 3400 rpm durante 15 minutos. El extracto obtenido
se reservo con el nombre corriente 1, mientras que la fase obtenido se mezclé
nuevamente con 5,7 ml de solucion Bligh and Dyer, repitiendo el proceso de
homogenizacion y centrifugacion descritos anteriormente. El extracto producto de
esta etapa (corriente 2) se mezcl6é con corriente 1, 3 ml de agua destilada y 3 ml

de cloroformo. La solucién se homogenizé nuevamente por 3 minutos.

6.2.3 Determinacion del contenido de humedad. El contenido de humedad se
determind por gravimetria, tomando una muestra representativa de la biomasa
concentrada por centrifugacion. La muestra se sometio a una temperatura de

105°C durante 17 horas. El ensayo se realizo por triplicado y se tomoé el valor

52



promedio de las tres mediciones como referencia para la determinacion del

porcentaje de recuperacion de lipidos en base seca.

6.2.4 Cuantificacion de lipidos. Los extractos lipidicos obtenidos se
cuantificaron por gravimetria una vez separados de la fase solvente .A partir de
resultados de caracterizacién obtenidos previamente en trabajos realizados por el
Centro de Investigacion para el Desarrollo Sostenible en Industria y Energia
(CIDES), se encontrd6 que bajo las condiciones de cultivo implementadas las
especies Chlorella vulgaris UTEX 1803 y Nannochloropsis sp, utilizadas en el
presente estudio como fuente de biomasa, pueden acumular en promedio 15% y
23% de lipidos, respectivamente. Estos valores se tomaron como referencia para
la cuantificaciéon del metabolito. El calculo del porcentaje de recuperacion de
lipidos se realiz6 en base seca teniendo en cuenta el contenido de humedad

determinado por gravimetria para cada muestra.
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6.3 RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1 Extraccion de lipidos [hexano sathis & sims, 2012]. Los resultados
correspondientes a la extraccion de lipidos en C. vulgaris (seca y humeda),
mediante la metodologia propuesta por Sathis & Sims, 2012, se presentan en la
figura 9. El calculo del porcentaje de recuperacion de lipidos se realizd en base
seca teniendo en cuenta que el contenido de humedad de la biomasa determinado
por gravimetria fue de 73,56%.

Figura 9. Recuperacion de Lipidos [Hexano Sathis & Sims 2012].
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De acuerdo con los resultados presentados en la figura 9, bajo las condiciones del
experimento A (290,33 mg de biomasa, 5 ml de solvente y 42,5°C) se recupero
18,22% del contenido de lipidos, siendo esta la eficiencia mas alta de los ensayos
ejecutados. Vale la pena resaltar, que la eficiencia del proceso no fue mayor al
20% en ninguno de los experimentos, siguiendo la metodologia propuesta por
Sathis & Sims, (2012). Los autores reportaron una recuperacion del 79%, para

cultivos mixtos de Chlorella y Scenedesmus sp, utilizando biomasa con una
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humedad promedio de 84%. Otros estudios aseguran poder duplicar la eficiencia
de la extraccion de lipidos en Chlorella salina, empleando solventes alternativos al

hexano como 2-etoxi etanol (2-EE) (Jones et al, 2012).

A partir de los datos obtenidos (figura 9) con biomasa humeda se realizé el
andlisis estadistico de la influencia que tienen las variables del disefio
experimental sobre el porcentaje de recuperacion de lipidos, utilizando la
metodologia propuesta por Sathis & Sims, (2012). Los resultados de esta
evaluacion se presentan en el diagrama de Pareto de la figura 10, donde se
muestra el valor absoluto de los efectos con respecto al nivel de significancia (P =
0,05). Los efectos o interacciones que sobrepasan este valor se consideraran
significativos. EI comportamiento de la variable respuesta se analiza mediante la

relacion lineal (L) y/o cuadratica (Q) de los datos de entrada.

Figura 10. Diagrama de Pareto, resultados Chlorella vulgaris himeda [Hexano Sathis & Sims
2012].

DV: % Eficiencia
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Relacion Biomasa/Solvente (g/l)(Q)

1Lby2L 1,787674

Temperatura ("C)(Q) -1,550268

(1)Temperatura (*C)(L) 1,465268

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

El andlisis estadistico evidenci6 que la relacion (g/L) entre la biomasa y el solvente

representa la variable con mayor influencia en la eficiencia de la extraccion a partir

de Chlorella vulgaris humeda, utilizando la metodologia propuesta por Sathis &
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Sims, (2012). Lo anterior, teniendo en cuenta que dicha relacién sobrepasa el
umbral de significancia de P = 0,05, en la correlacién lineal de los datos. Por su
parte, la temperatura no muestra una influencia significativa en la eficiencia del
proceso analizado. No obstante, algunos autores aseguran que a temperaturas
superiores al punto de ebullicibn de los solventes se consigue recuperar una
mayor cantidad de lipidos a partir de biomasa de microalgas (Scenedesmus

acutus) bajo condiciones de alta presion (Shin et al., 2014).

Teniendo en cuenta el analisis estadistico de los datos, en la figura 11 se presenta
la superficie de respuesta, donde las zonas de color rojo intenso ubican los valores
de recuperacion mas altos y el tono verde intenso los valores de recuperacion mas
bajos, ambos en el rango de cada variable de acuerdo con relacién lineal o
cuadrética entre los pardmetros de entrada (cantidad de biomasa y volumen de
solvente) y la variable de respuesta (eficiencia de extraccién), de acuerdo con el

disefio de experimentos de la metodologia Hexano Sathis & Sims (2012).

Figura 11. Superficie de respuesta extraccion de lipidos [Hexano Sathis & Sims 2012].
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El comportamiento de las variables analizadas (ver figura 11) demostré que la
extraccion de lipidos a partir de C. vulgaris humeda utilizando la metodologia

propuesta por Sathis & Sims (2012), esta directamente influenciada por el volumen
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de solvente (hexano). Dado lo anterior, es véalido afirmar que la eficiencia del

proceso incrementa cuando la relacion biomasa/solvente es disminuye.

Los resultados correspondientes a la extraccion de lipidos en Nannochloropsis Sp
hameda, siguiendo la metodologia propuesta por Sathis & Sims, (2012), se
presentan en la figura 12, donde también se compraran las eficiencias obtenidas
con C. vulgaris humeda. El célculo del porcentaje de recuperacion de lipidos se
realiz6 en base seca teniendo en cuenta que el contenido de humedad de la

biomasa determinado por gravimetria fue de 73,56%.

Figura 12. Recuperacién de Lipidos en biomasa humeda [Hexano Sathis & Sims, 2012].
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Como se observa en la figura 12 las condiciones de los experimentos J (425 mg
de biomasa, 6,60 ml de solvente a 60°C) y P (625 mg de biomasa, 5 ml de
solvente a 13,21°C), permitieron recuperar 42,19% y 28,98% del extracto lipidico,
respectivamente, a partir de Nannochloropsis Sp hiumeda. Superando incluso los

resultados obtenidos para los mejores experimentos de Chlorella vulgaris himeda.
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Es posible que el incremento en la eficiencia del proceso este determinada tanto
por la relacion biomasa/solvente como por la temperatura de las pruebas, tal y
como lo sefalan Shin et al., (2014) en su estudio.
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6.3.2 Extraccion de lipidos [metanol-cloroformo Bligh & Dyer, 1959]. Los
resultados correspondientes a la extraccion de lipidos en C. vulgaris (seca y
hameda), mediante la metodologia propuesta por Bligh & Dyer, 1959, se
presentan en la figura 13. El calculo del porcentaje de recuperacion de lipidos se
realiz6 en base seca teniendo en cuenta que el contenido de humedad de la

biomasa determinado por gravimetria fue de 71,48%.

Figura 13. Recuperacion de Lipidos [Metanol-cloroformo Bligh & Dyer, 1959].

100,00
90,00
80,00
o
S
" 70,00
o
©
= 60,00
o
© 50,00
[
0
S 40,00
@
o
S 30,00
(8]
r
20,00
10,00
000 P T clplElFlG H[1]a]k
 Biomasa Deshidratada | 27,3|12,0| 24,3 21,2| 58,0/ 43,5/ 12,0/ 6,06| 52,0| 48,4/ 58,0 43,5 65,2| 41,7| 77,8/ 60,4 62,8 59,7| 47,8| 49,3| 41,6 53,7
i Biomasa Himeda 18,8/16,8| 26,7/ 19,4/ 73,3/55,0| 16,8/ 6,59/ 54,6/ 52,5/ 73,3| 55,0| 89,2| 34,5| 58,0| 91,9/ 98,8/ 97,9 81,1 61,2 50,4 79,0

De acuerdo con los resultados de la figura 13, es valido sefialar que para la
mayoria de los experimentos realizados, la extraccion con biomasa humeda (C.
vulgaris) reporté una recuperacion de lipidos superior a 30%, utilizando la
metodologia propuesta por Bligh & Dyer, (1959). Es importante mencionar que
bajo las condiciones de la prueba Q (relacién biomasa/solvente de 5g/L, 106 ml de
metanol, 851 ml de cloroformo y 43 ml de agua), se recuperd 97% del el extracto
lipidico. Ciertos estudios comparan la eficiencia del método con otros solventes.

Kanda et al., (2012), por ejemplo, reportan una eficiencia del 97% en la
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recuperacion de lipidos a partir de cultivos mixtos de 5 especies de microalgas,
utilizando di-metil éter y biomasa con un contenido de humedad de 85%.

A partir de los datos obtenidos (figura 13) con biomasa humeda (C. vulgaris), se
realiz el analisis estadistico de la influencia que tienen las variables del disefio
experimental sobre el porcentaje de recuperacion de lipidos, utilizando la
metodologia propuesta por Bligh & Dyer, (1959). Los resultados de esta
evaluacion se presentan en el diagrama de Pareto de la figura 14, donde se
muestra el valor absoluto de los efectos con respecto al nivel de significancia (P =
0,05). Los efectos o interacciones que sobrepasan este valor se consideraran
significativos. EI comportamiento de la variable respuesta se analiza mediante la

relacion lineal (L) y/o cuadratica (Q) de los datos de entrada

Figura 14. Diagrama de Pareto, Chlorella vulgaris humeda [Metanol-cloroformo Bligh & Dyer,
1959].
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p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

El analisis estadistico (ver figura 14) evidencié que el volumen de cloroformo (ml)

corresponde a la variable con mayor influencia en la recuperacion de lipidos a

partir de Chlorella vulgaris humeda, utilizando la metodologia propuesta por Bligh
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& Dyer, (1959). Lo anterior, teniendo en cuenta que dicha variable sobrepasa el
umbral de significancia de P = 0,05, en la correlacion lineal de los datos.

Los resultados del diagrama (ver figura 14) indicaron que al incrementar el
volumen de cloroformo en la relacion de concentracion del solvente, aumenta el
porcentaje de recuperacion del extracto lipidico. Un estudio de dos Santos et al.,
(2015), indic6 que al variar la concentracion del cloroformo en la relacion ya
conocida del método (Bligh & Dyer, 1959), aumenta la eficiencia del proceso,
frente a la extraccion de lipidos a partir de C. vulgaris liofilizada. Yao et al., (2012)
sefalaron que a mayor concentracion de alcohol isopropilico (agente extractor), se
obtenian mejores resultados en la recuperacion de lipidos a partir de

Nannochloropsis sp.

Teniendo en cuenta el andlisis estadistico de los datos, en la figura 15 se presenta
la superficie de respuesta, donde las zonas de color rojo intenso ubican los valores
de recuperacion mas altos y el tono verde intenso los valores de recuperacion mas
bajos, ambos en el rango de cada variable de acuerdo con relacion lineal o
cuadrética entre los parametros de entrada (relacion biomasa/solvente y volumen
de solvente) y la variable de respuesta (eficiencia de extraccion), de acuerdo con

el disefio de experimentos de la metodologia propuesta por Bligh & Dyer, (1959).

El comportamiento de las variables analizadas (ver figura 15) evidencio que la
extraccion de lipidos a partir de C. vulgaris hiumeda, utilizando la metodologia
propuesta por Bligh & Dyer, (1959), esta directamente influenciada por el volumen
de cloroformo en la relacibn de mezcla (solvente). Asi mismo, es valido sefialar
que la eficiencia del proceso mejora cuando la relaciébn biomasa/solvente

disminuye.

61



Figura 15. Superficie de respuesta, Chlorella vulgaris himeda [Metanol-cloroformo Bligh & Dyer,
1959].
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Los resultados correspondientes a la extraccion de lipidos en Nannochloropsis sp
hameda, siguiendo la metodologia propuesta por Bligh & Dyer (1959), se

presentan en la figura 17, donde también se compraran las eficiencias obtenidas
con C. vulgaris humeda.

Figura 16. Recuperacién de Lipidos en biomasa hiimeda [Metanol-cloroformo Bligh & Dyer, 1959].
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Los resultados de la figura 17, demuestran que siguiendo la metodologia
propuesta por Bligh & Dyer, (1959), se obtienen mejores resultados en la
recuperacion de lipidos a partir de biomasa humeda de Chlorella vulgaris. Asi
mismo, bajo las condiciones del experimento Q (relacion biomasa/solvente de
5g/L, 106 ml de metanol, 851 ml de cloroformo y 43 ml de agua), es posible
recuperar hasta el 64,88% del extracto lipidico de Nannochloropsis sp. Pese a los
buenos resultados obtenidos con la mezcla método metanol-cloroformo, es valido
sefalar que la soluciéon extractora utilizada es poco selectiva comparada con otros
solventes. Dos Santos et al., (2015), plantean la posibilidad de sobreestimar la
cantidad de lipidos debido a la presencia de impurezas como: clorofilas,
carotenoides, hidrocarburos, aldehidos, fosfolipidos y glicolipidos. Lo anterior,
podria incrementar el costo del proceso, dada la necesidad de purificar el extracto

obtenido para separar las fases de interés.

Los resultados obtenidos evidencian la viabilidad de aplicacion de los métodos
comparados utilizando biomasa de microalgas con un porcentaje de humedad
promedio de 74%. Esto representa una disminucion considerable del consumo
energético, dada la eliminacién de la etapa de secado en el proceso de pre-
tratamiento. Por otra parte y conociendo el grado de toxicidad de los solventes, se
recomienda estudiar la posibilidad de recuperar las corrientes de extraccién para
incrementar el grado de confiabilidad de los procedimientos y disminuir su impacto

tanto a la salud como al medio ambiente.
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7. EFECTO DE LA FLOCULACION EN LA EXTRACCION DE
CARBOHIDRATOS, PROTEINAS Y LiPIDOS EN BIOMASA DE Chlorella

vulgaris y Nannochloropsis sp.

7.1 INTRODUCCION

La cosecha biomasa constituye entre el 20 y el 30% de los costos totales de la
produccion de biomasa a partir de microalgas (Mata et al.,, 2010). 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 (Rwehumbiza et al, 2012). Estas consideraciones hacen
que la cosecha sea un factor critico en el escalado de los procesos (Molina Grima
et al., 2012). Cabe mencionar, que la escogencia del método de cosecha depende
del tamario, la densidad celular, el medio de cultivo, el tipo de producto final y la
relacion de costo beneficio de la produccién (Villareyes et al., 2011). Lo anterior
conlleva a la busqueda de un método de cosecha que permita la separacion
eficiente de las células del medio de cultivo, manteniendo su integridad (Yusoff et
al., 2009). Uno de los métodos mas utilizados para concentrar la biomasa de
microalgas a nivel de laboratorio, es la centrifugaciéon (Molina Grima et al., 2012).
En escalas industriales, la centrifugacion se utiliza en la obtencion de compuestos
bio-activos de alto costo (Ramirez et al., 2009). Sin embargo, este método de
cosecha tiene algunas limitaciones, debido a que las células son expuestas
esfuerzos cortantes y altas fuerzas gravitacionales, que pueden ocasionar dafio en
su estructura (Knuckey, 1998). Adicionalmente, la centrifugacion de volimenes
grandes de cultivo incrementa los costos de mantenimiento, sobre todo en

ambientes salinos (Robles et al., 2003).

Entre los procesos de cosecha estudiados se plantea la floculacibn como una

alternativa mas econdmica y amigable en términos de consumo energeético
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(Poleman et al., 1997). La floculacion puede ser menos sensible al tamafio y forma
de las microalgas (Davis, 2011), permite el manejo de volumenes grandes de
cultivo en forma rgpida y con bajo costo energético (Yoon et al., 2001).
Adicionalmente, las células concentradas por floculacion mantienen su estructura
preservando los metabolitos de interés (Robert et al., 2006). La floculacién se
define como la unién de solidos suspendidos para formar conglomerados
compactos de muy baja rigidez (Robert et al., 2006). Al agregar el floculante sobre
el medio de cultivo, los iones solubles invierten la carga de las particulas en
suspensién, eliminando la repulsion electrostatica y haciendo que se formen
particulas mas grandes que precipitan por accion de la gravedad (Vandamme et
al., 2013).

Existen diversos tipos de floculantes, los polimeros de poliacrilamida, por ejemplo,
son eficientes en agua dulce pero no funcionan en corrientes marinas debido a la
concentracion de sal (Sukenik et al., 1998). 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 (Vandamme et al., 2013). Otra
alternativa es la basificacion del medio de cultivo alterando su pH, la desventaja de
esta técnica es la precipitacibn de compuestos organicos y metales junto con la
biomasa (Yin et al., 2010). Por su parte las sales metalicas como el cloruro de
aluminio o cloruro férrico son compuestos ampliamente utilizadas en el tratamiento
de agua y en la industrial minera. El uso de estas sustancias se perfila como una
opcion interesante frente a la recuperacion de la biomasa de microalgas (Zhang et
al., 2012). Ademas, la salinidad del medio no afecta la eficiencia de remocion y es
posible implementar su uso combinado con biopolimeros (Yin et al.,, 2010). A
pesar de dichas ventajas, existen pocos estudios sobre los posibles efectos de
estos elementos en la cantidad y calidad de los metabolitos extraidos a partir de
microalgas (Zhao et al., 2013). Robert et al, (2006), encontraron una disminucion
en la cantidad de proteinas, carbohidratos y lipidos en biomasa floculada,

utilizando un medio basico como agente extractor a 100°C y la mezcla metanol-
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cloroformo. Villarreyes et al, (2011), encontraron diferencias en la composicion de
acidos grasos en Nannochloropsis y Thalassiosira weissflogii floculada, utilizando
poliacrilamida como aglomerante. Los autores aseguran que los floculantes actian
como una trampa para lipidos complejos. Bajo este escenario, el presente capitulo
evalla el efecto de la floculacion sobre la eficiencia de extraccion de
carbohidratos, proteinas y lipidos, utilizando cloruro de aluminio (AICl3) como
agente coagulante, a un pH neutro, sobre cultivos de Chlorella vulgaris y
Nannochloropsis sp.
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7.2 METODOLOGIA

7.2.1 Medio de cultivo. Los cultivos de Chlorella vulgaris UTEX 1803 y
Nannochloropsis sp se desarrollaron en recipientes rectangulares de vidrio, con
capacidad de 2,5 litros, previamente desinfectados, acoplados a un sistema de
aireacion por burbujeo constante. El sistema se aislo para evitar la contaminacion
cruzada. El pH se midio diariamente asegurando valores en el rango 7-8, como un
mecanismo de control, debido a que la presencia de otros microorganismos puede
modificar este pardmetro. La biomasa crecié durante 15 dias con ciclos de luz y
oscuridad 12:12 horas, respectivamente. La composicion Bold Basal (Bold 1949,
Bischoff & Bold 1963) del medio estéril, se describié previamente en el numeral
4.2.2.

7.2.2 Cosecha de la biomasa. Con base en la metodologias desarrolladas por
el CIDES, parte de la biomasa producida se concentrd siguiendo el procedimiento
descrito por Mena & Orteg6n, (2014), donde se utiliza cloruro de aluminio a una
concentracion de 40g/L, adicionando 1,25 ml de la solucion por cada 100 ml de
medio de cultivo. Posteriormente, se ajusté el pH en 7,00 para que el proceso de
floculacion se pudiera llevar a cabo. La porcion de biomasa restante se centrifugo
a 3400 rpm durante 15 minutos. Finalmente, tanto la biomasa floculada, como la
concentrada mediante centrifugacion, se sometieron a un proceso de

deshidratacion a una temperatura de 105°C por 17 horas.

7.2.3 Hidrdlisis acida [HCL]. El proceso de hidrdlisis acida se llevé a cabo
adicionando 5 gramos de biomasa y 50 mililitros de &cido clorhidrico de
concentracion 0,5 molar. La mezcla se agité continuamente a 500 rpm durante 2
horas (Kafarov et al., 2010). Una vez concluido el tiempo de reaccion se adiciono
gradualmente solucién de KOH de concentracion 1,0 molar, hasta neutralizar la
mezcla. Posteriormente, se realiz6 la separacion vy filtrado del licor (rico en

carbohidratos) y la biomasa hidrolizada.
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7.2.4 Tratamiento basico [NaOH]. La reaccion de hidrolisis basica se llevo a
cabo agregando 5 gramos de biomasa y 30 mililitros de NaOH de concentracion
3,67 molar, por cada gramo de biomasa. La mezcla se calenté durante 20 minutos
utilizando un bafio termostatado a 55 °C (Ayala Torres & Reyes GOmez, 2014).
Una vez concluido el tiempo de reaccion, se realiz6 la separacion vy filtrado del licor
(rico en carbohidratos y proteinas) y la biomasa hidrolizada (pellet).

7.2.5 Cuantificacion de carbohidratos. Para determinar el contenido de
carbohidratos, como concentracion de glucosa, en el licor producto de la hidrolisis
acida, se utiliz6 el método colorimétrico fenol-acido sulfdrico (Dubois et al., 1956).
El procedimiento consistio en mezclar 1 mililitro de la muestra con 0,5 mililitros de
fenol al 5% y 2,5 mililitros de acido sulfarico al 95%. Una vez revelado el color de
la solucion se realiz6 la medicion de la absorbancia a 485 nm (longitud de onda),
utiizando un espectrofotbmetro Spectroquant Pharo 300 (Merck). La
concentracion de glucosa en el extracto se cuantific6 mediante la curva de
concentracion estandarizada a partir del reactivo grado analitico: D(+) Glucosa
(Merck, CAS: 14431-43-7).

A partir de resultados de caracterizacion obtenidos previamente en trabajos
realizados por el Centro de Investigacion para el Desarrollo Sostenible en Industria
y Energia (CIDES), se encontr6 que bajo las condiciones de cultivo
implementadas las especies Chlorella vulgaris UTEX 1803 y Nannochloropsis sp,
utilizadas en el presente estudio como fuente de biomasa, pueden acumular en
promedio 35% y 37% de carbohidratos, respectivamente. Estos valores se

tomaron como referencia para la cuantificacion del metabolito.

7.2.6 Cuantificacion de proteinas. El contenido de proteinas en el extracto
obtenido se determind utilizando el método descrito por Lowry et al., (1951). El
procedimiento consistié en mezclar 1 mililitro de la muestra con 1,4 mililitros de

solucion Lowry. La solucion se homogenizé durante 5 minutos y se mantuvo en
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reposo por 15 minutos adicionales, concluida esta etapa, se afiadio 0,2 mililitros de
solucién Folin-agua y se dejé reaccionar hasta la revelacion del color (30 minutos).
Posteriormente, se determiné el contenido de proteinas mediante la curva de
calibracion, previamente estandarizada a partir del reactivo de albumina grado
analitico. Las mediciones se realizaron a una longitud de onda de 750 nanémetros
utilizando un espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck). El calculo del
porcentaje de recuperacion de proteinas se realizd en base seca teniendo en

cuenta el contenido de humedad determinado por gravimetria para cada muestra.

A partir de resultados de caracterizacion obtenidos previamente en trabajos
realizados por el Centro de Investigacion para el Desarrollo Sostenible en Industria
y Energia (CIDES), se encontr6 que bajo las condiciones de cultivo
implementadas las especies Chlorella vulgaris UTEX 1803 y Nannochloropsis sp,
utilizadas en el presente estudio como fuente de biomasa, pueden acumular en
promedio 50% y 30% de proteinas, respectivamente. Estos valores se tomaron

como referencia para la cuantificacién del metabolito.

7.2.7 Cuantificacién de lipidos. La cuantificacion de lipidos se realizd por
gravimetria, después de someter la biomasa hidrolizada mediante los tratamientos
acido y alcalino, a un proceso de extraccion soxhlet. EI montaje consta de matraz,
un tubo soxhlet, un condensador y una manta de calentamiento con control de
temperatura. Se utilizaron 250 mililitros de hexano como solvente. El extracto
lipidico obtenido se separ6 del solvente en un roto-evaporador, seguidamente se

realizé el procedimiento de pesaje para determinar la recuperacion de lipidos.

A partir de resultados de caracterizacion obtenidos previamente en trabajos
realizados por el Centro de Investigacion para el Desarrollo Sostenible en Industria
y Energia (CIDES), se encontr6 que bajo las condiciones de cultivo

implementadas las especies Chlorella vulgaris UTEX 1803 y Nannochloropsis sp,
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utilizadas en el presente estudio como fuente de biomasa, pueden acumular en

promedio 15% y 23% de lipidos, respectivamente.
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7.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los experimentos de extraccion de metabolitos entre los dos tipos de biomasa
analizados (centrifugada y floculada) se ejecutaron por triplicado. El estudio
estadistico de los resultados obtenidos se realizé mediante la prueba T (n = 3),
donde las medias de los datos se consideran significativamente diferentes cuando

el valor P determinado es menor o igual a 0,05.

7.3.1 Extracciéon de carbohidratos.

e Tratamiento acido (HCI)
Los resultados correspondientes a la extracciébn de carbohidratos, mediante
hidrolisis acida (HCI) a partir de Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp (floculada

y centrifugada) se presentan en la figura 17.

Figura 17. Recuperacién de carbohidratos [hidrélisis &cida HCI].
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Segun se observa en la figura 17 se recuperdé un 40,55% del contenido de
carbohidratos en biomasa centrifugada y 25,31% en biomasa floculada, de C.
vulgaris bajo condiciones de extraccion 4cida. En el caso de Nannochloropsis sp,
la eficiencia del proceso fue de 62,80% en biomasa centrifugada y 58%, biomasa
floculada. El andlisis de los datos mediante la prueba T indicé que la diferencia
entre las medias de los valores obtenidos es significativa. Lo anterior, debido a
que el valor P es menor a 0,05. Los resultados obtenidos evidencian que el
floculante afecta el rendimiento de la hidrolisis acida en la extraccion de
carbohidratos a partir de biomasa de microalgas. Es importante tener en cuenta
gue la biomasa fue previamente deshidratada a 105°C por 17 horas. De acuerdo
con las consideraciones expuestas en los numerales 4.3.1 y 5.3.2, se recomienda
evaluar el efecto del fluculante utilizando biomasa humeda, para determinar la
influencia de la temperatura (del pre-tratamiento térmico) sobre el rendimiento del

proceso.

e Tratamiento alcalino (NaOH)
Los resultados correspondientes a la extraccion de carbohidratos, mediante
tratamiento basico (NaOH) a partir de Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp

(floculada y centrifugada) se presentan en la figura 18.

Los resultados obtenidos en C. vulgaris (ver figura 18) sefialan un rendimiento de
20,37% y 13,19% en la recuperaciéon de carbohidratos a partir de biomasa
centrifugada y floculada, respectivamente. En el caso de Nannochloropsis sp, fue
posible extraer 17,87% de los carbohidratos en biomasa centrifugada y 11,53% en
biomasa floculada, siguiendo la ruta de hidrolisis alcalina. Notablemente la
eficiencia del proceso disminuy6 al utilizar floculante en el medio de cultivo. La
prueba T indicé que la diferencia entre las medias de los valores obtenidos es
significativa. Lo anterior, debido a que el valor P es menor a 0,05. El
comportamiento estadistico de los datos confirmd la desviacion del valor

esperado, sefialando el efecto negativo del floculante en la reaccién de hidrdlisis
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con NaOH. Teniendo en cuenta que la biomasa es previamente deshidratada a
105°C por 17 horas, vale la pena determinar la influencia de la temperatura
durante el pre-tratamiento térmico, sobre el rendimiento de la extraccion a partir de

biomasa cosechada por floculacion.

Figura 18. Recuperacion de carbohidratos [tratamiento basico NaOH].
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En comparaciéon con los resultados obtenidos mediante hidrdlisis acida, el
tratamiento alcalino, tuvo una menor eficiencia frente a la recuperacion de
carbohidratos. Robert et al., (2006) sefialaron que el rendimiento de la extraccion
puede disminuir hasta un 23,17%, para T.Pseudonana floculada, utilizando un
tratamiento alcalino (NaOH 1M, a 100°C por 10 minutos).

7.3.2 Extraccién de proteinas.  Los resultados correspondientes a la extraccion

de proteinas, mediante tratamiento basico (NaOH) a partir de Chlorella vulgaris y

Nannochloropsis sp (floculada y centrifugada) se presentan en la figura 19.
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Figura 19. Recuperacion de proteinas [tratamiento basico NaOH].
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Los resultados obtenidos en C. vulgaris (ver figura 19) indican una eficiencia de
53,75% en la recuperacién de proteinas a partir de biomasa centrifugada y 32,27%
en biomasa floculada. Para el caso de Nannochloropsis sp, el rendimiento del
proceso alcanzé un 55,48% en biomasa centrifugada y 38,40% en biomasa
floculada, siguiendo la ruta de extraccion alcalina. Los valores reportados sefialan
qgue el uso de floculante en el medio de cultivo, tiene un efecto negativo sobre la
recuperacion de las proteinas. Esta hipétesis se valida mediante el andlisis
estadistico de los datos, donde la diferencia entre las medias se considera
significativa, debido a que p < 0,05. Ciertos autores confirman el efecto inhibidor
de los floculantes en la extraccion de proteinas mediante hidrdlisis alcalina (NaOH
1M a 100°C). Segun Robert et al., (2006) la eficiencia del proceso puede disminuir
casi un 30% al utilizar cloruro férrico para concentrar T. pseudonana.
Contrariamente, Prasertsan et al., (2015) aseguran poder recuperar hasta un
52,9% del contenido de proteinas en Chlorella sp, utilizando sulfato de aluminio y
potasio en el medio de cultivo. Como se mencion0 anteriormente (ver numeral

4.3.1), la hidrolisis acida (HCI) puede degradar gran parte de los aminoacidos
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presentes en la biomasa. Por esta razén no se cuantifico la extraccion de
proteinas mediante dicha ruta.

7.3.3 Extraccion de lipidos.

¢ Tratamiento acido (HCI)
Los resultados correspondientes a la extraccion de lipidos, a partir de biomasa
hidrolizada mediante tratamiento &cido (HCIl) de Chlorella vulgaris vy

Nannochloropsis sp (floculada y centrifugada) se presentan en la figura 20.

Figura 20. Recuperacién de lipidos [Biomasa hidrolizada mediante tratamiento acido HCI].

60 -

P=0,014

H Centrifugada

uFloculada

Recuperacion de Lipidos (%)

Chlorella vulgaris Nannochloropsis sp

En la figura 20 se observa que al utilizar C. vulgaris hidrolizada mediante
tratamiento &cido, se logra recuperar un 54,2% del extracto lipidico en biomasa
centrifugada y 51% en biomasa floculada. El resultado de la prueba T para el
tratamiento estadistico de los datos present6 una diferencia significativa entre las
medias de las muestras analizadas, donde P < 0,05. Lo anterior, indica que la
presencia de floculante disminuye el rendimiento de la extraccién. En el caso de
Nannochloropsis sp la eficiencia del proceso alcanz6 un 43,45% en biomasa
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centrifugada y 39,85 en biomasa floculada. El valor P calculado (0,024) sefial6 una
diferencia significativa en el comportamiento de los datos, al utilizar floculante
como medio de concentracion de la biomasa. En contraste a los resultados
obtenidos, algunos estudios reportan rendimientos de hasta 60% en la
recuperacion del contenido lipidico partir de Nannochloropsis salina siguiendo la
ruta acida (5% de H,SO,) y utilizando hexano como agente extractor (Talukder et
al., 2012). En este sentido, se recomienda evaluar el efecto del floculante en
biomasa producida bajo diferentes condiciones de cultivo y considerar otras rutas

de hidrdlisis durante la etapa de pre-tratamiento.

e Tratamiento alcalino (NaOH)
Los resultados correspondientes a la extraccion de lipidos, a partir de biomasa
hidrolizada mediante tratamiento basico (NaOH) de Chlorella vulgaris y

Nannochloropsis sp (floculada y centrifugada) se presentan en la figura 21.

Figura 21. Recuperacion de lipidos [Biomasa hidrolizada mediante tratamiento basico NaOH].
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En la figura 21 se observa que al utilizar C. vulgaris hidrolizada mediante
tratamiento basico, es posible recuperar hasta un 44,67% de lipidos en biomasa
centrifugada y 40,89% en biomasa floculada. El resultado de la prueba T,
correspondiente al andlisis estadistico de los datos, indicé que la diferencia entre
las medias no es significativa, debido a que P > 0,05, por lo que se infiere que el
floculante utilizado en el medio de cultivo no afecta el rendimiento del proceso. En
contraste, para Nannochloropsis sp la eficiencia del proceso fue ligeramente
inferior (36,81% en biomasa centrifugada y 33,03% en biomasa floculada). El valor
P calculado (< 0,05) sefal6 una diferencia significativa entre los dos tipos de
muestra. Es valido mencionar que el rendimiento de la extraccion también
depende de la selectividad y la naturaleza del solvente. El hexano es una
sustancia no polar, esta caracteristica le permite tener una mayor afinidad hacia
lipidos no polares y anfipaticos. De acuerdo con Bellou & Aggelis (2013) C.
vulgaris acumula hasta un 92% de lipidos no polares, mientras que
Nannochloropsis un 70%. Es importante tener en cuenta que las condiciones de
cultivo (luz, disponibilidad de nutrientes, fuentes de carbono, entre otras) pueden
modificar la actividad metabdlica de las células y por consiguiente la acumulacion

de ciertos metabolitos (Cuellar-Bermudes et al., 2014).
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8. CONCLUSIONES

El analisis estadistico de los datos obtenidos permiti6 demostrar que las
variables T(°C) y t(h) del pre-tratamiento térmico no influyen de manera
significativa sobre la eficiencia del proceso de extraccion. Esto indica que
utilizando biomasa sin pre-tratamiento térmico, con un contenido de humedad
promedio de 73%, es posible recuperar 41,96% de los carbohidratos de C.

vulgaris, mediante hidrdlisis acida (HCI 0,5M).

El tratamiento alcalino (NaOH 3,67M, a 55 °C) evaluado, permitio recuperar el
71% de las proteinas y 49,77% de carbohidratos, a partir de Chlorella vulgaris
con un contenido de humedad promedio de (71%). Lo que representa una
disminucién del consumo energético de hasta 1,6 kilovatios por hora, a nivel

de laboratorio.

Dados los resultados del andlisis estadistico se infiere que la obtencién de
proteinas a partir de C. vulgaris, no es altamente dependiente de las
condiciones de secado de la biomasa y por consiguiente de su contenido de
humedad. Por lo que se propone utilizar biomasa humeda en condiciones
alcalinas como una alternativa frente a la reduccion del gasto energético, sin

afectar significativamente la recuperacion de los metabolitos de interés.

Bajo las condiciones del experimento A (290,33 mg de biomasa, 5 ml de
solvente y 42,5°C), se recupero el 18,22% de los lipidos en Chlorella vulgaris,
con un contenido de humedad promedio de 74%, utilizando hexano como
agente extractor. EI comportamiento estadistico de las variables analizadas,
demostrdé que la extraccion de lipidos esta directamente influenciada por el

volumen de solvente (hexano).
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Bajo las condiciones del experimento J (60°C y 64,40g/L de
biomasa/solvente), utilizando Hexano como agente extractor, se recuperé el
42,19% del contenido de lipidos en Nannochloropsis Sp, con una humedad

promedio de 74%.

Utilizando una mezcla de metanol:.cloroformo:agua (106:851:43 ml) y una
relacion 5g/L (biomasa/solvente), es posible recuperar 97% del extracto
lipidico, a partir de Chlorella vulgaris con un contenido de humedad promedio
de 71%. El analisis estadistico de las variables evaluadas, demostré que la
extraccion de lipidos a partir de C. vulgaris humeda, utilizando la metodologia
propuesta por Bligh & Dyer, (1959), esta directamente influenciada por el

volumen de cloroformo.

El floculante tiene un efecto negativo sobre la recuperacion de los
carbohidratos, proteinas y lipidos, disminuyendo considerablemente Ila
eficiencia del proceso. Teniendo en cuenta que la biomasa es previamente
deshidratada a 105°C por 17 horas, vale la pena determinar la influencia de la
temperatura durante el pre-tratamiento térmico, sobre el rendimiento de la

extraccion a partir de biomasa cosechada por floculacién.
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9. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, se
recomienda integrar el estudio economico, el analisis de ciclo de vida y el
analisis exergético, en el escalamiento de los procesos de extraccion,

mediante herramientas computacionales de simulacion.

Considerando que la produccidon de microalgas en agua dulce es un sistema
insostenible, dada la disponibilidad del recurso y la importancia de su
conservacion, se recomienda evaluar las condiciones de extraccion, utilizando
corrientes residuales con alto contenido de materia organica, como sustrato o
medio de cultivo. En el escenario nacional, las vinazas (residuo de la
fermentacién de los jugos de cafia en la produccion de bioetanol) y el glicerol
(residuo de la produccién de biodiesel de frutos oleaginosos), pueden
convertirse en una buena fuente de carbono y otros nutrientes. Paralelamente,
al implementar sistemas que incluyan dichas corrientes residuales, se lograria
mitigar el impacto ambiental que tiene actualmente la producciéon de

biocombustibles.

Reconociendo el grado de toxicidad de algunos solventes utilizados, se
recomienda estudiar la posibilidad de recuperar las corrientes de extraccion
para incrementar el grado de confiabilidad de los procedimientos y disminuir

su impacto tanto a la salud como al medio ambiente.
Se recomienda evaluar el efecto del floculante en la recuperacién de lipidos a

partir de biomasa producida bajo diferentes condiciones de cultivo y considerar

otras rutas de hidrdlisis durante la etapa de pre-tratamiento.
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Anexo A. Principales productos obtenidos durante el desarrollo del proyecto

Participacion en eventos académicos internacionales.

VI Congreso internacional de ciencia y tecnologia de los biocombustibles,
CIBSCOL 2014. Marzo 19-21 de 2014, Cartagena, Colombia.

= Disefio de un sistema de extraccion de proteinas en dos etapas a partir
de biomasa de microalgas. Sanguino, P. A., Gutiérrez, D., Marmolejo, C.,

Barajas, A. F., Kafarov, V.

= Monosacaridos de microalgas mediante hidrdlisis organosolv. Sanguino,
P. A., Guerrero, G., Rojas, Y., Barajas, A. F., Kafarov, V.

II Congreso Internacional de Energia Sostenible. Octubre 1-3 de 2014, Bogota,

Colombia.

= Evaluacion de una metodologia de cosecha de microalgas para la
obtencion de metabolitos con potencial de valor. Autores: Ardila, A. M.,
Sanguino, P. A., Mena, N. O., Ortegén, M. A,, Barajas. A. F., Kafarov, V.

4th Latin-American Congress of Photocatalysis, Photoelectrochemistry and
Photobiology. Noviembre 9-14 de 2015, Santander, Colombia.

= A Colombian Perspective of Biofuels Production Systems from

Photosynthetic Microalgae. Barajas, A. F., Sanguino, P. A., Garcia, J. B.,
Ardila, A. M., Barajas, C, Guzman, A., Viatcheslav, K.
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Coodireccion de cuatro (4) proyectos de pregrado, en la Escuela de
Ingenieria Quimica de la Universidad Indistrial de Santander.

= Efecto del contenido de humedad en la extraccién de carbohidratos y
proteinas mediante hidrolisis alcalina de biomasa microalgal. Gonzalez
Perez, Liyen Lucia., Uribe Mora, Christian Camilo. Noviembre de 2014,

Bucaramanga, Santander.

= Evaluacion de una metodologia para la extraccion de lipidos en biomasa
humeda a artir de Chlorella vulgaris UTEX 1803 y Nannochloropsis sp.
Montoya Torres, Nathaly Andrea., Akimushkin Valencia, Lucia.

Noviembre de 2014, Bucaramanga, Santander.

= Efecto del pretratamiento térmico sobre la eficiencia de extraccion de
carbohidratos de la biomasa de microalgas Chlorella vulgaris mediante
hidrélisis acida. Atencia Ramirez, Néstor Rafael., Serrano Garcia, Jaime

Israel. Noviembre de 2014, Bucaramanga, Santander.

= Efecto de la floculacidon en la extraccion de carbohidratos, proteinas y
lipidos en biomasa de Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp. Lépez
Galeth, Giannina Massiel.,, Jaimes Bravo, Carlos Alberto. Marzo de

2015, Bucaramanga, Santander.
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Anexo B. Principales contribuciones e impactos del proyecto desarrollado

La presente investigacion se desarrollé en el marco del proyecto “Creacion vy
fortalecimiento de una red de transferencia de conocimiento y tecnologia entre
Estados Unidos y Colombia mediante el desarrollo de procesos de biorefineria
para la obtencion de biocombustibles y productos de alto valor agregado a partir
de biomasa de microalgas”, bajo la direccion de Dr. Viatcheslav Kafarov®. El
proyecto fue financiado por Colciencias, a través del Programa de la Diaspora
Cientifica de Alto Reconocimiento, gracias a la operacién de crédito del Banco
Mundial. Este Programa tiene como objetivo generar vinculos estratégicos entre la
diaspora Colombiana (actores de desarrollo cientifico y tecnoldgico, a nivel
mundial) e investigadores, innovadores residentes en Colombia, instituciones y

proyectos de investigacion.

La participaciéon de la diaspora colombiana en el estudio de biocombustibles y
obtencién de co-productos a partir de fuentes alternativas de biomasa ha
generado impactos importantes en el desarrollo de nuevas tecnologias que
permiten la transferencia del conocimiento entre los diferentes actores del Sistema
Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién SNCTI (grupos de investigacion de
diferentes universidades colombianas, centros de investigaciéon de gremios,

asociaciones y empresas del sector industrial y agricola).

Durante el desarrollo del proyecto se fortalecio la cooperacion entre la Universidad
Industrial de Santander, Texas A&M University y Dow Chemical Company, lo que
permiti6 crear una Red de transferencia de conocimiento y tecnologia entre
Estados Unidos y Colombia, mediante el estudio de las etapas de crecimiento,
cosecha, rompimiento de la pared celular y extraccién de metabolitos, aplicando

los conceptos de biorefineria, sintesis de procesos y analisis econdmico. La

6 Director del Centro de Investigacién para el Desarrollo Sostenible en Industria y Energia (CIDES).
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conformacién de la red permitidé intercambiar conocimiento e informacién entre
Estados Unidos y Colombia, generando un impacto positivo en la formacion de
profesionales de Ingenieria Quimica y biologia, con capacidades especificas en el
desarrollo y aplicacion de metodologias de cultivo, cosecha y aprovechamiento de

la biomasa a partir de microalgas.

El mejoramiento de las técnicas de extraccion implica la reduccion de los costos
globales en el aprovechamiento integral de la biomasa. Los procesos aplicados y
los resultados obtenidos presentan la alternativa de utilizar biomasa humeda en la
obtencion de metabolitos de interés (proteinas, carbohidratos y lipidos). Lo
anterior, constituye un impacto positivo, debido a la reduccion del consumo

energético durante las etapas de pre-tratamiento.
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