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RESUMEN

TITULO: EFECTO DEL CONTENIDO DE HUMEDAD EN LA EX-
TRACCION DE CARBOHIDRATOS Y PROTEINAS ME-
DIANTE HIDROLISIS ALCALINA DE BIOMASA MICRO-
ALGAL."

AUTORES: GONZALEZ PEREZ, Liyen Lucia; URIBE MORA, Christian Camilo
PALABRAS CLAVES: Microalgas, Proteinas, Carbohidratos, Eficiencia de extraccion.

Las microalgas son consideradas una alternativa prometedora para sustituir la fuente de
materia prima dominante en la obtencién de productos de alto valor. Algunos autores
exponen en sus trabajos los diferentes beneficios que genera la ingesta de algunas especies
de microalgas en la salud de las personas como lo es el aumento de la concentraciéon
de hemoglobina en la sangre, la disminucién de la desnutricion e intoxicacién. Ademés
de las aplicaciones nutricionales también tienen aplicaciones en la industria cosmética y
farmacéutica como es el caso de la spirulina. Algunas especies de microalgas como el
género Chlorella vulgaris han demostrado un alto contenido de carbohidratos (35% -
55 % de su peso seco) y proteinas (30% - 60 % de su peso seco) cabe destacar que el
contenido de estos metabolitos varian en funcién de la especie y condiciones de cultivo. A
pesar de su potencial inherente son muchas las barreras que han impedido el desarrollo de
tecnologias con viabilidad econémica que permita la produccién y utilizacién sostenible
de biomasa microalgal. En este trabajo se evalud el efecto del contenido de humedad en la
extraccion de carbohidratos y proteinas mediante hidrélisis alcalina a partir de Chlorella
vulgaris, se obtuvo altos porcentajes de eficiencia de extraccién utilizando biomasa himeda
con porcentajes de 71 % en proteinas y 52% en carbohidratos, mostrando que el alto
contenido de humedad no limito la eficiencia de extraccién de los metabolitos de interés.
De esta manera se puede decir que la extraccién de carbohidratos y proteinas con biomasa
hiimeda es una alternativa eficiente que contribuiria a la produccién sostenible de biomasa
microalgal.

“Proyecto de grado. Modalidad de investigacién.

“Facultad de Ingenierfas Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenierfa Quimica. Grupo de Investigacién
CIDES. Director: M.Sc Criséstomo Barajas Ferreira. Codirectora: Ingeniera Quimica Paola
Andrea Sanguino Barajas.
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ABSTRACT

TITLE: EFFECT OF MOISTURE ON THE EXTRACTION OF CAR-
BOHYDRATES AND PROTEINS BY ALKALINE HYDROLY-
SIS OF BIOMASS MICROALGAL.™

AUTHORS: GONZALEZ PEREZ, Liyen Lucia; URIBE MORA, Christian™™""
KEYWORDS: Microalgae, Protein, Carbohydrates, Extraction efficiency.

The Microalgaes are considered a promising alternative to replace the dominant source of
raw material in the production of high value products. Some authors present their work
in different benefits generated intake of some species of microalgae in the health of people
as it is the increase in the concentration of hemoglobin in the blood, reducing malnu-
trition and intoxication. In addition to nutritional applications also have applications in
the cosmetic and pharmaceutical industries such as spirulina. Some species of microal-
gae Chlorella vulgaris as gender have demonstrated a high carbohydrate content (35 % -
55 % of its dry weight) and protein (30 % - 60 % of its dry weight) include the content of
these metabolites vary depending on species and growing conditions. Despite its inherent
potential are many barriers that have prevented the development of economically viable
technologies to enable the sustainable production and use of microalgae biomass. In this
study the effect of moisture content in the extraction of carbohydrates and proteins by
alkaline hydrolysis from Chlorella vulgaris was evaluated, high percentages of extraction
efficiency was obtained using wet biomass with a percentage of 71 % protein and 52 % car-
bohydrate, showing that the high moisture content not limit the efficiency of extraction
of the metabolites of interest. Thus it can be said that removal of carbohydrates and pro-
teins with wet biomass is an efficient alternative that would contribute to the sustainable
production of microalgae biomass.

“*Research Work.
“**Physical-Chemical Engineering College. Chemical Engineering Department. Research Group CI-
DES. Director: M.Sc Criséstomo Barajas Ferreira. Co-Director: Chemical Engineer Paola An-
drea Sanguino Barajas.
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INTRODUCCION

En los ultimos anos el interés por la biomasa a partir de microalgas ha crecido tanto
en la industria como en la investigacion [1]. Estos microorganismos son considerados
una de las mejores opciones para sustituir la fuente de materia prima dominante, en

la obtencién de biocombustibles y productos de alto valor [2].

Las microalgas poseen grandes ventajas entre las cuales se destacan su habilidad de
crecer en casi cualquier tipo de agua, una elevada tasa de crecimiento y acumulacion
de altas cantidades de metabolitos primarios y secundarios [3]. Barrow y Shahidi [4]
expusieron en sus trabajos los diferentes beneficios que genera la ingesta de algunas
especies de microalgas en la salud humana, como el aumento de las concentraciones
de hemoglobina y la disminuciéon de la desnutricién e intoxicacién. Ademaés de las
ventajas nutricionales, las microalgas puede ser utilizadas para, la fijacién de C'O,,
obtencion de productos farmacolégicos, cosméticos, tratamiento de aguas residuales,

entre otras aplicaciones industriales [5].

Algunas especies de microalgas como el género Chlorella vulgaris han demostrado un
alto contenido de carbohidratos (entre 35 % — 55 % de su peso seco [6]) y proteinas
(entre 30 % — 60 % de su peso seco [7]); sin embargo el contenido de los metabolitos
varfa en funcién de la especie y condiciones de cultivo [7]. A pesar de su potencial
inherente son muchas las barreras que han impedido el desarrollo de tecnologias con
viabilidad econémica que permitan la produccién y utilizacion sostenible de biomasa

microalgal [8].

En el area de los biocombustibles los productos a obtener son el biodiesel, bioetanol,
bio-oil, biohidrogeno, etc [9]; sin embargo, el costo de procesamiento de la biomasa
microalgal sigue siendo demasiado alto para competir en este mercado [5]. El costo
actual de produccion de biodiesel a partir de microalgas es diez veces mayor que el
costo del petrdleo ($100 por barril) [10], lo anterior debido a que el precio de venta de
la biomasa microalgal depende de los costos combinados de cultivo, pretratamiento
y extraccion [11], lo cual incrementa el costo global en la obtencion de metabolitos

de valor agregado [7].

Bajo este escenario se genera un nimero creciente de estudios enfocados a la explo-
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racion de técnicas y procedimientos que permitan la industrializacién de la biomasa
a partir de microalgas [12]. Algunas de estas técnicas emplean la extraccién de meta-
bolitos mediante sistemas mecanicos como molienda, prensado, homogeneizacion a
alta presion (HPH), ultrasonido, autoclave, liofilizaciéon y microondas [13]. General-
mente estas técnicas son ampliamente utilizadas por su alta eficiencia debido a que
son independientes de la especie de microalgas. Sin embargo, estos métodos tienen

altos requerimientos energéticos en comparacion con otros procedimientos [14].

El uso de solventes quimicos para la extracciéon de metabolitos es menos costoso
comparado con las técnicas mecénicas, no obstante pueden ser mas propensos a la
contaminacién del producto final [14]. La exposicién de la biomasa a un ambiente
acido puede conducir a la descomposicién de los azicares en metabolitos no deseados
que inhiben el proceso de fermentacién [15]. Por otra parte, la hidrélisis enziméatica
tiene gran potencial en el pretratamiento de la biomasa, pero su uso se asocia a
una baja velocidad de hidrélisis prolongando el tiempo de finalizacion de la etapa
del proceso [16]. En el caso del pretratamiento alcalino, esta metodologia no genera
inhibiciones durante la fermentacion y proporciona un menor costo de produccién en
comparacién con otros métodos de pretratamiento [17]. En estudios realizados con
semillas oleaginosas se evalué el rendimiento de la glucosa y el consumo de energia
con tres tipos de pretratamiento (alcalino, dcido y enzimético) para la produccién
de bioetanol, se encontr6 que bajo las condiciones de concentracion de biomasa a
50g/kg y una concentracién alcalina de 0,63 mol/dm? durante 30 min se obtuvo
la producciéon mas alta de glucosa. De esta manera se demostré un comportamien-
to superior en comparacion con los otros métodos, en términos de rendimiento de

producto y eficiencia energética [18].

Para el caso de su aplicacion en biomasa de microalgas, Harun et al. [17] evaluaron
un tratamiento alcalino para la extraccion de carbohidratos a 120°C por 30 min, uti-
lizando 0,75 % (p/v) de NaOH. Los autores reportaron una eficiencia en extraccion
de carbohidratos de 74,2 %. Debido a las bajas condiciones de temperatura y presion
de la técnica. El sistema mostré un comportamiento favorable proporcionando un

menor costo de produccién con respecto a otros métodos de pretratamiento [17].

No obstante, al desarrollo de nuevas metodologias, los aspectos econémicos y ener-
géticos siguen determinando la posibilidad de escalar los procesos de extraccion de
metabolitos. Algunos estudios realizados en la evaluacion del ciclo de vida de los
biocombustibles a partir de microalgas identificaron cuatro puntos claves de gran
consumo energético: (a) Fuente de nutrientes, (b) diseno de fotobiorreactores, (c) la
extracciéon de lipidos y (d) deshidrataciéon y secado de la biomasa [19]. Siendo esta

ultima etapa, una de las mds criticas, por consumir aproximadamente el 69 % de
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la energia total del sistema [19]. Hasta el momento es comin aplicar la deshidra-
tacion o secado de la biomasa [4] debido a que la presencia de agua puede inhibir
varias etapas posteriores al pretratamiento como es la extracciéon de metabolitos y

transesterificacion [19].

La energia que se consume en el pretratamiento térmico no debe ser ignorada, porque
puede traer efectos adversos hacia el balance global energético en la produccién de
productos de alto valor [19]. Una alternativa es la implementacién de métodos de
extracciéon en hiimedo, lo cual reduciria significativamente la cantidad de energia
necesaria para el secado de la biomasa. Segin Kanda et al. [20] la extraccion en
himedo podria alcanzar hasta un 97 % de rendimiento en comparaciéon con otros
métodos. Los autores aseguran que es posible obtener un rendimiento del 40,01 %
en la extraccion de lipidos a partir de microalgas (en especies mixtas), un valor
similar comparado con métodos de extraccion a partir de biomasa seca como Bligh-
Dyer [21].

En estudios previos realizados en el grupo de investigacion CIDES se encontré que la
mejor eficiencia de extraccion de carbohidratos y proteinas se logra bajo condiciones
6ptimas de temperatura a 55°C, relacion solvente/biomasa 30 ml/g y concentraciéon
3,67 M, utilizando biomasa pretratada a 105°C por 24 h [22].

Dada la importancia en la reducciéon del gasto energético durante el pretratamiento
de la biomasa, el presente estudio evalud el efecto del contenido de humedad sobre
la eficiencia en extraccion de proteinas y carbohidratos de Chlorella vulgaris, me-
diante hidrolisis alcalina utilizando una solucion de NaOH. De esta manera lograr
una metodologia de procesamiento favorable para la obtenciéon de metabolitos con

potencial de alto valor.
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1 METODOLOGIA

La metodologia utilizada para la evaluacién del efecto del contenido de humedad en
la biomasa durante la extracciéon de carbohidratos y proteinas se ilustra en la figura
1.1.

In6culo
Cultivo Centrifugacion Pretratamiento
ChIore!Ia (3400 rpm: 16 min) Biomasa Térmico
vulgaris
Nutrientes Medio de
& Agua cultivo . .,
Solucién Extraccion
NaOH o :
(3,67 M; 30 mlig) (55°C; 20 min)
Filtracion _ Centrifugacion
Licor
(Carboén Activado) (3400 rpm; 15 min)
Cuantificacion Biomasa
de Proteinas Residual
&
Carbohidratos
Cierre del
Balance de
Masa

Figura 1.1: Desarrollo experimental.
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1.1. Diseno experimental

Se realizé el disefio experimental de composicién central 22 mediante la herramien-
ta informética STATISTICA 7.0, evaluando las variables temperatura y tiempo del
pretratamiento térmico, para determinar su influencia en el porcentaje de recupe-
racién de carbohidratos y proteinas. Se obtuvo un total de 9 experimentos como se

presenta en la tabla 1.1.

Tabla 1.1: Disefio de experimentos del pretratamiento térmico.
Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Temperatura (°C) 33 45 45 75 75 75 105 105 117
Tiempo (h) 18 12 24 10 18 26 12 24 18

1.2. Desarrollo de la metodologia

1.2.1. Cultivo

El cultivo de Chlorella vulgaris UTEX 1803 se desarrollé utilizando fotobioreacto-
res rectangulares de vidrio, con capacidad de 20 L y medio de cultivo Bold Basal
(Bischoff & Bold, 1963), tabla 1.2. Los reactores se acoplaron a un sistema de ai-
reacién por burbujeo con un flujo de 8000 ml/min, condiciones de temperatura de
25°C £ 2°C, pH de 7+ 1 y ciclo luz-oscuridad 12 : 12 h.

1.2.2. Recuperacion de la biomasa

Una vez transcurrido 20 dias de cultivo, la biomasa producida fue recuperada me-
diante centrifugacion a 3400 rpm en una centrifuga (UNIVERSAL 320 R) durante
15min, posteriormente la biomasa recuperada (biomasa concentrada) se llevé al
proceso de pretratamiento térmico de acuerdo al diseno experimental de la tabla
1.1, con el fin de determinar la influencia del contenido de humedad de la biomasa

sobre el porcentaje de recuperacion de metabolitos.
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Tabla 1.2: Medio de cultivo Bold Basal.

Compuesto [g/L]
NaNO; 2,94x10°
MgSO, - 7H,0 3,04 x10™
NaCl 4,28 x10™
K,HPO, 4,31x 10"
KH,PO, 1,29 x 10°®
CaCl,- 2H,0 1,70 x 10
ZnsS0, - 7TH,0 3,07 x 10°
MnCl, - 4H,0 7,28 x 10°
MoO, 4,93x10°
CuSO, - 5H,0 6,29 x 10°
Co(NO3); - 6H,0 1,68 x 10°
H3BO3 1,85x 10™
EDTA 1,71 x 10
KOH 5,53 x 10"
FeSO, - 7H,0 1,79x 10°

1.2.3. Extracciéon de metabolitos

La reaccion de hidrélisis basica realizada para la extraccion de carbohidratos y pro-
teinas se hizo agregando 5gramos de biomasa pretratada de acuerdo al diseno de
experimentos (tabla 1.1), durante 20 min utilizando un bano termostatado (Mem-
mert), bajo condiciones éptimas de temperatura a 55°C, relacién solvente/biomasa
de 30ml/g y concentraciéon 3,67 M [22]. Una vez concluyé el tiempo de reaccién,
la mezcla obtenida se centrifugd a 3400 rpm en una centrifuga (UNIVERSAL 320
R) durante 15min. De esta etapa se obtuvo un extracto rico en carbohidratos y

proteinas (sobrenadante o licor y una biomasa concentrada o pellet).

1.2.4. Filtracion

El licor obtenido en la etapa de hidrélisis alcalina fue filtrado en una columna de
carbon activado. Lo anterior, dado a que la influencia de la temperatura ademas

de maleabilizar la pared celular, también puede degradar moléculas termolabiles
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como son las clorofilas y otros pigmentos [23]. Estos compuestos pueden generar
sobrestimacion en los extractos proteicos [24], debido a los cambios de color [25] y
afectar la medicién generando dificultades en la cuantificacion de metabolitos por

métodos colorimétricos.

1.2.5. Cuantificacién de proteinas totales

La cuantificaciéon de proteinas se realizé utilizando el método descrito por Lowry
et al. [27]. Para llevar a cabo este procedimiento se tomé una alicuota de 1ml del
extracto o licor en un tubo de ensayo, posteriormente se agreg6 1,4 ml de solucién
Lowry. La solucion se homogenizé durante 5 min, se mantuvo en reposo por 15 min,
posteriormente se afiadi6 0,2 ml de solucién Folin-agua y se dejé reaccionar durante
30 min. Finalmente se determiné por colorimetria la concentracion de proteinas uti-
lizando un espectrofotometro (Pharo300 Merck), a una longitud de onda de 750 nm.
La cuantificacién de la concentracion de proteinas, se realiz6 mediante la curva de
calibracion estandarizada. Por otra parte el cdlculo de la eficiencia de extraccién de

proteinas se obtuvo siguiendo la ecuacién (1.1).

Proteinas totales extraidas (g/L)

E ficiencia de extraccién de proteinas (%) = x 100 % (1.1)

Proteinas totales antes de la extraccién (g/L)

Donde el contenido de proteinas totales antes de la extraccion se calculé a partir de
la caracterizacién realizada por Garcia-Cuadra et al. [7] (Contenido de proteinas:

50 % de su peso seco).

1.2.6. Cuantificacion de carbohidratos totales

Los carbohidratos fueron cuantificados siguiendo el método colorimétrico fenol-acido
sulfirico descrito por Dubois et al. [26]. Se tom6 una alicuota de un 1 ml del extracto
y se adicion6 a tubos de ensayo. Posteriormente fueron agregados 0,5ml de fenol
al 5% vy 2,5ml de acido sulfurico al 95%. Finalmente se determiné por colorime-
tria la concentraciéon de carbohidratos utilizando un espectrofotémetro (Pharo300
Merck) determinando la concentracién de monosacaridos (xilosa, arabinosa, glucosa
y fructosa) a diferentes longitudes de onda. La cuantificacién de la concentracién
de carbohidratos, se realiz6 mediante curvas de calibracion estandarizadas. Por otra

parte el cdlculo de la eficiencia se obtuvo siguiendo la ecuacién (1.2).
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Carbohidratos totales extraidos (g/L)

E ficiencia de extraccion de carbohidratos (%) =
f (%) Carbohidratos totales antes de la extraccién (g/L)

x100% (1.2)

Donde el contenido de carbohidratos totales antes de la extraccion se calculé a partir
de la caracterizacién realizada por Harun et al. [17] (Contenido de carbohidratos:

35 % de su peso seco).

1.2.7. Balance de masa

Una vez realizada la extraccion se cuantifico la biomasa residual utilizando la me-
todologia de Moheimani et al. [28] que consiste en utilizar filtros Whatman GF/C
pre-combustionados durante 1h a 100°C, posteriormente los filtros pasaron a un
desecador por 12 h hasta alcanzar peso constante. La biomasa residual fue filtrada y
secada durante 1 h a 100°C, después de este tiempo se llevd a un desecador por 12 h

hasta alcanzar peso constante. En la ecuacién (1.3) se muestra el balance de masa.

Biomasa(rnicialy — Biomasa(pinary = Biomasa(gesidual) (1.3)
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2 ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados de extraccién de carbohidratos y proteinas obtenidos para cada pre-
tratamiento térmico basados en el diseno de experimentos (tabla 1.1), se presenta

en la figura 2.1.
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Figura 2.1: Eficiencia de extraccién de carbohidratos y proteinas.

En la figura 2.1 se observa que en los experimentos 1, 3 y 6 se logré alcanzar un
44 %, 50 % y 54 % de eficiencia en extraccion de proteinas y un 44 %, 51 % y 52 % de
eficiencia en extraccion de carbohidratos. Estos experimentos reportaron los valores
mas altos de eficiencia en extraccion tanto para carbohidratos como para proteinas.
Cabe destacar, que el tratamiento 8 bajo condiciones de 105°C a 24 h logr6 un 61 %
de eficiencia en la extraccion de proteinas, siendo este el valor mas alto compara-
do con los demas pretratamientos, sin embargo, la eficiencia en la extraccion de
carbohidratos solo alcanzé un 21 %. En este sentido, es importante senalar que si
el interés de la extraccion es hacia carbohidratos y proteinas, la biomasa debe ser

pretratada bajo las condiciones del experimento 6 (75°C/26 h).

En la tabla 2.1 se presentan las efiencias de extraccion de carbohidratos y proteinas
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obtenidas en los diferentes experimentos teniendo en cuenta el contenido de humedad

de la biomasa utilizada.

Tabla 2.1: Eficiencia de extraccién de carbohidratos y proteinas extraidas.

Proteinas Carbohidratos
Experimento °C/h H un01e dad - Extraccion EE;(I;’::cr(]:(i:c!)i Extraccion :)?[(I:’:CT:?C!;
(%) (a/h) %) (a/h) %)

1 33/18 11,11 6,540 44 4,589 44
2 45712 8,06 6,092 39 3,388 31
3 45124 8,21 7,689 50 5,509 51
4 75/10 4,07 8,511 53 2,608 23
5 75/18 2,23 8,851 54 2,347 21
6 75126 1,60 8,335 54 5,490 52
7 105/ 12 1,32 9,528 58 1,685 15
8 105/ 24 0,12 10,251 61 2,490 21
9 117/ 18 1,14 6,669 40 2,253 19

Como se observa en la tabla 2.1 en los experimentos 1 y 3 el contenido de humedad de
la biomasa utilizada es de 11,11 % y 8,21 % respectivamente. Siendo estos los valores
mas altos en los nueve tratamientos realizados, sin embargo bajo estas condiciones
se logré alcanzar un 44 % y 50 % de eficiencia en la extraccién de proteinas y un

44 % v 51 % de eficiencia en la extraccién de carbohidratos.

2.1. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos experimentalmente se analizaron utilizando el software
STATISTICA 7.0. Se obtuvo la superficie de respuesta y los diagramas de pareto
para evaluar la influencia de la temperatura y el tiempo de pretratamiento térmico

de la biomasa en la eficiencia de extraccién de carbohidratos y proteinas.

2.1.1. Extraccion de proteinas

En la figura 2.2 se presenta la superficie de respuesta generada para la extraccion de
proteinas teniendo en cuenta las variables temperatura y tiempo de pretratamiento

térmico de la biomasa.
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Figura 2.2: Superficie de respuesta de la eficiencia de extraccién de proteinas.

El diagrama de superficie de respuesta, mostré que la eficiencia de extraccion de pro-
teinas alcanzdé los valores mas altos a temperaturas entre 80°C — 100°C sin importar
los periodos de tiempo. Se puede inferir que la temperatura en el pretratamiento
térmico afecta la eficiencia de extraccion de los metabolitos de la biomasa, como
lo reportan Chen et al. [29] en sus trabajos. Man Kee Lam et al. [19] expone que
pretratar la biomasa a altas temperaturas (biomasa seca) logra romper la pared
celular haciendo mas facil el proceso de extraccion de los metabolitos. Sin embargo
algunos autores mencionan que el pretratamiento térmico a altas temperaturas de

la biomasa puede causar deterioro significativo en los metabolitos [8].

Con el fin determinar la influencia del tiempo y temperatura del pretratamiento

térmico de la biomasa en la extraccion de proteinas se realizé el diagrama de pareto
figura 2.3.
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Figura 2.3: Diagrama de pareto de la eficiencia de extraccién de proteinas.

El diagrama de pareto mostré que la temperatura y el tiempo del pretratamiento
térmico no son significativos en la eficiencia de extraccion de proteinas, debido a
que las variables evaluadas (temperatura y tiempo del pretratamiento térmico) no
sobrepasan el umbral de conformidad (0,05). Con lo anterior es posible decir que el
contenido de humedad en la biomasa no es una variable determinante en el proceso
de extraccién de proteinas. Kanda et al. [20] propone trabajar la biomasa himeda
para disminuir el gasto energético generado por la etapa del pretratamiento tér-
mico, teniendo en cuenta que esta etapa es una de las mas criticas, por consumir

aproximadamente el 69 % de la energia total del proceso [19].

2.1.2. Extraccion de carbohidratos

En la figura 2.4 se presenta la superficie de respuesta generada para la extraccion
de carbohidratos teniendo en cuenta las variables temperatura y tiempo de pretra-

tamiento térmico de la biomasa.
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Figura 2.4: Superficie de respuesta de la eficiencia de extraccién de carbohidratos.

El diagrama de superficie de respuesta, mostré que para lograr altos valores de
eficiencia en extraccion de carbohidratos se necesitan bajas temperaturas (20°C —
30°C) y periodos de tiempo altos (> 24h).

Con el fin determinar la influencia del tiempo y la temperatura de pretratamiento
térmico de la biomasa en la extracciéon de carbohidratos se realiz6 el diagrama de

pareto, figura 2.5.

(1)Temperatura oA

Figura 2.5: Diagrama de pareto de la eficiencia de extraccién de carbohidratos.
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Como se observa en el diagrama, la eficiencia de extraccion de carbohidratos se
ve influenciada por la temperatura de pretratamiento térmico. Esto, dado a que
la variable sobrepasa el umbral de conformidad (0.05), con valores negativos, lo
que indica que la disminuciéon de la temperatura del pretratamiento incrementa la

eficiencia de extraccion.

Los analisis estadisticos realizados para la extraccion de carbohidratos y proteinas
indican que las condiciones de pretratamiento no afectan significativamente la efi-
ciencia de extraccion de los metabolitos de interés. Debido a lo anterior se realizo
una prueba control utilizando Chlorella vulgaris concentrada, sin pretratamiento

térmico, con un contenido de humedad cercano al 73 %.

2.2. Tratamiento control

El experimento control consistio en utilizar la biomasa con un contenido de humedad
cercano al 73 %. En la figura 2.6 se presenta la eficiencia de extraccion de los mejores

pretratamientos térmicos incluyendo el tratamiento control (25°C/0h).
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Figura 2.6: Eficiencia de extraccién de los mejores experimentos y tratamiento control.

En la figura 2.6 se observa que el tratamiento control alcanzé un porcentaje de
eficiencia de 71 % en la extraccién de proteinas y un 52 % en la eficiencia de ex-
traccion de carbohidratos. Este resultado es mejor al obtenido en los tratamientos
1, 3 y 6 en la extraccién de proteinas y similar en la extraccién de carbohidratos.

Lo anterior demuestra que no se requiere un pretratamiento térmico para obtener
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altas eficiencias de extraccién a pesar de tener un contenido de humedad cercano
al 73 %. Es importante tener en cuenta que el consumo energético generado por la
etapa de pretratamiento térmico es costoso. A una escala laboratorio el consumo de
un horno (WTC BINDER) utilizado para la etapa del pretratamiento térmico es
de 1,6 kW/h, este consumo se incrementa significativamente a una escala industrial
aumentando los costos de produccion. Utilizar biomasa sin pretratamiento térmi-
co ahorraria este consumo energético y ademas se lograrian resultados similares o

mejores a los obtenidos con biomasa seca.

Molina Grima et al. [30] expone que el exceso de humedad en la biomasa microalgal
puede influir sustancialmente en la economia de la etapa de extraccion de productos
de alto valor. Lardon et al [31] en sus estudios revela que el contenido de humedad
en la biomasa microalgal aumenta tres veces el gasto energético en la etapa de
extraccion de los metabolitos (7,1 MJ a 22,4 MJ), sin embargo estos valores no son
tan significativos en el balance total energético, como lo es el consumo generado en
la etapa de secado. Esta etapa consume 81,8 MJ en calor y 8,52 MJ de electricidad,
siendo los valores de energia mas altos en comparacion con las etapas de recuperacion

y extracciéon de la biomasa.

Bajo este escenario se propone utilizar biomasa himeda en condiciones alcalinas
como una alternativa en la reduccién de costos energéticos, sin afectar la eficiencia

de la extraccién de los metabolitos de interés.

2.3. Hidrdlisis basica comparada con otros

métodos de extraccion de carbohidratos

En la figura 2.7 se presenta la eficiencia de extraccién de carbohidratos bajo condi-
ciones alcalinas utilizando biomasa htiimeda en comparaciéon con otros métodos de

extraccion presentados por diferentes autores.
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Figura 2.7: Comparacion de la eficiencia de extraccién de carbohidratos con diferentes
métodos de extraccion.

Como se observa en la figura 2.7, utilizando biomasa hiimeda bajo condiciones alca-
linas de 3,67 M a 55°C y una relacion solvente/biomasa de 30 ml/g, durante 20 min
de reaccién, se alcanzd una eficiencia de extraccién de 52 %. En contraste, la ex-
traccién alcalina utilizando biomasa seca a 120°C por 30 min, con 0, 75% (p/v)
de NaOH, obtuvo una eficiencia de extraccién de 74,2 % [17]. En el caso de la ex-
traccion enzimética los autores reportan una eficiencia de 64 % con una relacién
biomasa/solvente de 10 g/l, y 20 mg de celulasa, durante 5 h de reaccién a 40°C [16].
Por otra parte, la hidrdlisis acida (H2504) logré una eficiencia de 96 % con una re-
lacién biomasa/solvente de 10 g/, concentracién de acido al 1 %, llevando a cabo la
reaccién en un autoclave a 121°C durante 20 min [32]. La eficiencia de extraccién de
carbohidratos obtenida en el presente estudio es menor a los resultados alcanzados
en la hidrélisis enzimatica, dcida y alcalina reportados por los diferentes autores.
Sin embargo el proceso enzimatico requiere tiempos largos de reaccién, siendo éste
15 veces mayor en comparacion con los resultados obtenidos en la hidrélisis alcali-
na (utilizando biomasa hiimeda). En el caso de la hidrélisis 4cida, el uso de altas
temperaturas en un sistema de autoclave puede aumentar los costos de extraccion
y posiblemente degradar los metabolitos contenidos en la biomasa microalgal [8].
Por otra parte la hidrolisis basica utilizando biomasa seca, logré mayor eficiencia
de extraccion en comparacion con la eficiencia obtenida bajo las condiciones alca-
linas propuestas en este trabajo. No obstante, el uso de NaOH a temperaturas y

presiones altas en la etapa de extraccion aumentan el grado de inhibicion durante
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el proceso de fermentacion [17]. En este sentido, el uso de biomasa hiimeda bajo las
condiciones alcalinas presentadas en este trabajo, podria ser una alternativa prome-
tedora en la extraccion de carbohidratos. Lo anterior, dado a la reduccion de costos
y energia en la etapa de pretratamiento térmico de la biomasa. A demas, es posible
reducir el grado de inhibicién en la etapa de extraccién, considerando el efecto de la

temperatura y la presion del sistema sobre la extraccién de los metabolitos.

2.4. Hidrdlisis basica comparada con otros

métodos de extraccién de proteinas

En la figura 2.8 se presenta la eficiencia de extraccion de proteinas bajo condiciones
alcalinas utilizando biomasa hiimeda en comparacion con otros métodos de extrac-

cién presentados por diferentes autores.
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Figura 2.8: Comparacion de la eficiencia de extraccién de proteinas con diferentes méto-
dos de extraccion.

Como se observa en la figura 2.8, utilizando biomasa hiimeda bajo condiciones alcali-
nas de 3,67 M a 55°C y una relacién solvente /biomasa de 30 ml/g, durante 20 min de
reaccion, se alcanzo6 una eficiencia de extraccion de 71 %. En contraste, la hidrolisis
alcalina bajo condiciones de 2N de NaOH a 40°C y una relacién solvente/biomasa
de 50ml/g, durante 2 h de reaccién logrando una eficiencia de extracciéon de 33 %
[34]. En el caso de la homogeneizacion a alta presién (HPH) donde se aplicé 2700 bar

de presién en 2 ciclos a una muestra de biomasa (0,5 ¢ de biomasa seca dispersas
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en 25ml de agua destilada) los autores reportan una eficiencia de extraccién de
53 % [34]. Cabe destacar que la eficiencia de extraccién bajo condiciones alcalinas
utilizando biomasa htimeda es méas alta que la eficiencia de extraccién utilizando
biomasa seca. Por otra parte la eficiencia de extracciéon mediante homogeneizaciéon a
alta presion (HPH) es menor a la eficiencia de extraccién bajo condiciones alcalinas
utilizando biomasa hiimeda. Es importante resaltar que la HPH es una técnica muy
costosa debido a sus altos requerimientos energéticos, lo que incrementa los costos de
procesamiento de biomasa microalagal. De esta manera, el uso de biomasa himeda
bajo las condiciones alcalinas presentadas en este trabajo, podria ser una alternativa
eficiente en la extraccion de proteinas. Lo anterior, dado a la reduccion de costos y

energia en la etapa de pretratamiento térmico de la biomasa.
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3 CONCLUSIONES

(a)

A una temperatura de 75°C y 26 h, se presentan las mejores condiciones
de pretratamiento térmico para lograr altas eficiencias en extraccién de

carbohidratos y proteinas alcanzando un 52 % y 54 % respectivamente.

De acuerdo a los resultados del analisis estadistico, se concluyd que es
posible obtener altas eficiencias de extracciéon con biomasa humeda, al-
canzando un 52 % de eficiencia en la extracciéon de carbohidratos y 71 %

de eficiencia en la extraccion de proteinas bajo condiciones alcalinas.

El alto contenido de humedad en la biomasa (=73 %) no limité la eficien-
cia de extraccién de los metabolitos de interés, reduciendo cerca del 69 %
de la energia total del proceso generada por la etapa del pretratamiento

térmico, sin influir negativamente en la eficiencia de extraccion.

La eficiencia de extraccion de carbohidratos y proteinas en el presente
trabajo fue satisfactoria comparada con los resultados expuestos por los
diferentes autores; de esta manera se puede decir que la extraccién de car-
bohidratos y proteinas con biomasa hiimeda es una alternativa eficiente

que contribuiria a la produccion sostenible de biomasa microalgal.
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4 RECOMENDACIONES

= Dada la alta eficiencia de extraccion de carbohidratos y proteinas utilizando
biomasa himeda de Chlorella vulgaris, se recomienda estudiar la posibilidad

de realizar la extracciéon directamente en el medio de cultivo.
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ANEXOS

(a) Cultivo Chlorella vulgaris. (b) Recuperacion de la biomasa.

(c) Biomasa concentrada. (d) Hidrdlisis.
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(g) Biomasa residual.
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