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Palabras clave: RESUMEN. El uso de la microalga Chlamydomonas sp. en la industria alimentaria se
] debe a su contenido de proteinas, acidos grasos y pigmentos; su produccion se realiza en \ |
Microalgas, proteinas, cultivos celulares a pequefia y gran escala, cuya biomasa se puede recuperar a través de -
floculante equipos especializados, métodos fisicos o quimicos. La seleccion del método depende de

72
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los costos de inversién, tiempo y efecto en el contenido bioquimico. Por ello, el estudio

evalud la centrifugacion, sedimentacion y floculacion como métodos de separacion en la

conglomeracion de biomasa derivada de cultivos estaticos de Chlamydomonas sp. Para

lo cual se generé un volumen de 1500 ml con aproximadamente 14 x106 célsml-1 de

biomasa, distribuyéndolos en cantidades independientes de 250 ml (ocho repeticiones por

tratamiento) para determinar el efecto de los tres métodos en la cantidad de biomasa

conglomerada, tiempo de obtencién del conglomerado, color y contenido bromatolégico

(proteinas, carbohidratos y lipidos). La centrifugacion se aplicé a 1, 2, 3, 4, 5, 10 y 15 min

de exposicién a 4500 rpm; la sedimentacién por gravedad y la floculacion al adicionar una \
solucién de NaOH al 0.5N (1 ml por repeticién). La centrifugacion registrd el menor tiempo H
de conglomeracion de biomasa (5 min) y una recuperacion del 97 +1%; similar a los 96 +

2 % en la sedimentacion. Ambos métodos no impactaron negativamente el contenido de

proteinas (41.68 +1.63 y 39.16 +6.27%) (P>0.05); aunque la centrifugacién necesita una

mayor inversién econémica durante su aplicacion. En cuanto a la floculacion, acelera la

precipitacion celular en comparacion con la sedimentacion, pero tiene un efecto negativo

en el contenido de proteinas (24.66 +1.10%) y el color del conglomerado. Por ello, se

recomienda que para el aprovechamiento del valor nutrimental de Chlamydomonas sp.,

los métodos de sedimentacion y centrifugacion son los mas factibles.

Key words: ABSTRACT. The use of the micro-algae Chlamydomonas sp. in the food industry
is due to its content of protein, fatty acids and pigments; its production is made in cell
cultures to small and large scale, whose biomass can be recovered through specialized
equipment, physical or chemical methods. The selection of the method depends on the
costs of investment, time and effect on biochemical content. For this reason, the study
evaluated centrifugation, sedimentation and flocculation as methods of separation in the
conglomeration of biomass derived from static culture of Chlamydomonas sp. To which
generated a volume of 1500 ml with approximately 14 x106 celml-1 of biomass, ~—
distributing them in 250 ml (eight repetitions per treatment) independent quantities to alza=\e
determine the impact of the three methods in the amount of biomass engineered, time of )
the conglomerate, color and bromatological content (proteins, carbohydrates and lipids). S O
The centrifugation is applied to 1, 2, 3, 4, 5, 10 and 15 min exposure at 4500 rpm; the
gravity sedimentation and flocculation by adding a solution of NaOH to the 0.5N (1 ml per
repetition). The centrifugation recorded the shortest time of conglomeration of biomass (5
min) and a recovery of 97% +1; similar to the 96 + 2% on sedimentation. Both methods
not negatively impacted the protein content (41.68 £1.63 and 39.16 +6.27%) (P>0.05).
The centrifugation needs greater economic investment during its application. The
flocculation accelerates cellular precipitation compared to sedimentation, but it has a
negative effect on protein content (24.66 +1.10%) and the color. For this reason, the
methods of sedimentation and centrifugation are the most feasible.

Microalge. proteins,
floculant
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INTRODUCCION

Los estudios relacionados con la aplicacion
cientifica y tecnolégica de las microalgas tienen su
origen en la falta de alimento y fuentes proteicas
ocurridas entre los afios 30's y 40’'s *; lo que dio
lugar a incrementar su produccion Z y
determinacion del contenido de moléculas
organicas’. Una clase de algas en estudio son las
Chlorophytas (algas verdes), cuyos contenidos de
clorofilas (a y b), carotenoides, proteinas vy
polisacaridos las potencializan como materia prima
a utilizar en la industria alimentaria. Al respecto, la
Chlamydomonas sp., es una microalga que posee
entre un 30% y 50% de proteinas con base a su
peso seco; porcentajes aprovechables si la
biomasa se conglomera posterior al cultivo.
Ademés de buscar la disminucion en la
complejidad 'y costos del proceso de
conglomeracién 4% actualmente se han utilizado
la centrifugacién, sedimentacion y floculacion
como métodos de separacion y conglomeracion de
biomasa en otras especies °, no asi en este tipo de
alga verde.

5

Por tanto, el objetivo del presente trabajo de
investigacién fue evaluar el efecto de tres métodos
de separacion en la conglomeracién de biomasa
algal de Chlamydomonas sp. y determinar su
efecto en el contenido de proteinas, lipidos y
carbohidratos (contenido bromatolégico), asi como
los cambios de color.

METODOLOGIA.

La microalga Chlamydomonas sp. se cultivd
mediante indculos sucesivos de 10 hasta los 1500
ml’; el crecimiento en estos (ltimos se determing
diariamente a través del conteo celular. Una vez
alcanzados los 14x106 cel'ml™ en los cultivos de
algas, se extrajeron volimenes de 250 ml con un
total de 10 repeticiones por tratamiento para
evaluar el efecto del método de conglomeracion
(variable independiente) en cuatro variables
dependientes (cantidad de biomasa, tiempo de
recuperacién del conglomerado, el color y el
contenido bromatolégico) a través de un disefio
experimental unifactorial. Los tratamientos se
identificaron como FC=centrifugacion,
FS=sedimentacion y QF=floculacion. En FS la
biomasa se precipitd por gravedad y en QF se
indujo mediante una solucién de NaOH (hidroxido
de sodio) 0.5 N a una razon de 1 ml por cada
repeticion 8 Asimismo, en ambos tratamientos se
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contabilizé el nimero de células en la columna de
agua sin previa agitacion de la biomasa en los
frascos. La centrifugacion se realiz6 en una
Centrifuga VS-550 Multi-tube Carrier Refrigerated
Centrifuge a 1, 2, 3, 4, 5, 10 y 15 min de
exposicién a 4500 rpm; al final de cada tiempo se
realiz6 el conteo celular. La pérdida en peso y
humedad de los conglomerados se determinaron a
través de la técnica del peso seco constante en un
horno SHEL LAB a 50 °C °. Asimismo, se
determinaron los porcentajes de carbohidratos *°,
proteinas™ y lipidos > **. Los cambios en el color
de la microalga viva y seca se efectuaron
mediante un analisis comparativo de acuerdo a la
escala Pantone®, indicando la cuatricomia CMYK
(C=cian, M=magenta, Y=amarillo y K=negro). A los
datos obtenidos se les verificd la normalidad
distributiva (Shapiro-Wilk) y homocedasticidad de
Bartlett, mediante el paquete estadistico
Statgraphics Centurion XVI; al cumplir ambos
supuestos se aplic6 un analisis de varianza y
pruebas de HSD (Honestly-significant-difference)
de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

El maximo crecimiento en biomasa se alcanzé al
dia 14 del cultivo (14x106 = 216,363 celsml-1), lo
cual es similar a lo reportado en otros estudios
(15x106 celsml-1) para Chlamydomonas sp. . Sin
embargo, hasta el dia 17 se observaron las fases
de crecimiento tipicas de acuerdo al patron
estandar **, las cuales concuerdan con la cinética
de crecimiento de esta especie. Asi mismo se
observé un cambio paulatino en la intensidad de
color en la columna de agua del cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Tendencia en el crecimiento y los cambios
observados en el color del agua de cultivo de
Chlamydomonas sp. con base a la escala Pantone®.

La sedimentacidn originé una precipitacién celular
y una disminucién en la coloracion del cultivo en
un tiempo mayor, pero fue a partir del dia 8 donde
no se registraron cambios significativos en el
niamero de células en la columna de agua
(268,823.59 +0.06 cel'ml-1) (P>0.05) (Figura 2).
La conglomeracién de la biomasa fue de 96 =+ 2 %
en densidades cercanas a los 14x106 celsml-1.
Ademas, por sus dimensiones (entre 10 y 20 um)
necesita un mayor tiempo de precipitacion que
microalgas de tamafio mayor (70 pm) *°. Los
resultados antes mencionados se relacionan con
la velocidad de sedimentacion, la densidad del
cultivo y el tamafio de las mismas *°

La floculacién fue el segundo método mas rapido
con una biomasa en la columna del agua de 9.78
x104 +0.58 célsml-1 al dia cinco, cantidad que no
vario significativamente posterior a ese dia
(P>0.05), recuperando el 93 + 6 % (Figura 3). Lo
cual se debe a la accién del floculante en la
formacién de agregados mas pesados al inducir la
adherencia entre las células de algas por la
repulsion electrostatica entre las particulas
coloidales y las fuerzas de Van der Waals "% *°.
Algunos estudios con NaOH refieren que el tiempo
de floculaciébn se relaciona con la especie de
microalga, la concentracion y tipo de floculante 8 y
aungque mencionan una recuperacion similar a la
del estudio, la alcanzan en un tiempo menor a los
cuatro dias. Por lo cual es necesario evaluar
diferentes concentraciones de NaOH en la
floculacion de Chlamydomonas sp. Asimismo, el
floculante tuvo un efecto en la tonalidad del color,
el cual pas6 de un PMS 356 en la escala
Pantone® hasta un PMS 375, probablemente por
la degradacion de los pigmentos presentes en la
microalga, ya que en contacto con disolventes
guimicos son mas labiles y existe modificaciéon de
su estructura quimica o la destruccién del

pigmento observando una decoloracion vy
reduccion del valor nutritivo Resultados
similares se han registrado en la especie

Nannochloropsis oculata al aplicar sulfato de
aluminio como floculante **

El efecto de la centrifugacion en el nimero de
células (columna de agua y fondo del tubo conico)
y el color, no registraron diferencias significativas
posterior a los cinco minutos a 4500 rpm (P>0.05)
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(Figura 4). La biomasa recuperada en el tiempo
referido fue del 97 £ 1 % y el nUmero de células en
la columna del agua de 0.0000002675 + 9.735x10-
8 cél'ml-1. Los valores son similares a los
mencionados por otros autores, quienes reportan
el 95 % de recuperacidon en menos de 5 min entre
1000 y 2000 rpm ** % La eficacia del método
permite la recoleccion de metabolitos de alto valor
(17) sin que lo limite el tamafio del alga o la
densidad del cultivo. Aunque los costos en el
proceso se elevan por el consumo energético del
equipo (3.000 kW!/ton) y Ias capacidades del
volumen de centnfugamon ® factores a valorar
en la factibilidad del método para Chlamydomonas

sp.
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Figura 2. Tendencia en el nimero de células y cambio de
color (escala Pantone®) en la columna del agua de
Chlamydomonas sp. con el método de sedimentacion.
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Figura 3. Resultados observados en la conglomeracién y
cambio de color (escala Pantone®) en la columna del agua
con el método de floculacion.

La biomasa seca de los métodos de floculacion y
centrifugacion posterior a su molido atravesaron la
malla del tamiz ndmero 100, a diferencia de la
biomasa seca derivada del método de
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sedimentaciéon (se retuvo el 30 %). Lo cual se
relaciona con el mayor grado de dificultad durante
la molienda por su textura granular. El color del
polvo para la biomasa conglomerada por
centrifugacion y sedimentacion se identificé con el
tono 364 de la escala de Pantone®, mientras que
el polvo derivado de la conglomeracion por
floculacion se identificd con el tono 377.
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Figura 41. Resultados observados en la conglomeracion y
cambio de color (escala Pantone®) en la columna del agua
con el método de centrifugacion.

En cuanto al efecto del método de conglomeracion
en el contenido de biomoléculas se registraron
diferencias significativas entre los tratamientos para
proteinas y carbohidratos (P<0.05) (Tabla 1). Los
maximos niveles de proteinas se registraron en la
biomasa seca derivada de la centrifugacién y
sedimentacion (P=0.0120); y en los de floculacion
para carbohidratos (P=0.0285). En lipidos no existe
una diferencia estadistica entre los métodos
aplicados (P=0.2556). Lo anterior se puede explicar
debido a que el NaOH como sustancia polar tiene
efectos en la integridad de las proteinas,
produciendo una desnaturalizacién quimica. Esta
caracteristica no se aplica a los lipidos vy
carbohidratos, ya que son biomoléculas que
responden de manera diferente a los compuestos
inorganicos polares %, Los cambios en el contenido
de moléculas organicas en los conglomerados
derivados del método de separacion son un aspecto
relevante para su aplicacion en diferentes industrias,
ya que limitaria su aprovechamiento como fuente de
proteinas y pigmentos en industrias como la
alimentaria y farmacéutica 2027
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Tabla 1. Porcentajes promedio y desviacion estandar (entre
paréntesis) de las biomoléculas obtenidas en la biomasa
algal seca conglomerada mediante el uso de tres métodos
de separacion.

Proteinas Carbohidratos Lipidos

Centrifugacion 41.68° 29.04° 28.27%
(1.63) (5.97) (6.61)

Sedimentacion 39.16° 33.79" 24.14°
(6.27) (3.80) (1.05)

Floculacion 24.66" 54.54° 22.57°
(1.10) (2.73) (0.60)

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas, donde a>b. Nivel de significancia 95 %. Seis
repeticiones por tratamiento por variable dependiente.

CONCLUSIONES

Las diferencias en las caracteristicas fisicas y
contenido bioquimico entre conglomerados
obtenidos en los tres métodos de separacion
son derivados de los mecanismos propios de
cada uno. La floculacion a pesar de ser el
segundo método mas rapido en la
sedimentacion del alga Chlamydomonas sp., el
uso del NaOH como agente quimico floculante
disminuyd el contenido de proteinas,
incremento el contenido de carbohidratos y es
posible que modificara la estructura quimica del
pigmento atenuando el color del conglomerado.
En cuanto a la sedimentacion vy la
centrifugacién fueron los métodos que no
registraron un impacto negativo en el contenido
de proteinas y el color. Aunque Ila
sedimentacion tardo més tiempo en concentrar
la microalga en el fondo del recipiente
comparada con la centrifugacion, este dltimo es
un método que pudiera tener a niveles masivos
un gasto econdmico elevado. Por lo cual, el uso
de algunos de los métodos de separacion en la
conglomeracion de Chlamydomonas sp.
dependera del uso que se dara a la biomasa,
las condiciones de operacion y las necesidades
de cada productor. Por ejemplo, los métodos
de sedimentacibn y centrifugacion se
recomendarian Si se requieren un
conglomerado con valores superiores al 30 %
de proteinas y que ademas mantenga la
coloracion tipica de la microalga. Asimismo,
para la seleccion entre alguno de estos dos
métodos se debera de considerar el tiempo que
se requiera invertir en la conglomeracion y si se
cuenta con el equipo especializado para utilizar
la centrifugacion.
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