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RESUMEN

El presente trabajo evalúa tres métodos para la ob-
tención de azúcares reductores (hidrólisis acida, hi-
drólisis básica y  ultrasonicación) a partir de biomasa 
de  Chlorella Vulgaris.
Se realiza el respectivo cultivo de la microalga con 
medio de cultivo Foliagro 0,2 %V/V con pH 6, con 
una agitación de 4L/min, intensidad lumínica de 8 
watts, fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuri-
dad,  temperatura entre 23 °C±3°C.
Entre los métodos químicos y el mecánico probados 
los mejores resultados se obtuvieron con la hidrólisis 
acida, con concentración 2N de H2SO4 utilizando 0,5 
gr de biomasa liofilizada a condiciones de tempera-
tura de 120°C, presión 1.2 bar, tiempo de exposición 
al ácido 30 min, y neutralización con NaOH. 
Las mejores condiciones encontradas en la ultraso-
nicación son a una amplitud del 45% con tiempos 
efectivos de 5 min y 11 minutos. En la hidrólisis bá-
sica utilizando diferentes concentraciones de NaOH 
con condiciones de temperatura de 120°C, presión 
1.2 bar y tiempo de exposición a la base de 30 min, 
no se encuentran azúcares reductores. La cuantifi-
cación de los azúcares  se realiza por el método del 
DNS a una longitud de onda de 540 nm.

Palabras claves: Chlorella Vulgaris, Azucares re-
ductores, Hidrólisis acida, hidrólisis básica, ultra-
sonicación, Biomasa, cultivo microalgal, tiempo 
efectivo, DNS.

ABSTRACT

The present work evaluates the obtaining of reducing 
sugars by (acid hydrolysis, base hydrolysis and ultra-
sonication) from biomass of Chlorella vulgaris. 
The respective microalgae grow is done with Folia-
gro cultivation medium, 0.2% V/V and pH 6, with an 
agitation of 4L / min, 8 watt light intensity, 12 hours 
of light and 12 hours of darkness photoperiod and 
temperature between 23 ° C ± 3 ° C.
Between the chemical and mechanical methods 
proven, the better results were obtained by acid hy-
drolysis, with 2N H2SO4 concentration, using 0.5 g 
of lyophilized biomass, at temperature conditions of 
120°C, pressure 1.2 bar, 30 min acid time exposure 
and neutralization with NaOH.
The best conditions found in the ultra-sonication, are 
a 45% amplitude with effective times of 5 min and 
11 min. In basic hydrolysis, using different types of 
NaOH concentrations, at temperature conditions of 
120°C, pressure 1.2 bar and 30 min base time ex-
posure, reducing sugars were not found. The quan-
tification of sugar was done by the DNS method at a 
wavelength of 540 nm.

Key words: Chlorella Vulgaris, Reducing sugars, 
acid hydrolysis, basic hydrolysis, ultra sonication, 
biomass, microalgae grow, effective time, DNS.
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1. Introducción

Debido a la necesidad mundial de suplir la 
demanda de combustibles fósiles por los bio-
combustibles que generen menor contaminación 
ambiental para ofrecer mejores condiciones de 
vida a futuro y evitar el agotamiento total de es-
tos recurso energéticos, es indispensable indagar 
sobre todas las posibles alternativas que sirvan 
como biomasa en el proceso fermentativo para la 
obtención de alcohol, sin que estos dejen su rol 
principal en la sociedad como lo son los alimentos 
pero teniendo en cuenta además que las alternati-
vas sean eficientes al momento de obtener el pro-
ducto con organismos con crecientes tolerancias 
a los alcoholes, mayores rangos de sustrato a ma-
yores temperaturas, además de menor consumo 
de energía para la recuperación de los alcoholes; 
a raíz de esto, con ayuda de nuevas tecnologías 
se estudia la biomasa obtenida de materiales ce-
lulósicos los cuales no tienen valor nutricional y un 
alto valor comercial en el mercado.

Uno de estos materiales son las microalgas 
las cuales pueden ser cultivadas en diferen-
tes hábitats y a diferentes condiciones sin alterar 
sus rápido crecimiento y cortos periodos de 
cosecha; además por ser organismos fotosintéti-
co son altas fijadoras de CO2 reduciendo en gran 
proporción las emisiones gaseosas dadas por 
los combustibles. Del rompimiento celular de 
estos organismos se extraen por medio de dife-
rentes procesos los lípidos y azúcares que parti-
cipan la fermentación alcohólica para obtener el 
bioetanol. Es por esta razón que en la actualidad 
el grupo BIOTECFUA centra sus investigaciones 
en la biomasa microalgal a diferentes condicio-
nes de cultivo y de proceso para evaluar el más 
eficiente al momento de obtener mayores con-
centraciones de azúcares fermentables.

Con biomasa microalgal este proyecto pre-
tende evaluar, analizar y comparar dos méto-
dos de rompimiento celular (hidrólisis acida y 
ultrasonicaciòn) de los cuales se pueda obte-
ner la mayor cantidad de azúcares reductores 
a las mejores condiciones referenciadas y así 
concluir cuál de ellos es más eficiente para este 

propósito y prometedor con miras a producción 
a mayores escalas.

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Producción de biomasa

2.1.1. Microalga

El grupo BIOTECFUA proporciona a la in-
vestigación 500 mL de la microalga Chlorella 
Vulgaris cultivada con fertilizante foliar.

Condiciones de cultivo

Teniendo claras las variables que afectan el 
crecimiento de la microalga, gracias a la infor-
mación reportada por investigaciones realizadas 
con anterioridad por el grupo BIOTECFUA, se tra-
baja en este proyecto con las siguientes condicio-
nes de crecimiento: Temperatura que oscila entre 
23°C ± 3°C (GUAUQUE et Al,2013), agitación y 
oxigenación de 0,04 VVM (volumen de aire por 
volumen de liquido por minuto), intensidad lumí-
nica de 8 watts con fotoperiodos de 12 horas luz 
y 12 horas oscuridad(CALDERON et al,2013). El 
medio de cultivo se realiza a una concentración de 
0.02% V/V de Fertilizante (ANGEL et al, 2012) el 
cual no afecta el pH de la microalga el cual es 6.

2.1.3. Sistema de producción de biomasa 

Se realiza un montaje donde se pueden 
aplicar las condiciones seleccionadas para el cre-
cimiento del medio de cultivo.

Los materiales que se emplean para el dise-
ño del montaje son: tres cajas de poliestireno, 
aluminio suficiente para forrar las cajas en su 
interior, bombas de aire Boyu Model S-4000B 
para controlar el flujo de oxígeno y la agitación, 
temporizador de frecuencia Noru nr-936 encar-
gado de controlar automáticamente los fotoperio-
dos del sistema, tres bombillos con luz roja de 8 
watts (uno para cada caja) encargados de la luz 
artificial y de la temperatura a la cual crece favo-
rablemente la microalga, nueve recipientes de 4L 
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cada uno y manguera suficiente para transportar 
el aire de las bombas a los recipientes. 

Inicialmente para el montaje se toman las 
tres cajas de poliestireno que permiten que el sis-
tema sea cerrado y que se mantenga la tempe-
ratura a la cual crece la microalga, se forra el 
poliestireno con aluminio de 0,2 mm encargado 
de la reflexión de la luz artificial dentro de la in-
cubadora. Adicionalmente el sistema se comple-
menta con los instrumentos ya nombrados que 
permiten mantener el las condiciones de proce-
so del cultivo sin que hayan variaciones signi-
ficativas que afecten el crecimiento microalgal. 

2.1.4. Preparación del medio de cultivo 

Se reporta que la concentración recomenda-
da de medio de cultivo preparado con fertilizante 
0,2% V/V. Esta concentración aporta los macro-
nutrientes y micronutrientes necesarios para el 
crecimiento integral del cultivo microalgal. 

Para la preparación del medio de cultivo se 
maneja 2 mL/L de Fertilizante y agua destilada. 
La esterilización del medio de cultivo se realiza 
en un recipiente a presión en donde se procede 
a esterilizar por un tiempo de 45 min e inmedia-
tamente a enfriar a temperatura ambiente. 

2.1.5. Cultivo 

Se realiza una producción de biomasa que se 
somete desde el comienzo a las condiciones de la 
incubadora en los recipientes de 4L a las condicio-
nes ya nombradas. Inicialmente se toman 50 mL 
de microalga y 450 mL de medio de cultivo y se ob-
serva la adaptación y el crecimiento de la microal-
ga. Se les hace un conteo celular diario utilizando 
microscopio con lente 40X y cámara de Neubauer, 
en donde se observa que hay aumento celular. 

2.2. Tratamiento de biomasa

Inicialmente se concentra la mayor canti-
dad de material solido (biomasa microalgal) por 
medio de la sedimentación por un periodo de 

diez dias y se retira el sobrenadante; despues 
la biomasa recuperada se somete al proceso 
de centrifugación en una centrifuga Sigma La-
borzentrifugen 1-14 durante 10 minutos con una 
velocidad angular de 4000 RPM. La biomasa cen-
trifugada se liofiliza en el laboratorio de Nutri-
ción de Rumiantes de la Facultad de Zootecnia 
en la Universidad Nacional de Bogotá.

2.3. Cuantificación de azúcares 
fermentables: método del dns

Se realiza una curva de calibración, con una 
solución patrón de glucosa (1g/L) y 9 soluciones 
cada una con diferentes concentraciones de la 
solución patrón mezcladas con agua destilada y 
la solución del DNS, se procede después de un 
baño serológico (80°C -10min) y un baño de 
hielo (5 min) a la lectura de datos en el espec-
trofotómetro marca Genesys 20 a una longitud 
de onda de 540 nm.

La ecuación obtenida con la curva es:

Ecuación 1. Ecuación de la Recta DNS

y = 1,1387x –0,0078

En donde X es la variable de dependiente y 
de interés que representa la concentración de 
azúcares en cada muestra y Y la absorbancia 
arrojada en cada uno de los experimentos; des-
pejando la variable dependiente se adquiere la 
ecuación 2 de concentración de azúcares.

Ecuación 2. Ecuación de concentración de 
azúcares

0,0078
1,1387

yx +=

2.4. Hidrólisis ácida

Se utiliza 0,5 g de biomasa liofilizada y 5 mL 
de acido H2SO4 a diferentes concentraciones 
(1N, 2N, 3N), se autoclavan a una temperatu-
ra de 120°C, presión 1.2 bar, por un tiempo de 
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30 min, y se someten a centrifugación durante 
10 minutos con una velocidad angular de 4000 
RPM. El sobrenadante se neutraliza con NaOH.

A las muestras obtenidas se les hace la lec-
tura con el espectrofotómetro a 540 nm des-
pués de realizar todo el proceso del DNS sobre 
las muestras.

2.5. Ultrasonicación

Se realiza un diseño de experimentos para 
estudiar las variables (amplitud de onda y tiem-
po efectivo) que afectan la concentración de 
azúcares en la ultrasonicación. 

Se hacen nueve ensayos diferentes (ver ta-
bla 1) cada uno con dos replicas para estudiar la 
variabilidad de los datos. 

En el proceso se utiliza biomasa sedimen-
tada por 10 días y se centrifuga durante 10 min 
a 4000 RPM para concentrar la muestra. Para 
cada experimento se utiliza 2mL de biomasa 
centrifugada más 5 mL de biomasa sedimen-
tada que pesan 1,5 g, también, durante la ul-
trasonicación, cada muestra (tubo) se sumerge 
en una cama de hielo debido a la alta genera-
ción de energía liberada en el proceso.

Tabla 1. Experimento variables ultrasonicación

AMPLITUD:

25%

5 min Prueba 1 Réplica 1 de 1 Réplica 2 de 1
11 min Prueba 2 Réplica 1 de 2 Réplica 2 de 2
22 min Prueba 3 Réplica 1 de 3 Réplica 2 de 3

AMPLITUD

35%

5min Prueba 4 Réplica 1 de 4 Réplica 2 de 4
11 min Prueba 5 Réplica 1 de 5 Réplica 2 de 5
22 min Prueba 6 Réplica 1 de 6 Réplica 2 de 6

AMPLITUD:

45%

5min Prueba 7 Réplica 1 de 7 Réplica 2 de 7
11 min Prueba 8 Réplica 1 de 8 Réplica 2 de 8
22 min Prueba 9 Réplica 1 de 9 Réplica 2 de 9

3. RESULTADOS Y ANÁLISIS

3.1. Crecimiento inicial de la 
microalga

Inicialmente, por medio de un análisis cua-
litativo se observa que la microalga Chlorrella 
Vulgaris se adapta al medio Foliagro y a las con-
diciones de cultivo, debido la disminución del 
volumen inicial de cultivo y la coloración verde 
oscuro después de transcurrir 10 días de cre-
cimiento (Ver figura 1). Lo dicho anteriormente 
indica que el fertilizante Foliagro suministra los 
nutrientes necesarios para un buen crecimiento 
de la microalga y que el sistema de cultivo tam-
bién es el adecuado.

Figura 1. Cultivo en los primeros diez días  
de crecimiento
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3.2. Cinética de crecimiento 

Después del conteo celular, la curva de cre-
cimiento que se obtiene del cultivo 1 y 2 se ob-
serva en la Gráfica 1. Determina las etapas de 
crecimiento y concentración de biomasa. 

Gráfica 1. Cinética de crecimiento 
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En el Grafico 1 se evidencia que en los dos 
cultivos no hay una etapa de adaptación clara, 
esto se debe a que las microalgas se adaptan 
rápidamente al medio y condiciones de cultivo. 
El cultivo uno inicia una fase exponencial a las 
96 horas de crecimiento, su número de micro-
organismo aumenta hasta llegar una fase esta-
cionaria a las 168 horas. El cultivo dos presenta 
una fase exponencial a las 72 horas y fase es-
tacionaria a las 120 h, cinética similar a la del 
cultivo uno, sin embargo, esta crece más rápido 
y alcanza una concentración celular de 9,76 x 106 
en 192 horas, mientras que el cultivo uno tar-
da 240 hora para llegar a una concentración de 
9,23 x 106.

3.3. tratamiento de la biomasa 

Como se detalla en la sección 2.2, el proce-
so de obtención de biomasa se realiza en dos 
partes: concentración (sedimentación y centrifu-
gación) y deshidratación. De 45 L cultivados se 
obtiene 9,41 g de biomasa liofilizada en el labo-
ratorio de Nutrición de Rumiantes de la Facul-
tad de Zootecnia en la Universidad Nacional de 
Bogotá, aproximadamente 0,21 g/L de biomasa 
liofilizada es el rendimiento a condiciones es-
tándar, concentración baja comparada con otro 

estudio de CASTRO y ORTIZ (2013) de Chlo-
rella Vulgaris cultivada en medio enriquecido 
con Carbono y Nitrógeno (15:1), presentando 
un rendimiento de 0,7 g/L de biomasa liofiliza-
da. La concentración baja de biomasa se debe 
a las pérdidas generadas en el tratamiento por 
el manejo de grandes volúmenes (45L), además 
al aplicar condiciones estándar se observa en 
la cinética que la concentración celular no supe-
ra una 1 x 106 Cel/mL.

3.4. Hidrólisis ácida

En la figura 2 se muestran los resultados de 
los azúcares de de aplicar el ácido a las diferen-
tes concentraciones. 

Figura 2. Azúcares obtenidos en la hidrólisis 
ácida
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Concentración de azúcares

Con base el artículo de MIRANDA et al, 
(2012) donde la cantidad de biomasa y los pa-
rámetros fueron iguales a los de este proyecto 
(0,5 gr de biomasa liofilizada, temperatura de 
120°C, presión 1,2 bar, tiempo de exposición al 
ácido 30 min, 5 mL de ácido H2SO4 y neutraliza-
ción con NaOH; se llega a la misma conclusión, 
que para obtener la mayor cantidad de azúcares 
fermentables la mejor concentración es la 2N.
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La reacción principal que ocurre cuando en-
tra en contacto el ácido con la biomasa es la hi-
drólisis de la hemicelulosa y solubilización de la 
celulosa, que como resultado generan los mo-
nómeros que las componen (Xilosa, Arabinosa, 
Galactosa, Manosa y en su mayoría Glucosa). 

Los monómeros resultantes (Hexosas y 
Pentosas) en presencia de ácidos y a tempera-
turas elevadas sufren procesos de deshidrata-
ción originando furfural (derivados de pentosas) 
o hidroximetilfurfural (derivados de hexosas) 
DÍAZ, et al, que son compuestos aromáticos de 
fácil polimerización y que al contacto con el aire 
se tornan de color amarillo. Investigaciones rea-
lizadas por MIRANDA et al, (2012) que estudia-
ron el efecto del Furfural y HMF, concluyen que 
estos son compuestos inhibitorios que afectan 
la formación de azúcares fermentables a medi-
da que aumenta la concentración del ácido.

Según lo anterior y los resultados indica que 
en la hidrólisis hay presencia de Furfural y HMF 
como se observa en Figura 3 que la concentra-
ción 1N (c) tiene un color amarillo más claro por 
la baja presencia de sustancias volátiles; mien-
tras que con las concentración 2N (b) y 3N (c) el 
color se torna más oscuro.

Figura 3. Sobrenadante recuperado despues del 
autoclavado

a)	 b)	 c)

3.5 Ultrasonido 

En la tabla 2 se muestran las variables de 
experimentación, las absorbancias resultantes 
de cada uno de los experimentos y los g/L de 
azúcares respectivamente obtenidos. Se reali-
za un diseño de experimentos para establecer 
con un grado de confianza el efecto que tienen 
las variables manipuladas (amplitud y tiempo 
efectivo) sobre la concentración de azúcares 
obtenidos.

Tabla 2. Resultados obtenidos de la ultrasonicación

Variables de experimentación Resultados absorbancias
Resultados azúcares

(g/L)

Amplitud
(%)

tiempo 
efectivo

(min)

Experi-
mento

Prueba replica 1
replica 

2
azúcares 
Prueba

azúcares 
replica 1

azúcares 
replica 2

25

5 1 0,014 0,014 0,015 0,0191 0,0191 0,0200

11 2 0,028 0,021 0,026 0,0314 0,0253 0,0297

22 3 0,025 0,023 0,029 0,0288 0,0270 0,0323

35

5 4 0,032 0,033 0,033 0,0350 0,0358 0,0358

11 5 0,037 0,04 0,034 0,0393 0,0420 0,0367

22 6 0,03 0,029 0,032 0,0332 0,0323 0,0350

45

5 7 0,036 0,034 0,038 0,0385 0,0367 0,0402

11 8 0,043 0,04 0,043 0,0446 0,0420 0,0446

22 9 0,025 0,025 0,026 0,0288 0,0288 0,0297
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Lo primero que se realiza en el análisis pre-
liminar, es un diagrama de dispersión para ob-
serva la variación de los azúcares con respecto 
a los experimentos. La grafica 3 muestra una 
primera aproximación para observar si hay di-
ferencias entre un experimento y otro en cuanto 
contenido de azúcares. 

Gráfica 3. Diagrama de dispersión (contenido  
de azúcares vs Experimento)

Como se aprecia en el gráfico de dispersión, 
hay diferencias en el contenido de azúcares 
para las distintas condiciones de experimentación, 
indicando que las condiciones que mayor conte-
nido de azúcares dejan son las de los experi-
mentos 8, 7 y 5. Y las condiciones que menor 
cantidad de azúcares deja son la 1,2 y 3.

Para observar que hay diferencias signifi-
cativas entre los cada uno de los experimentos 
se realiza un ANOVA; la hipótesis nula de este 
plantea que el contenido promedio de azúcar 
entre experimentos es igual; y la hipótesis alter-
nativa (H1) plantea que el contenido promedio 
de azúcar de al menos uno de los experimentos 
difiere de los demás. 

La tabla 3 muestra el análisis de varianza 
de un factor, donde descompone la varianza de 
Azúcares en dos componentes: un componen-
te entre grupos y un componente dentro de los 
grupos. El F-ratio, que en este caso es igual a 
44.382, es el cociente de la estimación entre 
grupos y la estimación dentro de los grupos. 
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 
0.05, hay diferencia estadísticamente significati-
va entre los Azúcares de un nivel de experimen-
to a otro para un nivel de confianza del 95.0%; 
rechazando la hipótesis nula y aceptando por lo 
tanto la hipótesis alternativa.

Como el ANOVA está diciendo que si hay 
diferencia entre los experimentos, se realiza la 
prueba de Tukey para saber cuáles son diferen-
tes de cuáles. En esta prueba interactuaron to-
dos los promedios de los 9 experimentos; como 
se muestra en la tabla 4 en donde se obtiene la 
diferencia entre cada interacción 

Tabla 3. ANOVA un factor

Origen de las 
variaciones

Suma de 
cuadrados

Grados de 
libertad

Promedio 
de los 

cuadrados
f Probabilidad

Valor crítico 
para f

Entre grupos 0.00127 8 0.000158173 44.3 2.77248E-10 2.5101

Dentro de los 

grupos
6.4E-05 18 3.57049E-06

Total 0.00133 26
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Tabla 4. Diferencias entre experimentos por medio del criterio de Tukey

Exp I Exp J 
Promedio 
Exp i (YI) 

Promedio Exp 
j (YJ) 

Diferencia Criterio

1 8 0.0194 0.0437 0.0243 Significativamente diferentes 
2 8 0.0288 0.0437 0.0149 Significativamente diferentes 
3 8 0.0294 0.0437 0.0143 Significativamente diferentes 
4 8 0.0355 0.0437 0.0082 Significativamente diferentes 
5 8 0.0393 0.0437 0.0044 No significativamente diferentes 
6 8 0.0335 0.0437 0.0102 Significativamente diferentes 
7 8 0.0385 0.0437 0.0053 No significativamente diferentes 
9 8 0.0437 0.0291 0.0146 Significativamente diferentes 

Se desarrolló un Intervalo de confianza que 
permite con un 95% de confianza estimar un in-
tervalo dentro del cual se va a localizar la media 
de cada experimento. La Tabla 5 y la Gráfica 4 
muestran los nueve intervalos de confianza, en 
donde dependiendo las condiciones de amplitud 
y tiempo de cada experimento el contenido de 
azúcar se va a encontrar entre esos intervalos.

Tabla 5. Intervalos de confianza

Experimento

Menor 
contenido de 

azúcares en el 
intervalo (g/L)

Mayor 
contenido de 
azúcares en 
el intervalo 

(g/L)
1 0.01762087 0.02125387

2 0.01746074 0.04014882

3 0.01977822 0.03900226

4 0.0337211 0.0373541

5 0.0299043 0.04878192

6 0.02868247 0.03829449

7 0.03217237 0.04475746

8 0.03828458 0.04918358

9 0.02728101 0.03091401

Lo que refleja los datos a nivel estadístico, 
es que si el intervalo es muy amplio, en este caso 
experimentos 2, 3 y 5, la varianza del contendido 
de azúcares es grande y por lo tanto estos ex-
perimentos no proporcionan información con-
fiable.

Gráfica 4. Intervalos de confianza

En las gráficas 4 y 5 se observa que el ex-
perimento ocho tiene el pico más alto en el 
contenido de azúcares, también se observa en 
la tabla 20 que el experimento 8 no es signifi-
cativamente diferente en contenido de azúca-
res con los experimentos 5 y 7.

Como se explica anteriormente el experi-
mento 5 tiene un intervalo de confianza muy 
amplio por lo que puede actuar como un falso 
positivo, por esa razón su información es poco 
confiable al momento de decir que se observa 
un alto contenido de azúcares. Por lo tanto las 
condiciones de los experimentos 7 y 8, se to-
man como las mejores para obtener el mayor 
contenido de azúcares. 

En el Grafico 6 también se puede observar 
que ha mayor amplitud hay mayor contenido de 
azúcar; lo que no se puede decir del tiempo efec-
tivo, pues se observa en las tres amplitudes que 
el tiempo de 11 minutos efectivos alcanza los 
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picos más altos de azúcares y no el de 22 minu-
tos; esto se debe a que la ultrasonicación en lar-
gos periodos de tiempo genera radicales libres1 
por la descomposición de la molécula del agua 
que reacciona muy fácilmente con otros elec-
trones para poderse aparear; desapareando de 
esta manera otras moléculas lo que puede estar 
afectando la composición de los carbohidratos. 

Gráfico 5. Variables y resultados de la 
ultrasonicación

1	 ZHAO Guili y CHEN Xue. Ultrasound assisted extraction 
of carbohydrates from microalgae as feedstock for yeast 
fermentation. Bioresource Technology, 

3.6. Comparación entre la hidrólisis 
acida y Ultrasonido 

Después de realizar la experimentación ba-
sándose en los resultados se realiza una réplica 
(Ver tabla 2) de las condiciones que reporta el 
mayor contenido de azúcares para validar la in-
formación. En el caso de La hidrólisis con H2SO4 
2N y para el ultrasonido con una amplitud de 45% 
con tiempos efectivos de 5 minutos y 11 minutos. 

La concentración de azúcares de las repli-
cas son parecidas a las realizada en la primera 
experimentación, por lo que se comprueba que 
los resultados obtenidos en la experimentación 
son acertados.

Para comparar los métodos se realiza con el 
promedio de los azúcares para rendimiento de la 
cantidad de azúcares con respecto a la biomasa 
utilizada (Ver Gráfica 3).Como se ve claramente 
el método que reporta mayor rendimiento es la 
hidrólisis ácida con el 0,433%, mientras que el 
ultrasonido reporta rendimientos drásticamente 
inferiores con 0,059% y el 0,068%.

Tabla 2. Réplica de la hidrólisis ácida y ultrasonicación

Métodos
Prueba

[Azúcares] (g/L)
Réplica 1

[Azúcares] (g/L)
Réplica 2

[Azúcares] (g/L)
Promedio

(g/L)
HIDRÓLISIS ÁCIDA

H2SO4

Concentración 2N

Biomasa Liofilizada

0,5 g

4,376 4,328 4,288 4,33

ULTRASONICACIÓN

Amplitud 45%

Tiempo 5 min

Biomasa húm 1,5 g

0.038 0,0385 0,0393 0,0389

ULTRASONICACIÓN

Amplitud 45%

Tiempo 11 min

Biomasa húm 1,5 g

0.043 0,0429 0,0455 0,0442
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El rendimiento favorable del método áci-
do se debe a la forma química de los carbo-
hidratos contenidos en microalgas, la celulosa 
como antes se había mencionado principalmen-
te situada en la membrana celular de las mi-
croalgas, es fácilmente hidrolizada por ácidos 
diluidos, eso hace que la sacarificación de la 
biomasa de microalgas sea mucho más fácil, 
comparado con la Ultrasonido que es un méto-
do mecánico que se basa en la ruptura celular 
mediante una fuerza mecánica, lo que coincide 
con otros estudios que afirman que la ultraso-
nicación no es un método efectivo para la ex-
tracción de metabolitos de interés McMILLAN, 
et al. (2013).

Gráfica 3. Rendimiento de los métodos
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  rendimiento 0,4331 0,0599 0,0681

Además las imágenes microscópicas to-
mada con una resolución de 40x de las célu-
las después de aplicar los métodos: (a) Ácido 
y (b) Ultrasonicación, mostradas en la Figura 4, 
revelan que la hidrólisis ácida rompe la pared 
celular, mientras que el ultrasonido solo altera y 
rompe unas pocas células. 

La hidrólisis ácida a pesar que es el método 
que se muestra con mayor rendimiento en este 
estudio, comparación el artículo de MIRANDA, 
et al, (2012), es muy bajo ya que esta investiga-
ción reporta un rendimiento del 40% azucares/
biomasa. Además la hidrolisis acida presenta 

una gran desventaja, a gran escala no es un 
método viable por ser altamente contaminan-
te, corrosivo y peligroso a altas temperaturas. 
Pero por otra parte, la ultrasonicación genera 
un consumo adicional de energía en compa-
ración con la hidrólisis ácida por el tiempo en 
que las muestras están expuestas a este, y 
se obtiene poco beneficio para que esta pue-
da ser aplicada como método de obtención de 
azúcares.

Figura 4. Imágenes microscópicas de las células 
después de la aplicar los métodos

4. CONCLUSIONES

Se obtuvo 9,41 g de biomasa liofilizada 
aplicando condiciones de cultivo estándar 
de temperatura, pH, fotoperiodo, aireación y 
medio de cultivo (Foliagro), lo cual indica que 
las condiciones seleccionadas de cultivo son 
adecuadas. 

Se alcanzó un rendimiento de 0,43% con 
la hidrólisis ácida utilizando 0,5 g de Biomasa 
Liofilizada y 5 mL de ácido  H2SO4 de una con-
centración 2N a una de temperatura de 120°C, 
presión 1.2 Bar, tiempo de exposición al ácido 
30 minutos, y neutralización con NaOH hasta 
alcanzar un pH neutro.

Las mejores condiciones encontradas en la 
ultrasonicación son a una amplitud del 45% con 
tiempo efectivo de 5 min y 11 minutos y con un 
rendimiento de azúcares reductores de 0,059 % 
y 0,068 % respectivamente.
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El método que reporta un mayor contenido 
de azucares para 0,5 g de Biomasa microal-
gal Chlorella Vulgaris es la hidrólisis acida con 
4,38g/L, mucho mayor a lo reportado por la ultra-
sonicación con 0,58 g/L y 0,66 g/L. La hidrólisis 
acida también tiene la ventaja de ser rentable y 
tener un consumo de energía muy bajo lo que 
no ocurre con la ultrasonicación donde el tiempo 
y la energía empleada es muy alta; la desventa-
ja de la hidrólisis acida es la formación de com-
puestos tóxicos generados durante el proceso y 
que su implementación con miras a gran escala 
puede ser riesgosa por la gran cantidad de aci-
do expuesto a las altas temperaturas.
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