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Resum

Actualment les microalgues son el centre d’atencié de moltes investigacions, per ser una font de
biomassa renovable i una excel-lent matéria prima per la biorefineria. Quan les microalgues
s'utilitzen com a biomassa, el procés consta de quatre etapes: el cultiu de les mateixes, la seva

concentracio, el fraccionament de la biomassa algal i la produccié del producte final.

El present estudi es centra en el fraccionament de les microalgues, sent I'objecte principal
maximitzar la quantitat de lipids neutres i sucres recuperables, tant en el procés de la ruptura de la
paret cel-lular, com en la posterior separacid de fraccions. La microalga escollida és la
Nannochloropsis gaditana, ja que és una bona font de lipids i carbohidrats per la produccié de

biocombustibles.

El trencament de la paret cel-lular de les microalgues es va realitzar mitjancant la técnica d’explosio
de vapor (150 2Ci 4,7 bar durant 5 minuts), per la seva alta eficiéncia en la ruptura i en la posterior
recuperacié dels lipids i sucres. En el subseglient fraccionament de la mescla resultant de I'explosio
de vapor, es van poder identificar tres fases: fase liquida organica amb els lipids, |a fase liquida que

conté carbohidrats i una fase solida que es compon principalment de contingut proteic.

Estudis previs van demostrar |’eficacia i la viabilitat d’utilitzar acid sulfuric com a catalitzador de la
reaccid, seguit d’una extraccié de lipids amb el dissolvent n-hexa. En el present estudi es va analitzar
la variacid de la quantitat de catalitzador, obtenint uns rendiments majors de recuperacid de lipids

i sucres emprant un 5 % d’acid sulfuric (pes/pes, en base mostra humida).

Es va dur a terme una concentracio previa a I'extraccié de lipids i recuperacié de sucres, per tal de
millorar el rendiment de recuperacié. Es van emprar dos metodes de concentracio: la
centrifugadora i la filtracié frontal (filtraci6 amb membrana). Ambdds técniques no van permetre

una millora en la recuperacio dels dos components organics.
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Resumen

Actualmente, las microalgas son el centro de atencidn de muchas investigaciones, por ser una
fuente de biomasa renovable y una excelente materia prima para la biorefineria. Cuando las
microalgas se utilitzan como biomasa, el proceso consta de cuatro etapas: el cultivo de las mismas,

su concentracién, el fraccionamiento de la biomasa algal y la produccidn de del producto final.

El presente estudio se centra en el fraccionamiento de las microalgas, siendo el objeto principal

maximizar la cantidad de lipidos neutros i azlicares recuperables, tanto en el proceso de la ruptura
de la pared celular, como en la posterior separacion de fracciones. La microalga escogida es la
Nannochloropsis gaditana, ya que es una buena fuente de lipids y carbohidratos para la produccién

de biocombustibles.

La rotura de la pared celular de las microalgas se utilizé mediante la técnica de explosién de vapor
(150 °C y 4,7 bar durante 5 minutos), por su alta eficiencia en la ruptura y en la posterior
recuperacién de los lipidos y azucares. En el subsiguiente fraccionamiento de la mezcla resultante
de la explosidn de vapor, se pudieron identificar tres fases: fase liquida orgdnica con los lipidos, la
fase liquida que contiene carbohidratos y una fase sélida que se compone principalmente de

contenido proteico.

Estudios previos demostraron la eficacia y la viabilidad de utilizar acido sulfirico como catalizador
de la reaccidn, seguido de una extraccién de lipidos con el dissolvente n-hexano. En el presente
estudio se analizé la variacion de la cantidad de catalizador, obteniendo unos rendimientos
mayores de recuperacion de lipidos y azicares empleando un 5 % de &cido sulfurico (peso/peso, en

base muestra humeda).

Se llevd a cabo una concentracidn previa a la extraccion de lipidos y recuperacion de azlcares, para
mejorar el rendimiento de recuperacidon. Se emplearon dos métodos de concentracién: la
centrifugadoray la filtracion frontal (filtracion con membrana). Ambos técnicas no permitieron una

mejora en la recuperacion de los dos componentes organicos.
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Abstract

Currently, microalgae are the focus of many researches to be a renewable biomass source and an
excellent raw material for biorefinery. When the microalgae are used as biomass, the process
consists of four stages: the microalgae cultivation, its concentration, fractionation of algal biomass

and the final product production.

The present study focuses on the microalgae fractionation, being the main object maximize the
neutral lipids quantity and recoverable sugars, both in the process of cell wall disruption and in the
subsequent fraction separation. The chosen microalga is Nannochloropsis gaditana, since it is a

good source of lipids and carbohydrates for biofuel production.

In cell wall disruption process of microalga was performed using the technique of steam explosion
(150 oC and 4,7 bar for 5 minutes), for its high efficiency in breaking and subsequent recovery of
lipids and sugars. In the subsequent fractionation of the resultant mixture of the steam explosion,
were able to identify three phases: organic liquid phase with lipids, liquid phase that contains

carbohydrates and solid phase that composes mainly of protein.

Previous studies showed the efficacy and the feasibility of use sulfuric acid as a catalyst of the
reaction, followed of a lipid extraction by n-hexane solvent. In the present study we examined the
variation of the amount of catalyst, obtaining higher recovery yields of lipids and sugars usinga 5 %

sulfuric acid (w/w, wet sample basis).

It carried out a previous concentration to lipids extraction and recovery of sugars, in order to
improve the performance of recovery. We employed two methods of concentration: the centrifuge
and the frontal filtration (filtration with membrane). Both technical did not allow an improvement

in the recovery of the two organic components.
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1. Introduccié

En els darrers anys, el cultiu de microalgues com a matéeria primera per la produccié de
biocombustibles ha sigut el centre de moltes investigacions. Les microalgues sén una font de
biomassa renovable amb una rapida taxa de creixement, baixa competencia amb el sector
alimentari i amb una capacitat d’acumular lipids i carbohidrats en el seu interior (Lam i Lee, 2012) i

s’empren com a materia prima en les biorefineries.

El concepte de biorefineria consisteix en la transformacié de la biomassa en un ample espectre de
biocombustibles i productes quimics (Nobre et al., 2013). Quan s’utilitza les microalgues com a
biomassa el procés consta de quatre etapes: el cultiu de les mateixes, la seva concentracid, el

fraccionament de la biomassa algal i I'elaboracié del producte final.

La primera etapa es centra en I'optimitzacio del cultiu de les microalgues. Es desitja modelar la seva
composicid per aconseguir una constitucio final amb la maxima quantitat de I'element interessat

(com lipids o carbohidrats).

L’etapa de concentracié de microalgues s’enfoca en disminuir la humitat de la biomassa. Les dues
tecniques tradicionals sén la sedimentacié i la centrifugacié. La primera técnica és de llarga duracio
i fins els darrers anys no permetia aconseguir la concentracié desitjada. La segona técnica és poc

eficient degut a I’elevat requeriment energetic.

Una tercera técnica emprada per concentrar les microalgues és la filtracid tangencial amb
membrana. Al principi es va considerar com una técnica amb baixa eficiencia a causa del gran
requeriment energetic, I'elevada inversié economica i el taponament de les membranes, reduint la
permeabilitat d’aquestes. En els darrers anys s’ha comprovat que aquesta técnica es prometedora
en la concentracio (Rios et al., 2013), que es pot reduir el cost en nous materials de membrana
(Nurra et al., 2014b) i I'addicié de vibracié rotatoria disminueix el taponament per acumulacié de

biomassa sobre la membrana (Rios et al., 2011; Rios et al., 2012; Nurra et al., 2014c).

La tercera etapa estudia I'optimitzacié del fraccionament de les microalgues. El procés consisteix
en dues fases: la ruptura de la paret cel-lular de les microalgues i la posterior separacié de

components.

Escola Superior d’Agricultura de Barcelona
UPC - BarcelonaTech




18

L’ultima etapa és I'elaboracié del producte final, emprant les técniques adients per la transformacio

dels components.

El present estudi es centra en I'optimitzacid de la tercera etapa: el fraccionament de microalgues.
La primera fase d’aquesta etapa es pot dur a terme mitjangant diferents técniques (Giinerken et al.,
2015). El meétode escollit és la tecnica d’explosié de vapor ja que presenta una major eficiéncia en
la recuperacid de lipids (Lorente et al., 2015). L’explosid de vapor consisteix en sotmetre la biomassa
algal a una descompressid sobtada, transformant I'aigua de l'interior de les cel-lules a vapor,

augmentant el volum d’aquestes i provocant la ruptura de la paret cel-lular.

Posteriorment a la técnica d’explosié de vapor s’obté una mescla de tres fases, que en un posterior
fraccionament s’identifiquen: la fase liquida organica amb lipids, la fase aquosa que conté

carbohidrats i una fase solida que es compon principalment de contingut proteic.

La microalga que s’utilitza en aquest estudi és la Nannochloropsis gaditana ja que és una bona font

de lipids i carbohidrats per la produccié de biocombustibles (Gouveia i Oliveira, 2009).

1.1. Les microalgues i la seva composicio

1.1.1. Les microalgues

Les microalgues sén microorganismes fotosintéetics procariotes o eucariotes amb una estructura
unicel-lular o multicel-lular simple. A causa de la seva estructura simple tenen la capacitat d’adaptar-
se a una gran varietat de condicions ambientals. Viuen suspeses en |'aigua, tant dolca com salada

amb unes taxes de creixement i productivitat molt altes (Mata et al., 2010).

Aquests organismes requereixen llum, dioxid de carboni, aigua i sals inorganiques pel seu
creixement. El medi de creixement ha de proporcionar aquells elements inorganics que
construeixen la cel-lula de la microalga, com el nitrogen, fosfor, ferro i en alguns microorganismes,

silici (Chisti, 2007).

Les microalgues tenen un conreu i creixement facil, poden créixer en aigua no apta pel consum

huma i tenen facilitats per obtenir nutrients. Per aquests motius, en els darrers anys, les
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microalgues s’estudien com a font de materia primera renovable per la produccid de

biocombustibles, com el biodiésel, meta, hidrogen, etanol, entre altres (Mata et al., 2010).

1.1.1.1. La microalga Nannochloropsis gaditana

L'espécie escollida per realitzar aquest estudi és la Nannochloropsis gaditana. El genere
Nannochloropsis es troba principalment en el medi ambient mari, tot i que recentment ha estat
detectat en aiglies dolces (Fawley i Fawley, 2007). Es un génere proposat com a materia primera en
la biorefineria, ja que té la capacitat d’acumular un 60 % de lipids després de la inanicié de nitrogen

(Rodolfi et al., 2009).

Les cel-lules del génere Nannochloropsis sén esferiques, amb un diametre més petit que 5

micrometres i amb una paret llisa (Fawley i Fawley, 2007), tal com s’observa en la Figura 1-1.

Figura 1-1. Fotografies microscopiques de la microalga Nannochloropsis gaditana (Sirin, 2013)
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Chisti (2007) va realitzar un estudi sobre les microalgues com a materia primera de biodiesel en el
gue va comparar la quantitat interior d’oli en varies especies. Tal com s'il-lustra en la Taula 1-1 un
genere de microalga amb possibles valors per sobre del 50 % i, per tant, un dels adient per la

produccio de biocombustibles és el Nannochloropsis.

Taula 1-1. Comparativa de la quantitat interior d’oli acumulat per unitat de pes sec de biomassa

entre sis microalgues (Chisti, 2007)

Microalga Contingut d’oli (% pes total sec)
Botryococcus braunii 25-75(1)
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Dunaliella primolecta 23
Nannochloropsis sp. 31-68
Phaeodactylum tricornutum 20-30

(1) La majoria d’olis acumulats en aquesta microalga son hidrocarburs (Berberoglu et al., 2009). Aquests

compostos organics estan formats Gnicament per atoms de carboni i hidrogen.

1.1.2. La composicid de les microalgues

Aquest apartat conté una explicacié general sobre els components principals de les microalgues,

segons de Feduchi et al. (2011).

1.1.2.1. Els lipids

Els lipids son un conjunt de molécules organiques insolubles en I'aigua, formades principalment per:
carboni, hidrogen i, amb una proporcié baixa, oxigen. Les principals funcions que exerceixen en els

organismes vius son I'emmagatzematge d’energia i component estructural de la membrana

cel-lular.
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Els lipids sén un grup molt heterogeni que es subdivideix en dos grups segons la seva estructura:
e Lipids saponificables: formats per ésters! d’acids grassos.

e Lipids no saponificables: no contenen acids grassos.

Els lipids interessants en el present estudi sén els que disposen d’una polaritat neutre, ja que son
els utilitzats per la produccié de biocombustibles. Els lipids neutres son esters, productes de la

reaccié d’esterificacié? entre els acids grassos i I'alcohol.

Els acids grassos son la unitat basica dels lipids saponificables i sén molecules formades per llargues
cadenes hidrocarbonades i un grup carboxilic terminal, amb nimero parell d’atoms de carboni.
Aquests acids grassos, per tal de ser utilitzats a nivell cel-lular, es transformen en triglicérids, que

estan formats per una molécula de glicerol unida a tres acids grassos.

1.1.2.2. Els carbohidrats

Els carbohidrats, glucids o sucres sdn biomolécules organiques compostes per carboni, hidrogen i
oxigen. Tenen enllagos quimics covalents, dificils de trencar i que emmagatzemen una gran

quantitat d’energia.

Els glicids compleixen dos funcions fonamentals en els éssers vius: proporcionen energia d’us

immediat i alguns tenen una funcio estructural.

Els carbohidrats estan dividits en quatre grups diferents depenent del nimero de moléecules que els
complementin: monosacarids (una molecula), disacarids (dos moléecules), oligosacarids (de tres a

nou moleécules) i polisacarids (deu o més molécules).

1Compost format per la substitucié de I’hidrogen d’un acid organic per un radical alcohdlic.

2La reaccid que sintetitza un éster.
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1.1.2.3. Les proteines

Les proteines, també anomenades polipeptids, sdn compostos organics construits per cadenes
lineals d’aminoacids units per enllacos peptidics. L’aminoacid és una molécula organica amb un
grup amino (-NH.) i un grup carboxilic (-COOH) i I'enllag peptidic es realitza entre aquests dos grups

funcionals perdent una molecula d’aigua.

Aquestes biomolecules tenen un paper fonamental per la vida dels éssers vius. Realitzen moltes
funcions diferents com: enzimatica, estructural, immunologica, entre altres. Es classifiquen segons
I'estructura que disposen, la qual té propietats diferents (primaria, secundaria, terciaria i

quaternaria).

1.1.3. Composicio del génere Nannochloropsis

Rebolloso et al. (2001) va analitzar la composicid de la microalga marina Nannochloropsis spp. en
un quimiostat cobert sota condicions d’il-luminacié continua. La Taula 1-2 mostra la concentracio

de les principals molécules organiques.

Taula 1-2. Quantitat de lipids, carbohidrats i proteines del genere Nannochloropsis (Rebolloso et

al., 2001)

Component Lipids Carbohidrats Proteines

Concentracio (%, pes/pes) 18,4 37,6 28,8




Fraccionament de microalgues: optimitzacié de la tecnica d’explosid de vapor i posterior separacid de
components 23

1.2. Antecedents

El present estudi forma part d’un projecte d’investigacié sobre la biorefineria a partir de les
microalgues, dut a terme per I'Institut de Recerca en Energia de Catalunya (IREC). En aquest apartat

es resumeix els avencos adquirits sobre el fraccionament de microalgues, previs al present projecte.

El primer pas del fraccionament de microlagues és la ruptura de la paret cel-lular de la mateixa.
Historicament, s’han desenvolupat una serie de métodes que sén més o menys eficacos depenent
de la microalga (Lee et al., 2010). Aquests inclouen I'Gs d’autoclaus, agitacié intensa, microones,
ultrasons i xoc osmotic. Cap métode presenta una eficacia universal a pesar de la intensitat dels

tractaments.

La técnica en que es centra la investigacié és I'explosié de vapor. Es un métode de pretractament
eficient que ha estat utilitzat per fraccionar i modificar materials lignocel-lulosics des de fa més de
cent anys, pero innovador en I'aplicacié de microalgues. El tractament consisteix en exposar la
biomassa a vapor amb una temperatura entre 180 i 210 2C i una pressié entre 1i 3,45 MPa, durant
uns minuts. Passat aquest temps es canvia sobtadament a condicions ambientals, fent que la forma
i la composicio de la biomassa quedi alterada (Montane et al., 1998). Donats els bons resultats
obtinguts amb aquest metode en altres camps, es va aplicar en microalgues (Nurra et al., 2014a)
obtenint uns primers resultats positius com a pretractament en el fraccionament de microalgues.
En aquest cas I'explosid de vapor actua en |'aigua que es troba dins de les microalgues. El seu canvi
de fase té com a conseqiiéncia el corresponent canvi de densitat, fet que provoca un augment

dramatic del volum de les cél-lules provocant una ruptura de la paret cel-lular.

En posteriors investigacions es va estudia la millor manera d’aplicar la técnica d’explosié de vapor
en el fraccionament de microalgues. Aquest pretractament es va dur a terme a dues temperatures
diferents, 120 2C i 150 oC (corresponen a les pressions de saturacié de vapor de 2 bar i 4,7 bar,
respectivament) amb un temps de retencié de 5 minuts. El temps de retencié que va ser escollit era
el suficient per obtenir una homogeneitat de la temperatura i proporcionar una explosié apropiada,

a causa de les diminutes proporcions de les microalgues (Lorente et al., 2015).
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Alguna de les mostres de la biomassa algal, van ser impregnades previament amb acid sulfuric a
una concentracié de 5 % o 10 % (pes/pes, en base mostra humida, p/p) en agitacié durant 10 minuts

a una temperatura de 30 2C. L’acid es va utilitzar com a catalitzador de la reaccié.

La tecnica d’explosid de vapor es va estudiar i comparar amb altres pretractaments també utilitzats
per trencar la paret cel-lular de les microalgues. La investigacid es va realitzar en tres espécies de
microalga, una d’elles va ser en la que es centra el present estudi, la Nannochloropsis gaditana

(Lorente et al., 2015).

Els pretractaments que es van estudiar van ser: la técnica d’explosié de vapor a 120 2Ci 150 2C, els
ultrasons, les microones a una temperatura de 150 2C i I'autoclau a 120 2C. Les mostres resultants
de cadascun dels pretractaments es van sotmetre a una extraccié de lipids amb el métode Bligh
and Dyer per tal de determinar els lipids totals que es recuperen després de proporcionar una
ruptura de la paret cel-lular. La quantitat de lipids extreta per cada pretractament en |'especie

Nannochloropsis gaditana es mostra en la Figura 1-2.
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Figura 1-2. Lipids extrets en la microalga Nannochloropsis gaditana mitjangant el metode Bligh

and Dyer després dels pretractraments (Lorente et al., 2015)
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2. Objectius

El present estudi es centra en el fraccionament de microalgues, tant en el trencament de la paret
cel-lular de les mateixes com la posterior separacié de les fases obtingudes: fase liquida organica,

fase aquosa i fase solida.

L'objecte del present estudi és maximitzar la quantitat de lipids neutres i sucres recuperats durant

I'etapa de fraccionament de microalgues.
S’han proposat dos objectius particulars per tal d’assolir I'objecte:

e El primer objectiu es centra en estudiar la quantitat necessaria de catalitzador per millorar la

metodologia de la técnica d’explosié de vapor.

e El segon objectiu s’enfoca en estudiar dues técniques de concentracid pel posterior

fraccionament de la biomassa algal resultant de I'explosié de vapor.
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3. Materials i metodes

3.1. Disseny experimental

A continuacié es descriuen els experiments que es van realitzar en el transcurs del present estudi,
per tal d’assolir els objectius préeviament esmentats. Els experiments es van realitzar amb I'especie

de microalga Nannochloropsis gaditana.

3.1.1. Experiment 1: Técnica d’explosié de vapor

El primer experiment es va enfocar en I'optimitzacié de la técnica d’explosié de vapor. Aquesta
tecnica s'utilitza per trencar la paret cel-lular de les microalgues mitjangant una descompressio
sobtada, provocant un canvi d’estat de I'aigua de l'interior de les cél-lules a vapor. Aquest canvi
augmenta les seves dimensions i trenca la paret cel-lular de les microalgues. Un fraccionament
posterior a I'explosid de vapor permet obtenir tres fraccions de la biomassa resultant: la fase liquida
organica composta per lipids, la fase aquosa formada pels sucres i la fase solida que compren el

contingut proteic.

Aguest experiment es va dur a terme per analitzar la quantitat de catalitzador (acid sulfuric) més
adient per recuperar una major quantitat de lipids i sucres. Es va realitzar I'explosié de vapor amb

dues concentracions diferents d’acid sulfuric: 1 % i 5 % (p/p, en base mostra humida).

La metodologia que es va seguir per les dues concentracions de catalitzador es descriu a

continuacio.

Previament a la técnica d’explosié, la biomassa algal es va mesclar amb una determinada
concentracio d’acid sulfdric durant 2 hores a temperatura ambient. La mescla es va introduir en un
reactor préviament escalfat a una temperatura de 150 2C (corresponent a una pressié de vapor
saturat de 4,7 bar) amb un temps de retencié de 5 minuts. El temps de retencid que es va escollir
és suficient per obtenir una homogeneitat de la temperatura i proporcionar una explosié apropiada
(Lorente et al., 2015). Passat el temps de retencio, la mostra va passar a un diposit de recollida que

es trobava a condicions ambientals, permetent una descompressido sobtada fins a la pressid
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atmosférica i fent que les cél-lules augmentessin la seva dimensid, provocant el trencament de la

paret cel-lular.

La concentracié d’acid sulfuric durant la reaccié no es va mantenir constant, i igual a 'afegida

inicialment, a causa de I'efecte de dilucié del vapor d’aigua que es va agregar.

Es va afegir hidroxid de sodi a la mostra resultant de I'explosié de vapor per augmentar el pH a 5

per afavorir els posteriors métodes analitics.

En la Figura 3-1 es mostra I'equip experimental utilitzat, que es disposa en els laboratoris de la

Universitat Rovira i Virgili (URV) de Tarragona, al Campus Sescelades.

Figura 3-1. Equip experimental d’explosid de vapor situat a la Universitat Rovira i Virgili
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En la Figura 3-2 s’il-lustra I'esquema que resumeix les tasques que es van realitzar en el primer

experiment.

Técnica d'explosid
de vapora 150 °C

Nannochloropsis

gaditana

1%05%
H,S0,

NaOH
(pH=5)

I

Figura 3-2. Esquema representatiu del primer experiment: Técnica d’explosio de vapor amb la

microalga Nannochloropsis gaditana

3.1.2. Experiment 2: Concentracié amb centrifugadora

El segon experiment es va centrar en la concentracio de la biomassa algal resultant de I'explosid de
vapor amb la centrifugadora, per maximitzar la quantitat de lipids i sucres que es recuperen en el
posterior fraccionament. La hipotesi inicial que es va proposar dictava que com més concentrada
es trobava una mostra, més components organics es podrien quantificar. Per realitzar I'experiment

es va utilitzar la centrifugadora Centrifugue 5810R (Eppendorf, Alemanya) (Figura 3-3).

L’experiment tenia com a objectiu concentrar a un nivell de 75 %, 50 % i 25 % les mostres resultats
de I'explosié de vapor. Per realitzar-ho es va repartir la biomassa algal explotada en 16 eppendorfs
de 40 ml per obtenir 90 ml de cada nivell de concentracié per posteriors analisis. Seguidament, es
van sotmetre a un centrifugat de 4000 rpm durant 15 minuts. Un cop va passar el temps esmentat
es va extraure una determinada quantitat del sobrenedant per tal de concentrar les mostres. Per
exemple, en el cas de concentrar al nivell de concentracié de 25 %, es disposava de 9 eppendorfs
amb 40 ml de mostra explotada i en cadascun es va extraure 30 ml (un 75 % del volum de la mostra)

per obtenir el nivell de concentracié desitjat.
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Per determinar el contingut de lipids i sucres, les mostres amb un cert nivell de concentracié es van

sotmetre als métodes analitics que es descriuen en I'apartat 3.2. (pag. 34).

\

Figura 3-3. Mostres explotades de la Nannochloropsis gaditana introduides a la centrifugadora per

la posterior concentracio

La Figura 3-4 mostra I'esquema del resum de les tasques que es van realitzar durant el segon

experiment:

Nivell de concentracié:

Técnica d’explosiod :
Centrifugad
de vapora 150 eC SOHULEEOSS U 75 %

Nannochloropsis
e

gaditana +5 % ——— [ U 50%

H,S0,
NaOH .
(oH=5) U 25%

Figura 3-4. Esquema representatiu del segon experiment: Concentracié amb centrifugadora de les

mostres explotades de la Nannochloropsis gaditana




Fraccionament de microalgues: optimitzacié de la tecnica d’explosid de vapor i posterior separacid de
components 31

3.1.3. Experiment 3: Concentracié amb filtracié frontal

El tercer experiment va consistir en concentrar la biomassa resultant de la tecnica d’explosio de
vapor amb un equip experimental que duu a terme el procés de filtracid frontal. Aquest procés és
un tipus de filtraci6 amb membrana. En aquest cas, es va utilitzar per tal de poder filtrar volums de
mostra molt reduits, pero seria una tecnica inviable a major escala degut a I'embrutiment que s’hi

produeix.

La membrana és una barrera selectiva que permet el procés de separacié de components. A un
costat de la membrana es troben aquelles especies susceptibles a travessar-lai en l'altre les que ho
han aconseguit. Un dels processos més habituals de separacié en membrana és la filtracié en que
la forca impulsora és la diferéncia de pressio entre els dos costats de la membrana. Es tracta d’'un
procés fisic en qué es separen components en membranes semipermeables. Es diferencien tres
tipus de filtracié segons la mida dels porus:

e Microfiltracio

e  Ultrafiltracié

e Nanofiltracié

En la filtracié frontal tota la mostra es troba sotmesa a un gradient de pressié per separar els seus
components, ja que no existeix recirculacié del retingut. En aquest cas, la membrana és més
susceptible a tenir un taponament per acumulacié de biomassa i, a causa d’aix0, s’observa que a
una pressié constant, el cabal® del permeat* cada cop és menor i, en conseqiiéncia, la permeabilitat®
de la membrana també. A la Figura 3-5 es mostra un esquema que representa el procés de

separacié de components per la filtracié frontal.

3Es la quantitat del fluid, mesurat en volum, que es mou per unitat de temps (L/h).
*Liquid filtrat, és a dir, producte resultant de la filtracié en membrana.

5Es la mesura del flux (L/h/m?) normalitzat per la pressié (L/h/m?/bar).

Escola Superior d’Agricultura de Barcelona
UPC - BarcelonaTech




32

Mostra

S)O Q Q ~ 9

Retingut D &
) -
®°9 .0,
| l |
0 > J ”] .
~
Permeat
~] ) D

Figura 3-5. Esquema que descriu el procés de filtracio frontal

La filtracié frontal en el present experiment es va realitzar tres cops, en dos dels quals es va
concentrar la mostra a un nivell de concentracio del 50 % i durant el tercer, a nivell de 25 %. Els tres
assajos es van dur a terme amb una membrana polimérica amb una mida de porus inferior a 0,2
micrometres, la qual s’havia utilitzat préviament en un altre tipus de filtraci6 en membrana i

permetia retenir els lipids a la part del retingut.

Un dels equips experimentals de filtracid en membrana que es disposa a I'Institut de Recerca en

Energia de Catalunya (IREC) i amb el que es realitza I'experiment s’il-lustra en la Figura 3-6.
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Figura 3-6. Equip experimental de filtracié frontal que disposa I'Institut de Recerca en Energia de

Catalunya (IREC)

Les tasques que es van realitzar durant el tercer experiment s’il-lustren en la Figura 3-7:

Nivell de concentracié:

Tecnica d'explosié Filtracié frontal
de vapora 150 eC " U 75 %
Nannochloropsis
” —
Q’ﬂdl!:r;t:; 5% — — U 50 %
2 4

ik U —

Figura 3-7. Esquema representatiu del tercer experiment: Concentracié amb filtracié frontal de les

mostres explotades de la Nannochloropsis gaditana
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3.2. Metodes analitics

En el present apartat s’esmenten els metodes analitics que es van utilitzar en cada experiment per
quantificar els components organics de la microalga, exceptuant la fraccié solida (contingut

proteic).

3.2.1. Analisi termogravimétric (TGA)

L'analisi termogravimétric (TGA) es va utilitzar per mesurar la humitat, el contingut organic i les
cendres de les mostres, i es va realitzar amb I'instrument LecoTGA701 (LECO Corporation, EUA),
veieu Figura 3-8. Aquest métode es basa en la mesura de la variacié de la massa d’'una mostra quan

aquesta es sotmet a un programa de variacio de la temperatura en una atmosfera controlada.

Primerament, les mostres es van assecar a una temperatura de 105 2C amb una atmosfera de
nitrogen i es va mantenir fins que no es va observar cap variacid en la massa, assegurant
I'evaporacié de I'aigua compresa en la mostra. Seguidament, per tal de mesurar el contingut
organic, la temperatura es va elevar fins 550 2C en una atmosfera d’oxigen i es va conservar fins

que esva aconseguir una massa constant.

El pes lliure de cendres (DAF) es va obtenir a partir de I'analisi termogravimetric i es va utilitzar per

realitzar I'analisi i discussié dels resultats de cada experiment (pag. 39).

Figura 3-8. Equip experimental d’analisi termogravimetric (TGA) que disposa I'Institut de Recerca

en Energia de Catalunya
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3.2.2. Cromatografia liquida d’alta eficiencia

La cromatografia liquida (High perfomance liquid chromatography, HPLC) és un tipus de técnica
fisica que es basa amb el principi de retenci6 selectiva, per tal de separar components d’una mescla,
permetent identificar-los i quantificar-los. El procés consisteix en fer passar una mostra
determinada per una columna que reté els components a través d’interaccions quimiques (fase

estacionaria) mitjancant un bombeig d’un liquid determinat (fase mobil).

La cromatografia liquida d’alta eficiencia es va realitzar amb l'instrument Agilent 1100 Series

(Agilent Technologies, EUA).

Aquest méetode es va utilitzar per determinar la quantitat de sucres dissolts presents en cada
mostra. Va permetre identificar els sucres mitjangant la comparacié dels seus temps de retencid i
quantificar-los, amb la integracié de la suma total dels pics identificats que van resultar en els

cromatogrames.

3.2.3. Hidrolisis acida

La hidrolisi acida es va realitzar amb mostra seca, la qual es va aconseguir a partir de la liofilitzacié.
La liofilitzacid consisteix en separar 'aigua per sublimacié® sometent la mostra a les condicions del

buit.

La hidrolisi és una reaccié quimica entre una molécula d’aigua i una altra molécula. L'aigua es
divideix i els seus atoms passen a formar part de l'altra espécie quimica, produint una ruptura
d’enllagos. La hidrolisi acida és un tipus d’hidrolisi en que I'acid sulfuric s’utilitza per catalitzar la

reaccié quimica.

Agquest métode analitic és un procediment estandard per la determinacid de sucres totals en
mostres de biomassa (ASTM D1106-84). La hidrolisis acida es va realitzar en mostres de microalgues

gue no havien estat sotmeses a la técnica d’explosié de vapor.

6Canvi d’estat de I'aigua, de solid a gasds.
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La hidrolisis acida va consistir en col-locar 300 mg de biomassa algal liofilitzada al 72 % (p/p, en base
mostra humida) d’acid sulfuric en un bany d’aigua a 30 2C durant 1 hora. Passat el temps mencionat,
es va col-locar a I'autoclau Autester ST (JP Selecta, Espanya) que va sotmetre la mostra a 120 2C
durant 45 minuts al 4 % d’acid sulfdric (p/p, en base mostra humida). Després de la hidrolisi, els
residus insolubles de I’acid es van separar mitjancant uns filtres (amb una mida de porus menor a 2
micrometres). Posteriorment la mostra es va sotmetre a la cromatografia liquida d’alta eficiéncia

(HPLC) per analitzar la quantitat de sucres.

3.2.4. Extraccio de lipids

3.2.4.1. Extraccio de lipids amb el métode Bligh and Dyer

L’extraccid de lipids amb el métode Bligh and Dyer és un mitja analitic molt comu en les microalgues
(Bligh i Dyer, 1959). Es va utilitzar per determinar la quantitat total de lipids (lipids apolars o neutres

i polars o amfipatics) i s’utilitza cloroform, metanol i aigua.

Aguest metode es va utilitzar per determinar la quantitat de lipids de la biomassa algal anterior i

posterior a la tecnica d’explosié de vapor.

El procediment va consistir en col-locar 20 ml de mostra amb 75 ml de cloroform-metanol (1:2 v/v)
i es van mesclar mitjangant un agitador magneétic a 300 rpm durant 10 minuts. Seguidament, es va
afegir 25 ml de cloroform i 25 ml d‘aigua destil-lada per tal de formar un sistema de dues fases, que
posteriorment es van separar amb la centrifugadora a 4000 rpm durant 10 minuts. La fase del
cloroform es va separar, després de transferir acuradament la barreja a un embut de separacié, i el
dissolvent es va evaporar utilitzant un evaporador rotatori. Finalment, es va mesurar la quantitat
de lipids de cada mostra després de deixar-les assecar durant tota la nit a I'estufa de laboratori

(Memmert, Alemanya) a 70 C.

La quantitat de lipids es va determinar a partir de la diferéncia de pes entre el vial, un cop es va

extraure de I'estufa, i el pes del vial.
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3.2.4.2. Extraccio de lipids amb n-hexa

El dissolvent no polar n-hexa es va utilitzar per determinar la quantitat total de lipids neutres que

es trobaven presents en la mostra.

En el segon experiment (pag. 29) aquest métode es va dur a terme de dues formes, les quals es van
anomenar: una etapa i dues etapes. Tant en I'experiment 1 (pag. 27) com en I'experiment 3 (pag.

31) I'extraccié de lipids amb n-hexa es va emprar mitjangant una etapa.

L'extraccid de lipids mitjancant el métode d’una etapa, va consistir en afegir 20 ml de mostra i 20
ml de n-hexa en un matras de fons esferic. La mescla es va mantenir durant 2 hores a 60 2C i 800
rpm. Seguidament, la mescla esmentada es va introduir en la centrifugadora durant 10 minuts a
4000 rpm. Posterior a la centrifugacio, la mescla es va dividir en tres fraccions: fase organica, fase
aquosa i fase solida. Es va separar la fase superior (fase liquida organica), la qual contenia el
dissolvent n-hexa amb els lipids, i es va col-locar dins I'estufa de laboratori (Memmert, Alemanya)

a 70 °C durant tota la nit.

L’extraccid de lipids amb el dissolvent n-hexa mitjancant el metode de dues etapes va consistir en
mesclar 20 ml de mostra amb 10 ml de n-hexa, en un matras de fons esferic. Aquesta mescla es va
mantenir durant 1 hora a 60 2C i 1000 rpm. A continuacié es va seguir la mateixa metodologia que
amb el métode d’'una etapa, centrifugant i extraient el sobrenedant, col-locant-ho en I'estufa de
laboratori. El material restant es va tornar a sotmetre a una extraccié amb 10 ml de n-hexa durant

1 horaa 602Ci1000 rpm i es va extraure.

En els dos métodes esmentats (una i dues etapes), la quantitat de lipids es va calcular a partir de la

diferencia de pes entre el vial un cop extret de I'estufa i el pes de vial.

A la Figura 3-9 s’il-lustra la instrumentacio en el moment en que la mostra i el dissolvent es trobaven
en agitacid constant a una certa temperatura. Quan es va realitzar aquesta tasca, es va col-locar un
Soxhlet amb gel per tal d’evitar que els gasos procedents de I'evaporacié del dissolvent

s’escapessin.
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Figura 3-9. Mostres de la microalga Nannochloropsis gaditana en el procés d’extraccié de lipids

amb n-hexa

3.3. Metodes estadistics

A continuacid es detalla la metodologia emprada per I'analisi estadistica utilitzada per avaluar la
variacio entre les dues répliques obtingudes de I'extraccié de lipids (tant per al métode Bligh and

Dyer com per al métode amb dissolvent n-hexa).

Com que el nombre de mostres utilitzades per I'analisi era petit (dues répliques) i donada la
limitacié del volum utilitzat durant els experiments, es va utilitzar la mitjana i la seva desviacio
estandard per tal de tenir informacio sobre el grau de variacio dels resultats. Donada la limitacié en

el nombre de mostres, no ha estat possible una analisi estadistica més acurada.

> MCMXIL
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4. Resultats i discussio

En aquest apartat es mostren i s’analitzen les dades que es van obtenir després de realitzar cada

experiment amb els meétode analitics pertinents.

4.1. Experiment 1: Técnica d’explosio de vapor

L'objectiu del primer experiment va ser determinar la quantitat d’acid sulfuric (catalitzador) que era
més adequada a I’hora de realitzar la tecnica d’explosié de vapor i extraure una major quantitat de
lipids i de sucres. Els assajos es van realitzar a una temperatura de 150 2C, una pressio de 4,7 bar i

amb un temps de retencid de 5 minuts.

Les quantitats de catalitzador que es van utilitzar van ser d'un 1 % i un 5 % (p/p, en base mostra
humida). Els metodes analitics posteriors van permetre coneixer la quantitat total de lipids (metode
Bligh and Dyer), de lipids neutres (metode dissolvent n-hexa) i de sucres (hidrolisi i HPLC) en la
biomassa algal anterior i posterior a la técnica d’explosié de vapor. Els resultats que es van obtenir

es mostren en la Taula 4-1 i Taula 4-2.

Taula 4-1. Resultats obtinguts en I'Experiment 1: Tecnica d’explosié de vapor amb 1 % d’acid

sulfuric. Entre paréntesi s’indica la desviacié estandard.

Explosié de vapora 1502Ci 1%
Mostra Sense tractament
d’acid sulfuric
Pes (g DAF) 415,5 409,5
Bligh and
. 10,9 (0,7 14,0 (0,8
Lipids (%, p/p Dyer ©7) (08)
base DAF)

n-Hexa 1,6 (0,1) 3,8(0,07)

Sucres (%, p/p base DAF) 46,1 (hidrolisi) 17,5
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Taula 4-2. Resultats obtinguts en I'Experiment 1: Tecnica d’explosié de vapor amb 5 % d’acid

sulfuric. Entre paréntesi s’indica la desviacié estandard.

Explosié de vapora 1502Ci 5 %
Mostra Sense tractament
d’acid sulfuric
Pes (g DAF) 346,8 317,9
Bligh and
. 10,7 (0,6 14,0 (0,3
Lipids (%, p/p Dyer (0.6) (03)
base DAF)

n-Hexa 0,2 (0,002) 7,9(0,2)

Sucres (%, p/p base DAF) 39,1 (hidrolisi) 37,4

La técnica d’explosid de vapor que es va realitzar amb una concentracié d’'1 % d’acid sulfuric va
permetre recuperar 3,8 % de lipids neutres, representant un 27,0 % dels lipids totals (tant neutres
com amfipatics) (14 %) segons el metode Bligh and Dyer. En canvi, amb una concentracié del 5 %

es van recuperar 7,9 %, un 56,5 % respecte els lipids totals (14 %).

El contingut de sucres dissolts que es van recuperar després del pretractament va ser major a
I'incrementar la concentracié d’acid sulfdric. Amb un 1 % de catalitzador es va recuperar el 17,5 %
de sucres respecte el total (46,1 %), assolint un rendiment del 38 %. En canvi, amb un 5 % d’acid
sulfuric el rendiment va augmentar a 95,7 % ja que es van recuperar un 37,4 % de sucres respecte
del total (39,1 %). Una major quantitat de catalitzador va provocar una major hidrolisi durant

I’explosié de vapor amb els carbohidrats, alliberant possibles enllacos amb els lipids.

Durant el procés de la técnica d’explosié de vapor I'addicié de major concentracié d’acid sulfuric va
donar a lloc una major eficiencia de recuperacié de lipids i de sucres. L'augment de la taxa de

recuperacié va ser degut a la major hidrolisi durant la técnica.

Com resultat dels presents resultats, els experiments posteriors es van realitzar amb un 5 % d’acid

sulfuric.
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Nobre et al. (2013) van utilitzar el genere Nannochloropsis per avaluar |'extraccié d’olis i pigments.
Una de les extraccions que van realitzar va ser amb n-hexa. Préviament a I'extraccid, la microalga
es va moldre, homogeneitzant les mostres i augmentant I’area de contacte de les microalgues amb
el dissolvent. El contingut de lipids que es va extraure va ser un 40,7 %. El valor de recuperacié de
lipids esta 15,8 % per sota de I'obtinguda amb una prévia ruptura de la paret cel-lular amb la técnica

d’explosid de vapor.

Nurra et al. (2014b) van utilitzar I'explosi6 de vapor per trencar la paret cel-lular de la
Nannochloropsis gaditana a dues temperatures: 120 180 oC (corresponents a una pressio de vapor
saturat de 2 i 10 bar, respectivament). En ambdds casos es va utilitzar un temps de retencié de 5
minuts i no es va mesclar amb catalitzador. En els dos casos es va recuperar menys del 50 % de

lipids neutres respecte el total.

Per altra banda, Jiménez et al. (2014) amb la mateixa finalitat que els anteriors autors i utilitzant la
mateixa microalga, van emprar una homogeneitzacié a una pressié de 1700 bar. Aquesta tecnica
va permetre recuperar un 55,1 % de lipids neutres respecte el total (6 % lipids neutres respecte 10,9

% lipids total).

Els valors de recuperacié de Jiménez et al. (2014) s’aproxima a |'obtingut en la tecnica d’explosié de
vapor realitzada en el primer experiment. Amb la técnica utilitzada i els métodes emprats per la
recuperacié de lipids que van utilitzar aquests autors es va recuperar un 1,4 % menys de lipids

neutres que en el present estudi.
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4.2. Experiment 2: Concentracié amb centrifugadora

El segon experiment tenia com a objectiu concentrar la mostra de biomassa explotada per
maximitzar la quantitat de lipids recuperables, posteriors a la técnica d’explosié de vapor. La
hipotesi que es va proposar previament dictava que com més concentrada estaria la mostra, més

lipids es recuperarien.

Els resultats que es van obtenir es van analitzar mitjangant un balang de materia, on es va partir de
100 % de pes sec lliure de cendres (DAF) de biomassa algal sense tractament. Les quantitats dels
components organics, resultants dels métodes analitics, es representen respecte el pes sec lliure de
cendres (DAF) de la mostra de la microalga no tractada. Les dades resultants de I'explosié de vapor

i de la concentracié es mostren en la Taula 4-3ila
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Taula 4-4.

Taula 4-3. Resultats obtinguts en I'Experiment 2: Fraccions previes i posteriors a la tecnica d’explosid

de vapor respecte el balang¢ de matéria. Entre parentesi s’indica la desviacié estandard.

Explosio de vapora 1502Ci 5
Mostra Sense tractament
% d’acid sulfuric
Pes DAF (%) 100 97
Bligh and
- 22,2 (0,8) 22,3(0,8)
Lipids pes Dyer
DAF (%)

n-Hexa 2,1(0,03) 17,6 (0,4)

Sucres pes DAF (%) 18,8 (hidrolisi) 12,9
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Taula 4-4. Resultats obtinguts en I'Experiment 2: Fraccions posteriors a la concentraciéo amb
centrifugadora de mostres explotades respecte el balan¢ de matéria. Entre paréntesi

s’indica la desviacio estandard.

Nivell de
75 % 50 % 25%
concentracio
Fase Fase Fase Fase Fase Fase
Mostra
organica aquosa organica aquosa organica aquosa
Pes DAF (%) 80,1 15,6 64,0 31,3 49,2 46,9
1 etapa 16,4 (0,4) - 14,9 (0,8) - 12,6 (0,3) -
Lipids n-
14,7 (0,6) 13,5(0,3) 6,7 (0,4)
N (o,
hexa (%) 2 etapes - - -
2,8(0,4) 3,1(0,3) 51(0,1)
Sucres (%) - 3,3 - 6,7 - 9,8

El procés que es va utilitzar per la ruptura de la paret cel-lular va ser I'explosié de vapor a una
temperatura de 150 2C i amb una concentracié de catalitzador del 5 %, ja que en I'experiment
anterior (pag. 39) es va determinar que eren les condicions idonies per obtenir una major

recuperacié de lipids i sucres.

Un cop la mostra de biomassa algal es va sotmetre a la técnica d’explosié de vapor, es van recuperar
el 79,1 % dels lipids neutres respecte el total (22,3 %). Tanmateix, els sucres dissolts que es van
recuperar respecte el total (18,8 %) va ser un 68,6 %. Tant en els lipids, com en els sucres, el
posterior fraccionament de la biomassa algal explotada va donar uns resultats favorables de

recuperacio.

Per una part, els rendiments de recuperacid de lipids que es van adquirir en la posterior

concentracio de la mostra explotada (nivells de concentracié de 25 %, 50 % i 75 %) amb dues formes
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d’extraccié amb el dissolvent n-hexa (una i dues etapes), respecte el total (22,3 %) segons el metode

Bligh and Dyer, es mostren en la Taula 4-5.

Taula 4-5. Resultats obtinguts en I'Experiment 2: Rendiments de recuperacio de lipids en les tres
concentracions resultants de la concentraciéd amb centrifugadora. Entre paréntesi

s’indica la desviacio estandard.

Rendiment recuperacio
Nivell de concentracié (%) Extraccid n-hexa
lipids neutres (%)
1 etapa 73,8(2,7)
75
2 etapes 79,0 (3,2)
1 etapa 67,1(3,4)
50
2 etapes 74,4 (2,5)
1 etapa 56,5 (2,0)
25
2 etapes 53,1 (2,0)

Amb els resultats esmentats es va determinar que la hipotesi proposada era erronia perque el
rendiment de recuperacié de lipids disminuia a mesura que disminuia el nivell de concentracio (a
menor nivell, major concentracid). En altres paraules, el rebuig de la hipotesi va indicar que
concentrar amb centrifugadora no era eficient ja que no produia una maximitzacié de la quantitat

de lipids neutres en la mostra explotada.

Les recuperacions de lipids amb dues etapes, exceptuant la mostra amb un nivell de concentracio
del 25 %, van mostrar un major valor. Per I'excepcio del 25 % no es va trobar una explicacié coherent
i es va atribuir a un error de mostreig. Conseglientment, es va proposar una segona hipotesi: a la

fase aquosa resultant de I'extraccié amb n-hexa queden romanents lipids per separar i quantificar.
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La hipotesi va portar a realitzar una segona extraccido amb n-hexa a la fase aquosa que va resultar
de la recuperacié de lipids de la biomassa algal sotmesa a I'explosié de vapor. Els resultats que es

van assolir es mostren en la Taula 4-6.

Taula 4-6. Resultats obtinguts en I'Experiment 2: Fraccions resultants de I'extraccio de la fase
aquosa adquirida en la primera extraccid de la biomassa explotada respecte el balang

de mateéria. Entre paréentesi s’indica la desviacié estandard.

Fraccions de la segona extraccié Fase organica Fase aquosa
Pes DAF (%) 54,5 24,6
Lipids n-hexa (%) 0,7 (0,07) -
Sucres (%) - 57

La segona hipotesi que es va proposar va resultar no ser erronia, ja que en la fase aquosa procedent
de I'extraccido amb n-hexa es van identificar i quantificar lipids romanents mitjangant una segona

extraccio.

Per altra part, els rendiments que es van assolir en la recuperacid de sucres de les tres

concentracions realitzades, respecte el total (18,8 %) (veieu Taula 4-3), es mostren a la Taula 4-7.

Taula 4-7. Resultats obtinguts en I'Experiment 2: Rendiments de recuperacio de sucres en les tres

concentracions resultants de la concentracié amb centrifugadora

Nivell de concentracid (%) Rendiment recuperacio sucres (%)
75 17,6
50 35,6

25 52,1




Fraccionament de microalgues: optimitzacié de la tecnica d’explosid de vapor i posterior separacid de
components a7

Els rendiments que es van aconseguir de recuperacié de sucres van determinar que com més

concentrada es trobava la mostra, més sucres es recuperaven de la fase aquosa del fraccionament.

En la Figura 4-1 es mostra les fraccions que es van obtenir durant I'extraccié amb n-hexa. Els tres
primers eppendorfs estan ordenats d’esquerra a dreta, de més nivell de concentracié (75 %) a
menys (25 %). L'eppendorf situat a la dreta de la figura mostra les fraccions resultants de la segona

etapa en un nivell de concentracioé del 50 %.

Figura 4-1. Fraccions que es van adquirir de I'extraccié amb n-hexa de les mostres explotades i

concentrades amb centrifugadora de la microalga Nannochloropsis gaditana

4.3. Experiment 3: Concentracié amb filtracio frontal

L’experiment 3 es va realitzar amb I'objectiu de concentrar la mostra explotada amb filtracié frontal
per maximitzar la recuperacié de lipids. La filtraci6 amb membrana assegurava que en la fase
aquosa procedent de la posterior extraccié amb n-hexa no restava una quantitat important de
lipids, recuperant-los tots a la fase liquida organica. Durant el present experiment es van realitzar
tres assajos, en els dos primers es va concentrar la mostra al nivell de concentracié del 50 % i el
tercer al nivell de 25 %. Aquest experiment es va centrar en la recuperacid dels lipids, deixant per

un estudi posterior la recuperacio dels sucres.

L’assaig numero 1 es va iniciar amb 100 g de mostra explotada per tal de concentrar-la al 50 %. La

filtracio frontal és més susceptible al taponament de la membrana i per aquesta rao, I'experiment
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es va realitzar amb una pressié de 9 bar. L'assaig es va finalitzar quan es van aconseguir 50 g de

permeat, assegurant que el retingut estava amb un nivell de concentracié del 50 %.

Les mostres que van resultar dels experiments es van analitzar amb el metode d’extraccié de lipids
amb n-hexa amb una etapa. A causa de no disposar d’una quantitat de mostra suficient, en el segon

i tercer assaig, el métode es va realitzar amb la meitat de pes habitual, sent aquest de 10 g.

El segon assaig es va realitzar amb I'objectiu de concentrar la mostra al 50 %, amb una quantitat
inicial de 60 g i una massa final de 30 g de permeat, d’aquesta manera es va assegurar I'obtencid
de la concentracié desitjada. Aquest assaig es va dur a terme per tal de comparar-lo amb els
resultats del primer i estudiar I'efectivitat de I'extraccié de lipids amb 10 g de retingut. La pressio
que es va utilitzar en la filtraciéd va ser d’1 bar ja que presentava un menor taponament per

acumulacio de biomassa.

El tercer assaig es va iniciar amb 160 g de mostra explotada per tal de concentrar-la al nivell de
concentracio de 25 %. Es va obtenir una quantitat final de permeat de 120 g i de retingut 40 g. La
filtracio frontal va comencar amb una pressié d'1 bar i per tal d’augmentar la velocitat de filtracid,

es va augmentar gradualment fins a 3 bar.

A cadascun dels tres assajos descrits amb anterioritat, es va analitzar la permeabilitat de la
membrana per tal d’estudiar el comportament de la mateixa, en front el taponament causat per la

biomassa algal a diferents pressions. Els resultats es mostren a la Figura 4-2, a la Figura4-3iala

Figura 4-4.
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Figura 4-2. Resultats del primer assaig de I'Experiment 3: Evolucié temporal de la permeabilitat de

la membrana amb una pressié de 9 bar i nivell de concentracid del 50 %
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Figura 4-3.Resultats del segon assaig de I'Experiment 3: Evolucio temporal de la permeabilitat de la

membrana amb una pressié d’'1 bar i nivell de concentracié del 50 %
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Figura 4-4.Resultats del tercer assaig de I'Experiment 3: Evolucié temporal de la permeabilitat de la

membrana amb una pressié d’'1 bar fins a 3 bar i nivell de concentracio del 25 %

El comportament de la membrana es va veure afectat per I'exposicid de la totalitat de la mostra
explotada a una determinada pressid, sense la disposicid de recirculacié del retingut, i va provocar
un major taponament per acumulacié de biomassa. Per aquest motiu, es va observar una

disminucidé gradual del cabal de permeat i, consegiientment, el descens de la permeabilitat.

Els resultats que es van obtenir durant el fraccionament de la biomassa concentrada, es mostren
en la Taula 4-8. Les dades es van obtenir aplicant el balan¢ de matéria que ja s’havia aplicat en el

segon experiment (pag. 42), per poder comparar els resultats dels dos experiments.
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Taula 4-8.Resultats obtinguts en I'Experiment 3: Fraccions posteriors a la concentracié amb
filtracié frontal de mostres explotades respecte el balan¢ de materia. Entre parentesi

s’indica la desviacio estandard.

Nivell de concentracié 50 % (1) 50 % (2) 25%
Mostra Fase organica Fase organica Fase organica
Pes DAF (%) 78,8 75,7 56,3
Lipids n-hexa (%) 16,4 (0,2) 16,3 (0,6) 12,0(2,3)

(1) Extraccid n-hexa una etapa amb 20 g. (2) Extraccid n-hexa una etapa amb 10 g.

Els rendiments d’extraccié de lipids amb el dissolvent n-hexa que es van obtenir de cada una de les
concentracions respecte el total (22,3 %, resultat de I'experiment 2) segons el metode Bligh and

Dyer es mostra a la Taula 4-9.

Taula 4-9. Resultats obtinguts en I'Experiment 3: Rendiments de recuperacio de lipids en les tres
concentracions resultants de la concentracié amb filtracié frontal. Entre parentesi

s’indica la desviacio estandard.

Nivell de concentracio (%) Rendiment recuperacid lipids (%)
50 (1) 73,5(2,3)
50 (2) 73,3 (3,0)
25 53,7 (8,6)

(1) Extraccid n-hexa una etapa amb 20 g. (2) Extraccio n-hexa una etapaamb 10 g.

En els dos assajos en els que es va concentrar la mostra al 50 %, els rendiments de recuperacié de
lipids obtinguts tenien un valor molt similar, tot i que es van utilitzar diferents formes d’extraccio

de lipids amb n-hexa (el primer amb una etapa i el segon amb la meitat de la quantitat habitual).
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En el tercer assaig, el rendiment que es va obtenir no es podia considerar representatiu, ja que la
desviacio estandard calculada de les dues repliques de I'extraccid de lipids amb el dissolvent n-hexa

va ser de 2,3 % en referéncia al 12,0 % (que representa una variacié del 19,3 % sobre la mostra).

Les extraccions que es van realitzar amb una quantitat de mostra de 10 g no es van permetre
resultats concloents correctes i, per tant, no es van poder comparar directament amb els resultats

que es van aconseguir en el segon experiment.

La primera mostra que es va concentrar al 50 % i es va analitzar amb el métode analitic habitual es
va poder comparar amb la quantitat obtinguda de lipids amb extraccié d’'una etapa del segon

experiment (pag. 42).

A la Taula 4-10 es mostra la comparativa dels rendiments que es van obtenir amb la concentracio

del 50 %, amb les dues formes de concentracié: centrifugadora i filtracié frontal.

Taula 4-10. Comparativa dels rendiments resultants de la recuperacié de lipids concentrant a un

50 % en centrifugadora i filtracié frontal. Entre parentesi s’indica la desviacié

estandard.
Nivell de concentracié Rendiment recuperacio lipids (%)
Extraccio 1 etapa 67,1 (3,4)
50 % Centrifugadora
Extraccio 2 etapes 74,4 (2,5)
50 % Filtracid frontal 73,5 (2,3)

Al concentrar la mostra amb centrifugadora el rendiment que es va aconseguir amb I'extraccié en
dues etapes es va aproximar a I'obtingut amb filtraci6 amb membrana. En canvi, en I'extraccio de
lipids amb una etapa, va presentar una diferéncia del 6,4 % amb la filtracié frontal ja que presentava

una quantitat de lipids rellevant en la fase aquosa.
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Lorente et al. (2017) van estudiar la recuperacid de lipids concentrant la biomassa algal sotmesa a
la técnica d’explosié de vapor (temperatura de 150 °C, pressid de 4,7 bar, 5 % d’acid sulfuric i 5
minuts de retencié) amb filtraci6 amb membrana. Els métodes de filtracid amb membrana que es
van utilitzar eren la filtracio tangencial i la tangencial vibratoria. La biomassa algal explotada es va
concentrar previament a I'extraccié de lipids, i en ambdds meétodes la quantitat de lipids en el
permeat era menor a 1 %. El retingut no presentava una recuperaciéo major que la de la mostra
explotada i la quantitat de sucres en el permeat era aproximadament igual que abans de ser

concentrada.
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5. Conclusions i recomanacions

5.2. Conclusions

A partir dels resultats obtinguts en cada experiment es pot concloure:

e La tecnica d’explosié de vapor és el metode més adient per trencar la paret cel-lular de la
microalga Nannochloropsis gaditana, ja que és el que permet una recuperacié major de lipids

(56,5 %).

e Elrendiment de recuperacié de lipids neutres de la mostra sense pretractar és menor (1,9 %)

que I'obtingut després de sotmetre la biomassa algal a la técnica d’explosié de vapor (56,5 %).

e En la tecnica d’explosié de vapor és eficag afegir préviament un 5 % d’acid sulfuric quan es
treballa a una temperatura de 150 2C, una pressié de 4,7 bar i un temps de retencié de la
mostra de 5 minuts. La recuperacié de lipids (56,5 %) i sucres (95,7 %) és major que quan
s’utilitza una menor concentracié de catalitzador (recuperacio de lipids del 27,0 % i de sucres

del 38 %, per una concentracio del 1 %).

e La concentracio prévia a I'extraccid de lipids i recuperacié de sucres, de les mostres sotmeses
alatécnica d’explosid de vapor, no millora el rendiment de recuperacié d’ambdds components

organics.

e L’extraccid de lipids amb el dissolvent n-hexa d’'una mostra amb baix nivell de concentracid (25
%), i emprant la meitat de la quantitat utilitzada inicialment (20 g), no permet obtenir una
recuperacio representativa, ja que la desviacié estandard de les dues répliques és molt elevada

(indica una variacio del 19,3 % sobre la mostra, una desviacié del 2,3 % en referencia al 12,0

%).
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5.3. Recomanacions

e Continuar estudiant diferents condicions per la tecnica d’explosié de vapor, per tal

d’aconseguir el major rendiment de recuperacié possible.

e Analitzar altres métodes per realitzar I'extraccid de lipids, per tal d’augmentar la seva

recuperacié després de trencar la paret cel-lular de les microalgues.

e Estudiar altres meétodes de concentracié per intentar augmentar la quantitat recuperada de

lipids i sucres reduint la concentracid de dissolvent necessari per realitzar I'extraccio.

e Investigar el comportament d’altres generes de microalgues per augmentar la quantitat dels

components organics desitjats.
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Annexos

Annex A. Resum de I'estudi que es presentara en la EUBEC

El present estudi forma part del projecte amb codi oficial CTQ2014-56285-R “Cultivo,
concentracion, fraccionamiento y obtencién del producto en refineria de microalgas”, els quals es

realitzen en I'Institut de Recerca en Energia de Catalunya (IREC).

L'IREC presentara una part de I'estudi realitzat en la 25na edicié de European Biomass Conference
& Exhibition (EUBCE) al juny del 2017, el qual es dura a terme a Estocolm, Suécia. El resum de I'estudi

que s’exposara es mostra seguidament:
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Microalgae fractionation into bioproducts by steam explosion
and membrane filtration

E. Lovents®, M. Haponska, C. Tormas®, E. Clavers’, N. Descaregs", J. Saivadd®
sCatalonis institute for Enengy Resaarch, IREC, Marcelif Domingo 2, 43007 Tamagons, Catalonts, Spain
dpepartament dEnginyens Quimica, Universitat Rowira | VIEW, Av. Paisos Catsisns 26, 43007 Tamagons,
Catslonia, Spain

ABSTRACT

Microalgae, a renewable biomass source of second generation, is in the focus of scientists
and companies to be used as biorefinery raw material. However, the implementation of a
microalgae biorefinery still requires the development of technologies, especially involving
the harvesting and fractionation processes. Search for appropriate pretreatment cell
disruption methods for microalgae is essential in order fo increase the lipid extraction
efficiency and/or to release the carbohydrates and sugars present in the cell. Furthermore,
the application of membrane fikration could facilitate the different fractions.

The initial experimental results show that the application of acid-catalysad steam explosion
technique as a pre-freatment in the fractionation of microalgae allows the disruption of the
cellular structure and hydrolises the carbohydrates, making lipids more accessible by
solvent extraction.

Regarding membrane filtration, membranes with pore size lower than 0.2 micrometers
allowed the rejection of almost all the lipids and parmitted the permeation of the agueous
phase of hydrolyzed carbohydrates. Following extraction could recover the lipids using
much less amount of solvent.

Purpose of the work and approach

Recently, bioproducts from microalgae gained increased attention in the field of biobased
economy and biotechnology [1]. However, despite the promising benefits of microalgae as
an alternative renewable source of biomass, a considerable amount of research and
development efiorts are still to be carried out because of several remaining hurdles fo the
development of the microalgae biorefinery technology, mainly related to harvesting and
feedstock extraction [2].

The extraction of components from microalgae is particularly problematic due to the
chemically complex and structurally robust nature of most algal cell walls. Therefore, it is
often necessary to disrupt the cell walls and other cellular structures in order to make the
microalgae components (lipids, carbohydrates, proteins) sufficiently accessible for
extraction. Pre-treatment is a key unit operation affecting the refinery efficiency of
microalgae biomass. Several pre-treatment methods have been proposed for microalgae
cell disruption [3], although the most efficient pre-treatment method has not yet been
unequivocally confirmed.
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Steam explosion is an efficient and economical method, which has long been used for
fractionating and modifying lignocellulosic materials [4]. This treatment exposes biomass fo
steam at temperatures between 120-150 °C (for microalgal biomass) for several minutes,
followed by sudden depressurization to ambient condition, resulting in the cell rupture due
to the phase change of liquid water inside the cells.

The purpose of the present study is to evaluate the coupling of the steam explosion
procass and tangential cross-flow filtration in order to facilitate both lipid extraction and
post-extraction use of the microalgal biomass.

Scientific innovation and relevance

A novel route for microalgae downstream is being proposad in this work. It combines
steam explosion as cell disruption method with fractionation paths consisting on
membrane filtration and exiraction.

For fractionation, two sirategies are considered, (a) performing the filtration of the steam
exploded sample before the extraction of lipids or (b) filtration after the extraction process.
The use of different membranes is analyzed in order to improve the fractionation of the
sample after the steam explosion treatment, into three fractions: lipids, carbohydrates and
residual solid, containing proteins and other valuable products.

Preliminary results

The application of acid-catalysed steam explosion pretreatment to three types of microalgae
biomass (Nannochloropsis gaditana, Chlorella sorokiniana and Phaeodactylum
tricornutum) results in higher lipid extraction efficiencies compared to autoclaving,
ultrasound and microwave techniques.

The results indicate that the steam explosion disrupts the cell wall and, in addition, the
hydrolysis of polysaccharides allows the lipids being more accessible to solvent extraction.

With the exploded sludge, fractionation steps are required to obtain the lipids,
carbohydrates and proteins. Membrane filiration and solvent extraction were usad.
Microfiltration membrane with pore size lower than 0.2 micrometers allows the rejection of
almost all the lipids and permits the parmeation of the agueous phase of hydrolyzed
carbohydrates. Then, the retentate has a much smaller volume than the initial one and a
high concentration of lipids. Therefore, the amount of solvent needed to extract the lipids
in the retentate fraction is much lower, cutting the operation costs.
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Fig. 1 Lipid extracted from Nannochioropsis gaditana by Bgh and Dyer method afier pretreatment

Exvacted lipids (wiw, DAF basis)
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Annex B. Calcul pes sec lliure de cendres (DAF)

Els resultats de cada experiment, tant de la mostra sotmesa o no a la técnica d’explosié de vapor

com la quantitat de lipids i sucres recuperats, es donen en pes sec lliure de cendres (DAF).

Primerament, a partir de I'analisi termogravimeétric (TGA) s’aconsegueix la quantitat d’"humitat i de
cendres que contenia cada mostra i, amb el seglient calcul, es va aconseguir el percentatge de el

pes sec lliure de cendres de cadascuna.

DAF (%) = 100 — Percentatge mitja d'humitat — Percentatg mitja de cendres

Seguidament, es va calcular el pes sec lliure de cendres en grams, a partir del pes fresc de cada una

de les mostres.

DAF mostra (%)
100

Pes mostra DAF (g) = Pes mostra (g) -
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En les seglients taules es mostra el procediment descrit anteriorment en el tercer experiment, quan

la mostra es va concentrar al 50 %.

Concentracio al 50 % (1): Permeat Mitjana
Humitat (%) 88,53 88,58 88,63 88,58
Cendres (%) 8,13 8,17 8,10 8,13
DAF (%) 3,29
Concentracié 50 % (1) | Alimentacié (mostra explotada) Retingut Permeat
Pes (g) 100 69 27,6
Pes DAF (g) 5,12 4,20 0,91
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En la seglient taula es mostren tots els valors del pes sec lliure de cendres calculats en cada un dels

experiments:

Experiment Mostra biomassa algal DAF (%)
Mostra sense tractament (primer assaig) 11,10
Mostra explotada (150 2Ci 1 % acid
o 6,90
Primer sulfuric)
experiment Mostra sense tractament (segon assaig) 8,80
Mostra explotada (150 2Ci 5 % acid
4,70
sulfuric)
Mostra explotada (150 2Ci 5 % acid
5,12
sulfuric)
Concentracié 75 % 5,64
Segon
experiment Concentracié 50 % 6,76
Concentracié 25 % 10,39
Fraccio liquida 3,30
Mostra explotada (150 2Ci 5 % acid
5,12
sulfuric)
Concentracio 50 % (1) 6,03
Tercer
experiment Frase liquida 50 % (1) 3,29
Concentracio 50 % (2) 8,00
Frase liquida 50 % (2) 2,82
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Concentracié 25 % 11,94

Frase liquida 25 % 3,00
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Annex C. Calcul del percentatge de lipids

Els lipids presents en cada una de les mostres es van quantificar mitjancant una extraccié de lipids
(Bligh and Dyer o dissolvent n-hexa). Seguidament, el vial amb el dissolvent es va introduir a una
estufa, i passada la nit, es va calcular la quantitat de lipids realitzant la diferéncia entre el vial amb

els lipids i el pes del vial previ a la introduccié del material (obtenint el pes sec).

El calcul que descriu el percentatge de lipids presents en una mostra és el segiient:

Lipids DAF (g)
Pes mostra DAF (g)

Lipids (%) = 100

L’extraccié de lipids es va realitzar en dues repliques, de les quals es va calcular la desviacié

estandards mitjancant la funcié del programari Excel, utilitzant la seglient férmula:

Desviacib estandard =
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En la seglient taula, es mostra els calculs descrits anteriorment en el cas de concentrar al 50 % amb

la filtracié frontal (tercer experiment).

Retingut de la filtracio frontal concentrant al 50 % (1)

Reéplica 1 2

Pes mostra (g) 20,00 20,05

Pes mostra DAF (g) 1,21 1,21

Vial (g) 18,73 18,84

Vial + lipids (g) 18,98 19,09

Lipids (g) 0,25 0,25

Lipids (%) 20,95 20,55
Mitjana lipids (%) 20,75
Desviacio estandard 0,30
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Annex D. Calcul de lipids en el balan¢ de mateéria

Tant en el segon, com en el tercer experiment, les quantitats obtingudes de lipids es van representar
respecte un balang de materia, on la biomassa algal sense pretractament representava els 100 g

DAF i la biomassa sotmesa a |'explosié de vapor, 97 g DAF.

Els pesos DAF de I'alimentacio, del retingut i del permeat en els dos experiments es van calcular
com s’explica en I'Annex 2 (pag. 64). Seguidament, es volia coneixer els grams DAF que
representava el retingut amb els lipids, de les dues tecniques de concentracid, dins el balang de

materia.

El calcul que es va utilitzar es mostra a continuacid, tenint en compte que el pes DAF de I'alimentacio

(anomenat feed en el calcul) del balang de matéria sén 97 g DAF.

Feed (bala ¢mat.) (g)
Feed (concentrac 6) (g)

Retingut (balang mat.) (g) = - Retingut (concentrac 06) (g)

Finalment, es va calcular la quantitat de lipids presents en el retingut respecte del balang de

materia, és a dir, els lipids recuperats.

Lipids extraccio (%)
100

Lipids (balang mat.)(g) = - Retingut (balang mat.) (g)
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A continuacid, es mostra una taula amb els calculs assenyalats anteriorment en el tercer

experiment, al concentrar la mostra explotada al 50 %.

Concentracio al 50 % (1)

Pes DAF alimentacio (g) Pes DAF retingut (g)

Filtracio frontal 5,12 4,16
Balang de matéria 97 78,82
Lipids recuperats DAF (g) 16,36
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