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1. RESUMEN

Este trabajo estudia la optimizacién del proceso de obtencién de proteinas de
biomasa algal crecida en plantas de tratamiento de purines. Se trata de un trabajo
experimental en el que se ha partido de biomasa algal liofilizada, mayoritariamente
Scenedesmus almeriensis, procedente de plantas de tratamiento ubicadas en la Estacion
de las Palmerillas, de la Fundacién Cajamar en Almeria. Se ha aplicado un proceso de
hidrolisis bdsica para la extraccion proteica variando las condiciones de tiempo,
temperatura y concentracion de NaOH utilizada. Las condiciones ensayadas para la
extraccién son 0.5h, 2h y 5h para el tiempo; 25°C, 40°C y 55°C para la temperatura; y
0,1M, 0,5M y 2M para la concentracién de NaOH. Posteriormente, se realiza una
precipitacidon por variacién de pH, obteniéndose asi el sélido final proteico recuperado.

Se evalua el rendimiento de extraccion global y la pureza del sélido final proteico,
analizando la cantidad de proteinas, lipidos y carbohidratos obtenidos en cada
experimento. Estos resultados se analizan en funcion de la severidad de las condiciones
de operacién empleadas. De este modo, es posible obtener un punto dptimo entre la
cantidad de producto obtenida y los recursos gastados en la extraccion.

Palabras clave: Microalga liofilizada, proteina, carbohidratos, lipidos, hidrdlisis
basica.

ABSTRACT

This work studies the influence of several conditions in the proteins extraction
process from algal biomass obtained from pig manure wastewaters treatment. The
predominant species in the freeze-dried algal biomass used in this experimental work is
Scenedesmus almeriensis , An alkaline hydrolysis process for protein extraction has been
applied, and the studied variables were time, temperature and NaOH concentration
used. The conditions tested for the extraction are 0.5h, 2h and 5h for the time; 25 ° C,
40 ° C and 55 ° C for the temperature; and 0.1M, 0.5M and 2M for the NaOH
concentration. Subsequently, extract purification is done by protein precipitation by
acidification, obtaining the final recovered protein.

The global extraction yield and purity of the final protein extract were evaluated by
analyzing the proteins, lipids and carbohydrates content of in the extracts obtained for
each experiment. These results were evaluated according to the severity of the different
operating conditions used. In this way, it was possible to obtain an optimal point where
the maximum amount of product was obtained using the minimum quantity of
resources in the extraction.

Key words: Freeze-dried microalgae, proteins, carbohydrates, lipids, basic hydrolysis
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4. INTRODUCCION

Desde principios de los afios 50, se investiga en la busqueda y desarrollo de
nuevas fuentes de proteinas para diferentes aplicaciones. La demanda de
proteinas aumenta continuamente debido al incremento de la poblacién y a las
necesidades energéticas que ello conlleva.

La biomasa microalgal es una fuente prometedora de proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y otros productos de alto valor afiadido de gran relevancia
para multitud de industrias, por ejemplo, para produccién de piensos vy
biocombustibles entre otros. En comparacion con otras fuentes vegetales de
proteinas, tales como la soja y el aceite de palma, las microalgas se pueden
cultivar de manera mas eficiente y sostenible (Vanthoor-Koopmans et al., 2013).

Alga Protem  Carbohvdrates Lipads
Anabaena cvlindrica 4356 2530 4.7
Aphanizemenon flos-aguae 62 23 3
Chigmydomonas rheinhandii 48 17 21
Chiorella pyvrenoid osa 57 26 2
Chiorefla vl garis 5158 12-17 14-22
Phena fiedla sl ing 57 32 B
Euglena gracilis 39-61 1418 14-20
Porphvridium cruentum 2839 40-57 G914
Scenedesmus obii s 50-56 10-17 12-14
Spirogvig Sp. 620 3364 11=21
Arthrospira maxima 6071 13-16 b7
Spiruding pa fensis 4663 B-14 4-9
Smechococcus sp. 63 15 11

Tabla 1: Composicion quimica de diferentes microalgas (% en materia seca). (Saha et al., 2015)

Uno de los principales inconvenientes en la produccién de algas es la cantidad
de energia utilizada en todo el proceso y los costes de inversién (Norsker et al.,
2011). El cultivo de microalgas conlleva gastos importantes y la mayoria de las
especies de microalgas tienen una pared celular resistente que necesita ser
rota/fragmentada antes de extraer el o los productos de interés, lo que supone
un consumo de energia. De hecho, la extraccidon eficiente de la biomasa
microalgal a menudo se ve afectada por la rigidez de su pared celular. Existen
diversos trabajos de producciéon de proteinas con microalgas crecidas en
reactores cerrados, en condiciones controladas, pero, en la mayoria de los casos,
los costes de produccion hacen que el proceso global no resulte econdmicamente
viable. Las microalgas pueden crecer en condiciones reales, al aire libre, pero
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también en aguas residuales, actuando como sistema de tratamiento para
efluentes dificiles de tratar por métodos tradicionales, como son las procedentes
de explotaciones porcinas. De hecho, en ausencia de limitacion por nutrientes, la
fotosintesis se incrementa con el aumento de la intensidad luminica, hasta
alcanzar la maxima tasa de crecimiento especifica para cada especie en el punto
de saturacion por luz (Park et al., 2011). Pasado este punto, se alcanza el punto
de fotoinhibicion, con resultados perjudiciales para la misma célula e incluso la
muerte, implicando pérdida de eficiencia fotosintética y productividad del cultivo
(Herndndez Pérez et al.,, 2014). En el medio de cultivo favorable, los
microorganismos verdes encuentran el nitrégeno y fésforo necesarios para su
desarrollo que, de lo contrario, tienen que afiadirse a través de fertilizantes que
encarecen el proceso de produccidon y no resultan respetuosos con el medio
ambiente. Los purines se caracterizan por presentar concentraciones muy
elevadas de nitrégeno y fosforo que las plantas de tratamiento de residuos son
incapaces de procesar. Para resolver este problema, se puede combinar la
produccién de microalgas con el tratamiento de aguas residuales.

Del mismo modo, es destacable la capacidad de las microalgas para
metabolizar didxido de carbono. La reducciéon de los niveles atmosféricos de
diéxido de carbono, gas de efecto invernadero, es un objetivo prioritario de
alcance global, y la utilizacidon de estos microorganismos fotosintéticos capaces
de retirar CO, puede ser una solucién al problema. De hecho, las microalgas y las
cianobacterias, son Unicas y muy valiosas ya que son los mayores
transformadores de CO, en O, del planeta, con rendimientos de fijacién de
carbono mas de cinco veces superiores a las mejores plantaciones de maiz,
ademas de ser fuente de biomasa y uno de los grupos ecolégicos mas variables
del mundo (Hernandez-Pérez et al., 2014).

Por lo tanto, se debe poner énfasis en la explotacion maxima de la biomasa
de microalgas al tiempo que se minimiza el uso de energia. En la mayoria de los
casos, las proteinas son la fracciéon mas grande de las microalgas, y los lipidos son
una parte menor excepto para algunas especies de algas (Carioca et al., 2009).

Las proteinas se componen de diferentes aminodacidos y, por lo tanto, la
calidad de las proteinas se determina principalmente por el contenido, la
proporcién y la disponibilidad de sus aminoacidos.

Para explotar todos los productos de las microalgas, es necesario aplicar el
concepto de biorrefineria. El principal reto es separar las diferentes fracciones sin
danarlas. Deben desarrollarse procesos que proporcionen elevados rendimientos
de recuperacion de las diferentes fracciones de la biomasa con elevada pureza,
sin afectar o degradar al resto. Las técnicas desarrolladas tienen que ser, ademas,
baratas y con bajo consumo de energia. El primer enfoque en la obtencidn de los
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productos debe ser hacerlos facilmente extraibles. Cuando los productos se
liberan de las células, se necesitan diferentes técnicas de extraccidn, separacion
y purificacion, por ello, es importante tener en cuenta que las tecnologias deben
adaptarse a cada especie de interés. Por ejemplo, algunas especies de algas no
tienen una pared celular, lo que hace que la rotura celular sea menos costosa
energéticamente hablando. Estas diferencias deben tenerse en cuenta al
seleccionar la técnica de rotura celular (Vanthoor-Koopmans et al., 2013).
Después de la recolecciéon de algas y la recuperacién de los productos
comercializables, la biomasa residual permanece y puede convertirse en
diferentes direcciones. Se han realizado intentos para generar bioetanol a partir
de la biomasa algal. Se puede lograr mediante la fermentacion de los hidrolizados
de biomasa algal rica en carbohidratos, empleando levaduras en condiciones
anaerdbicas. Ademas, la biomasa residual de las algas también se puede utilizar
para la generacidon de metano, un portador de energia que genera una huella de
carbono insignificante, mediante degradacidon anaerdbica en plantas de biogas.
(Koller et al., 2014).

La combinacion de la digestion anaerobia y la producciéon de microalgas
destinada a la obtencion de diferentes compuestos de alto valor afadido y
biocombustibles pueden resultar econdmica y medioambientalmente atractiva,
reduciendo los costes directos debidos al consumo eléctrico y calorifico de la
planta de produccién y procesado de biomasa. El crecimiento de esta biomasa en
plantas de tratamiento de aguas residuales supone un valor afadido y reduce los
costes debidos al suministro de CO, y nutrientes (Ramoén-Suarez, 2012).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 BIOMASA ALGAL

Para este estudio de extraccion proteica fue utilizada una biomasa microalgal
procedente del tratamiento de aguas residuales de purines, que fue liofilizada
previo uso y amablemente proporcionada por la Universidad de Almeria. La
especie de microalga predominante en esta biomasa es la Scenedesmus
almeriensis, que presenta una pared celular rigida que le confiere una resistencia
muy util para el tratamiento de aguas de alta carga contaminante.

La composicion inicial de la biomasa microalgal es 34,4% de proteinas, 36,7%
de carbohidratos, 8,0% de lipidos y 15,6% de cenizas. Como se puede ver, debido
a su procedencia y a la época de cultivo (meses de Septiembre y Octubre), las
fracciones predominantes son las proteinas y los azlUcares, ambos metabolismos
promovidos por la facilidad de acceso a nutrientes debido a su alto contenido en
las aguas de purines.

5.2 HIDROLISIS BASICA

Las hidrdlisis basicas para la extraccion proteica se llevaron a cabo en
matraces Erlenmeyer de 100 mL. La cantidad inicial de alga pesada fue 2,5 g
secos, utilizando la disolucién de sosa correspondiente en cada caso para obtener
una concentracion final de alga del 5% w/w.

Se realizaron tantos experimentos, por duplicado, como combinaciones
existen entre las tres variables analizadas de la hidrdlisis a los 3 niveles
empleados: Concentracion de NaOH, temperatura y tiempo. La nomenclatura
utilizada numera cada nivel de intensidad de variable como 0, 1 6 2, refiriéndose
la primera cifra a la concentracién de NaOH, la segunda a la temperatura y la
tercera al tiempo:
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Experimento Concentracién de NaOH Temperatura Tiempo Gradc.> de
(M) (°) (h) severidad
JO0O0 0,5h 0
Joo1 25°C ’h 1
J002 Sh 2
1010 01M 0,5h 1
Jo11 ’ 40°C ’h 5
Jo12 Sh 3
1020 0,5h 2
J021 55°C 2h 3
J022 Sh )

Tabla 2: Nomenclatura de los experimentos (Concentracion de NaOH=0,1M)

Experimento | Concentracion de NaOH (M) | Temperatura (°C) Tle(rlr)po i’:;?diz
J100 0,5h 1
J101 25°C 2h 2
J102 5h 3
J110 0,5h 2
J111 0,5M 40°C 2h 3
J112 5h 4
J120 0,5h 3
J121 55°C 2h 4
J122 5h 5

Tabla 3: Nomenclatura de los experimentos (Concentracién de NaOH=0,5M)

Tiempo | Gradode

Experimento | Concentracién de NaOH (M) | Temperatura (°C) (h) severidad

J200 0,5h 2
J201 25°C 2h 3
1202 5h 4
J210 0,5h 3
J211 2M 40°C 2h 4
1212 5h 5
1220 0,5h 4
1221 55°C 2h 5
1222 5h 6

Tabla 4: Nomenclatura de los experimentos (Concentracién de NaOH=2M)

Se definio el grado de severidad como el valor obtenido sumando las cifras del
coédigo correspondiente a cada muestra, ya que las cifras mas altas se
corresponden con condiciones mas severas.

Las hidrélisis se llevaron a cabo en un incubador orbital a temperatura
constante bajo agitacion de 200 rpm. Transcurrido el tiempo de hidrdlisis, se
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centrifugd la solucion a 18500xg durante 15 minutos a 4°C. De las dos fases
obtenidas, el sélido se secé a 40°C, se pesd y almacend para un posible posterior
analisis, y se recuperod el sobrenadante, al que se le sometid a una precipitacion
por punto isoeléctrico. El sobrenadante se acidificé hasta pH 2,5-3 mediante
adicion controlada de HCI 2M, para precipitar las proteinas solubilizadas por la
hidrodlisis basica. El soélido obtenido de la centrifugacion (en las mismas
condiciones que la anterior) del sobrenadante acidificado se definié como sélido
final proteico recuperado, se secd a 40°C, se pesd y se almacend en frio para

posterior analisis.

50 g de alga +

Microalga liofilizada —» NaOH

Incubador

Y

orbital
200 rpm

Centrifuga
18500xg

» -1

15 min
4°C

Sobrenadante basico
intermedio

l

Extracto sélido

intermedio basico.

Andlisis realizados: NKT

Precipitacion acida por
punto isoeléctrico hasta
pH=2,5-3 mediante
adicion controlada de HCI

-

l

Cantidad recuperada
tras la precipitacion.
Andlisis realizados:
NKT, lipidos y HPLC

Grafica 1: Esquema de la hidrdlisis basica y posterior precipitacion.

Sobrenadante acido
final

El rendimiento global de extraccion se definid como la relacion que existe
entre la masa del sélido final proteico recuperado por precipitacion por cada 100

gramos de biomasa algal inicial.
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5.3 METODOS ANALITICOS

El extracto sélido basico intermedio fue sometido a un analisis de contenido
en proteinas, mientras que a la biomasa algal inicial y al sélido proteico final se
cuantificé el contenido en tanto en proteinas, como en lipidos y en carbohidratos.

La cantidad de proteinas fue determinada mediante el método de nitrégeno
Kjeldahl Total (NKT), que comprende la digestidon de la muestra, destilacion y
valoracion final con sulfurico. El porcentaje de nitréogeno Kjeldahl es calculado a
partir del volumen de valorante gastado, y transformado en porcentaje de
proteinas multiplicAndolo por un factor de 5,95 (Gonzalez Lépez et al., 2010). El
contenido en lipidos fue obtenido por gravimetria mediante extraccion sélido-
liqguido de la fase lipidica con disolvente orgdnico (Cloroformo:metanol 2:1)
siguiendo el método Kochert (Kochert et al., 1978). El contenido en carbohidratos
fue determinado aplicando un protocolo modificado del NREL, que consiste en
dos hidrélisis acidas consecutivas, una concentrada y otra diluida, para la
solubilizaciéon de los carbohidratos y su posterior cuantificacion en forma de
glucosa equivalente (Bolado-Rodriguez et al., 2016). Primero, se realizd una
hidrdlisis acida concentrada de 0,3 g en base seca de producto con 3mL de H,SO,
al 72% (v/v), incubandolo en un bafio termostitico a 30°C durante 1h.
Posteriormente, se afaden 84 mL de agua destilada para diluir la concentracién
de acido del 72% al 4%. La hidrdlisis acida diluida se lleva a cabo durante 1h a
121°C. Los liquidos de las hidrdlisis fueron filtrados y almacenados hasta su
posterior analisis, para lo que fue empleada una columna de BioRad HPX-87H de
exclusion-idnica, instalada en un médulo Waters e2695 equipado con un médulo
de deteccidon Waters 2414 de indice de refraccion. Se cuantificé la concentracion
de los azucares simples (glucosa, xilosa, arabinosa) en las fracciones liquidas de
los hidrolizados. Se usé como fase mévil H,SO,4 con una concentracion 0,025 M a
un flujo de 0.6mL/min. La temperatura de la columna era de 50 °C y la del
detector de 35 °C. Fueron usados estandares externos para la cuantificacion de
los compuestos. La determinacion de sélidos totales, humedad vy cenizas, de la
materia prima y los sdélidos se llevd a cabo de acuerdo a los procedimientos
analiticos del NREL (“National Renewable Energy Laboratory”) modificado
(Mufioz et al., 2016).

17



18



6. DISCUSION Y RESULTADOS

6.1 RENDIMIENTO GLOBAL DE LA EXTRACCION

En la grafica 2 se observa el rendimiento global de extraccidén en funcién de
las diferentes condiciones utilizadas. Todos los resultados presentados se
encuentran en base seca.

0,5h
W 2h
I I B 5h

252C 40°C 55°C  25°C 40°C 55°C 25°C 40°C 55°C

14
12
1

(@)

g recuperados/100g biomasa inical
o N B O

0,1M 0,5M 2M

Condiciones de extraccion: Concentracién de NaOH (M) y
temperatura (°C)

Grafica 2: Rendimiento global de extraccién, expresado como gramo recuperado tras la
precipitacion por cada 100 gramos de biomasa.

Como puede observarse en la grafica, el proceso de extraccion no
proporciona rendimientos altos, siendo el maximo rendimiento global obtenido
del 12,5% (w/w) utilizando 5 horas, 55°C y 0,5M NaOH como condiciones del
proceso de extraccion. Otros dos ensayos proporcionaron rendimientos
cercanos. Usando 2 horas, 40°Cy 2M; y 0,5 horas, 55°C y 2M como condiciones
de proceso, se obtuvieron 11,8 y 12,0%.

En general, un aumento en las variables tiempo, temperatura y
concentracion de sosa provoca un aumento mds o menos notable del
rendimiento, excepto en los casos de severidad mas extrema, donde comienza a
descender. Esto es debido a que la combinacién simultanea de las condiciones
mas severas hace que la proteina se transforme y degrade en otros compuestos
durante la extraccion y no se pueda recuperar de la totalidad de la proteina
extraida. El efecto del tiempo también varia segun el resto de las condiciones de
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operacion. Resulta necesario, por tanto, una optimizacién del proceso, que
localice el punto 6ptimo de condiciones de operacidn a aplicar para maximizar la
extraccidon, minimizando el uso de energia (en forma de temperatura), de tiempo
de reaccidon y de producto quimico (concentracidon de sosa), y reduciendo al
minimo por tanto la degradacion de la proteina extraida.

El efecto que tuvo cada una de las variables de forma individual y el grado
de severidad sobre el rendimiento en la extraccion se presenta a continuacion.

12,00
©
E 10,00 NaOH 0,1M
‘©
© Te=252C
I 8,00
K=l Te=40°C
Q0
o0 0=550
8 6,00 —@— T2=552C
—
} ,
S Circulo: 0,5h
o 4,00 Rombo: 2h
(]
= Cuadrado: 5h
[S)
et 2,00
oo

0,00

0 1 2 3 4 5

Grado de severidad

Grdfica 3: Rendimiento global de extraccidn frente al grado de severidad para una
concentracion de NaOH de 0,1M.

En la grafica 3, para una concentracion de NaOH 0,1M observamos bajos
valores de rendimiento. Se situan todos por debajo de 7% excepto el mas severo
de todos, que pasa por encima del 10%. Si observamos el grado de severidad, a
partir de grado 2 se obtiene mas cantidad de producto sdlido final conforme
aumenta dicho grado. Con respecto a la temperatura, si comparamos cada punto
en distinto color tal y como marca la leyenda, en el 100% de los casos aumenta el
rendimiento conforme lo hace la temperatura, teniendo el resto de variables
constantes, aunque este aumento es mayor cuando se opera a 55°C,
especialmente a tiempos largos, es decir, en las condiciones mas severas. En el
caso de 0,5h, el aumento del rendimiento apenas se produce en varias décimas,
pero endureciendo las condiciones de tiempo, el rendimiento aumenta
considerablemente con la temperatura. Por ultimo, el tiempo no es una variable
gue aumente considerablemente el rendimiento si se mantienen el resto de
variables constantes. Cada linea de un color se puede considerar isoterma, pues
une los puntos de temperatura constante. Si observamos dichos puntos, sélo
aumenta el rendimiento en las hidrdlisis que utilizan 5 horas. Pasando de 0,5h a
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2h sélo mejora el rendimiento a 55°C, en el resto de los casos incluso disminuye.
Son condiciones demasiado suaves como para que la hidrélisis mejore.

14,00
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Grafica 4: Rendimiento global de extraccidn frente al grado de severidad para una
concentracion de NaOH de 0,5M.

Para una concentracion de NaOH 0,5M, los rendimientos aumentan con
respecto al anterior caso. Antes apenas llegaban al 7% y en esta ocasidn se sitlan
entre el 7y el 13%, por lo tanto si aumenta la concentracion de NaOH aumenta
el rendimiento. Con respecto a las condiciones de severidad, si analizamos en las
condiciones 1, 2 y 3 los rendimientos estdn muy parejos, hay que irse a factor 4y
5 de severidad para observar un aumento del rendimiento. El efecto de Ia
temperatura es menor a esta mayor concentracion de NaOH, resultando
considerable Unicamente en las condiciones mas severas (552 Cy 5 h). Por ultimo,
observando las lineas de temperatura constante vemos el efecto del tiempo
sobre el rendimiento de extraccion. En las isotermas de 40 °C y 55 °C, el
rendimiento aumenta si el tiempo lo hace, y en la isoterma de 25 °C también,
excepto en la hidrdlisis que utiliza 5 horas. Por lo tanto, se puede concluir que en
general un endurecimiento de las condiciones de extraccion provoca un aumento
de rendimiento, aunque las variaciones son menores que a concentraciones de
NaOH mas bajas.
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Grafica 5: Rendimiento global de extraccidn frente al grado de severidad para una
concentracién de NaOH de 2M.

Por ultimo, para una concentraciéon de NaOH 2M, los rendimientos se
encuentran en un rango del 8 al 12,5%. Son valores ligeramente superiores a las
hidrdlisis de NaOH 0,5M excepto en las condiciones mas severas. Si observamos
el numero de grado de severidad, se producen rendimientos maximos para un
valor de 4, sin embargo, para un factor 5 y 6 no aumenta el rendimiento. Esto es
debido a que la proteina extraida se degrada y no precipita cuando cambia el
punto isoeléctrico. Para valores tan elevados de la concentracién de NaOH, el
aumento del resto de las variables de operacién deja de ser relevante, llegando,
incluso a reducir el rendimiento. Para un tiempo constante, la temperatura no
provoca un aumento claro del rendimiento excepto cuando dichos experimentos
solo suponen un grado de severidad 4. La combinacion simultanea de las
condiciones mas fuertes provoca la degradacion proteica de la que ya se ha
hablado. Ocurre lo mismo para el tiempo, cuando la temperatura es constante
solo se aumenta el rendimiento con el tiempo cuando se combinan las variables
de la hidrdlisis de tal manera que se obtiene el valor 4 de severidad.
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6.2 COMPOSICION DEL SOLIDO FINAL RECUPERADO

Una vez obtenidos y secados los sélidos proteicos finales tras la precipitacion,
se realizod el analisis para determinar su composicién. Sorprendentemente todos
los sélidos recuperados, independientemente de las condiciones de extraccion,
presentaron una composiciéon bastante similar, donde la fracciéon predominante
era la proteica con valores oscilando entre el 41,0 y el 55,4%. A continuacion, la
fracciéon predominante es la de los lipidos, con valores oscilando entre el 7,0 y el
26,9%. Por ultimo, también hay una presencia menor de carbohidratos, con
valores entre el 3,1% vy el 10,2%. Es de esperar un alto contenido en cenizas en
forma de sales (en torno al 30% en la mayoria de los casos) debido al uso de sosa

para la extraccion.
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Grafica 7: Composicién macromolecular de los sélidos proteicos recuperados.

La cantidad de proteinas de cada gramo de sdélido recuperado es mucho
mayor que el contenido proteico de la biomasa microalgal inicial, demostrando
que el proceso de purificacion de las proteinas solubilizadas durante la hidrdlisis
basica ha sido eficaz. Sin embargo, estos valores solo suponen la mitad de la masa
total del sélido recuperado, siendo la otra mitad impurezas que podrian afectar a
procesos posteriores o incluso a su uso final.
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El rendimiento especifico de extraccion se define como los gramos de proteina
recuperados por cada 100 gramos de proteina que contiene la biomasa
microalgal inicial. En este caso, los valores de rendimiento son ligeramente mas
altos a los obtenidos en términos de rendimiento global, alcanzando hasta un
17,7% para las condiciones de operacion de 0,5M, 55 °C y 5 horas (rendimiento
global 12,5%). Otros dos ensayos lograron también valores altos de rendimiento,
los correspondientes a una concentracion de sosa 2M, 55 °Cy 0,5h de tiempo de
reaccion (rendimiento global 12%); y 0,5M, 55 °Cy 2h de extraccién (Rendimiento
global 10,60%). Con estas condiciones se obtuvo un 16,4 y un 15,6% de
rendimiento especifico respectivamente. Las condiciones de los dos ensayos con

o

o

Grafica 8: Rendimiento especifico de extraccion.

maximo rendimiento proteico coincidieron con aquellos que proporcionaron los
maximos rendimientos globales. Sin embargo, donde para el rendimiento global
se obtenia un 11,8% (2M, 40°Cy 2h) sélo se obtuvo un 14,5% de rendimiento en
proteinas; y donde se consiguié un 15,6% de rendimiento proteico (0,5M, 55°C y
2h) sélo se logré un 10,6% de rendimiento global. Esto se puede interpretar con
lo anteriormente expuesto, que en el primer caso la extraccion global ha sido mas
eficaz, pero la proteina se ha degradado y no ha precipitado, reduciendo el
rendimiento especifico de la fraccidn.

Estudiando cada fracciéon de forma individual, se puede observar el efecto de
la variacion de las condiciones de operacion en la solubilizacién de cada una de
las fracciones.
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Grafica 9: Cantidad proteica de cada sélido proteico recuperado.

Como ya se ha mencionado antes, en la grafica 9 se muestra que la cantidad
de proteina que contiene cada sdélido recuperado es prdacticamente
independiente de las condiciones a las que se obtuvo dicho sélido, es decir, las
condiciones de extraccion influyeron en la cantidad de producto extraido, pero
no en la cantidad de proteina del mismo. Sin embargo, se observd un ligero
descenso de estos valores con un aumento del tiempo de reaccién para unas
condiciones de concentracion y temperatura determinadas, lo que sugiere que la
proteina se extrae en periodos cortos de tiempo y que segln avanza la hidrélisis
se solubilizan otros componentes. Esto podria llevar a pensar que, a la hora de
una optimizacién del proceso, un tiempo de reaccidn corto seria mas beneficioso
para la extraccidon que uno largo. Ademas, esto también seria favorable a la hora
de escalar esta técnica.

En cuanto al resto de los componentes recuperados en el sélido precipitado,
se presentan a continuacién los resultados de carbohidratos y lipidos.
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Grafica 10: Gramos de carbohidratos por cada 100 gramos finales recuperados. NaOH
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Grafica 11: Gramos de carbohidratos por cada 100 gramos finales recuperados. NaOH
0,5M.
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Grafica 12: Gramos de carbohidratos por cada 100 gramos finales recuperados. NaOH
2M.

Tal y como aparece en las graficas 10, 11y 12, el contenido en carbohidratos
recuperado disminuye notablemente conforme aumenta la cantidad de NaOH
utilizada en la extraccién para la mayoria de los casos, ya que en la grafica de
NaOH 0,1M la mayor parte de los puntos del eje de ordenadas con tiempo vy
temperatura constantes son mayores que en la grafica de NaOH 0,5M, y lo mismo
en la grafica de NaOH 2M.

La temperatura apenas afectd a la variacién del contenido de carbohidratos
en las muestras, ya que en algunos casos aumenta ligeramente y en otros
disminuye, y no se observa un patréon claro manteniendo el resto de variables
constantes.

Con respecto al tiempo, en el caso de NaOH 0,1M se observa que el aumento
de dicha variable degrada la cantidad de carbohidratos de las muestras. Los
resultados parecen indicar dos efectos contrapuestos, por un lado al aumentar la
severidad de la hidrdlisis aumenta la liberaciéon de azucares, pero a la vez y en
gran medida la degradacion de los mismos. A bajas concentraciones de NaOH, la
recuperacion de azucares es la mas elevada, pero su reduccién con el tiempo
parece relacionada con la degradacion de los mismos. A mayores
concentraciones de NaOH, la importancia de la degradacidon minimiza el aumento
de la extraccion con la severidad de la hidrodlisis.
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Grafica 13: Gramos de lipidos por cada 100 gramos finales recuperados. NaOH 0,1M.
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Grafica 14: Gramos de lipidos por cada 100 gramos finales recuperados. NaOH 0,5M.
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Grafica 15: Gramos de lipidos por cada 100 gramos finales recuperados. NaOH 2M.

En el caso de los lipidos, no parece existir degradaciéon. De forma general,
conforme aumenta la molaridad de la sosa utilizada, aumenta la cantidad de
lipidos en el sdlido final recuperado, aunque este efecto es mucho mas
considerable con NaOH 2 My apenas se observa al aumentar de NaOH 0,1a 0,5M.
Por otro lado, observando en cada gréfica las isotermas de diferentes colores,
vemos el efecto que individualmente provoca la temperatura y el tiempo en la
cantidad de lipidos recuperados. En la mayoria de los casos dicha cantidad
aumenta conforme lo hacen la temperatura y el tiempo, pero muy especialmente
para condiciones de severidad elevadas. De hecho, el efecto de estos parametros
de operacion no esta definido cuando se trabaja con NaOH 0,1 M, con
rendimiento cruzados en funcidon de temperatura y tiempo y result evidente en
la operacién con NaOH 2M
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Por ultimo, con el objetivo de conocer el destino de las proteinas no
recuperadas en el sélido precipitado, se analizé la composicién en N Kjeldahl de
algunos de los sélidos intermedios basicos, residuos de la etapa de extraccion.
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Tabla 5: Porcentaje de nitrégeno Kjeldahl en el pellet intermedio basico y en el sélido proteico
recuperado, y porcentaje total de nitrégeno Kjeldahl recuperado.

En la grafica 16 se presenta, para una seleccién de muestras, la cantidad
de nitrégeno presente en la biomasa hidrolizada tras la extraccién (pellet
intermedio basico) y la cantidad de nitrégeno inicial obtenido en el sdélido
proteico recuperado, tomando como base de cdlculo 100 gramos de biomasa
inicial. Se presenta, ademas el porcentaje de nitrégeno recuperado calculado
como la suma del N en el pellet intermedio basico mas el del sélido proteico
dividido por el N inicial.

Se observo que el nitrégeno presente en la biomasa exhausta es en todo
los casos elevado y considerablemente superior al recuperado en el sélido
precipitado. Su valor disminuyd con el grado de severidad de la hidrélisis, como
era de esperar al aumentar la eficacia de extraccion con el mismo. Por otro lado,
el nitrégeno presente en el sélido recuperado aumenté con la intensidad aplicada
por la misma razon, pero se redujo a severidades elevadas, lo que indica una
degradacion del mismo. Los reducidos rendimientos de extraccién conseguidos
hacen pensar en una necesidad de aumentar la severidad de las condiciones de
operacion, pero nuevamente, este aumento conlleva una degradacién del
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material extraido, reduciendo el rendimiento global del proceso. Asi, al realizar
el balance total al nitrégeno, se observé que aumentd progresivamente hasta el
grado de severidad 3 y después comenzd a descender, corroborando la hipétesis
de degradacion de la proteina extraida que, en las condiciones de severidad
aplicadas, al elevado pH y temperaturas aplicadas, podria incluso perderse en
forma de gas por stripping.
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7. CONCLUSIONES

Los experimentos de hidrdlisis basicas con la posterior precipitacién del
solido proteico demostraron que, conforme mas recursos se utilizan en Ia
extraccion, mas producto final se obtiene; excepto en los casos de mayor
severidad, donde la combinacién simultdnea de las condiciones mas severas hace
que la proteina se transforme y degrade en otros compuestos. EI maximo
rendimiento de extraccion total es del 12.5% (w/w) utilizando 5 horas, 55 °C y
0,5M NaOH como condiciones del proceso de extraccidon. Otros dos ensayos
proporcionaron rendimientos cercanos. Usando 2 horas, 40 °Cy 2M; y 0,5 horas,
55 °C y 2M como condiciones de proceso, se obtuvieron 11.8 y 12.0%. Sin
embargo, una vez obtenidos todos los sélidos recuperados, la cantidad de
proteina que contiene cada uno es practicamente independiente de las
condiciones a las que se obtuvo dicho sélido. Ademas, a mayor grado de
severidad, mayores pérdidas de biomasa se producen, dado que ésta estd
sometida a condiciones mas severas de temperatura y pH que degradan la
fraccidn proteica, los carbohidratos y los lipidos.

El contenido en carbohidratos disminuye notablemente conforme aumenta la
cantidad de NaOH utilizada en la extraccién para la mayoria de los casos. El
aumento del tiempo de reaccién también provoca una degradacion de
carbohidratos, sobre todo cuando se trabaja con bajas concentraciones de NaOH.
Por dltimo, la temperatura apenas afecté a la variacion del contenido de
carbohidratos en las muestras. El contenido en lipidos sufre el efecto contrario al
de azucares. De forma general, conforme aumenta la molaridad de la sosa
utilizada, aumenta la cantidad de lipidos en el sdlido final. Por otro lado,
conforme aumentan el tiempo y la temperatura, la cantidad de lipidos aumenta
ligeramente.

Ademas, el nitrégeno presente en la biomasa exhausta disminuyd con el
grado de severidad de la hidrolisis y el nitrogeno presente en el sélido recuperado
aumento con la intensidad aplicada, como era de esperar al aumentar la eficacia
de extraccion con el mismo. Por ultimo, se observé que la cantidad de nitrégeno
aumento progresivamente hasta el grado de severidad 3 y después comenzé a
descender, indicando probablemente una degradacion de la proteina extraida.
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