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RESUMEN, PALABRAS CLAVE

Un mismo diseno de experimentos de Taguchi L27 permiti6 estudiar las etapas
de pretratamiento y de hidrélisis enzimatica de diferentes biomasas
microalgales (procedente de plantas de tratamiento de purines, de aguas
residuales y pura) en términos de liberacion y recuperacion de azlcares; pero
también de liberacion de proteinas y lipidos. Los pretratamientos estudiados
fueron acido y basico diluido. El maximo rendimiento de azlcar recuperado fue
91.20% para el alga pura aplicando HClI 2 M a 121°C durante 10 minutos y
una concentracion de alga de 75 g/L, con una concentracion de enzima de 10
FPU durante 3h. El pretratamiento acido favorecio la liberacion y recuperacion
de azlcares, mientras que el basico incrementoé la liberacion de proteinas y
lipidos. El factor mas significativo, independientemente del tipo de alga
empleada, resultd la temperatura de pretratamiento, seguido de la
concentracion del agente quimico, con los mejores resultados a 121°C y
concentracion 2 M.

Palabras clave: Azlcares; Hidrélisis enzimatica; Lipidos; Pretratamiento;
Proteinas

ABSTRACT, KEY WORDS

A Taguchi L27 experimental design was employed to optimize the stages of pre-
treatment and enzymatic hydrolysis for three kinds of microalgal biomass:
cultivated in pig manure, domestic wastewaters and pure biomass, with respect
to sugar release and recovery, and proteins and lipids release. The pre-
treatments studied were diluted acid-alkaline. The maximum yield of sugar
recovery was 91.20%, which occurred for pure algae, employing HClI 2 M at
121°C during 10 minutes with a concentration of algae of 75 g/L, an enzyme
concentration of 10 FPU and an enzymatic hydrolysis time of 3 h. Alkaline pre-
treatment favoured the protein release, while acidic conditions favoured the
release and recovery of sugars. Temperature is the most significant factor
independent of kind of algae and its optimum value is 121°C. In addition,
concentration of the chemical agent took on relevance, and it optimum value is
2 M.

Key words: Sugar; Enzymatic hydrolysis; Lipids; Pre-treatment; Proteins
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la poblacion del planeta, asi como su actividad
industrial, han crecido de manera exponencial. Este aumento, unido el
desarrollo cientifico y tecnolégico de la sociedad ha tenido como resultado un
incremento en la demanda energética respecto a épocas anteriores. Pero los
combustibles fésiles no s6lo son escasos, sino que ademas pueden resultar
perjudiciales para el medio ambiente. Por estos motivos, términos como
energias renovables o biorrefineria toman cada vez mayor importancia en el
panorama energético mundial (Gomez Millan, 2015).

En paralelo, el aumento de la poblacion, el cambio en la forma de vida y el
consumismo han desembocado en la generacion de una gran cantidad de
residuos que continlia en aumento. Ademas, la tecnologia necesaria para tratar
estos residuos ni siquiera existe en todos los paises del planeta y su
tratamiento hasta ahora no ha resultado demasiado eficiente (Atencio Pérez et
al., 2013) (quemas a cielo abierto o disposicion en vertederos), generando
contaminacion de rios, mares, suelos y hasta la propia atmosfera terrestre. Sin
embargo, estos residuos contienen materia organica y nutrientes que les
convierten en una prometedora materia prima, renovable, alternativa a las
combustibles fosiles, para la produccion de energia y de otros bioproductos de
medio y alto valor anadido.

Dentro de la gran variedad de residuos producidos, las aguas residuales
domésticas y agroalimentarias ocupan un papel muy relevante.
Convencionalmente se han empleado ciertos procesos bioldgicos clasicos para
su tratamiento, como son el tratamiento con fangos activos, en los cuales se
degrada la materia organica en condiciones aerdbicas y se emplea un
tratamiento nitrificante-desnitrificante que permita eliminar el nitrégeno,
fosforo y patogenos; tratamiento en un reactor secuencial discontinuo (SBR)
que requiere poco espacio debido al empleo de un Unico tanque, presenta una
mejor tolerancia a variaciones de ciertos nutrientes y permite el control del
proceso mediante variables muy sencillas de manejar, como pH, potencial
redox, etc.; y también se emplean tratamientos con membranas,
concretamente reactores biologicos con filtracion de membranas MBR, que
permiten obtener unos efluentes libres de bacterias y gérmenes. Los productos
finales de estos sistemas son: un liquido comunmente empleado para limpieza
o para fertirrigar, que es aplicar los fertilizantes o nutrientes necesarios para
los cultivos a través del sistema de riego, y un sélido para aplicar a la tierra de
acuerdo con la normativa europea, nho sobrepasando los 170
kgnitroceno/ hectarea/ano. (Ledn Cofreces, 2007).
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En la actualidad, se estan buscando otras alternativas para el tratamiento de
estos residuos que permitan una valorizacion mas efectiva de sus
componentes con un menor impacto ambiental. Para ello, se ha desarrollado
una via de tratamiento empleando microalgas, una alternativa novedosa
basada en la biotecnologia sostenible a la que hasta ahora no se ha prestado
demasiada atencion, pero que cada vez esta cobrando mas importancia, sobre
todo para efluentes como purines, con una elevada concentracion de
nutrientes (Garcia et al., 2018).

La relacidon entre microalgas y bacterias (el ciclo de simbiosis de ambas se
muestra en la Figura 1) juega un papel fundamental en el tratamiento de aguas
residuales. La biodegradacion de componentes organicos en el agua residual
se ve aumentada significativamente por la oxigenacion fotosintética y el
metabolismo heter6trofo del microalga. Esta oxigenacion fotosintética no sélo
reduce las emisiones de CO2 provocadas por la oxidacion de la materia
organica, sino que ademas reduce significativamente los costes asociados a la
aireacion mecanica en determinados sistemas, que suelen representar
alrededor de la mitad del coste de operacion de una planta de tratamiento de
aguas residuales convencional. Ademas, las microalgas tienen capacidad para
eliminar carbono, nitrégeno y fosforo, y esto representa una importante ventaja
en comparacion con otras tecnologias de tratamiento de efluentes en términos
de recuperacion de nutrientes.

Biomass productivity and quality
improvement

LIGHT Q Wastewater treatment
and bioremediation

Control of algal blooms

Biomass harvesting improvement

B
‘ Energy production
— @ o
oo o ) A= CaCO,
S 2,3dihydroxypropane-1-sulfonate
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Microalgae ‘ Associated Photosynthetic oxygen
bacterial .
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Figura 1. Ciclo de simbiosis microalga-bacteria (Fuentes et al., 2016)
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Se han llevado a cabo estudios que demuestran que un fotobioreactor anoxico-
aerdbico de algas y bacterias permite eliminaciones en aguas residuales
domésticas de TOC (carbono organico total) (86-90%), de IC (carbono
inorganico) (57-98%) y de TN (nitrégeno total) (68-79%) eficientes vy
competitivas (Alcantara et al., 2015). En este caso concreto, las especies
dominantes de microalgas fueron C. vulgaris y Pseudanabaena, mientras que
Proteobacteria fue la principal especie bacteriana presente.

También se han llevado a cabo este tipo de estudios para aguas procedentes
del tratamiento de purines. Los resultados obtenidos para un fotobiorreactor
trabajando con Chrorella vulgaris como especie dominante fueron 94+1% de
eliminacion de carbono organico total TOC, 100% de eliminacion del fosforo
total y 72+8% del nitrogeno total TN. Adicionalmente, el sistema consiguio
eliminar el 83+2% del zinc presente (Garcia et al., 2017).

Tras el tratamiento de las aguas en estos fotobiorreactores, se consigue una
corriente de efluente tratado que puede emplearse como agua de riego. Al
mismo tiempo, se obtiene una biomasa microalgal-bacteria con una alta carga
de nutrientes que se puede emplear como sustrato para la produccion de
diferentes compuestos de medio y alto valor anadido. Esta biomasa microalgal
estad compuesta por carbohidratos (4% a 60%), proteinas (20% a 60%) y lipidos
(10-30%  (Gonzalez-Fernandez y Munoz, 2017). Estas composiciones
dependen en gran medida de las condiciones de crecimiento de la biomasa y
el tipo de especies de microalgas. Entre los factores mas influyentes estan:

e Nutrientes: hay varios elementos como nitrogeno, fosforo, potasio y
azufre que son necesarios para el crecimiento de las células de
microalga. Su disponibilidad afecta al crecimiento microalgal ya que el
requerimiento de nutrientes y el ratio en que se necesita depende de la
especie de microalga. Es mas, la limitacién de un nutriente en particular
podria tener un impacto significativo en la composicion bioquimica
(Kamalanathan et al.,, 2016). Los efectos mas importantes son la
degradacion de pigmentos como clorofila y ficocianina, que son
proteinas, y la acumulacion de lipidos y/o carbohidratos. La
composicion del microalga puede verse altamente alterada por hacer
frente a unas condiciones ambientales desfavorables o deficientes en
algun nutriente. En la mayoria de los casos, las condiciones de escasez
de algln nutriente no tienen por qué ser necesariamente perjudiciales
para que el microalga sintetice y acumule compuestos carbonados
(lipidos o carbohidratos). La acumulacion de carbohidratos podria ser
una opcion interesante en el campo de produccion de bioetanol, pese a
que en la mayoria de los casos, las condiciones de déficit dificultan el
crecimiento de la biomasa.
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e Luz: laluz es empleada normalmente por el microalga o la cianobacteria
para fijar el carbén a través de la fotosintesis. La cantidad y calidad de
luz afecta a los ratios de crecimiento de biomasa asi como su
composicion (Khajepour et al., 2015). El crecimiento de la biomasa
aumenta cuando la intensidad luminica aumenta hasta un maximo (las
intensidades tipicas de saturacion estan alrededor de 200-400
MMOlfotonesM2s1) (Gonzalez-Fernandez y Munoz, 2017), y superando
este maximo podria llevar a inhibir el proceso de fotosintesis. Como
norma general, un incremento en la intensidad luminica lleva a un
incremento en el contenido de carbohidratos, diferente segun la
especie, por ejemplo, las cianobacterias Porphyridium y Arthrospira
mostraron un crecimiento en el contenido de carbohidratos de 300% y
34% respectivamente cuando se incremento la intensidad luminica.

e Salinidad: si la salinidad es elevada, el microalga normalmente
responde acumulando carbohidratos intracelulares de bajo peso
molecular para ajustar la presion intracelular y autoprotegerse de una
6smosis no deseada. En la especie Scenedesmus, el contenido de
carbohidratos se vio incrementado en un 35.91% en condiciones de
concentracion 400 mM de NaCl (Pancha et al., 2016). Con lo cual, la
variacion de la salinidad junto con la limitacién de nutrientes es una
estrategia efectiva para la acumulacion de carbohidratos.

Las especies de microalgas capaces de crecer en aguas residuales son muy
diversas y resistentes, y su amplio rango de composiciones, tanto en funcion
de la especie a la que pertenecen como en funcién de sus condiciones de
crecimiento, lleva a la existencia de diferentes tipos de pared celular presentes
en ellas. El tipo de pared celular ocupa un lugar clave en la valorizacion de la
biomasa, ya que, determina las condiciones del pretratamiento fisico, quimico,
bioloégico o combinado para su ruptura.

En primer lugar, esta la membrana celular simple, Tipo 1 en la Figura 2, que
consiste en una agrupacion en forma de bicapa lipidica con proteinas tanto
integradas como periféricas. A veces, hay una capa de glicolipidos o
glicoproteinas que envuelve la superficie exterior de la membrana. En segundo
lugar, esta la membrana celular con material extracelular adicional que esta
presente en cianobacterias y diversos tipos de algas, con una estructura de seis
capas. En tercer lugar, estan las membranas celulares con material adicional
intracelular, en las cuales la capa protectora esta formada mayoritariamente
por celulosa (es el Tipo 3 en la Figura 2). Por ultimo, existen las membranas
celulares con material intracelular y extracelular, cominmente presentes en
Euglenoideas y Cryptophytas (Tipo 4 en la Figura 2).

10
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Figura 2. Representacion esquematica de los tipos de membrana celular de
algas y cianobacterias (Gonzalez-Fernandez y Munoz, 2017)

Los pretratamientos fisicos, pueden clasificarse en base a la naturaleza de las
fuerzas que causan la ruptura de la membrana celular como térmicos,
combinados y mecanicos. Su ventaja principal es menor contaminacion y
menor dependencia del rendimiento de extraccion con la especie de microalga.
No obstante, normalmente requieren un equipo mas sofisticado y mayores
cantidades de energia.

En los pretratamientos térmicos, la pared celular se rompe utilizando frio o
calor, y pueden subdividirse en tres: alto (temperatura mayor de 100 °C), medio
(50-100°C) y métodos de congelacion. Los métodos que implican
temperaturas elevadas son los que ofrecen mejores rendimientos en la ruptura
de la pared celular y normalmente se emplean para la produccion de biogas.

Los métodos combinados se denominan asi debido a que normalmente los
métodos térmicos se combinan con cambios de presion. Atendiendo a la
velocidad de liberacion de presion, existen dos grandes grupos:
pretratamientos hidrotermales, en los cuales la despresurizacion es lenta y
pretratamientos de explosion de vapor, en los que la pérdida de presion es
instantanea. Durante los pretratamientos de explosion a vapor, normalmente
la biomasa esta a su presion de vapor a elevadas temperaturas (140-180°C)
durante un tiempo que oscila entre los 5 y los 60 min. Tras ello, la mezcla de
microalgas y vapor es sometida a un flash, y la biomasa es enfriada en otro
deposito. La ruptura de la pared celular ocurre debido a la rapida bajada de
presion (Carrere et al., 2016). Para pretratamientos de explosion a vapor en
condiciones Optimas fue posible recuperar el 44% de los carbohidratos

11
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presentes en el microalga y la cantidad de lipidos extraibles aument6 de 9.8%
a 18.2% (Lorente et al., 2015).

También existen los pretratamientos mecanicos, que rompen la pared celular
directamente mediante una fuerza fisica. Uno de los pretratamientos fisicos
mas empleados es el molino de bolas, donde la biomasa se introduce en un
molino con pequenas bolas que provocan que las células choquen con ellas y
entre si, lo que favorece la ruptura de la pared celular. Postma et al., (2015)
trabajaron con Chlorella vulgaris para la liberacion de sus productos
intracelulares, y obtuvieron para todos los casos cerca de un 97% de
desintegracion de la célula, que resultdé en una liberacion de proteinas solubles.
La velocidad 6ptima no era dependiente de la concentracion de biomasa y
comprobaron que estaba entre los 9-10 m/s. Montalescot et al., (2015)
comprobaron que la ruptura de la pared celular se producia siguiendo una
cinética de primer orden cuando Nannochloropsis oculata y Porphyridium
cruentum eran tratadas en un molino de bolas, siendo la primera mas
resistente que la segunda. También se ha comprobado que el pretratamiento
de molino de bolas causa una liberacion de componentes no selectiva entre las
fases (Gunerken, 2013)

Otro pretratamiento de tipo mecanico son las microondas, que son alternativas
al empleo de pretratamientos térmicos. Se ha utilizado con materia prima de
biomasa, incluyendo biomasa lignocelulésica, microalgal y macroalgal (Yun et
al., 2016). Normalmente se utiliza una frecuencia de 2450 MHz para la ruptura
de la pared celular de las microalgas (GUnerken et al., 2015). Algunas ventajas
de la tecnologia de microondas incluyen la efectividad, robustez y facil aumento
de escala, pero la efectividad depende en gran medida del tipo de microalga
(Gunerken et al., 2015; Passos et al., 2015).

Por Gltimo, en cuanto a pretratamientos mecanicos es necesario mencionar el
pretratamiento de ultrasonidos. Su funcionamiento consiste en la induccion de
ciclos de alta y baja presion de manera alternativa en el liquido. La cavitacion
ultrasonica es mas eficiente a bajas (18-40 kHz) que a elevadas (400-800 kHz)
frecuencias. No obstante, su eficiencia depende de la especie de microalgas
(forma, tamano, estructura intercelular), condiciones de operacion
(temperatura, tiempo, potencia, nidmero de ciclos) y concentracion de la
biomasa (E. GUnerken et al., 2015; Passos et al., 2015). Passos et al (2015)
demostraron que el pretratamiento de ultrasonidos (20kHz, 30 min, 26.7
MJ/kg TS) aumentd la fraccion soluble de materia organica, proteinas,
carbohidratos y lipidos en 7, 12, 9 y 3 veces respectivamente, comparado con
muestras sin tratar. De la misma forma, Florentino de Souza Silva et al., (2014)
aplicaron ultrasonidos (40 kHz, 60 min) en una mezcla de especies
microalgales compuesta por Chlorophyceae, Cyanophyceae, Euglenophyceae 'y
Bacillariophyceae, obteniendo rendimientos de extraccion de lipidos del 13.3%.

12
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Una desventaja importante de este tipo de pretratamiento es que su desarrollo
a escala industrial tiene como limitacion la moderacion de los costes
energéticos, que a gran escala aumentan de forma exponencial.

Otro gran grupo de pretratamientos son los pretratamientos quimicos. En este
tipo de pretratamientos los parametros operacionales de mayor importancia
son: el agente quimico y su concentracion, la temperatura, el tiempo, la
concentracion de biomasa y la especie de microalgas. La forma de actuar de
este tipo de pretratamientos consiste en interacciones especificas con ciertos
componentes de la pared celular, por lo que suelen ser mas selectivos que los
métodos mecanicos. Ademas, suelen tener mayor rendimiento de ruptura de la
pared, menor consumo energético y es mas simple realizar el modelo a gran
escala. Como inconveniente principal esta el elevado coste de los productos
quimicos y la necesidad de purificacion de los productos, lo que podria reducir
los beneficios.

Unos de los pretratamientos quimicos mas ampliamente empleado debido a su
sencillez y su efectividad son los pretratamientos acidos y basicos. El HoSO4 y
el HCI son los agentes acidos mas empleados comiUnmente y la base mas
empleada habitualmente es el NaOH. Estos pretratamientos han demostrado
ser efectivos para extraccion de compuestos fermentables y de otros, como
lipidos y pigmentos (Mendes-Pinto et al., 2001; Miranda et al., 2012; Nguyen
et al., 2009). Los pretratamientos acidos o basicos concentrados normalmente
son mas rapidos, pero tienen efectos adversos, tales como la generacion de
inhibidores, corrosion de equipos, dificil recuperacion de nutrientes o elevado
coste operacional. Este tipo de métodos tienen una selectividad bastante baja
y ello puede conllevar una separacion de productos complicada. Aunque
consuman mas tiempo, los pretratamientos diluidos parecen mas apropiados
para aplicaciones industriales (GlUnerken et al., 2015). Por lo general, los
pretratamientos basicos pueden resultar en una desnaturalizacion de las
proteinas y los pretratamientos acidos en la degradacion de ciertos
compuestos (Gunerken et al., 2015). Las temperaturas elevadas en este tipo
de pretratamientos aumentan los rendimientos operacionales. Se ha empleado
biomasa himeda de Nannochloropsis salina para la extraccion de acido
eicosapentanoico (EPA), y se demostré que el tratamiento previo con acido
sulfarico aumentaba los rendimientos de extraccion de 11.8 a 58.1 mg/gcsiulas
siendo las condiciones 6ptimas, concentracion del acido sulflrico 1.27% w/w,
113.34°Cy 37 min (Lee & Han, 2015). También se comprobd que el acido
nitrico producia el mismo comportamiento, pero a concentraciones menores.
Passos et al. (2016) combinaron el pretratamiento térmico (80°C) con el acido-
base, y obtuvieron que para el pretratamiento contribuia mayoritariamente a la
solubilizacion de glicoproteinas y pectinas; mientras que el acido solubilizaba
mayormente la hemicelulosa, con menor efectividad para las proteinas. Solé-

13
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Bundd et al. (2017) estudiaron la co-digestion anaerdbica de biomasa
microalgal procedente de aguas residuales. Para mejorar la biodegradabilidad,
se aplico un pretratamiento basico (10% Ca0O a 75°C durante 24 h), y se
observd que el rendimiento en la producciéon de metano aumenté un 15% en
comparacion con la muestra sin tratar.

Otro pretratamiento importante es la extraccion mediante liquidos idnicos,
normalmente empleada para extraccion de lipidos y etanol. Es una buena
opcion debido a su elevada capacidad para disolver moléculas organicas, los
cortos tiempos de reaccion y sobre todo, por la posibilidad de recuperacion y
reutilizacion de los liquidos ibnicos. Como principal desventaja esta su elevado
precio y toxicidad, sobre todo en relacion con la ejecucion a gran escala. Kim
et al. (2012) lograron un aumento de la extraccion de lipidos cercano al 19%
para Chlorella vulgaris (el porcentaje de lipidos extraibles para muestras sin
tratar era del 11%), trabajando a 65°C durante 18 h con tres liquidos i6nicos
diferentes. Zhou et al. (2012) liberaron entre el 88 y el 88 wt% de los azlcares
totales contenidos en C. vulgaris (73.58% de los azUcares totales) trabajando
a 105°C, durante 3 h con diferentes liquidos idnicos y HCI (7 wt%)

Dentro de este grupo, cabe necesario mencionar el pretratamiento mediante
empleo de fluidos supercriticos, que tienen un gran potencial para romper la
pared celular (Mohan et al., 2013). Este tipo de sustancias presentan las
propiedades tanto de un liquido como de un gas, lo cual es favorable para la
extraccion de los nutrientes deseados. El producto que mas se emplea es COo,
que principalmente se emplea para la extraccion de lipidos, pero también
ayuda en menor medida a la liberacién de los carbohidratos. Las principales
ventajas de este método es que no se emplean componentes toxicos, la
posibilidad de ajustar presion y temperatura para conseguir la interaccion
deseada entre el fluido supercritico y la biomasa y la amplia disponibilidad de
equipos. Como principal desventaja esta el elevado consumo de potencia y el
coste y la dificultad que supondrian su ejecucion a gran escala. Algunos
ejemplos de aplicacion de este tipo de pretratamiento lo hicieron Bahadar et
al.,, (2015) que aplic6 este método a C. vulgaris, que contenia un 18% de
lipidos, y obtuvieron un rendimiento de extraccion de 17.7 wt% a 7000 psi,
60°C y 3 g CO2/min durante 3 horas. Thana et al., (2008) lograron una
recuperacion del carotenoide astaxantina del 83.8% con un rendimiento de
extraccion del 23 mg/g de células de Haematococcus pluvialis, empleando CO2
supercritico en condiciones 6ptimas (50 MPa, 70°C, 4h). Harun et al. (2010)
trabajaron a 60°C, 400 mL/min de CO2 y obtuvieron una concentracion de
etanol que era el 60% superior comparada con la biomasa sin tratar.

Por ultimo, se encuentran los pretratamientos biologicos, dentro de los cuales
el mas empleado es la hidrdlisis enzimatica. Esta etapa puede aplicarse de
forma Unica o tras un pretratamiento de otro tipo. La hidrodlisis enzimatica se
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aplica, ademas, para romper los macrocomponentes presentes en la biomasa,
transformando carbohidratos en monosacaridos, proteinas en aminoacidos o
lipidos en acidos grasos, si resulta necesario para su mejor aprovechamiento
posterior.

El factor clave de este proceso es el tipo de enzima a utilizar, pues determina
las condiciones de operacion: temperatura, pH, contenido de biomasa,
concentracion de la enzima, tiempo y velocidad de agitacion. Algunas de las
enzimas mas frecuentes son celulasas, glicosidasas, amilasas, proteasas,
xilanasas, peptidasas y lipasas, en funcion del objetivo final con que se realice
la extraccion. Las enzimas son catalizadores biol6gicos altamente selectivos, lo
cual otorga al proceso de hidrélisis enzimatica una selectividad muy elevada,
entre otras numerosas ventajas como elevado rendimiento, condiciones de
operacion media, bajo requerimiento de energia, baja inversion de capital y
facilidad en cuanto a la ejecucion a gran escala. No obstante, tiene también
aspectos negativos, siendo el mas importante el elevado coste de las enzimas.
Como posible solucion a este problema, se plantea la recuperacion de las
enzimas, aplicando técnicas de inmovilizacion enzimatica. Las enzimas se
fijarian a un soporte que permita, una vez finalizada la incubacion,
recuperarlas, aunque la informacion sobre esta posible solucion de momento
es escasa (Yoo et al., 2014). Ademas, por el hecho de estar fijada, la enzima
pierde parte de su actividad, y es posible que se pierda la homogeneidad del
conjunto, dado que no todas las enzimas se fijan en la misma posicion en el
soporte y esta posicion altera su actividad enzimatica (Lam & Lee, 2015).

La hidrdlisis enzimatica ha llegado a reportar rendimientos de hasta el 60%
para la extraccion de aminoacidos de Scenedesmus almeriensis, mediante el
empleo de las enzimas comerciales Alcalase y Flavourzyme (Romero Garcia et
al., 2012) y también se ha conseguido aumentar el rendimiento de extraccion
de lipidos de la Nannochloropsis de un 16% a un 40% en comparacion con la
biomasa sin tratar (Zuorro et al., 2016), mediante el empleo de diferentes
combinaciones de enzimas. Ho et al., (2013) obtuvieron un 90.4% de liberacion
de glucosa de Chlorella vulgaris, empleando endoglucanasa (0.65 U/mL), B-
glucosidasa (1.50 U/mL) y amilasa (0.09 U/mL), siguiendo una incubacion de
3 dias a 200 rpm y 45°C. Martin Juarez et al., (2016) obtuvieron elevados
rendimientos para la extraccion de glucosa para tres tipos diferentes de aguas
residuales domésticas; éstos fueron del 93.6%, 87.1% y 65.1%. Sin embargo,
los rendimientos de extraccion de xilosa fueron notablemente mas bajos,
siendo para los mismos tipos de agua residual de 23.5%, 21.2%y 12.6%. Harun
& Danquah, (2011) realizaron hidrdlisis enzimatica de biomasa microalgal para
la produccion de bioetanol, y obtuvieron como maximo rendimiento de
extraccion de glucosa 64.2%, a una temperatura de 40°C, pH 4.8 y
concentracion de sustrato de 10 g/L de biomasa microalgal. También se ha
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empleado la hidrélisis enzimatica para estudiar la posibilidad de la extraccion
de lipidos, comprobando que la ruptura de la pared celular se producia gracias
a la ruptura de enlaces B-glucosidicos y llevando a un enfoque prometedor que
llevara a mejorar los rendimientos de extraccion de lipidos a partir de
microalgas (Zhang et al., 2018). Del mismo modo, también se ha estudiado la
extraccion de L-aminoacidos a partir de microalgas mediante hidrolisis
enzimatica, habiendo realizado previamente el pretratamiento del molino de
bolas. Las enzimas empleadas fueron Alcalase y Flavourzyme, y se comprobd
que la maxima extraccion se obtuvo para una concentracion de biomasa de
270 g/L y previo tratamiento adicional de Viscozyme, reportando un
rendimiento del 42% durante 4 h. Posteriormente se repitid exactamente en
las mismas condiciones, pero con dos etapas sucesivas (8 h), obteniendo un
rendimiento en este caso del 59% (Romero Garcia et al., 2012).
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1.2. OBJETIVOS

El presente Trabajo Fin de Grado se enmarca dentro de un proyecto de
investigacion sobre valorizacion fraccional de los diferentes componentes de
biomasa microalgal crecida en plantas de tratamiento de aguas residuales.

El objetivo global del trabajo es maximizar la extraccion de la fraccion
carbohidrato de la biomasa algal, para su valorizacién fraccionada, evaluando
el efecto de diferentes parametros de operacion considerados claves en las
etapas de pretratamiento quimico e hidrélisis enzimatica sobre los
rendimientos de liberacion y recuperacion de azlcares. Se estudia también el
efecto de la extraccion de azlcares sobre el resto de la biomasa, aplicando el
concepto de biorrefineria para evaluar procesos de valorizacidon secuencial,
analizando el efecto de los factores estudiados en la liberacion de proteinas y
lipidos. Para conocer la influencia del tipo de biomasa algal empleada, se
trabaja realizando todos los experimentos para tres tipos de biomasa de tres
procedencias (tratamiento de purines, tratamiento de aguas residuales
domésticas y pura crecida en medio sintético). Dada la gran cantidad de
factores a analizar se aplica un diseno de experimentos de Taguchi L27(313) que
permite la evaluacion y optimizacion de los parametros a través de un
tratamiento estadistico de los resultados.

Para los objetivos parciales del proyecto son los que se enumeran a
continuacion:

1. Evaluar el efecto de los principales parametros de operacion del
pretratamiento quimico en el rendimiento de liberacion de azlcares de
la fraccion carbohidrato de la biomasa algal.

2. Evaluar el efecto de los principales parametros de operacion del
pretratamiento quimico en el rendimiento de recuperacion de azlcares
de la fraccion carbohidrato de la biomasa algal, teniendo en cuenta su
posible degradacion.

3. Evaluar el efecto de los principales parametros de operacion del
pretratamiento quimico aplicado para la liberacion de carbohidratos
sobre los rendimientos de liberacion de proteinasy lipidos de la biomasa
algal.

4. Evaluar el efecto de los principales parametros de operacion del
pretratamiento quimico y la hidrélisis enzimatica en el rendimiento
global de liberacion de azucares de la fraccion carbohidrato de la
biomasa algal.

5. Evaluar el efecto de los principales parametros de operacion del
pretratamiento quimico y la hidrélisis enzimatica en el rendimiento
global de recuperacion de azucares de la fraccion carbohidrato de la
biomasa algal, teniendo en cuenta su posible degradacion.
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6. Evaluar el efecto de los principales parametros de operacion del
pretratamiento quimico y la hidrélisis enzimatica aplicados para la
liberacion de carbohidratos sobre los rendimientos globales de
liberacion de proteinas y lipidos de la biomasa algal.

7. Seleccionar las condiciones de operacion que maximicen la
recuperacion de azdcares de la biomasa algal, facilitando la valorizacion
secuencial del resto de los componentes.

8. Analizar la influencia de la procedencia de la biomasa algal en los
rendimientos de liberacion y recuperacion de sus componentes, en
funcién de los parametros de operacion aplicados.
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2. DESARROLLO DEL TFG

2.1. NOMENCLATURA

A lo largo de este trabajo se emplearan las siguientes abreviaturas para
referirse a los diferentes factores que influyen en el diseno de experimentos:

Ca: concentracion del alga (g/L)
Cq: concentracion del agente quimico (mol/L)
E: concentracion de la enzima (FPU)

en: efecto Dummy (debido a la presencia de dos niveles correspondientes a
HCI (1 y 3) y s6lo uno de NaOH (2) en el factor de tipo de agente quimico)

H: tipo de agente quimico

N: factor de ruido (tipo de alga)
T: temperatura (°C)

t: tiempo de pretratamiento (min)

tu: tiempo de hidrélisis enzimatica (h)
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. BIOMASA

Para la realizacion de este proyecto, se emplearon tres tipos de biomasas
microalgales: procedente del tratamiento de aguas de purines, de aguas
residuales, y la biomasa pura, para comprobar el efecto que tenia el origen de
la biomasa sobre la extraccion de los componentes.

2.2.1.1. BIOMASA ALGA PURINES

La biomasa fue cultivada en un fotobiorreactor de capa fina, de volumen
1200L, y alimentado con agua procedente del tratamiento de purines. La
composicion de esta biomasa es: 22.31% carbohidratos, 51.73% proteinas,
13.41% lipidos y 19.75% solidos totales. El tipo de microalga mayoritaria
resultd Scenedesmus almeriense. La biomasa fue proporcionada por la
Fundacién Cajamar (Almeria) y conservada a una temperatura de 4 °C antes de
su utilizacion.

2.2.1.2. BIOMASA ALGA AGUA RESIDUAL

La biomasa fue obtenida de un fotobiorreactor de capa fina alimentado con
aguas residuales de uso doméstico. Su composicion es: 24.17% carbohidratos,
45.40% proteinas, 13.99% lipidos y 24.34% soélidos totales. La especie
mayoritaria de microalga también fue Scenedesmus almeriense. La biomasa
fue proporcionada por la Fundacion Cajamar (Almeria) y conservada a 4°C
antes de su utilizacion.

2.2.1.3 BIOMASA ALGA PURA

La biomasa, de la especie Scenedesmus almeriense, fue cultivada en un
fotobiorreactor tubular cerrado, empleando una disolucion sintética. Su
composicion es: 21.93% carbohidratos, 58.00% proteinas, 13.74% lipidos y
18.64% soélidos totales. La biomasa fue proporcionada por la Fundacion
Cajamar (Almeria) y conservada a 4 °C antes de su utilizacion.
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2.2.2. PRETRATAMIENTOS ACIDO Y BASICO

Tanto los tipos de pretratamiento como el intervalo de trabajo de todos los
parametros de operacion analizados se eligieron en base a estudios previos
realizados en el grupo, algunos de ellos ya publicados (Martin Juarez et al.,
2016) (Martin Juarez et al., 2018).

Para realizar los pretratamientos acido y basico se emplearon botellas de
borosilicato de 1 L de capacidad, aunque el volumen final de la mezcla del
pretratamiento eran 300 mL.

En primer lugar, se prepar6 la disolucion de la biomasa para que tuviese la
concentracion adecuada a cada condicion. A continuacion, se anadia aguay el
agente quimico (HClI o NaOH) en la cantidad necesaria para alcanzar la
concentracion correspondiente a cada condicion y se completaba hasta 300
mL de volumen final con agua de clase Il. Posteriormente, esa botella se
introducia bien en un bano termostatico o bien en el autoclave y se configuraba
para que estuviese a la temperatura fijada el tiempo correspondiente a cada
condicion. Una vez pasado este tiempo, las botellas se dejaban enfriar y se
centrifugaba el contenido durante 6 minutos a una velocidad de 10000 rpm
con el objetivo de separar las fracciones sélidas y liquidas, que se almacenaban
a 4°C hasta su utilizacion para los analisis de lipidos, proteinas y azlcares en
la fraccion soélida y de proteinas y azlcares en la fraccion liquida, ademas de
solidos totales y volatiles en ambas fracciones.

2.2.3. HIDROLISIS ENZIMATICA

Partiendo de la experiencia previa del grupo en este campo, se seleccionaron
los factores claves de esta etapa y su rango de estudio. Las hidrélisis
enzimaticas se llevaron a cabo en Erlenmeyers de 100 mL. Cada Erlenmeyer
contenia 1.5 g de las suspensiones completas pretratadas, se anadia la
cantidad de enzima Celluclast correspondiente y se anadia Buffer de Citrato 1
M. El pH fue ajustado a 4.8 y el volumen final a 25 mL. Las hidrélisis se llevaron
a cabo a una temperatura de 50°Cy a una velocidad de agitacion de 300 rpm.
Posteriormente, se separaron las fracciones soélida y liquida mediante
centrifugacion (10’, 5000 rpm).

Tras la hidrélisis, las muestras se almacenaron a 4 °C previamente a realizar la
determinacion de azlcares, proteinas y lipidos en la fraccion soélida y la
determinacion de azlcares y proteinas en la fraccion liquida, ademas de los
soélidos totales y volatiles en ambas fracciones.
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2.2.4 DISENO EXPERIMENTAL

Se ha empleado un diseno experimental con una matriz ortogonal de Taguchi
L27(3)13 con el objetivo de estudiar el efecto de las siete principales variables
de operacion seleccionadas, 5 correspondientes a la etapa de pretratamiento
(tipo de agente quimico H, concentracion de alga Ca, concentracion del agente
quimico Cq, temperatura T y tiempo t) y 2 a la de hidrolisis enzimatica
(concentracion de la enzima E y tiempo ty) al mismo tiempo. Para cada variable,
se ha trabajado con 3 niveles y la matriz completa obtenida se ha aplicado para
cada uno de los 3 tipos de biomasas microalgales, que han actuado por tanto
como factor ruido. El diseno de experimentos aplicado permite también evaluar
el efecto de la interaccion entre algunas parejas de variables. Las interacciones
seleccionadas en este trabajo han sido concentracion de agente quimico-
temperatura, concentracion de agente quimico-tiempo de pretratamiento y
temperatura-tiempo de pretratamiento.

En la Tabla 1 se presentan los diferentes niveles de los factores estudiados,
seleccionados en base a experiencias previas realizadas para algas de purines
(Martin Juarez et al., 2018):

Tabla 1. Niveles de los factores estudiados

Factor Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

H HCI NaOH HCI -
Ca 50 75 100 g/L
Co 0,5 1 2 mol/L
T 80 100 120 °C
t 10 30 60 min
E 10 30 60 FPU
ty 3 6 12 h

A continuacion, en la Tabla 2, se muestra el diseno de experimentos completo,
aplicado a las 3 biomasas algales:
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Tabla 2. Diseno de experimentos

. Ca Ca T t E tH
Experimento
- g/L mol/L °C min FPU h
1 HCI 50 0,5 80 10 10 3
2 NaOH 75 0,5 80 30 20 6
3 HCI 100 0,5 80 60 30 12
4 HCI 75 0,5 100 10 20 12
5 HCI 100 0,5 100 30 30 3
6 NaOH 50 0,5 100 60 10 6
7 NaOH 100 0,5 120 10 30 6
8 HCI 50 0,5 120 30 10 12
9 HCI 75 0,5 120 60 20 3
10 HCI 75 1 80 10 30 6
11 HCI 100 1 80 30 10 12
12 NaOH 50 1 80 60 20 3
13 NaOH 100 1 100 10 10 3
14 HCI 50 1 100 30 20 6
15 HCI 75 1 100 60 30 12
16 HCI 50 1 120 10 20 12
17 NaOH 75 1 120 30 30 3
18 HCI 100 1 120 60 10 6
19 NaOH 100 2 80 10 20 12
20 HCI 50 2 80 30 30 3
21 HCI 75 2 80 60 10 6
22 HCI 50 2 100 10 30 6
23 NaOH 75 2 100 30 10 12
24 HCI 100 2 100 60 20 3
25 HCI 75 2 120 10 10 3
26 HCI 100 2 120 30 20 6
27 NaOH 50 2 120 60 30 12

Por ultimo, se muestra la matriz del diseno experimental en la Tabla 3:
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Tabla 3. Matriz del diseno experimental L27 con sus diferentes niveles

11 12 13
tH

Txt

10

CoXT t CoXt  CoXt Txt Ca

CoXT

Co

Experimento

1I

1]

1]

1]

10
11
12

13
14
15
16
17

1]

1]

18
19
20
21

1I

22

23
24
25
26
27

1I

1I
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Se utilizé el analisis de varianza con el objetivo de detectar los factores mas
significativos en la maximizacion de (1) la liberacion, (2) la recuperacion de
azucares y (3) la liberacion de proteinas global teniendo en cuenta ambas
etapas (pretratamiento e hidrélisis enzimatica). El rendimiento de liberacion
de lipidos (4) es minimizado, aplicando un criterio de valorizacion secuencial.
Como se vera en el apartado de conclusiones, no ha sido posible liberar de
forma selectiva los azlcares. Los pretratamientos con NaOH y HCl liberan tanto
proteinas como azlcares, por lo que la alternativa sobre la que se ha trabajado
es maximizar la liberacién de azucares y proteinas y minimizar la liberacion de
lipidos.

Se realiz6 el Test de Duncan para determinar las diferencias significativas entre
los niveles de los factores mas influyentes del ANOVA.

2.2.5. METODOS DE ANALISIS

Las mediciones de identificacion, cuantificacion y biometria del microalga se
llevaron a cabo por examinacion microscopica (OLYMPUS IX70) de muestras de
este microalga (fijadas con lugol acido al 5% y almacenadas a 4 ° C previamente
al analisis) de acuerdo con Sournia, (1978).

Los sélidos totales y sélidos volatiles fueron medidos siguiendo el NREL
(National Renewable Energy Laboratory — USA) (Van Wychen & Laurens, 2013).

El contenido de carbohidratos de la fraccion sélida se determind mediante
hidrolisis acida y HPLC-RI utilizando una modificacion del procedimiento NREL
(Van Wychen & Laurens, 2013). En primer lugar, la biomasa se sometia a una
hidrélisis acida concentrada durante 1 h, anadiendo 3 mL de H2S0a4 (72% w/w)
a 30°C. Después, se agregaban 84 mL de agua desionizada para diluir la
concentracion de acido al 4% w/w, y a continuacién se autoclavaba durante 1
h a 120°C. Posteriormente, las fracciones sélida y liquida fueron separadas
mediante filtracién y la fraccion liquida se almacenaba a 4°C. La fraccion
liquida del pretratamiento se almacenaba directamente a 4 °C. Para ambas, se
empled una columna de exclusion de iones Bio-Rad HPX-87H instalada en un
modulo de separacion Waters e2695 equipada con un detector de indice de
refraccion Waters 2414 empleado para cuantificar la cuantificacion de
azlcares (glucosa, xilosa, celobiosa y arabinosa) y subproductos (acidos
oxalico, férmico, acético, butirico, succinico y levulinico, metanol y xilitol) en la
fraccion liquida tanto de los pretratamientos como de las hidrélisis enzimaticas.
Una fase movil de H2S04 0.025 M fue eluida a un flujo de 0.6mL/miny 50°C.
Se emplearon patrones externos para la cuantificacion.

El contenido de proteinas fue determinado con el método Nitrégeno Total
Kjeldahl, multiplicando por un factor de 5.95. El contenido de lipidos fue
determinado por el método de Kochert (Crisostomo-Vazquez et al., 2016).
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2.2.6. METODOS DE CALCULO

Las variables a estudiar, azlUcar recuperado y liberado, degradacion de
azucares proteinas liberadas y lipidos liberados, se han calculado
analiticamente empleando las siguientes ecuaciones:

g sOlidopretrar/ug - Yocarbohidratosggsiqo

% liberacion azacar = 100 — 5 -
g algainicial ) /Ocarb()hldratosalgainicial

C CarbOhidratOSfase lig (%) -V liQpretrat/HE (L)

% recuperacién azicar =
g algainicial ’ %CarbOhldratOSalga inicial

% liberacion azicar — % recuperacién azucar

% degradaciéon = - -
g % liberacion azucar

% liberacion proteinas
9 algainiciar * %prOtelnaalga inicial — 9 SOIidOpretrat/HE - Y%oproteinagsiqo

) algainicial ' %prOtelnaalga inicial

% liberacion lipidos
_ g algainicial ’ %llpidosalgainicial -9 SOlidopretrat/HE ’ %llpidoss()lido

g algainicial : %llpldosalgainicial

Las ecuaciones se han aplicado tanto para la etapa de pretratamiento como
para el proceso global, tomando en cada caso los resultados del analisis de la
muestra correspondiente; bien la muestra obtenida tras el pretratamiento o
bien la muestra obtenida tras la hidrdlisis enzimatica.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El diseno de experimentos se ha realizado para estudiar el efecto de diversos
parametros, considerados los mas influyentes: concentracion de alga, tipo de
agente quimico, concentracion del agente quimico, tiempo de pretratamiento,
temperatura de pretratamiento, tiempo de hidrélisis enzimatica y
concentracion de enzimas en la hidrélisis enzimatica; y dos interacciones entre
ellos: concentracion de agente quimico-temperatura y temperatura-tiempo de
pretratamiento. Ademas, el tipo de microalgas (procedente de purines, residual
y pura) fue estudiado como factor de ruido sobre las dos etapas del proceso,
pretratamiento e hidrélisis. El orden de realizacion de los experimentos fue
aleatorio. Las diferencias entre los valores fueron estudiadas mediante un
analisis de varianza (ANOVA).

Las variables a estudiar son: azlcar liberado, azlcar recuperado, proteinas
liberadas y lipidos liberados, de las cuales el azlicar liberado, azucar
recuperado y las proteinas liberadas se han maximizado y los lipidos liberados
se han minimizado.

Los resultados obtenidos en cuanto a rendimientos de dichas variables se
muestran en la Tabla 4 para la etapa de pretratamiento, y en la Tabla 5 se
muestran los rendimientos globales, en el mismo orden de 1 a 27 como se
presentd el diseno de experimentos en la Tabla 2.
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Tabla 4. Rendimientos de la etapa de pretratamiento

Liberacion azucar (pretrat) Recuperacion azUcar (pretrat.) Degradacion (pretrat.) Liberacion proteinas (pretrat.) Liberacion lipidos (pretrat.)

ALGA 1: ALGA2: ALGA3: ALGA1l: ALGA2: ALGA3: ALGA1l: ALGA2: ALGA3: ALGA1: ALGA2: ALGA3: ALGA1l: ALGA2: ALGA3:
PURINES RESIDUAL PURA PURINES RESIDUAL PURA PURINES RESIDUAL PURA PURINES RESIDUAL PURA PURINES RESIDUAL PURA

Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical

27,58 37,14 12,62 4,17 9,98 4,25 84,89 73,13 66,30 17,65 13,18 17,77 0,85 62,15 43,67
44,56 33,04 47,91 8,94 7,51 17,42 79,94 77,27 63,64 37,16 33,56 48,04 2,01 39,81 78,15
39,75 54,36 20,00 4,97 8,82 6,56 87,50 83,78 67,21 25,88 22,55 32,60 10,84 67,19 25,68

75,43 44,26 56,55 10,27 15,15 31,44 86,39 65,77 44,40 34,21 46,48 29,35 30,42 69,24 45,47
72,52 66,85 68,62 15,82 15,40 30,35 78,19 76,97 55,77 45,29 26,08 38,35 19,53 29,27 13,80
39,83 44,96 75,88 12,39 17,49 31,95 68,90 61,10 57,90 67,17 73,04 87,91 63,37 71,31 88,17
55,23 53,79 39,54 4,41 12,46 27,98 92,01 76,84 29,25 61,66 55,68 51,32 58,66 64,83 76,66
84,85 84,78 78,25 76,21 56,05 70,34 10,18 33,88 10,20 66,60 57,38 67,80 11,62 31,77 16,30
85,16 74,70 74,76 55,58 52,30 50,54 34,73 29,99 32,40 58,35 49,44 35,43 6,67 18,94 22,86
51,51 34,11 22,24 2,78 8,64 7,60 94,60 74,67 65,82 13,33 17,33 20,03 6,61 65,51 45,64
57,31 63,68 51,43 4,10 7,91 15,79 92,84 87,58 69,29 12,56 20,86 21,52 13,38 44,38 43,83
25,13 53,07 67,37 13,58 10,17 26,65 45,95 80,85 60,44 66,55 53,07 81,30 4,90 49,85 88,77
61,25 61,38 44,72 19,35 8,66 30,11 68,41 85,89 32,67 64,38 54,19 64,27 9,14 6,65 77,04
81,68 84,26 66,91 44,46 46,64 56,63 45,57 44,64 15,36 56,49 57,95 58,01 15,70 44,23 48,59
73,59 80,02 74,39 72,70 50,65 64,18 1,20 36,70 13,73 54,41 60,79 55,48 2,43 38,67 28,22
87,28 87,84 78,10 54,18 62,21 71,67 37,92 29,18 8,23 52,16 62,99 62,02 11,89 33,62 40,80
57,53 45,44 64,64 22,12 15,03 37,00 61,54 66,91 42,76 86,21 74,90 85,93 13,51 64,25 77,81
85,28 82,39 67,25 54,57 57,75 52,32 36,01 29,91 22,20 70,96 62,88 42,97 21,99 29,62 21,85
51,63 28,04 27,58 7,50 7,57 20,84 85,47 73,01 24,43 55,89 60,56 33,78 2,76 53,47 92,39
60,32 66,91 66,68 24,29 15,22 31,17 59,72 77,25 53,25 27,87 49,80 34,87 9,95 19,50 50,65
83,80 73,98 63,59 59,97 29,91 54,87 28,44 59,57 13,72 53,74 24,31 40,55 17,43 41,08 42,88
85,87 94,46 84,97 49,28 44,46 77,45 42,61 52,93 8,85 51,45 92,04 74,84 9,58 77,67 59,17
55,18 76,32 79,10 13,32 14,40 31,95 75,86 81,13 59,62 81,83 67,00 89,10 37,25 92,99 96,46
74,96 84,07 70,78 68,48 52,15 58,98 8,64 37,97 16,67 42,10 70,97 51,00 4,60 47,74 18,38
85,22 84,70 83,51 52,97 58,75 79,58 37,85 30,64 4,71 60,07 66,87 75,46 15,88 1,19 58,84
87,75 82,88 78,09 48,21 50,06 66,96 45,05 39,59 14,25 66,53 72,06 50,93 26,48 40,23 32,73
67,32 76,54 86,72 32,63 21,26 39,67 51,53 72,22 54,25 86,23 78,38 95,77 44,34 92,91 95,66
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Tabla 5. Rendimentos globales

Liberacion azucar (global) Recuperacion azucar (global) Degradacion (global) Liberacion proteinas (global) Liberacion lipidos (global)

ALGA 1: ALGA2: ALGA3: ALGA1: ALGA2: ALGA3: ALGA1l: ALGA2: ALGA3: ALGA1: ALGA2: ALGA3: ALGA1: ALGA2: ALGA3:
PURINES RESIDUAL PURA PURINES RESIDUAL PURA PURINES RESIDUAL PURA PURINES RESIDUAL PURA PURINES RESIDUAL PURA

Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical Réplical

37,58 75,05 38,57 5,09 13,94 8,75 86,46 81,43 77,31 53,85 40,74 39,99 10,83 76,87 65,07
67,02 86,90 58,30 11,06 20,12 23,53 83,50 76,84 59,64 89,20 77,78 67,66 14,17 87,06 82,92
47,16 99,30 54,44 5,97 52,93 14,54 87,34 46,69 73,30 67,01 65,71 50,01 26,04 68,03 46,09
85,72 86,95 68,52 11,90 25,44 34,47 86,11 70,74 49,69 77,30 72,21 35,23 40,29 71,12 60,20
81,89 98,43 90,95 19,31 45,61 46,83 76,42 53,66 48,51 84,76 61,41 50,36 31,17 57,42 53,08
49,80 68,74 99,69 14,90 33,65 54,87 70,08 51,05 4496 85,92 84,60 90,59 68,25 79,29 89,08
68,72 87,10 96,70 14,85 35,29 82,63 78,39 59,49 1456 85,73 77,22 78,86 60,06 68,78 77,89
91,04 92,16 96,55 78,44 60,85 87,25 13,84 33,97 9,64 87,93 91,25 80,97 37,13 52,99 57,97
93,87 97,50 92,33 57,30 71,88 64,31 38,96 26,28 30,35 91,11 86,55 74,02 56,98 41,44 81,71
65,10 61,43 49,09 6,75 22,78 18,25 89,64 62,92 62,82 79,61 45,46 41,56 56,21 75,54 60,94
71,53 70,06 67,49 6,71 10,57 24,77 90,62 84,92 63,31 71,12 31,68 38,27 47,41 53,16 61,40
33,77 88,96 84,18 15,58 17,82 38,43 53,86 79,97 54,35 90,85 83,96 86,95 22,71 79,56 89,34
65,92 91,02 93,67 20,35 37,95 41,00 69,12 58,31 56,22 76,53 78,94 95,42 39,68 54,76 93,64
88,81 97,51 86,47 48,07 59,09 75,57 45,87 39,41 12,61 83,29 81,71 72,13 36,48 47,60 70,73
81,28 91,00 86,36 75,74 57,24 74,77 6,83 37,10 13,42 91,32 84,34 64,15 15,89 40,81 65,27
92,97 99,90 92,61 55,89 73,79 84,02 39,88 26,14 9,27 80,77 88,16 70,03 48,01 42,09 50,97
70,83 97,92 89,60 30,32 66,88 61,26 57,19 31,70 31,63 96,51 94,55 92,59 26,85 75,61 81,59
90,63 95,77 93,65 57,04 69,79 74,38 37,06 27,13 20,58 87,28 75,00 85,15 48,08 50,61 74,88
75,53 62,79 56,72 27,31 18,78 31,80 63,84 70,09 43,94 85,21 91,20 63,75 30,31 58,37 97,99
85,89 85,39 77,16 45,91 20,54 38,35 46,55 75,95 50,30 78,22 67,65 58,45 44,42 50,05 63,76
94,68 98,08 71,08 69,31 53,42 56,32 26,79 45,53 20,77 86,23 49,61 49,33 61,92 44,46 61,65
97,73 99,45 90,75 61,05 49,31 79,64 37,53 50,41 12,24 90,94 98,63 82,30 45,82 79,20 62,00
91,02 93,84 87,25 45,70 30,91 38,71 49,79 67,06 55,63 92,16 91,19 94,08 52,73 94,08 97,67
92,19 98,91 83,70 85,61 66,78 71,33 7,13 32,49 14,78 70,49 83,95 81,39 26,49 72,82 80,39
96,66 98,37 95,27 63,88 68,14 91,20 33,92 30,73 4,27 82,08 77,31 93,32 49,33 46,37 66,08
96,97 99,36 8591 57,27 66,07 74,32 40,94 33,51 13,49 91,65 80,37 80,38 65,34 50,83 59,39
97,42 99,25 89,41 62,03 42,35 41,70 36,33 57,33 53,36 99,49 96,23 98,81 61,22 93,73 95,90
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2.3.1. RESULTADOS PRETRATAMIENTO

2.3.1.1. AZUCAR LIBERADO

El azdcar liberado es la cantidad de azlcar que se ha conseguido extraer del
nucleo celular tras la ruptura de la pared celular con el pretratamiento. La
variable con la que se cuantifica es el rendimiento de liberacion de azlcares,
que es una medida de la cantidad de azlicares que se consiguen liberar
respecto a los presentes inicialmente en la biomasa. Para su calculo, se emplea
la Ecuacion 1 que se presenta en el apartado de métodos de calculo, dentro
del apartado de Materiales y Métodos.

En primer lugar, se muestra la Grafica 1, que representa el rendimiento de
liberacion de azlcares para cada nivel de cada variable de diseno para las tres
algas. Para cada tipo de biomasa se calcula el promedio de rendimiento de
liberacion de azlcares obtenido en todos los experimentos del diseno
experimental que aplican ese nivel de la variable, es decir, por ejemplo, el valor
correspondiente a T2 es el valor promedio de todos los rendimientos de
liberacion de azucares obtenidos en experimentos en los que se ha aplicado
una temperatura de pretratamiento de 100°C, sean cuales sean los valores del
resto de los factores). Se representa, ademas, los valores promedios para las
tres algas para cada nivel del factor. Existe una tendencia similar entre todas
ellas (la que mas se aleja de esta tendencia es el alga pura) y ninguna de ellas
tiene en todo momento un valor superior al resto, siendo los mayores
rendimientos los correspondientes al alga procedente de aguas residuales y de
algas de purines. El rango de liberacion en el que se encuentran los resultados
obtenidos son: alga de purines 50-76%, alga residual 47-73% y alga pura 42-
70%.
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Grafica 1.Respuestas medias del rendimiento de liberacion de azucares en
funcion de las variables de diseno para cada tipo de alga en la etapa de
pretratamiento

En la Tabla 6 se presenta el ANOVA respuestas se muestra la influencia de los
factores a estudiar y sus interacciones en presencia del factor ruido, es decir,
aquéllos que poseen un p-valor inferior a 0.05 son factores significativos. Por
orden de influencia, los factores mas significativos en cuanto a liberacion de
azUcares son: temperatura (38%), concentracion del agente quimico (13%),
tipo de agente quimico (12%), interaccion entre temperatura y tiempo de
pretratamiento (5%), tiempo de pretratamiento (5%) y el resto que se pueden
observar en la Tabla 6 cuyo p-valor es inferior a 0.05, y poseen una contribucion
menor o igual a 4%.

Aunque el factor de ruido N no sea una de ellas, es importante consultar el
ANOVA S/R ratio, que es el ANOVA respuestas pero habiendo suprimido el
efecto del ruido, es decir, de la diferencia de tipo de alga, porque puede que
cada alga presente un tipo de comportamiento y es algo que se esta ignorando
al no suprimir el factor ruido. En la Tabla 6 se presentan de izquierda a derecha,
la fuente de variacion, es decir, el factor o interaccion estudiado, el p-valor para
cada uno de los factores, cuyo nivel de significancia es 0.05 y el porcentaje de
contribucién que representan cada uno de los factores estudiados a la variable
de azucares liberados en el pretratamiento.
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Tabla 6. ANOVA respuestas para la liberacion de azucares promedio para las
tres algas en la etapa de pretratamiento

Fuente variacion p-value %Contrib.

Co 3,249.1010 13,05
T 6,4031018 38,27
CoXT 0,1951

t 2,260-105 4,84
Co Xt 0,0099 2,67
Txt 0,0002 4,89
Ca 0,0091 1,85
H 1,8751010 11,84
N 0,1017

CoxN 0,7396

TxN 0,5678

(CoxT)xN 0,0113 4,07
txN 0,0097 2,68
(Coxt)xN 0,7619

(Txt)xN 0,4905

CaxN 0,0008 4,03
HxN 0,0001 3,85
Residual 7,96
Total 100,00

En este caso, tras la supresion del factor ruido, se obtiene el ANOVA S/R ratio
(Tabla 7), en el cual se observa que los factores significativos son los mismos
que antes (debido a que el ruido no era un factor signficativo), excepto que
ahora han tomado mayor importancia las contribuciones en porcentaje: la
temperatura (48%), la concentracion del agente quimico (15%), la interaccion
entre temperatura y tiempo de pretratamiento (10%), el tiempo de
pretratamiento (9%) y el tipo de agente quimico (8%).

Para un mismo nivel de concentracion, la liberacion de azlcares es menor en
todos los casos con NaOH que con HCI, con valores que se reducen desde un
maximo de 94% para HCI 2 M hasta 28% para NaOH 2M para el alga residual.
Sin embargo, este efecto es menor para el alga pura, que va de 85% a 28%.
Con latemperatura, el efecto es muy pronunciado para la diferencia entre 80°C
y 100°C, que para una concentracion de HCI 1 M va de 51-57% a 74-82%, y
menos acusado para el cambio de 100 a 120°C, que provoca un cambio de 74-
82% a 85-87% para el alga de purines. Para la concentracion del agente
quimico, a la misma temperatura, es cierto que se observan rendimientos
mayores para mayores concentraciones de éste, por ejemplo, para temperatura
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de 120°C y para el alga pura, la diferencia entre 0.5 My 2 M es maxima,
pasando de 75-78% a 84-87%. Por Gltimo, para tiempos de pretratamiento,
también se ha observado la misma tendencia, a aumentar el rendimiento
cuando aumenta este tiempo. Para HClI 1 M a 100°C durante 10 y 60 min la
mayor diferencia se produjo para el alga pura, que pas6 de un rendimiento de
liberacion de azucares de 45 a 74%.

Tabla 7. ANOVA S/R ratio para la liberacion de aztcares en la etapa de
pretratamiento

Fuente variacion p-value %Contrib.

Co 0,0009 14,84
T 1,293106 48,48
CoXT 0,2256

t 0,0075 8,76
Co Xt 0,3183

Txt 0,0200 10,29
Ca 0,6170

H 0,0027 8,12
Residual 9,51
Total 100,00

La interaccion temperatura-tiempo de pretratamiento ha resultado
significativa, pero, en contra de lo esperado, no se ha observado una
interaccion apreciable entre concentracion de agente quimico y temperatura.
En la Grafica 2 se muestra la forma de interactuar de las dos variables; la
existencia de puntos de corte en ella, como se puede observar, indica que la
interacciéon como tal es un factor influyente. Parece que, a baja temperatura, el
factor tiempo es muy importante, sobre todo para tiempos cortos (t2 y tz son
muy similares), pero a la temperatura de 100°C lo es menos, y a 120°C se
cruzan los tiempos, porque el efecto del tiempo se reduce considerablemente
a altas temperaturas. Es importante destacar que para el alga de aguas
residuales domésticas la diferencia de temperatura entre 100y 120°C deja de
tener importancia, pues la linea entre esos dos puntos es horizontal, es decir,
ambas temperaturas reportarian el mismo rendimiento.
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Grafica 2. Interaccion entre temperatura y tiempo en la etapa de
pretratamiento

Las diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de los factores
que producen la respuesta 6ptima se evaluaron mediante la prueba de rango
multiple de Duncan (Ross, 1988). Se utilizd un nivel de significancia p=0.05 en
todos los calculos estadisticos. Con el empleo de esta prueba se comprueba si
existe diferencia significativa entre los diferentes niveles de un mismo factor
sobre la variable estudiada.

La realizacion del Test de Duncan a las variables significativas mostré que, para
la temperatura, existen diferencias significativas entre todos los niveles,
estando el 6ptimo en el nivel 3 (121°C). Para la concentracion del agente
guimico también hay diferencias significativas entre todos los niveles, estando
el 6ptimo en el nivel 3, concentracion 2 M. Y para el tiempo de pretratamiento,
no hay diferencia significativa entre los niveles 2 y 3 pero si la hay entre los
niveles 1-2 y 1-3. El valor 6ptimo del tiempo esta en el nivel 2, 30 min.

Para la etapa de pretratamiento, las condiciones 6ptimas se resumen como:
empleo de HClI como agente quimico con concentracion de HClI 2 M,
temperatura 121°Cy duracion 30 min.

Dentro del empleo de agentes acidos, varias experiencias previas reportan
rendimientos inferiores cuando, en condiciones similares, el agente empleado
es HoSOs. Una de ellas fue llevada a cabo por Nguyen et al. (2009), que
obtuvieron un rendimiento del 58% aplicando un pretratamiento empleando
H2S04 3% (v/v), a 110°C y 30 min sobre una biomasa de Chlamydomonas

reindhardtii con un contenido total de carbohidratos de 60%. Miranda et al.
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(2012) emplearon H2S04 2 N, a 120°C durante 30 min, con una biomasa
microalgal mayoritariamente compuesta por Scenedesmus obliquus con una
composicion de carbohidratos de 31.8%, y llegaron a obtener rendimientos de
28.6%. Al menos para las especies de algas estudiadas en este trabajo, los
resultados con HCI| parecen satisfactorios, trabajando a concentraciones
relativamente bajas. Los experimentos con HClI 2 M, a 121 °C durante 30 min
proporcionaron un rendimiento de 87.75% para purines, 82.88% para aguas
residuales y 78.09% para alga pura. Ashokkumar et al. (2015) aplicaron un
pretratamiento consistente en H2S04 del 2% (v/v) a 130°C durante 45 min a
una biomasa microalgal mayoritariamente compuesta por Scenedesmus
bijugatus con una composicion total de carbohidratos de 26%, y lograron
rendimientos de extraccion de solo 21.8%. En este caso, en condiciones
comparables, aunque diferentes, pero los resultados vuelven a mostrar que el
agente quimico con mayores rendimientos sigue siendo el HCIL. El
pretratamiento con HCI, a 121 °C durante 60 min, proporcion6d rendimientos en
torno al 80% para los tres tipos de alga.

No sélo el agente quimico empleado es importante, pues también se ha
comprobado que en funcion del contenido inicial de la biomasa en
carbohidratos los rendimientos pueden ser muy diferentes. Markou et al.
(2013) emplearon HNO3 0.5 M a 100°C durante 180 min con la especie
Spirulina platensis, para una biomasa con un 58% de carbohidratos totales y
obtuvieron un rendimiento de 52.2% de liberacion de azucares. En este caso,
para el pretratamiento con HCI 0.5 M a 100°C durante 60 minutos se
obtuvieron unos rendimientos de 72.52%, 66.85% y 68.62% respectivamente
para los tres tipos de alga, valores superiores, maxime si consideramos la
menor concentracion de carbohidratos de la biomasa empleada en este
trabajo.
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2.3.1.2. AZUCAR RECUPERADO

El azlcar recuperado es la cantidad de azlcar que se consigue solubilizar en la
fase liquida; pues el azlcar, una vez liberado, puede quedar retenido en la fase
sélida o solubilizarse en la liquida, siendo lo segundo lo preferente para
diversos tipos de valorizaciones posteriores (fermentacion, produccion de
bioplasticos, etc.). La variable con la que se cuantifica es el rendimiento de
recuperacion de azlcares, que es una medida de la cantidad de azlcares que
se consiguen recuperar (solubilizar) respecto a los presentes inicialmente en la
biomasa. Para su calculo, se emplea la Ecuaciéon 2 que se presenta en el
apartado de métodos de calculo, dentro del apartado de Materiales y Métodos.

A continuacién, se muestran en la Grafica 3 las respuestas medias a cada nivel
de factor para los tres tipos de alga y el valor promedio de todas ellas. Se
observa una tendencia mas clara si cabe que la anterior seguida por los tres
tipos de alga, y se aprecia que para todas las variables la que tiene un
rendimiento superior de recuperacion de azucares es el alga pura. Si bien
menores rendimientos de liberacion de azlcares se encontraron en el alga
pura, la degradacion de los azlcares liberados es también inferior en este,
dando lugar a mayores porcentajes de recuperacion. Los rangos en los que se
mueve la recuperacion de azlcares son: alga de purines: 14-42%, alga residual:
11-43%y alga pura: 21-55%.

—@— Alga purines

—fl— Alga residual
Alga pura

—&— Respuesta media

H1 H2 CA1 CA2 CA3CQ1CQ2CQ3 T1 T2 T3 t1 t2 t3 E1 E2 E3 tH1 tH2 tH3

Variable de disefio

Grafica 3. Respuestas medias del rendimiento de recuperacion de azucares
en funcion de las variables de diseno para cada tipo de alga en la etapa de
pretratamiento

En este caso, el ANOVA respuestas se muestra en la Tabla 8 e indica que los
factores significativos, por orden de influencia, son: temperatura (34%), tipo de
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agente quimico (20%), concentracion del agente quimico (9%), interaccion
entre concentracion del agente quimico y el tiempo de pretratamiento (7%), y
posteriormente el ruido, con un 6%. A pesar de que haya mas valores
significativos, el hecho de que el ruido sea uno de ellos no permite ver con
claridad la verdadera influencia del resto de factores, por lo que es necesario
eliminar el factor ruido y esto implica la realizacion del ANOVA S/R ratio.

Tabla 8. ANOVA respuestas para la recuperacion de aztcares en la etapa de
pretratamiento

Fuente variacion p-value %Contrib.

Co 1,604-108 9,18
T 1,244.1018 33,99
CoXT 0,0002 4,85
t 0,0002 3,78
Co Xt 9,374-.106 6,68
Txt 0,0043 3,13
Ca 0,0011 2,81
H 1,1101014 19,60
N 5,691.106 5,52
CoxN 0,4668

TN 0,7301

(CoxT)xN 0,6878

txN 0,1311

(Coxt)xN 0,7901

(Txt)xN 0,6279

CaxN 0,9211

HxN 0,3110

Residual 10,46
Total 100,00

El ANOVA S/R ratio (Tabla 9) muestra que, exentos de ruido, los factores mas
influyentes son: la temperatura, con una contribucion del 42%, el tipo de agente
quimico (13%), la concentracion del agente quimico (13%) y el tiempo de
pretratamiento (9%). Estos valores son muy parecidos a los de liberacion de
azlcares, para los cuales la temperatura es un poco mas influyente (48%), el
agente quimico también (15%) y el tipo de agente quimico es mas influyente
para la recuperacion de azlcares (13%) que para su liberacion (8%). No
obstante, la diferencia mas notable es que para la liberacion, un factor
influyente era la interaccion entre temperatura y tiempo de pretratamiento
(10%), mientras que para la recuperacion no es significativa.
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En primer lugar, para la temperatura, se aprecia que el tipo de alga mas
afectado por su variacion es la residual, pues para HCl 2 M la diferencia de
temperatura de 80 a 120°C provoca un aumento de rendimiento de 15-30% a
50-59%, seguida de cerca por el alga residual, en la cual se producen unos
aumentos de 31-55% a 67-80%. El tipo de agente quimico empleado que
maximiza la liberacion nuevamente es el HCl, y esta diferencia se observa sobre
todo en el alga pura, en la cual mientras con NaOH se obtienen un rendimiento
de 40% para NaOH 2 M a 120°C, con HCI en esas mismas condiciones se
obtienen de 67-80%. La concentracion del agente quimico elevada (2 M) a
120°C reporté rendimientos de 50-58% para el alga residual y la concentracion
mas baja (0.5 M) de 52-56%, con lo cual la diferencia de concentracion de
agente quimico no provoca grandes diferencias de rendimiento, siendo en
algunos casos el rendimiento mayor para las concentraciones mas bajas. En el
tiempo de pretratamiento, se notan diferencias notables para el alga de purines
y residual entre tratamientos de 10 minutos (rendimientos de 49 y 44%
respectivamente) y tratamientos de 60 minutos en las mismas condiciones
(rendimientos de 68 y 52%). No obstante, para el alga pura se observa que en
algunas ocasiones el aumento del tiempo de pretratamiento disminuye el
rendimiento de recuperacion, en este caso el rendimiento fue de 77% para 10
min y 59% para 60 min, debido a que la prolongacion del pretratamiento
favorece la degradacion de los azlcares (la degradacion fue de 9% para 10 min
y de 17% para 60 min) y por tanto disminuye el rendimiento de recuperacion.

Tabla 9. ANOVA S/R ratio para la recuperacion de azucares en la etapa de
pretratamiento

Fuente variacion p-value %Contrib.

Caq 0,0142 12,96
T 4,970105 42,11
CoXT 0,4361

t 0,0451 8,84
Co Xt 0,2875

Txt 0,8074

Ca 0,1673

H 0,0037 13,19
Residual 22,91
Total 100,00

La realizacion del test de Duncan a los factores significativos muestra que: en
primer lugar, para la temperatura hay diferencias significativas en todos los
niveles, y que el nivel 6ptimo es el 3, 121 °C. Para la concentracion del agente

quimico, hay diferencias significativas entre todos los niveles y nuevamente el
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nivel 6ptimo es el 3, 2 M. En altimo lugar, para el tiempo de pretratamiento, no
hay diferencias significativas entre los niveles 1y 2, pero si entre los niveles 1-
3y 2-3, siendo el valor 6ptimo el correspondiente al nivel 3, 60 min.

A modo de conclusion, las condiciones Optimas para la recuperacion de
azlcares son: empleo de HClI como agente quimico a concentracion 2 M,
temperatura 121°C, y tiempo de pretratamiento 60 min. Para liberacion de
azlcares, todas eran iguales menos el tiempo, que fue de 30 min, es decir, la
liberacion de azlcares se ve favorecida por tiempos intermedios mientras que
la recuperacion se ve favorecida por tiempos elevados.

Concretamente, es importante que la concentracion del agente quimico a
emplear sea elevada, pues ha habido estudios previos que demuestran que los
pretratamientos con acidos diluidos estan asociados con la generacion de
inhibidores. Por ejemplo, empleando una biomasa consistente en Chlorella
vulgaris, Yun et al. (2013) descubrieron que la formacion de
hidroximetilfurfurales (HMF) variaba con la concentracion de acido y el tiempo
de exposicion. La concentracion de HMF variaba de 0.23 a 4.3 g/L cuando la
concentracion de HCl aumentaba de 0.1% a 3%.
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2.3.1.3. PROTEINA LIBERADA

La proteina liberada hace referencia a la cantidad de proteinas que se consigue
extraer del nucleo celular tras la aplicacion de la etapa de pretratamiento. La
variable con la que se cuantifica es el rendimiento de liberacion de proteinas,
que es una medida de la cantidad de proteinas que se consiguen liberar
respecto a los presentes inicialmente en la biomasa. Para su calculo, se emplea
la Ecuacion 4 que se presenta en el apartado de métodos de calculo, dentro
del apartado de Materiales y Métodos.

En la grafica de respuestas medias (Grafica 4) se observa nuevamente que la
tendencia seguida por los tres tipos de alga es muy similar en lo que a
liberacion de proteinas respecta. Ninguna de las tres algas muestra un
rendimiento claramente superior al resto, pues dependiendo de la variable y el
nivel que se quiera estudiar es un tipo u otro de alga el que presenta el mayor
rendimiento. En este caso, no existe diferencia apreciable, ni siquiera en el alga
pura. Los rangos del rendimiento de liberacion de proteina para los diferentes
tipos de alga son: para el alga de purines, 35-68%, para el alga residual, 32-
65% y para el alga pura de 36-71%.

H1 H2 CA1 CA2 CA3CQl1CQ2CQ3 T1 T2 T3 t1 t2 t3 E1 E2 E3 tH1 tH2 tH3

Variable de disefio

Grafica 4. Respuestas medias del rendimiento de liberacion de proteinas en
funcion de las variables de diseno para cada tipo de alga en el pretratamiento

El ANOVA respuestas mostrado en la Tabla 10 muestra que los factores
significativos son: temperatura (39%), tipo de agente quimico (21%),
concentracion de agente quimico (11%), concentracion del alga (6%) y otros
valores inferiores al 4% de influencia entre los que no se encuentra el ruido.
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Tabla 10. ANOVA respuestas para la liberacion de proteinas en la etapa de
pretratamiento

Fuente variacion p-value %Contrib.

Cao 7,6761010 10,66
T 1,005101° 39,05
CoXT 0,8067

t 0,0005 2,86
Co Xt 0,0036 2,89
Txt 0,0085 2,47
Ca 1,210-106 5,85
H 2,424.1015 20,75
N 0,8586

CoxN 0,3003

TxN 0,2191

(CoxT)xN 0,1887

txN 0,2618

(Coxt)xN 0,5664

(Txt)xN 0,0085 3,83
CaxN 0,0158 2,18
HxN 0,0109 1,59
Residual 7,87
Total 100,00

Al analizar el ANOVA S/R ratio (Tabla 11), se observa que los factores mas
influyentes son los mismos que los observados en el ANOVA respuestas,
aunque con diferentes porcentajes: temperatura (50%), tipo de agente quimico
(21%) y concentracion del agente quimico (9%). Como las interacciones no
tienen un p-valor inferior a 0.05, ninguna de ellas tiene una influencia
significativa para la liberacion de proteinas.

La influencia de la temperatura sobre el rendimiento final de liberacion de
proteinas es muy clara, y provoca diferencias de rendimientos muy elevadas,
por ejemplo, para concentraciones de HCI 1 M, el alga purines es la que mayor
sensibilidad a la temperatura presenta, pasando de rendimientos de 13% para
80°C a rendimientos entre 52-70% para 120°C. Para el empleo de diferentes
tipos de agente quimico, la diferencia maxima de liberacion de proteinas se da
para la concentracion 1 M a 120°C: para NaOH se obtuvo un rendimiento de
liberacion de 86% y para HCI fue de 43%; esto determina que para la liberacion
de proteinas es mejor un pretratamiento basico. Para dos pretratamientos a la
misma temperatura con NaOH, pero diferentes en concentracion, se obtuvo
que para el alga residual y de purines el rendimiento aumentaba al aumentar
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la concentracion de 0.5 M a 2 M (de 56 y 62% a 78 y 86% respectivamente),
mientras que para el alga pura se obtuvo que el rendimiento disminuia de 51%
a 36%.

Tabla 11. ANOVA S/R ratio para la liberacion de proteinas en la etapa de
pretratamiento

Fuente variacion p-value %Contrib.

Co 0,0226 8,84
T 2,1232:106 50,26
CoXT 0,8222

t 0,1764

Co Xt 0,3010

Txt 0,3574

Ca 0,1382

H 0,0002 20,55
Residual 20,35
Total 100,00

La realizacion del test de Duncan a los factores significativos mostré que para
la temperatura el valor 6ptimo es 121°C y que hay diferencias significativas
entre todos los niveles; para la concentracion del agente quimico, hay
diferencias significativas entre todos los niveles y el valor 6ptimo es el
correspondiente al nivel 3, 2 M. Por ultimo, para el tiempo de pretratamiento,
existen no hay diferencias significativas entre los niveles 2 y 3 pero si entre los
niveles 1-2 y 1-3. El valor 6ptimo es el correspondiente al nivel 3, 60 min.

A modo de conclusion, observando la Grafica 4 y los test de Duncan realizados
se resuelve que las condiciones 6ptimas para la liberacion de proteinas en la
etapa de pretratamiento son: empleo de NaOH como agente quimico, con
concentracion 2 M, temperatura 121 °Cy tiempo 60 min. La concentracion de
agente quimico es un factor significativo y tiene gran influencia. Garcia-
Martinez et al. (2016) observaron que para la especie Chlorella vulgaris las
condiciones 6ptimas para la solubilizacion de proteinas eran NaOH 3M, a 85°C
y un ratio NaOH/biomasa de 45 mL/g, con las que se llegd a obtener un
rendimiento de solubilizacion de proteinas del 98%. Para este caso, un empleo
de NaOH 2M a 80°C ha proporcionado un rendimiento de 55.89% para el alga
de purines, 60.56% para el alga de agua residual y 33.78% para el alga pura.
De esta diferencia se infiere el hecho de que el aumento de la concentracion
del agente quimico afecta positivamente a la liberacion de las proteinas
contenidas en las células.
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2.3.1.4. LIPIDOS LIBERADOS

Los lipidos liberados son la variable que hace referencia a la cantidad de lipidos
que se extraen del nucleo celular tras la etapa de pretratamiento. La variable
con la que se cuantifica es el rendimiento de liberacion de lipidos, que es una
medida de la cantidad de lipidos que se consiguen liberar respecto a los
presentes inicialmente en la biomasa. Para su calculo, se emplea la Ecuacion
5 que se presenta en el apartado de métodos de calculo, dentro del apartado
de Materiales y Métodos.

En la Grafica 5 se muestran las respuestas medias de liberacion de lipidos para
los tres tipos de alga. Se puede observar que para el fin de la minimizacién del
rendimiento de liberacion de éstos el tipo mas apropiado es la procedente de
aguas de purines, pues tiene unos rendimientos muy inferiores al resto. Para
el alga pura y la procedente de aguas residuales se observa una tendencia
relativamente similar pero no tan clara como para las otras variables. Los
rangos en los que se encuentran los rendimientos de liberacion de lipidos son:
para el alga de purines, 8-26%; para el alga residual, 33-60% y para el alga
pura 45-86%.

—&— Respuesta media

H1 H2 CA1 CA2 CA3CQl1CQ2CQ3 T1 T2 T3 t1 t2 t3 E1 E2 E3 tH1 tH2 tH3

Variable de disefio

Grafica 5. Respuestas medias del rendimiento de liberacion de lipidos en
funcion de las variables de diseno para cada tipo de alga en el pretratamiento

EI ANOVA respuestas para la liberacion de lipidos se muestra en la Tabla 12 se
observa que el factor mas influyente es el ruido (33%), por lo cual, a pesar de
mostrar también otros factores significativos como el tipo de agente quimico,
no se puede dar por hecho que éste sea significativo hasta no ver el ANOVA
S/R ratio, en el cual se ha eliminado el factor de ruido, debido a que los
resultados de este ANOVA respuestas estan altamente influenciados por el
ruido y por ello no son fiables.
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Tabla 12. ANOVA respuestas para la liberacion de lipidos durante la etapa de
pretratamiento

Fuente variacion p-value %Contrib.

Cq 0,1958

T 0,5708

CoXT 0,2084

t 0,7120

Co Xt 0,0656

Txt 0,9097

Ca 0,1938

H 9,608310° 21,03
N 5,14891011 33,36
CoxN 0,4250

TxN 0,2097

(CoxT)xN 0,4607

txN 0,6815

(Coxt)xN 0,9283

(Txt)xN 0,7460

CaxN 0,7172

HxN 0,0009 7,74
Residual 37,87
Total 100,00

En el ANOVA S/R ratio que se muestra en la Tabla 13, se observa que el Gnico
factor influyente (p-valor menor que 0.05) es el tipo de agente quimico
empleado, coincidiendo con la prevision obtenida en el ANOVA respuestas de
la Tabla 12. Para este factor influyente, se han observado diferencias muy
acusadas en los diferentes experimentos: por ejemplo, para el experimento con
NaOH 1M a 120°C el rendimiento fue de 64%, mientras que para HCI en esas
condiciones fue 30-34%.
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Tabla 13. ANOVA S/R ratio para la liberacion de lipidos en la etapa de
pretratamiento

Fuente variacion p-value  %Contrib.

Ca 0,3803
T 0,2838
CoXT 0,4047
t 0,2115
Co Xt 0,2877
Txt 0,9764
Ca 0,4316
H 8,743106 55,32
Residual 44,68
Total 100,00

Como conclusion, los niveles de las variables que minimizan la liberacion de
lipidos durante el pretratamiento son: empleo de HCI como agente quimico,
concentraciones de alga elevadas (100 g/L), concentracion de HCl intermedia,
1 M, temperaturas elevadas (121 °C) y tiempos de pretratamiento intermedio,
30 min.

El pretratamiento acido basico no suele ser empleado para la extraccion de
lipidos de microalgas. Esto es debido a que normalmente las microalgas tienen
un bajo contenido en lipidos y las técnicas de extraccion de lipidos son mas
complejas, el pretratamiento acido-basico no es la manera mas adecuada para
su extraccion, por lo que las comparaciones que se pueden realizar con otros
autores son escasas.

En este proyecto se ha conseguido la minimizacion de la liberacién de éstos, ya
que un estudio llevado a cabo por Lee et al. (2014) estadisticamente, tendria
una liberacion maxima de lipidos de 24.6%, que experimentalmente resultoé de
24.4%. Este rendimiento fue conseguido empleando acido nitrico 0.57 w/w a
120°C durante 30 minutos. En este caso, el empleo HCI 0.5 M durante 30 min
a 121°C y se obtuvieron unos rendimientos de 16.30% para el alga pura, lo
cual prueba que ha habido cierta retencion de lipidos con respecto a otras
experiencias.
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2.3.2. RESULTADOS GLOBALES

2.3.2.1. AZUCAR LIBERADO

El azlucar liberado de forma global es la variable que hace referencia a la
cantidad de azlcares que se extraen del nucleo celular tras las etapas de
pretratamiento e hidrélisis. La variable con la que se cuantifica es el
rendimiento de liberacion de azlcares global, que es una medida de la cantidad
de azlcares que se consiguen liberar respecto a los presentes inicialmente en
la biomasa. Para su calculo, se emplea la Ecuacién 1 que se presenta en el
apartado de métodos de calculo, dentro del apartado de Materiales y Métodos.

En primer lugar, se presenta en la Grafica 6 las respuestas medias rendimiento
de liberacion de azlcares para cada una de las tres algas y su promedio. Se
puede observar una tendencia similar para los tres tipos de algas con las
diferentes variables, pero con resultados mas elevados en todo momento para
el alga procedente de aguas residuales, para la que se alcanzan porcentajes
de liberacion cercanos al 100% (81-96%), mientras que para la etapa de
pretratamiento estos porcentajes fueron de 47-73%. Es extrano que sea el alga
de purines la que dé los peores rendimientos, siendo éstos entre 64 y 92%,
siendo para la etapa de pretratamiento de 50-76%; para el alga pura, el
intervalo de rendimientos es de 62-92%, habiendo sido para la etapa de
pretratamiento de 42-70%. En la Grafica 7 se aprecia la diferencia en
porcentaje de rendimiento que supone la realizacion de hidrélisis enzimatica, y
se puede apreciar que el tipo de alga que mas se ve beneficiada por la hidrolisis
es claramente el alga procedente de aguas residuales domésticas, y la que
menos afectada se ve en términos de liberacion de azlcares es el alga de
purines. Los factores en los que la diferencia de rendimientos es mayor son la
concentracion de agente quimico (nivel 1) y temperatura (nivel 1), pero en
general las diferencias estan muy igualadas, ningun factor destaca sobre el
resto.
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Grafica 6. Respuestas medias del rendimiento de liberacion de aztcares en
funcion de las variables de diseno para cada tipo de alga de forma global
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Grafica 7. Aumento en el rendimiento de liberacion de aztcares tras la
hidrolisis enzimatica

Los resultados del ANOVA (Tabla 14) muestran que los factores mas influyentes
son la temperatura del pretratamiento, que posee una contribucion del 37% y
el ruido, que tiene una contribucién del 9%. La concentracion también tiene
una contribucion de 7%, aunque al ser un valor menor que el ruido no se conoce
si la variable es realmente significativa. Siendo el ruido un factor relevante es
dificil conocer la influencia del resto de factores.
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Tabla 14. ANOVA respuestas para la liberacion de azucares global

Fuente variacion p-value %Contrib.
Co 0,0003 7,47
T 8,147-1013 37,19
CoXT

t 0,0324 2,97
Co Xt

Txt 0,0114 5,81
Ca

E

tH

H 0,0400 1,80
€H

N 8,36510° 8,99
CoxN 0,0106 5,89
TxN

(CoxT)xN

txN

(Coxt)xN

(Txt)xN

CaxN

ExN

thxN

HxN 0,0041 4,94
enxN

Residual 24,94
Total 100,00

Como el ruido es una variable significativa, es necesario comprobar el ANOVA
S/R ratio, donde se elimina el factor de ruido. Este se muestra en la Tabla 15,
donde se observa que el factor mas influyente es la temperatura, cuya
influencia es del 58%, y la concentracion del agente quimico, cuya influencia
es del 14%. Comparando con la etapa de pretratamiento Unicamente, se
observa que tras la hidrolisis pierden importancia los factores de interaccion
temperatura-tiempo de pretratamiento, el tiempo de pretratamiento y el tipo de
agente quimico, que para la etapa de pretratamiento eran significativos y para
el proceso global no lo son. Los factores propios de la hidrélisis no afectan
significativamente a este rendimiento. Como se puede comprobar, las
interacciones entre parametros no son significativas para la variable de azlicar
liberado, puesto que ninguna tiene un p-valor inferior a 0.05.
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Tabla 15. ANOVA S/R ratio para la liberacion de azucares global

Fuente variacion p-value %Contrib.
Cq 0,0144 13,49

T 5,3637-10¢ 57,81
CoxT

Coxt
Txt
Ca

E

tH

H

€H

Residual 28,70
Total 100,00

Tras la realizacion del Test de Duncan para los factores significativos se obtuvo:
en primer lugar, para la temperatura, que no hay diferencia significativa entre
los niveles 2 y 3, pero si que la hay entre los niveles 1-2 y 1-3, mientras que en
el pretratamiento habia diferencias significativas para todos los niveles, y que
el valor 6ptimo para la liberacion de azlcares es T3, es decir, 121°C
(exactamente igual que en la etapa de pretratamiento); en segundo lugar, para
la concentracion del agente quimico, se obtuvo que no existen diferencias
significativas entre los niveles 1y 2, pero si la hay entre los niveles 1-3 y 2-3,
(en la etapa de pretratamiento habia diferencias significativas entre todos los
niveles) y que el valor 6ptimo es la concentracion de agente quimico 3, es decir,
2 M (igual que para la etapa de pretratamiento por separado).

Como conclusion, se resumen las condiciones 6ptimas para la liberacion de
azucares como: en lo referente a la etapa de pretratamiento, empleo de HCI
como agente quimico, concentracion del agente quimico 2 M, temperatura del
pretratamiento 121 °Cy tiempo de pretratamiento 30 minutos (pues el tiempo
si fue variable significativa en la etapa de pretratamiento por separado).

Aunque la etapa de hidrolisis enzimatica también influye, lo mas importante es
la etapa del pretratamiento, concretamente, la temperatura a la que se realiza
como se viene demostrando a lo largo de este proyecto. Martin Juarez et al.
(2016) realizaron una experiencia similar a la de este proyecto: un
pretratamiento con H202 1% a 50°C fue aplicado a un microalga
mayoritariamente formado por Scenedesmus obliquus, y posteriormente la
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muestra fue sometida a hidrélisis enzimatica durante 48 h, con unas
concentraciones de enzima de 10 FPU de la enzima Celluclast y 20 CBU de la
enzima Novozyme. El rendimiento de liberacion de azlcares global de este
proceso fue del 34%. El hecho de aplicar un pretratamiento basico a mayor
temperatura ya provoco un rendimiento de liberacion de azlcares sélo en la
etapa de pretratamiento. Es decir, en este proyecto se realizd un
pretratamiento con NaOH 0.5 M a 80°C durante 30 min y el rendimiento de
liberacion de azlcares fue de 48%. Posteriormente, se le aplicé también una
etapa de hidrélisis enzimatica con enzima Celluclast a la concentracion de 30
FPU durante 6 h y ese rendimiento aumentd al 58%. Pero como se ha podido
comprobar, el factor de temperatura durante el pretratamiento es el que mas
condiciona la liberacion de azlcares, de tal manera que no importa tanto el
tiempo de pretratamiento y ni siquiera la realizacion o no de una etapa de
hidrélisis enzimatica a posteriori.

2.3.2.2. AZUCAR RECUPERADO

El azdcar recuperado global es la cantidad de azlcar solubilizado en la fase
liquida tras las dos etapas de pretratamiento e hidrolisis. La variable con la que
se cuantifica es el rendimiento de recuperacion de azuicares global, que es una
medida de la cantidad de azlcares que se consiguen solubilizar respecto a los
presentes inicialmente en la biomasa. Para su calculo, se emplea la Ecuacion
2 que se presenta en el apartado de métodos de calculo, dentro del apartado
de Materiales y Métodos.

De nuevo, en primer lugar, se muestran en la Grafica 8 las respuestas medias
obtenidas para el rendimiento de azulcar recuperado, en la cual la tendencia
que siguen las tres biomasas microalgales es incluso mas parecida, pero en
cambio en este caso es el alga pura para la cual se obtienen los valores mas
elevados. Los rangos de rendimientos obtenidos son 22-58% para purines, 26-
62% para aguas residuales y 28-73% para alga pura, mientras que para la
etapa de pretratamiento fueron de 14-42%, 11-43% y 21-55%
respectivamente. En la Grafica 9 se aprecia que el alga mas afectada por la
segunda etapa es la procedente de aguas residuales, y nuevamente la menos
afectada es el alga procedente de purines, no obstante, este alga experimenta
un maximo cuando se emplea una concentracion de agente quimico 2 M,
llegando incluso a superar el rendimiento de recuperacion de los dos tipos de
alga. En este caso, los factores entre los que mas diferencia hay son la
concentracion de enzimas (a nivel 3), la concentracion de alga (a nivel 3) y la
concentracion de agente quimico (a nivel 1).
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Grafica 8. Respuestas medias del rendimiento de recuperacion de azticares en
funcién de las variables de diseno para cada tipo de alga de forma global
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Grafica 9. Aumento de los rendimientos de recuperacion de azucares tras la
hidrolisis enzimatica

También es necesario ver qué cantidad de los azucares liberados se ha
recuperado, por lo que en la Grafica 10 se muestra la diferencia entre los
azlcares liberados y los finalmente recuperados, es decir, se muestra la
degradacion en funcion de los diferentes factores de estudio. El alga con menor
qgue sufre menor degradacion es el alga pura, como ya se habia comprobado
en la etapa de pretratamiento, y la que mas degradacion experimenta es el alga
residual. En general, algunos factores que minimizan la degradacion son: HCI
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como agente quimico, concentracion de agente quimico elevada, temperatura
elevada, y tiempos de pretratamiento elevados.
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Grafica 10. Degradacion en funcion de los niveles de las variables de diseno

Los resultados del ANOVA (Tabla 16) en este caso muestran que las variables
mas influyentes son: la temperatura (41%), la concentracion del agente
quimico (8%), el tipo de agente quimico (8%), la interaccion entre concentracion
del agente quimico y temperatura (6%) y a continuacion el factor de ruido (6%),
por lo que es necesario comprobar de nuevo el ANOVA S/R ratio.
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Tabla 16. ANOVA respuestas para la recuperacion de azucares global

Fuente variacion p-value %Contrib.
Co 2,910106 8,42
T 5,900-1017 41,28
CoXT 0,0005 6,12
t 0,0010 4,05
Co Xt 0,0156 3,49
Txt 0,0128 3,64
Ca

E

tH

H 5,161-107 8,39
€H

N 8,21910°5 5,82
CoxN 0,0040 4,52
TxN

(CoxT)xN

txN

(Coxt)xN

(Txt)xN

CaxN

ExN

thxN

HxN

enxN

Residual 14,27
Total 100,00

EI ANOVA S/R ratio (Tabla 17) muestra que los factores mas influyentes son de
nuevo la temperatura (51%) y la concentracion del agente quimico (20%). De la
misma manera, muestra que las interacciones no son significativas pese a
haber aparecido en el ANOVA respuestas (Tabla 16) la interaccion entre
temperatura y concentracion del agente quimico. Para el caso de sélo
pretratamiento, en lo referente a la recuperacion de azlcares las variables
influyentes también eran temperatura y concentracion, pero, aunque menos
influyentes, habia otras que también eran significativas y que ya no lo son, que
son tiempo de pretratamiento y tipo de agente quimico; han perdido su
influencia tras la hidrolisis.
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En cuanto a la etapa de liberacion de azlcares del proceso global, tenia como
factores significativos exactamente los mismos: concentracion de agente
guimico y temperatura.

Tabla 17. ANOVA S/R ratio para la recuperacion de azucares global

Fuente variacion p-value %Contrib.

Co 0,0039 19,54
T 1,788105 50,68

€H
Residual 29,79
Total 100,00

La realizacion del Test de Duncan a los factores significativos muestra que,
para la temperatura, no hay diferencias significativas entre los niveles 2 y 3,
pero si las hay entre los niveles 1-2 y 1-3. También concluye que el valor 6ptimo
es T3, 121 °C. Para la concentracion del agente quimico, el test prueba que no
hay diferencias significativas entre los niveles 1y 2 ni tampoco entre los niveles
2y 3, pero si entre los niveles 1y 3. La concentracion de agente quimico 6ptima
es, nuevamente, 2 M. En cuanto a las diferencias significativas entre niveles y
los valores 6ptimos, se ha obtenido exactamente lo mismo que para la etapa
de liberacion de azlcares. No obstante, para la etapa de pretratamiento hubo
la Unica diferencia de que para la temperatura habia diferencias significativas
entre todos los niveles, mientras que ahora para los niveles 2 y 3 no la hay.

En conclusién, los valores 6ptimos para la recuperacion de azlcares son: en lo
referente a la etapa de pretratamiento, agente quimico a emplear HCI,
concentracion del agente quimico 2My temperatura del pretratamiento 121 °C.

La etapa de hidrdlisis enzimatica también marca la diferencia en lo que a

recuperacion de azlcares respecta. Shokrkar et al. (2017) obtuvieron un

rendimiento 6ptimo de recuperacion de azlcares de 95.1%, empleando un

pretratamiento consistente en acido diluido seguido de un tratamiento

enzimatico con la misma enzima que se empled en este proyecto, Celluclast.

En este caso, el 6ptimo se consiguié empleando HCI 0.5 M a 121°C durante
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60 min, con una concentracion de enzima Celluclast de 30 FPU y un tiempo de
hidrélisis enzimatica de 3 h. Los azlcares recuperados totales fueron de
57.3%, 71.88% y 64.31% respectivamente para el alga procedente de purines,
de aguas residuales y pura, notoriamente inferiores a los obtenidos por
Shokrkar et al debido a que en este caso, gran parte de los azlcares pese a
tener rendimientos de liberacion muy elevados (del orden de 95%) se
degradan, lo que provoca que se obtengan rendimientos de recuperacion muy
inferiores a los obtenidos por ellos.

2.3.2.3. PROTEINAS LIBERADAS

La proteina liberada es la cantidad de proteinas que se consigue extraer del
nlcleo tras la aplicacion de las etapas de pretratamiento e hidrolisis
consecutivas. La variable con la que se cuantifica es el rendimiento de
liberacion de proteinas global, que es una medida de la cantidad de proteinas
que se consiguen liberar en las dos etapas respecto a los presentes
inicialmente en la biomasa. Para su calculo, se emplea la Ecuacién 4 que se
presenta en el apartado de métodos de calculo, dentro del apartado de
Materiales y Métodos.

Se presenta nuevamente la grafica de respuestas medias (Grafica 11) y se
observa esta vez de nuevo una misma tendencia, mas similar para las algas
procedentes de agua residual y pura; una tendencia con gran diversidad de
rendimientos lo que provoca maximos y minimos muy acusados. En cambio,
para el alga de purines se observa una mayor homogeneidad para los
diferentes niveles de los factores a niveles de rendimiento mas elevado que en
los otros dos tipos de alga, es decir, el alga que reporta mayores rendimientos
para la liberacion de proteinas es aquélla procedente del tratamiento de aguas
de purines. Los rangos de rendimiento de liberacion de proteinas son 78-89%
para purines, que en la etapa de pretratamiento obtuvo rendimientos de 35-
68%; 62-86% para aguas residuales, que en el pretratamiento estuvo entre 32-
65% y 55-85% para el alga pura, que en la etapa previa habia obtenido entre
36y 71%.

En la Grafica 12 se muestra la diferencia en la liberacion de proteinas entre el
pretratamiento y el proceso global, es decir, el aumento del rendimiento de la
liberacion de proteinas debido a la etapa de hidrolisis enzimatica. El alga para
el cual aumenta mas el rendimiento es el alga de purines, y el que menos es el
alga pura. Algunos de los factores donde mayor es la diferencia de la medida
en que se ven afectados son: temperatura (nivel 1), concentracion de enzima
(nivel 3) y tiempo de pretratamiento (nivel 2).
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Grafica 11. Respuestas medias del rendimiento de recuperacion de proteinas
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Grafica 12. Aumento del rendimiento de liberacion de proteinas tras la
hidrdlisis enzimatica

EI ANOVA respuestas de esta variable (Tabla 18) muestra que las variables mas
influyentes en este caso son la temperatura en primer lugar (29%), el tipo de
agente quimico (18%) y el ruido (10%). La concentracion del agente quimico
también tiene una contribucion significativa (6%), pero debido a la elevada
contribucion del ruido, es necesario comprobar el ANOVA S/R ratio, donde este
factor ha sido suprimido.
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Tabla 18. ANOVA respuestas para la liberacion de proteinas global

Fuente variacion p-value %Contrib.

Cao 7,971105 5,88
T 1,5991013 28,55
CoXT 0,2565

t 0,0094 2,63
Co Xt 0,0004 6,42
Txt 0,5423

Ca 0,0109 2,54
E 0,0849

th 0,7804

H 4,071-1011 17,96
€H

N 7,687-107 9,67
CoxN 0,3202

TxN 0,0062 4,18
(CoxT)xN 0,1505

txN 0,6696

(Coxt)xN 0,9273

(Txt)xN 0,9678

CaxN 0,1589

ExN 0,0087 3,92
tuxN 0,0463 2,69
HxN 0,0134 2,42
euxN

Residual 13,12
Total 100,00

EI ANOVA S/R ratio para la variable proteinas liberadas se muestra en la Tabla
19 y muestra como resultado que las variables mas influyentes son la
temperatura (39%) y el tipo de agente quimico (23%). Como ninguna de las
interacciones tiene un p-valor inferior a 0.05, ninguna de ellas tiene una
influencia significativa. Para la etapa de pretratamiento, los factores mas
influyentes fueron la temperatura, el tipo de agente, la concentracion de éste y
la concentracion del alga. Los dos ultimos han perdido su significancia tras la
etapa de hidrélisis. Como para la etapa de liberacion de azlcares actian los
mismos parametros y en el mismo sentido, es necesario mencionar que para
la variable de liberacion de azlcares los factores significativos fueron la
temperatura y la concentracion del agente quimico, lo que quiere decir que
para la liberacion de proteinas es mas importante el agente como tal porque
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en medio acido las proteinas no son apenas liberadas, mientras que, si para la
liberacion de azucares no se utiliza HCI (que es el 6ptimo) los azlcares pueden
seguir liberandose siempre y cuando se utilice una concentracion elevada del
agente que se emplee.

Tabla 19. ANOVA S/R ratio para la liberacion de proteinas global

Fuente variacion p-value %Contrib.

Cq 0,1222

T 0,0003 38,89
CoXT 0,5859

t 0,2679

Co Xt 0,1578

Txt 0,9651

Ca 0,3445

E 0,4784

tH 0,7414

H 0,0010 23,38
€H

Residual 37,73
Total 100,00

Tras la realizacion del test de Duncan, se observo para la temperatura que no
hay diferencias significativas entre los niveles 2 y 3 en este caso, pero si entre
los niveles 1-2 y 1-3, resultando el valor 6ptimo nuevamente T3, 121°C (en el
pretratamiento, aunque el 6ptimo era el mismo, habia diferencias significativas
entre todos los niveles; en la fase de liberacion de azlcares, se obtuvieron los
mismos resultados que en la liberacion de proteinas). El otro factor influyente
es el tipo de agente quimico, para el cual el test ha dado como resultado que
hay diferencia significativa entre 1 'y 2 (HCl y NaOH) y que el éptimo para la
liberacion de proteinas es el NaOH (2).

A modo de resumen, los valores que optimizan la liberacion de proteinas en la
etapa de pretratamiento son: empleo de NaOH como agente quimico, y
temperatura 121°.

La liberacion de proteinas, como ya se ha mencionado, se ve favorecida por
temperaturas elevadas, y este hecho también ha sido corroborado por otros
autores. Por ejemplo, Safi et al. (2014) aplicaron sobre una biomasa
compuesta por A. platensis y P. cruentum un pretratamiento basico,
consistente en NaOH 2 N a 40°C durante 60 min con agitacion a pH 12,y
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obtuvieron un rendimiento de extraccion de aminoacidos del 20%; mientras, en
este caso, se ha aplicado un pretratamiento consistente en NaOH 2 M a 80°C
durante 10 minutos, y, pese a ser el tiempo mucho menor, el empleo de una
temperatura mas alta ha permitido obtener un rendimiento de 33.78% para la
biomasa consistente en alga pura. La influencia de otros factores como por
ejemplo el tiempo es mucho menos relevante, como demuestra el estudio
realizado por Solé-Bundé et al. (2017) que obtuvieron un valor maximo de
solubilizacion de proteinas del 32.4% empleando CaO 10% a 72 °C durante 24
h. En este caso, el empleo de NaOH 2 M durante 10 min a 80°C, reporté un
rendimiento de 33.78% para alga pura. La existencia de una diferencia tan
pequena entre ambos valores existiendo entre ellos una diferencia de tiempos
tan elevada indica que el tiempo es un valor menos influyente que el resto para
esta variable.

La variacion de la temperatura hasta 121°C, ha permitido obtener un
rendimiento cercano al 95% para el pretratamiento de NaOH 2 M durante 60
min, lo que implica que un aumento de temperatura afecta positiva y
significativamente en la liberacion de proteinas del microalga.

2.3.2.4. LIPIDOS LIBERADOS

Los lipidos liberados son la variable que hace referencia a la cantidad de lipidos
que se extraen del nucleo celular tras las etapas de pretratamiento e hidrolisis
enzimatica sucesivas. La variable con la que se cuantifica es el rendimiento de
liberacion de lipidos global, que es una medida de la cantidad de lipidos que se
consiguen liberar en el proceso completo respecto a los presentes inicialmente
en la biomasa. Para su calculo, se emplea la Ecuacion 5 que se presenta en el
apartado de métodos de calculo, dentro del apartado de Materiales y Métodos.

La Grafica 13 presenta las respuestas medias de rendimiento de liberacion de
lipidos para cada variable de diseno y para cada tipo de microalga. Se puede
observar una tendencia similar en la mayoria de las variables entre la biomasa
procedente del tratamiento de aguas residuales y la pura, mientras que para el
alga procedente de purines no sblo se observa que es completamente
diferente, sino también que los resultados son mucho menores, algo positivo
dado que esta era la Unica variable que se buscaba minimizar. Los rangos de
rendimiento de liberacion de lipidos son: para el alga de purines de 34 a 51%,
mientras que para pretratamiento fue de 8 a 26%; para el alga de agua
residual, 58-77% mientras que para pretratamiento fue 33-60%; y para el alga
pura de 67 a 90%, mientras que para el pretratamiento fue de 45 a 86%.

En la Grafica 14 se presenta la diferencia de rendimiento de liberacion de
lipidos entre la etapa de pretratamiento y el proceso global, para ver como
afecta a cada alga la hidroélisis enzimatica en lo que a la liberacion de lipidos
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respecta. Se puede apreciar que el alga al gue menos afecta es el alga de aguas
residuales (aumento del rendimiento entre un 10 y 15% aproximadamente) y
la mas afectada es el alga de purines, que pese a haber sido la que menores
rendimientos obtiene en global, es la que mas afectada se ve por la hidrélisis
enzimatica, llegando a aumentar el rendimiento de extraccion entre un 20y un
30%.
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\/.§. —— Alga residual

Alga pura

—&— Respuesta media
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Grafica 13. Respuestas medias del rendimiento de liberacion de lipidos en
funcion de las variables de diseno para cada tipo de alga de forma global
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Grafica 14. Aumento del rendimiento de liberacion de lipidos tras la hidrolisis
enzimatica
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La Tabla 20 presenta el ANOVA respuestas, donde se puede observar que la
variable mas significativa es el ruido o tipo de alga, que contribuye con un 40%,
lo cual hace imposible tratar de sacar cualquier otra conclusién sobre variables
influyentes sin analizar el ANOVA S/R ratio en el cual se elimine el factor de
ruido.

Tabla 20. ANOVA respuestas para la liberacion de lipidos global

Fuente variacion p-value %Contrib.

Caq 0,0483 2,46
T 0,4818

CoXT 0,0872

t 0,5589

Co Xt 0,3807

Txt 0,3319

Ca 0,6946

E 0,6846

th 0,2097

H 2,6171107 12,96
€H

N 6,87931014 40,10
CoxN 0,3638

TxN 0,0343 4,30
(CoxT)xN 0,0040 9,99
txN 0,9184

(Coxt)xN 0,2964

(Txt)xN 0,8050

CaxN 0,8557

ExN 0,2146

tuxN 0,1143

HxN 0,0005 6,62
enxN

Residual 23,57
Total 100,00

El ANOVA S/R ratio se muestra en la Tabla 21. En él se puede observar que el
Unico valor verdaderamente influyente en lo que a la liberacion de lipidos
respecta es el tipo de agente quimico empleado, que contribuye con un 61%,
siendo el nivel que minimiza esta variable el nivel 2 (empleo de NaOH). El resto
de variables tienen un p-valor superior a 0.05 por lo que no deben ser
consideradas influyentes. En la etapa de pretratamiento, el tipo de agente
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guimico empleado también era el Unico factor significativo, mientras que para
la liberacion de azlcares los factores mas influyentes en la etapa global eran
la temperatura y la concentracion del agente quimico, y para la liberacion de
proteinas eran la temperatura y el tipo de agente empleado.

Tabla 21. ANOVA S/R ratio para la liberacion de lipidos global

Fuente variacion p-value %Contrib.

Ca 0,1087

T 0,8986

CoxT 0,1868

t 0,5309

Coxt 0,6824

Txt 0,2589

Ca 0,7483

E 0,7755

tH 0,2968

H 1,3577-10¢ 61,36
€H

Residual 38,64
Total 100,00

Como la variable mas influyente es el tipo de agente quimico, no es necesario
realizarle el test de Duncan, ya que s6lo hay dos posibles agentes quimicos y
se debera escoger aquél que minimice la liberacion de lipidos, en este caso el
agente 6ptimo es el NaOH. Aunque ninguno de los otros factores tiene un p-
valor inferior a 0.05, la variable con menor p-valor y por lo tanto la mas
influyente después del tipo de agente quimico es la concentracion de éste. Por
ello se le ha realizado el test de Duncan a la variable de concentracion del
agente quimico, obteniéndose que habia una diferencia significativa entre los
valores 2y 3, resultando el 3 mucho menos adecuado para la minimizacion de
liberacion de lipidos. Por lo tanto, los valores 6ptimos son el 1y el 2, es decir,
0.5y1M.

Como resumen, a la hora de minimizar la liberacion de lipidos es importante
emplear como agente quimico el NaOH en concentraciones diluidas, entre 0.5
y1M.
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3. CONCLUSIONES

En primer lugar, se presentan los rangos de rendimientos de las variables de
estudio obtenidos para cada tipo de alga, tanto en la etapa de pretratamiento
como de manera global:

Tabla 22. Rango de rendimientos obtenidos para las variables de estudio

Alga purines Alga residual Alga pura
Pretrat.  Global Pretrat. Global Pretrat. Global
Liberacion aztcares (%) 25-88 34-98 28-94 61-99 13-87 39-99
Recuperacion azlcares (%) 3-76 5-86 8-62 11-74 4-80 9-91
Degradacion (%) 1-95 7-91 29-88 26-77 5-69 4-77
Liberacion proteinas (%) 13-86 54-99 13-92 41-99 19-96 35-99
Liberacion lipidos (%) 1-63 11-68 1-93 41-94 14-96 46-98

Como conclusiones a nivel general, para los tres tipos de alga, la temperatura
del pretratamiento es el factor mas importante de los estudiados, que afecta a
las tres variables a maximizar de manera que a mayor temperatura, mayor es
la cantidad de azucares liberados, recuperados y proteinas liberadas. Las
temperaturas bajas (80°C en este caso), minimizan los rendimientos de
manera determinante. Para la extraccion de lipidos no es un factor significativo.
En cuanto a la liberaciéon de proteinas, es importante destacar que se ve
maximizada por el empleo de un agente basico, mientras que la liberacion de
azlcares se ve maximizada por el empleo de un agente acido. La liberacion de
los lipidos se ve minimizada por el empleo de un agente acido. La degradacion
es minima en el alga pura. La concentracion de agente quimico que maximiza
la liberacion de azlcares, su recuperacion y la liberacion de proteinas es la
maxima, 2 M. La respuesta en lipidos es del mismo tipo, por lo que en cambio,
la extraccion de lipidos se veria minimizada a concentraciones entre 0.5y 1 M.

En la etapa de pretratamiento, se ha alcanzado valores de liberacion de
azlcares practicamente totales, con un valor de 94.46% para el alga crecida
en agua residual doméstica, empleando HCI 2 M a 100°C durante 10 min; el
hecho de que la temperatura no sea 120°C es que, como ya se comento, para
el alga residual doméstica, la influencia de la temperatura no variaba entre
100°Cy 120°C, siendo éste el Gnico alga para el que se produce este efecto;
el rendimiento de recuperacion de azlcares mas elevado fue 79.58%, que se
produjo para el alga pura empleando HCI 2 M a 120°C durante 10 min; el
maximo rendimiento de recuperacion de proteinas también se produjo para el
alga pura, empleando NaOH 2 M a 120°C durante 60 min, siendo este
rendimiento de 95.77%; y por ultimo, el rendimiento de liberacion de lipidos
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minimo obtenido en la etapa de pretratamiento se dio para el alga de purines,
tratada con HCI 0.5 M a 80 °C durante 10 min, siendo el rendimiento de 0.85%.

De forma global, el valor maximo global de rendimiento de liberacion de
azlcares ha sido 99.90%, obtenido para el alga de agua residual doméstica
tratada con HCI 1 M a 120°C durante 10 min; el maximo valor global de
recuperacion de azlcares fue 91.20%, obtenido con el alga pura para el
tratamiento con HCI 2 M a 120° C durante 10 min; el maximo valor de liberacion
de proteinas global ha sido de 99.49%, obtenido para condiciones de NaOH 2
M, a 120°Cy 60 min para el alga de purines; por Ultimo, el minimo rendimiento
para la liberacion de lipidos global ha sido de 10.89% para el alga de purines
tratada con HCI 0.5 M a 80°Cy 10 min.

En la Tabla 23 se muestra la significancia de los factores de estudio sobre las
variables de estudio, tanto para la etapa de pretratamiento como de forma
global, siendo verde factor significativo y gris factor no significativo. En los
cuadros se incluyen los valores de los factores significativos que maximizan la
liberacion de azlcares y proteinas y minimizan la liberacion de lipidos.
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Tabla 23. Resumen de factores significativos y niveles 6ptimos para cada variable en la etapa de pretratamiento y de manera global

Liberacion de azicares Recuperacion de azicares Liberacion de proteinas  Liberacion de lipidos

Pretrat. Global Pretrat. Global Pretrat. Global Pretrat. Global
Tipo de agente quimico HCI HCI NaOH NaOH HCI HCI
Concentracién del alga
Concentracion del agente quimico 2M 2M 2M 2M 2M
Temperatura 120°C 120°C 120°C 120°C 120°C 120°C
Tiempo de pretratamiento 30 min 60 min

Concentracion de enzimas

Tiempo de hidrolisis

Interaccién CoxT

Interaccién Coxt

Interaccion Txt
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En cuanto a la comparacion entre biomasas algales de diferentes
procedencias, las diferencias no han sido muy importantes. Los factores
significativos han resultado los mismos para todas ellas, influyendo en el
mismo sentido y con efectos muy similares.

El alga que ha sufrido mayor grado de degradacion de azlcares en el proceso
global ha sido el alga de aguas residuales domésticas, y la que menos fue el
alga pura. No obstante, para la etapa de pretratamiento, el alga de purinesy el
alga residual sufren unos porcentajes de degradacion del mismo orden. El alga
pura es de nuevo, aungque con menor diferencia que para el proceso global, el
alga que menor degradacion sufre en la etapa de pretratamiento.

El alga procedente del tratamiento de aguas residuales fue la que obtuvo
mayores rendimientos de liberacion de azlcares tanto en la etapa de
pretratamiento como de forma global, pero no los mayores rendimientos de
recuperacion (que corresponden a alga pura) debido a que también fue la que
mayores porcentajes de degradacion presento.

El alga procedente del tratamiento de purines fue la que mayores rendimientos
de liberacion de proteinas proporciond de forma global, y la que minimizé el
rendimiento de extraccion de lipidos; no obstante, en cuanto a liberacion de
azUcares fue superada por el alga residual y en cuanto a recuperacion, por el
alga pura.

El alga pura es en la que se han obtenido mayores rendimientos de
recuperacion de azlcares tanto para la etapa global como para la de
pretratamiento, aunque no los mayores rendimientos de liberacion (que
corresponden a purines). Concretamente en liberacion de azlcares este tipo
de alga presenta una tendencia anémala, que es la supremacia del NaOH sobre
el HCI para maximizar esta variable. Respecto al resto de variables, también se
ve favorecida por tiempos de pretratamiento elevados, y una concentracion de
agente quimico elevado aumenta ligeramente el rendimiento de liberacion y
recuperacion de azlcares, pero lo importante es que aumenta
significativamente la liberacion de proteinas.

La etapa de hidrélisis enzimatica en términos de liberacion y recuperacion de
azlcares afecté en mayor medida al alga crecida en agua residual doméstica,
gue experimentd aumentos en el rendimiento de 15 al 25%, y a la que menos
al alga de purines (5-18%). No obstante, aunque en términos de liberacion de
azlcares los mejores resultados corresponden al agua residual doméstica, es
importante remarcar que fue el tipo de alga para la que se reportaron mayores
porcentajes de degradacion, entre 35 y 55%, mientras que para el alga pura
sblo fue de un 20-35%. En cuanto a liberacion de proteinas, el alga mas
afectada fue el alga de purines, que experimenté aumentos en el rendimiento
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de liberacion de proteinas de entre el 20y el 40%, y la que menos afectada se
vio fue el alga pura (10-20%). Para la etapa de liberacion de lipidos, el tipo de
alga menos afectado fue el alga crecida agua residual doméstica, que sélo
experimentd aumentos entre el 10 y 15% y el alga de purines fue la que mas
afectada se vio, experimentando aumentos de hasta el 30%.
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