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Resumen

El incremento de la demanda de alimentos y piensos, junto con la necesidad de reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero provenientes del ganado, ha impulsado la bisqueda de
fuentes de proteinas mas sostenibles. Las microalgas son ricas en proteinas de alto rendimiento
y crecen rdpidamente en aguas residuales, convirtiendo nutrientes y carbono (incluyendo CO,)
en biomasa, produciendo O, en el proceso. Ademds, las microalgas son capaces de retener
contaminantes de las aguas residuales, abordando asi otro problema: la escasez de agua. Sin
embargo, obtener proteinas de las microalgas es un proceso complejo, ya que necesitan ser
separadas del resto de biocomponentes presentes en la matriz, requiriendo el uso de técnicas
de extraccidn eficientes, selectivas y sostenibles. Los disolventes eutécticos profundos (DESs)
son una alternativa prometedora en comparacion a las técnicas tradicionales, que normalmente
necesitan disolventes orgdnicos o condiciones fuertes, dos cosas perjudiciales para la estabilidad

de las proteinas y la salud del planeta.

En este trabajo se ha realizado un ensayo de extraccion liquido-sélido con la microalga verde
Scenedesmus almeriensis. Primero, se prepararon los DESs y para su caracterizacion se utilizé
espectroscopia IR-TF. Tras ello, se llevé a cabo un screening inicial para estudiar la influencia
de los factores principales en el proceso de recuperacion de proteinas, dando como resultado
que la combinacién del pretratamiento de ultrasonidos y mortero incrementaba el rendimiento
de la recuperacion. Con la informacién obtenida en el screening se optimizé el procedimiento de
preparacion de muestra y se implement6 un disefio de experimentos ortogonal L.18 para estudiar
siete factores diferentes: biomasa, pretratamiento, DES, tiempo, temperatura, ratio biomasa-
disolvente y concentracién de DES. El tipo de biomasa se estudié a dos niveles, mientras que
los otros seis factores se estudiaron a tres niveles. Se ensay6 con tres DESs diferentes, todos
preparados con cloruro de colina como dador de enlace de hidrégeno, en un ratio molar 1:2,
para comprobar si el aceptor de enlace de hidrégeno tiene influencia en el rendimiento del DES.
La variables respuesta medidas fueron la recuperacién de proteinas y carbohidratos, asi como
su ratio. Ademads, se construyeron varios modelos mateméticos para predecir el valor 6ptimo
de las variables respuesta. Los resultados obtenidos demuestran una recuperacion de proteinas
del 20 %, aunque también se extrajeron una cantidad considerable de carbohidratos. Por lo
tanto, parece que los DESs tienen un gran potencial de extraccién de proteinas en microalgas,

aunque el proceso necesita ser optimizado con el fin de mejorar el ratio proteinas-carbohidratos



extraido.

II



Abstract

The increasing demand for food and feed, and the need of reducing the emission of greenhou-
se effect gases from livestock are boosting the search for alternative sustainable protein sources.
Microalgae are rich in high-quality protein and grow rapidly in wastewater, converting nutrients
and carbon (including CO,) into biomass, producing O, in the process. Moreover, microalgae
are also capable of removing pollutants from the wastewater, tackling another problem: the
scarcity of water. However, obtaining proteins from microalgae is a difficult process, as they
must be separated from the rest of the biocompounds present in the matrix, requiring the use of
efficient, selective, and sustainable extraction techniques. Deep eutectic solvents (DESs) are a
promising alternative compared to traditional techniques, that typically use organic solvents or

harsh conditions, which are both detrimental to protein stability and planet health.

In this work, liquid-solid extraction with DESs has been attempted on the green microalgae
Scenedesmus almeriensis. First, we have prepared the DESs, and for their characterization FT-
IR spectroscopy has been employed. Then, a preliminary screening result was set to study the
main factors influencing the protein recovery process, finding that the combined pretreatment
with ultrasounds and mortar increases the protein recovery yield. With the information gathered
in the screening design, the experimental sample preparation procedure was optimized, and an
orthogonal L18 experimental design was implemented to study seven different factors: biomass,
pretreatment, DES, time, temperature, biomass to solvent ratio, and DES concentration. The
type of biomass was studied at two levels, while the other six factors were studied at three
levels. Three DES were assayed, all prepared with choline chloride as a hydrogen bond donor
at a molar ratio of 1:2, to check if the hydrogen bond acceptor influences the DES performance.
The response variables measured were the protein and carbohydrate yield, as well as the ratio of
them. In addition, several mathematical models have been built to predict the optimal value of
the response variables. The results achieved show a protein recovery yield up to 20 %, although
a considerable amount of carbohydrates are also extracted. Therefore, it seems that DESs have
a great potential for extraction proteins from microalgae, but the process needs to be optimized

in order to improve the ratio of proteins-carbohydrates extracted.
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1. Introduccion

1.1. Problema actual de escasez de proteinas e importancia

Las proteinas son uno de los tres macronutrientes esenciales, junto con los carbohidratos
y los lipidos. Estas desempefian funciones estructurales y cataliticas vitales en los organismos,
ademds de complementar a los lipidos y carbohidratos como fuente de energia. Las proteinas
estan formadas por diferentes aminodcidos, y cada animal necesita un grupo de los denominados
«aminoacidos esenciales» (que s6lo se pueden adquirir a través de la dieta) para su correcto
funcionamiento, ya que el resto pueden ser producidos por su propio metabolismo. Al contrario
de lo que ocurre con lipidos y carbohidratos (para los que no hay una cantidad “minima” diaria),
si existe una recomendacion de ingesta 6ptima de proteina, de entre 0.8-1.0 gramos por cada kilo
de masa corporal, aunque este valor puede ser superior en personas deportistas o que quieran

aumentar su masa muscular [1]], [2].

Segun la ONU, la poblacién mundial en 2050 alcanzari cifras de entre 9-10 mil millones de
personas [3]. El aumento de la demanda de alimentos, por tanto, de proteinas, va a necesitar de
un aumento de produccién a gran escala. El impacto medioambiental de duplicar la produccién
agricola y ganadera va a depender de como se logre ese aumento de produccion. Sostener el
sistema alimentario y prevenir el cambio climdtico son dos de los mayores retos que se deben
afrontar a corto y medio plazo, y ambos deben superarse al tiempo que se reduce el impacto de
la gestion de la tierra y se apoya la salud y el bienestar humano. Lograr la seguridad alimentaria
sin sobrepasar los limites medioambientales es un gran desafio, sobre todo porque la demanda
de productos ganaderos en los paises en desarrollo estd creciendo rdpidamente [4]]. Teniendo en
cuenta que la mayoria de produccién de proteina animal proviene de la ganaderia intensiva, la
cual tiene un alto impacto medioambiental (amenaza de biodiversidad, produccién de gases de
efecto invernadero, vertidos de fertilizantes que dafian los ecosistemas marinos, de agua dulce
y terrestres, etc [5]), se deberian buscar alternativas en otras fuentes de proteinas, como las

vegetales.

En el campo de la proteina vegetal estdn, por ejemplo, las legumbres, cuyo impacto (por
gramo de proteina) es de hasta 5 y 10 veces menor que las fuentes animales [6], tal y como se

resume en la FiguralT}
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Figura 1: Cantidad de: agua potable (rojo), emisiones de gases de efecto invernadero (verde)

y tierra usada (azul), por cada tonelada de proteina producida de diversas fuentes proteicas.

Debido a la creciente demanda que se espera y para complementar a las legumbres, es ne-
cesario buscar otras formas de produccién y fuentes de proteinas que ayuden a cumplir los re-
querimientos de alimentacion globales previstos, sin causar un dafio al medioambiente. En este
contexto, y dado que el consumo excesivo de carne roja y procesada se ha asociado al aumento
de ciertas enfermedades , , se ha impulsado la recomendacion de reducir su consumo.
Multitud de nuevos estudios han surgido para dar respuesta a esta problemadtica, centrdndose en
buscar nuevas fuentes de protefnas de origen vegetal y de insectos [9]. Por ejemplo, Hallstrom
et al. encontraron que, en comparacion con las dietas omnivoras, hay bajada de emisiones
del 25-55 % en dietas veganas, de un 20-35 % en dietas vegetarianas y de un 0-35 % en dietas

con menor consumo de carne en diferente grado.

1.2. Microalgas como fuente de proteinas

Las algas pueden describirse como organismos unicelulares (micro) o pluricelulares (macro)
que se desarrollan en medio marino, y que son unas grandes productoras de O, y fijadoras

de CO,, como consecuencia de la fotosintesis [11]]. Estas propiedades ya de por si son muy



interesantes pero, ademds, producen una cantidad muy importante de proteina (entre el 30-70 %
en masa seca [[12]]) y de alta calidad, pues contiene todos los aminodcidos esenciales. Algunas
también tienen mayor rendimiento proteico por unidad de superficie comparados con cultivos
terrestres como la soja, legumbres o el trigo [13]]. Es decir, a la par que se lucha contra una
de las causas del calentamiento global reduciendo la cantidad de CO, atmosférico, se produce

proteina de origen vegetal de gran calidad, que puede sustituir a la carne y derivados [[14].

Este trabajo se va a centrar en las microalgas, las cuales son organismos unicelulares que
se adaptan muy bien al entorno donde se encuentren, y que son muy resistentes a varios tipos
de contaminantes, como metales pesados o contaminantes organicos emergentes; esto se puede
usar para intentar paliar otro de los problemas a los que se enfrenta la sociedad actual: la escasez
de agua potable [|15]]. Toneladas de agua se contaminan cada dia debido a las actividades agri-
colas, ganaderas y derivadas de la propia actividad del ser humano, lo que es problemadtico ya
que las reservas de agua potable son limitadas. Ese agua residual (o wastewater, en inglés) suele
contener gran cantidad de nitrégeno y de materia orgdnica, pero también altas concentraciones
de metales pesados como Cu, Zn, As, Cd, asi como contener diversos contaminantes emergentes
persistentes [[16]. Parece 16gico que la unica alternativa es «limpiar» dicho agua contaminada, y
es aqui donde se pueden aprovechar las microalgas: usar el agua residual como medio de cultivo
para que las microalgas crezcan, produciendo proteinas y materia orgdnica, a la par que retiran
CO, y aportan O,. Ademas, el agua residual se purificard, pues las algas son unos conocidos
biosorbentes capaces de retener elevadas cantidades de metales pesados y contaminantes emer-
gentes [17], [18]]. De esta forma, atacamos los problemas medioambientales (agua contaminada
e impacto de la produccion de proteina) de una forma en la que practicamente no se necesitan

recursos extras, al emplearse como fuente de nutrientes las aguas residuales.

1.3. Recuperacion de proteinas

El mayor escollo a resolver cuando queremos obtener proteinas (o cualquier otra biomolé-
cula) de las microalgas, es que se debe romper la pared celular para liberar lo que haya dentro
de cada célula, lo que es una etapa complicada dado que esta estructura es rigida y resistente
[19]; la pared celular estd formada principalmente por glucoproteinas, glusosaminas, pectinas

y fibrillas de microcelulosa y de otros componentes como polisacaridos, silica o carbonato de



calcio. Aun asi, su estructura y composicion varia en funcion de su etapa de crecimiento, forma

celular y condiciones ambientales [20]].

Ademas, después todavia queda separar selectivamente las proteinas de la mezcla resultante.
Para afrontar ésto se recurre a lo que se denomina como «aproximacién de biorefineria» [21].
Generalmente, el proceso suele dividirse en las siguientes etapas, que se han esquematizado en

la Figura [2}

1. Disrupcién celular, se rompe la membrana y pared celular.
2. Liberacion de las proteinas y resto de biomoléculas presentes en las células.

3. Separacion selectiva de las proteinas.
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Figura 2: Esquema del proceso de obtencion de proteinas a partir de biomasa algal .

En la primera etapa se suelen usar técnicas como la rotura asistida por microondas o ultra-
sonidos, la homogenizacién a alta presién, o hidrélisis dcidas, béasicas o enzimdticas [22]]. Las
condiciones de operacion de algunas de estas técnicas pueden resultar agresivas, afectando a la
integridad de las proteinas que se quieren extraer. Ademads, muchas demandan bastante energia

o tiempo, lo que no interesa a nivel industrial.



Para la liberacion de los componentes, se suele emplear un extactante, con el fin de aislar
dichas biomoléculas de las fracciones sdlidas y de los orgdnulos. Por dltimo, se procede a la
separacion selectiva de proteinas, usando otro tipo de disolventes para su extraccion u otras
técnicas, como los métodos de precipitacion, de separacién por membrana, cromatograficos o

electroforéticos.

1.3.1. Métodos clasicos de extraccion de proteinas

Las proteinas de las algas convencionalmente se han extraido por medios acuosos, acidos
y alcalinos, o por hidrdlisis enzimdtica de alga seca pulverizada. El sobrenadante se recoge
mediante varios procesos de centrifugado y se recupera por técnicas como la ultrafiltracion,

precipitacion o cromatografia [23]].

No forma parte de este TFM explicar detalladamente cada una de estas técnicas utilizadas
hoy en dia, con sus respectivas ventajas y desventajas, por lo que se han resumido en la Tablal[I]

las principales caracteristicas de cada una de ellas:

Tabla 1: Caracteristicas y tipos de los métodos de extraccion de proteinas clasicos.

Método de extraccién Caracteristicas Tipos Referencias

- Método adecuado para la recuperacién de la proteina cruda,
Precipitacién por punto isoeléctrico.
preservando la actividad estructural.
Precipitacién Salting out. 124]. [25]
- Ineficiente en etapas posteriores de purificacion
Precipitacién con disolventes organicos.
(baja recuperacién y eficiencia).

- Sin necesidad de disolvente.
- Condiciones suaves que permite trabajar a bajas temperaturas
. (evita la degradaci6n de proteinas). Microfiltracion y Ultrafiltracion
Separacién por membrana 126}, 127]
- Proceso lento (desarollo procesos de flujo cruzado: MF y UF). (MF y UF, respectivamente)
- Dificil implementacién industrial.

- Pocas aplicaciones.

- Electroforesis: excelente para identificar y cuantificar aminoécidos;
largos tiempos de funcionamiento y bajo consumo de muestras (dificil
Técnicas cromatogrdficas ~ aplicacién industrial). - Electroforesis capilar. 18), 1ol
y electroforesis - Cromatograffa: la purificacion de proteinas puede requerir de la, - Cromatografia de intercambio iénico, permeacién en gel, etc ’
combinacién de varios tipos de técnicas cromatograficas. Es caro y

requiere grandes cantidades de fase mévil orgdnica.

- Tiene bajo coste y buena capacidad de solubilidad.
- Presenta altos tiempos de funcionamiento y elevado

Extraccién con disolventes  consumo de disolventes y energia. Hidrocarburos, dlcalis, acetona, alcoholes y cloroalcanos 130]-[32]
- La mayoria son compuestos orgénicos voldtiles (COV)

derivados de fuentes no renovables.




1.3.2. Disolventes eutécticos profundos (DESs)

A pesar de que los métodos de extraccién convencionales suelen dar buenos rendimientos
y son faciles de implementar a nivel industrial, son bastante contaminantes y no convienen si
queremos hacer un proceso con el minimo impacto medioambiental posible. En 2003, Abbot et
al. [33] describieron un nuevo tipo de disolventes: los disolventes eutécticos profundos (Deep
Eutectic Solvents, DESs), los cuales han atraido la atencidon como alternativa a los disolventes
organicos convencionales y a los liquidos i6nicos, ya que presentan unas propiedades fisicoqui-
micas andlogas a estos ultimos, pero los DESs son mas biodegradables, mas baratos, se pueden
obtener de fuentes renovables, no son inestables, y su preparacion no conlleva la formacién de

subproductos [34]].

La definicion estricta de mezcla eutéctica seria: “mezcla no reactiva isotérmica aproxima-
damente reversible entre distintos componentes, durante el enfriamiento de un sistema liquido,
que resulta en una depresion del punto de congelacion del sistema en comparacion con el punto

de fusion de los compuestos puros”.

Formalmente, los DESs no son un compuesto nuevo que se forma a partir de unos reactivos,
puesto que no hay roturas ni formacidn de enlaces covalentes [35]. Los DESs son una mezcla de
compuestos, generalmente donadores de enlaces hidrégeno (HBD) o un haluro metélico junto
con un aceptor de enlaces de hidrégeno (HBA); lo que estabiliza el sistema es la formacién
de nuevos enlaces de hidrégeno intermoleculares [36], y la mezcla de dichos compuestos a
una determinada composicion provoca que se alcance un punto eutéctico en el diagrama de
fases, que no es mds que el punto que provoca que la mezcla de dos sélidos dé un liquido (es
decir, la mezcla tiene un punto de fusién mas bajo que el de los compuestos por separados).
El adjetivo de «profundo» se afiade porque el descenso en el punto de fusiéon de la mezcla
es mucho mds abrupto de lo esperado si la mezcla tuviera un comportamiento ideal (un caso
genérico se muestra en la Figura [3). Toda mezcla en el intervalo AT, se denomina mezcla

eutéctica profunda.

Este comportamiento se observé por primera vez en una composicion de cloruro de colina
(Ty =~ 302 °C) y urea (T ~ 133 °C) con fraccién molar 1:2, que resultdé en un liquido a

temperatura ambiente (temperatura de fusion de la mezcla eutéctica Teypcrica = 12 ©) [33]].
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Figura 3: Diagrama de fases de una mezcla cualquiera, donde se representa la temperatura de
fusién en funcién de la fraccion molar. La linea roja muestra cémo seria si el comportamiento

fuera ideal, y en azul la linea que caracteriza a las mezclas eutécticas [37]].

Esta temperatura de fusion tan baja permite que se puedan utilizar como disolventes y/o
electrolitos, con baja presion de vapor, siendo térmicamente estables, baratos, y también me-
nos toxicos y mds biodegradables que los disolventes orgdnicos convencionales o los liquidos
i6nicos [35[]. En conjunto a todo lo anterior, pueden ser incluso mas «verdes» si su sintesis pro-
viene de materias primas propias del metabolismo celular, siendo los denominados Disolventes

Eutécticos Profundos Naturales o Natural Deep Eutectic Solvents — NADES [38]].

Los DESs se pueden clasificar en cinco tipos (Tabla [2)), atendiendo a la naturaleza de los
componentes de su formula general: Cat* X~ z Y, donde Cat* es generalmente un catién amo-
nio, fosfonio o sulfonio, y X representa una base de Lewis, que normalmente es un anién haluro.
Y es un acido de Brgnsted (MCl y derivados) y z el nimero de moléculas que interaccionan con
el correspondiente anién. Mezclando los reactivos en las cantidades adecuadas y con una ligera

calefaccion o simplemente pulverizando, se obtiene el DES segtn la siguiente reaccion:

xHBD (s,) T yHBA (s,0) — xHBD - yHBA (DES)(]) (D)



Tabla 2: Clasificacion general tipos de DESs (HBA: Aceptor de enlaces de hidrégeno; HBD:

Donador de enlaces de hidrégeno; QAS: Sal de amonio cuaternaria) [[39]], [40]

Tipo Férmula general Términos

I - HBA y cloruro metdlico Cat* X~ -zMC(l, M =Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In
Il - HBA y cloruro metdlico hidratado Cat* X~ -zM(I, - H,0 M = Cr, Co, Cu, Ni, Fe
I - QAS y HBD Cat"* X~ -zRZ Z = CONH,, COOH, OH

IV — HBD y Cloruro metdlico hidratado MCl, + RZ = MCI,, - RZ+ MCl,;, M=Al Zn; Z=CONH,, OH

V — Compuestos moleculares DES no i6nicos Sustancias moleculares

Los DESs tipo III son los més estudiados y suelen estar basados en cloruro de colina (sal
de amonio cuaternaria) y varios donadores de hidrégeno como alcoholes, dcidos carboxilicos o
amidas [34]. Ademds, muestran una interaccion de enlace de hidrégeno més fuerte, lo que afecta
directamente a las propiedades fisicoquimicas del DES [41]. El cloruro de colina se ha adoptado
extensamente para este propdsito ya que es relativamente barato, no téxico y biodegradable. Es
maés, la colina es un nutriente humano y micronutriente esencial [42]. Concretamente, los DES

de tipo III serdn los que se utilizardn en este trabajo.

1.3.3. Disolventes eutécticos profundos (DESs) para la obtencion de proteinas.

Hay muchos estudios que demuestran el buen rendimiento de los DES para extraer proteinas
de diversas matrices, tanto de tejidos animales como de fuentes vegetales como, por ejemplo, las
semillas oleaginosas [43[]-[47]. Los resultados de Bai et al. [48]] dieron eficiencias de extraccién
de proteinas superiores al 90 % en matrices de coldgeno en la piel de bacalao, con una pureza

del 93 %, utilizando un tnico DES formado por cloruro de colina y 4cido oxalico (ratio 1:1).

En cuanto a la recuperacion de proteinas en microalgas con DES, sélo se han encontrado un
par de estudios [49]], [SO]. En el primero, Cicci et al.[49] realizaron varios experimentos apli-
cando diferentes pretratamientos para estudiar la extraccion de proteinas, lipidos, carbohidra-
tos, carotenoides y clorofilas en Scenedesmus dimorphus, con un NADES preparado mezclando
1,2-propanediol, cloruro de colina, y agua, en relacién molar 1:1:1. El mayor rendimiento en
la extraccion de proteinas fue de un 27 % y se logré en los experimentos con el pretratamiento

asistido por ultrasonidos.



Posteriormente, Sed et al.[50]] llevaron a cabo un estudio con la misma microalga pero con
otro NADES formado por una mezcla de los dcido caprilico y ldurico, con una extraccion en

dos etapas:

1. Utilizando el disolvente en su forma hidrofilica (recuperacién de proteinas).

2. Con el disolvente en su forma hidrofébica. La eficiencia en la extraccion de proteinas fue

del 100 %.

Se puede decir que la extraccion con DESs es una técnica prometedora y sostenible para la

recuperacion de proteinas.



2. Objetivos y plan de trabajo

El objetivo general del proyecto en el que se enmarca la investigacion de este TFM es la
valorizacién de biomasa algal crecida en aguas residuales o en residuos de purin de cerdo,

analizando los posibles metales pesados o contaminantes emergentes que puedan biosorberse.

Concretamente, este trabajo se focaliza en la valorizacién de la biomasa algal para la obten-
cién de proteinas, que como se ha comentado, es el macronutriente con mas valor, minimizando
la coextraccion de carbohidratos, ya que pueden inhibir futuras aplicaciones industriales (como
la sintesis de polimeros biodegradables como los polihidroxialcanoatos, PHAs). Es por eso que

los objetivos especificos planteados son los siguientes:

= Preparar y caracterizar varios disolventes eutécticos profundos (DES), a partir de com-

puestos naturales.

= Aplicar los DES en la extraccion de proteinas directamente de la biomasa de microalga,
elaborando un procedimiento analitico de preparacion y tratamiento de muestra, asi como

de andlisis cuantitativo.
= Optimizar el método de extraccion de proteinas de microalgas previamente planteado.

» Estudiar, mediante el adecuado disefio de experimentos, los factores que potencialmente
puedan influir en el proceso analitico, atendiendo a tres variables respuesta: la extraccion

de proteinas, la de carbohidratos, y el ratio de las dos anteriores.

= Ver en qué condiciones experimentales se maximiza la extraccion de proteinas al tiempo

que se reduce la extraccion de carbohidratos.

= Obtener modelos tedricos que permitan estimar la extraccion de proteinas y carbohidratos.
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3. Materiales y métodos

3.1. Materiales, equipos y reactivos

General:

= Material volumétrico de vidrio: matraces aforados, matraces Erlenmeyers y pipetas gra-
duadas.

= Material general de laboratorio.

= PURELAB® Classic para agua ultrapura de tipo I con resistividad de 18.2 M€).cm.

Preparacion DESs: De ahora en adelante se usaran abreviaturas para describir los reactivos

mads utilizados (Tabla 3).

Tabla 3: Abreviaturas de los HBAs y HBDs utilizados en la preparacion de los DESs.

Compuesto Abreviatura

Cloruro de colina ChCl

Glicerol Gly
Etilenglicol EG
Betaina Bet

Los equipos y reactivos para la preparacion de DES son :

Balanza analitica Precisa® 600C 600 g £+0.1 mg.

Bafo de Ultrasonidos, sin calefaccion, ULTRASONS, SELECTA™ 3000514.

Incubador con agitacién orbital (Optic Ivymen System).

ChCl, pureza > 98 %.

Gly, pureza > 99.5 %.

Urea (valor).
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Preparacion muestra:

Balanza analitica Entris® 220 g +0.1 mg, con ajuste externo.
Centrifuga ALC PK 120.
Tubos de centrifuga de 50 mL.

Filtros de jeringa de 0.45 pm de nylon.

Método fenol-sulfirico: determinacion carbohidratos

Espectrofotometro UV/Vis Milton Roy Spectronic Genesys-5.

Cubetas de cuarzo y vidrio para espectrofotometro UV-VIS.

Micopipeta mecéanica Eppendorf®, Reference 2: 10-100 L y 100-1000 pL.
Dispensador 10 mL.

Acido sulfiirico concentrado 96-98 %.

Disolucién fenol (aq.) 80 % (m/m).

D(+)-Glucosa anhidra.

Método BCA: determinacion proteinas

Kit de ensayo de proteinas Thermo Scientific™ Pierce™ BCA.
Tubos de microcentrifuga Eppendorf™ 2 mL.
Cubetas de pléstico de 1.5 mL.

Incubador.
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3.2. Caracterizacion de la biomasa

En este TFM se han empleado dos tipos de biomasa distintas. Por una parte, tenemos una
biomasa de microalga liofilizada que ha sido crecida en un bioreactor en medio de purin de cer-
do. Por otro lado, se dispone de una biomasa de microalga pura liquida, crecida en un bioreactor

pero con un medio sintétito para asegurar su correcto crecimiento.

Dado que el objetivo de este trabajo es determinar el porcentaje de extraccion de proteinas,
asi como su relacién con los carbohidratos co-extraidos, es indispensable conocer la cantidad
inicial de estos macronutrientes en las biomasas usadas. Debido a que no contamos con ningtn
“patrén” de microalga para evaluar la veracidad de los métodos de anélisis, lo que se hizo fue
cuantificar los cinco componentes principales de la biomasa (proteinas, carbohidratos, lipidos,
agua y sales minerales o cenizas) cuya suma debe dar practicamente el total (las microalgas tie-
nen otros compuestos como pigmentos o material genético, pero en una cantidad despreciable).

A continuacion, se procede a describir los métodos de andlisis seguidos para determinarlos.

3.2.1. Analisis de proteinas

Se ha utilizado el método Kjeldahl [S1]. Es un método volumétrico que permite determinar
diferentes tipos de nitrégeno presentes en la muestra. Nosotros cuantificamos el nitrégeno total,

que es la suma del nitrégeno amoniacal y el orgénico. El procedimiento consta de tres etapas:

Digestion de la biomasa (=~ 0.1 g) con 6 mL de H,SO,4 (96 % en masa) y un cataliza-
dor de CuSQO,. Se somete al programa de calentamiento durante 3 h, hasta completa

digestion de las muestras. Este tratamiento convierte el nitrégeno proteico en amonio.

Destilacion del NH4* como NHj: se coloca cada tubo en la unidad de destilacion, se
afade un exceso de NaOH y se calienta, recogiendo el NH;3 destilado en un matraz
Erlenmeyer que contiene H;BOj3 en exceso y un indicador 4cido base adecuado (in-
dicador mixto rojo de metilo y azul de metileno). El NH; destilado reacciona con el

H;BO; dando una cantidad equivalente de H,BO, .

Valoracion del H,BO, ™ con una disolucién patron de H,SO,4 hasta cambio de color del

indicador (de verde a morado).
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El nitrégeno total estd relacionado con la cantidad de proteina a través de un factor de

conversion, f, que depende del tipo de proteinas de la muestra (Ecuacién [2)):

2 - Ciys04 * Vitosoy - Mm(N)

Proteinas = f - %N = f -
/eProtefnas = f - % / m(Muestra) - 10

2)

Donde C (en molaridad) y V (en mL) son el volumen y concentracién de la disolucién
patrén de H,SO4, m(Muestra) es la masa inicial (en gramos) de muestra pesada, y Mm(N) es
la masa molar del nitrégeno, (en g-mol~!). Para las microalgas, generalmente se aceptan valores

entre 6.25 y 5.50, aunque la tendencia de la dltima década es emplear un valor de f = 5.95 [52].

3.2.2. Analisis de carbohidratos

Para el anélisis de carbohidratos, se ha adaptado un método de hidrdlisis [53]] [54]:

Se anaden 2 mL de H,SO, al 72 % a cada tubo con muestra (= 0.03 g) y se agita con

ayuda del vortex para mezclar bien la biomasa y el 4cido.

Se colocan los tubos en un bafio de agua a 30 °C por 1 h agitando cada tubo cada 5-10
min; el nivel del agua justo por encima del nivel de disoluciéon. También se puede hacer

en un incubador.

La disolucion resultante se filtra con filtros de Nylon o PTFE de 0.45 ym y se enrasa
en un matraz aforado de 100 mL. A partir de aqui se sigue el método fenol-sulfurico
para la determinacién de carbohidratos como el que se realiza para las muestras, que

se explicard en detalle en el Apartado[3.6.2]

3.2.3. Analisis de lipidos

La determinacién del contenido de lipidos se ha llevado empleando el método de extraccién

Soxlhet [55]], [56], empleando hexano como disolvente, con un tiempo de extraccién de 6 h.

Se pesan entre 3 y 5 g de biomasa (en polvo) en un capuchén de celulosa y se in-
troduce en la camara de extraccion. Esta se coloca sobre el matraz de fondo redondo

previamente pesado que contiene el disolvente, y se conecta el refrigerante (Figura 4.
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Figura 4: Equipo Soxhlet. Figura tomada de [56].

Se calienta el matraz hasta que el hexano comienza a destilar, llenando la cdmara de
extraccion y extrayendo la grasa de la muestra. Por efecto sifén se produce el vaciado
de la cdmara de extraccion cuando se ha llenado, repitiéndose el proceso de extraccion

varias veces hasta extraer cuantitativamente la grasa.

Finalizada la extraccién de la muestra, el disolvente se separa de la grasa por destila-
cion, se enfria el matraz en el desecador, pesandose en frio. La masa de grasa total se

obtiene restando el peso del matraz vacio (Ecuacién [3)):

Masa d traid
Aceite( %) asa de grasa extraida 100 3)
Masa muestra seca

3.2.4. Analisis de humedad y cenizas

Los dos componentes restantes de la microalga son la humedad (cantidad de agua en la

muestra) y las cenizas o fraccién mineral.

Se pesa con precision de £+ 0.1 mg una cantidad de microalga (entre 1 y 10 gramos,
dependiendo de la densidad de la muestra) en un crisol de porcelana, y se seca en
estufa a 105°C hasta peso constante. Por diferencia se obtiene la cantidad de agua de

la muestra.
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A continuacion, se transfiere la muestra seca a un horno de mufla donde se calcina
a 550 °C durante 24 h. Una vez frias las cenizas, se pesan para obtener el contenido

mineral de la muestra.

3.3. Preparacion de los DESs

Tras preparar y hacer pruebas con varios DESs, finalmente los que se usaron para todos los

experimentos de este trabajo se encuentran en la Tabla [}

Tabla 4: Composicion y abreviatura de los DESs utilizados. Primero se escribe el HBA y

después el HBD, el nimero que aparece delante de cada uno indica la ratio molar.

Nombre completo DES Abreviatura

Chloruro de colina - Glicina (ratio molar 1 a 2) ChCl:2Gly
Chloruro de colina - Etilenglicol (ratio molar 1 a2)  ChCIL:2EG

Chloruro de colina - Urea (ratio molar 1 a 2) ChCl:2Urea

Para prepararlos, se pesa en un matraz Erlenmeyer la cantidad requerida de cada compuesto,
para alcanzar la relaciéon molar deseada. Se cubre la apertura del matraz con papel de aluminio
y se deja 2 horas a 60 °C en un incubador con agitacion (500 rpm). El proceso de preparacién
es el mismo para todos ellos. En algunos experimentos, se probd a emplear el DES diluido
con agua (para disminuir la viscosidad, pero intentando mantener sus propiedades fisicoqui-
micas). Para ello se pesaron las adecuadas cantidades de DES y agua y se mezclaron agitando

convenientemente.

3.4. Caracterizacion de los DES

Para confirmar que se ha formado un DES hay que caracterizarlo, y principalmente se acude
a dos técnicas espectroscopicas: la resonancia magnética nuclear de protén (RMN-'H) y la

espectroscopia de infrarrojo, que generalmente se realiza con la tranformada de Fourier (FTIR

! Actualmente, la mayorfa de los equipos de IR llevan incorporada la transformada de Fourier, pues reduce los

tiempos de andlisis, amplifican la relacion sefial/ruido, y requieren una cantidad de muestra muy pequefia.
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A pesar de que el RMN es una técnica muy interesante, a veces es dificil identificar la

formacion de enlaces de hidrégeno, o se necesitan condiciones o equipos especiales. Es por ello

que en este trabajo unicamente se han adquirido los espectros de IR de los compuestos puros y

de los DES formados con un equipo Bruker Tensor 27 FTIR spectrometer.

3.5. Procedimiento analitico para la extraccion de proteinas con DESs

El fenémeno fisico-quimico que tiene lugar es la extraccion sélido-liquido. Primeramente se

describird cémo se llevo a cabo el screening inicial, y después las modificaciones introducidas

en la realizacion del disefio L18 de Taguchi (la discusion de la eleccion de estos disefios y los

factores estudiados se encuentra en el Apartado [{.T]).

3.5.1.

Screeining inicial

El procedimiento fue el siguiente:

Se pesa, con precision de 0.1 mg, unos 0.5 g de muestra en un Erlenmeyer de 50
mL, adiciondndose DES en proporcién 9:1. Si hubiese que aplicar US, ahora seria el

momento.

Tapar la boca del Erlenmeyer con papel de aluminio, y llevar a un incubador con ca-

lentamiento (7" = 45 °C) y agitacién (500 rpm), durante 2 h.

Se retiran los Erlenmeyers del incubador y se procede a centrifugar. Si por algin mo-
tivo no se pudiera centrifugar inmediatamente, es posible dejarlos hasta dos dias, bien

tapados en frigorifico (T' =~ 4 °C), sin que afecte a la cantidad de proteina extraida.

Si es necesario, anadir entre 5-10 mL de agua desionizada para despegar del fondo del
Erlenmeyer la pasta de bioamasa-DES. Pesar los tubos Falcon (sin tapon) que se vayan
a usar para centrifugar, y transferir todo el contenido de los Erlenmeyers a los Falcon,
enjuagando el matraz con pequeias fracciones de agua desionizada hasta alcanzar en

el Falcon la marca de los 20-25 mL (3-4 enjuagues).

Centrifugar durante 5 min a 5000 rpm.
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Transferir el sobrenadante a un matraz aforado de 250.0 mL.

EIEN

Anadir 1 mL de DES en cada Falcon de nuevo, y completar con agua hasta la marca

de los 10 — 15 mL. Agitar manualmente para que se mezcle todo bien.

Repetir pasos 5, 6 y 7 cuatro veces més (es decir, un total de cinco ciclos de centrifuga).

Enrasar los matraces aforados. Es recomendable que en los pasos anteriores no se haya
agitado mucho la disolucion, para evitar la formacion de espumas que puedan dificultar
el enrase. En caso de aparicion de espumas en la superficie, nos guiaremos del liquido
para enrasar (la espuma tiene poca masa e influird poco). Si se aprecia turbidez en la
disolucidn, repetir el experimento disminuyendo la cantidad de biomasa inicial, o bien

filtrar y volver a enrasar. Determinar la masa total de los matraces (sin tapones).

Por tltima, filtrar unos 40 mL a un Falcon limpio y seco, a través de filtros de jeringa

de 0.45 pm de PTFE, o en su defecto de Nylon.

Tras 2 semanas, se empiezan a formar aglomerados, por lo que se recomienda llevar a cabo

los andlisis antes de ese tiempo, o bien conservar las muestras liquidas congeladas.

3.5.2. Diseno L18

El procedimiento mostrado en el apartado anterior sufri6 ligeras modificaciones:

= Se adiciona 0.5 g de masa seca, si trabajamos con una muestra liquida, habra que calcular

la cantidad necesaria para asegurar ese aporte en masa seca.

= [os ultrasonidos no se aplican sélo al principio. En este caso, se introduce el Erlenmeyer
en un bafio de ultrasonidos durante el tiempo deseado, y para controlar la temperatura se
hace afiadiendo bloques de hielo y controldndolo con un termémetro (no disponiamos de

un US termostatado).

= Se redujo el tiempo de la centrifuga a cinco minutos, pues se observd que la separacion

se producia pronto.
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= Se elimind el paso de afiadir DES tras cada ciclo de centrifuga, puesto que se comprobd
que no aumentaba el rendimiento de extraccion de proteinas y lo tnico que se hacia era

gastar mds disolvente.

= [os matraces empleados fueron de 100 mL, ya que de esta forma el anélisis posterior de
proteinas estaba lejos del limite de cuantificacion (con 250 mL a veces quedaba demasia-

do diluida la muestra para la curva de calibrado).

3.6. Meétodos de analisis de las muestras

Una vez se tengan las muestras liquidas obtenidas del proceso de extraccidn, se determina

su cantidad de proteinas y carbohidratos aplicando sendos métodos analiticos.

3.6.1. Método del BCA para el andlisis de las proteinas

Se ha empleado el método del BCA [57]. Este método combina el test de biuret (reduccién
de Cu>* —— Cu* por una proteina en un medio alcalino), con la deteccién colorimétrica del
catién cuproso, Cu*, con acido bicinconinico (BCA). Dos moléculas de BCA actiian como
agente quelante coordinandose al catién Cu*, formando asi un complejo de color morado en

disolucién (Figura , resultando el maximo de absorciéon a A = 592 nm

BCA
Proteina + Cu?' _—

Figura 5: Reaccion de formacion del complejo coloreado de Cu(l).
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Se ha utilizado el kit de ensayo de proteinas Thermo Scientific™ Pierce™ BCA, y el pro-

cedimiento es el que sigue:

Se prepara un reactivo de trabajo mezclando 50:1 (en volumen) de un reactivo A,
que es una mezcla de compuestos que garantiza un medio con un pH y fuerza iénica

controlados, con un reactivo B, que es una disolucién de sulfato de cobre.

En tubos Eppendorf™, se toman 60.0 yL de la muestra a analizar, y se afiaden 1.2
mL de dicho reactivo de trabajo (cuidado al estimar la cantidad preparada, porque los

volimenes de A y B no son aditivos).

Se asegura la mezcla completa con un agitador vortex, y en un incubador se calientan

a 37 °C durante 30 min.

Finalmente, se dejan enfriar los tubos hasta la temperatura ambiente y se mide la ab-

sorbancia de cada muestra a A = 592 nm en un corto intervalo de tiempo.

3.6.2. Método del Fenol-Sulfiirico para la determinacion de carbohidratos

Se va a utilizar el método fenol-sulfirico para determinar los carbohidratos totales [54]. Es
un método colorimétrico y rapido, capaz de determinar toda clase de carbohidratos: mono-, di-,
oligo- y polisacdridos; aunque segun el tipo de carbohidratos presentes en la muestra, la absor-
bancia varfa. Debido a esto dltimo, todos los resultados se expresardn en funcién de un tnico
carbohidrato, la glucosa, aunque de facto, se asuma que dicha concentracion es la de carbohidra-
tos (pues todo se ha debido de transformar en glucosa). El 4cido sulftrico va a descomponer y
deshidratar los carbohidratos hasta monosacaridos (glucosa), y después a derivados de furfural.
Estos van a reaccionar con el fenol para formar un compuesto de color anaranjado-amarillento.
Un esquema de las reacciones principales se muestra en la Figura [6] Al utilizar glucosa en la

curva de calibrado, se mide la absorbancia a A =490 nm por espectrofotometria UV-Visible.

Como se ha comentado previamente, se van a realizar curvas de calibrado con glucosa.
Estas deberan prepararse semanalmente y habrd que seguir comprobando su concentracidén con
patrones aislados cada vez que se realice un andlisis de muestras. Esta linea contendra entre 7-8

puntos sin contar el blanco, siendo el intervalo de concentraciones entre 10y 90 mg - L™},
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Figura 6: Reacciones (simplificadas) que tienen lugar en el método fenol-sulftrico.

Pasos del método de analisis de carbohidratos:

Se afiade el volumen de disolucion patron de glucosa indicado a cada tubo de centri-
fuga, y se completa con agua desionzada hasta los 2 mL (volumen total propuesto). Si
se estd analizando una muestra, habrd que conocer de antemano el orden de magnitud
de concentracion de los carbohidratos que puede tener, y en base a eso se se afiadi-
ran volimenes entre 0.100 y 2.00 mL de muestra (el resto serd agua desionizada hasta

alcanzar los 2.00 mL).

A continuacidn, se aflade a cada tubo 50 pL de la disolucién de fenol al 80 % (m/m),

siempre en campana por su alta toxicidad, y se agita ligeramente.

Después, se afiaden 5 mL —con dispensador— de H,SO, concentrado, con cuidado,
ya que la reaccién es muy exotérmica, y se agita de nuevo el tubo para que se mezcle
bien. Se va a observar como la disolucidn se vuelve de color naranja claro. Se lleva la

gradilla con los tubos a un bafio de agua que llegue a cubrir el nivel de la disolucién.

Después de unos 20-30 minutos, cuando la disolucion esté a temperatura ambiente, se
transfieren las muestras a cubetas de vidrio o cuarzo y se mide la absorbancia en su
maximo (estd entre 488-490 nm). En algunas muestras pueden aparecer burbujas que
interfieran con la medida, en ese caso hay que introducir las cubetas unos segundos en

un bano de ultrasonidos.
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4. Resultados y discusion

4.1. Metodologia estadistica: Disefio Experimental

La optimizacién de las condiciones experimentales para extraer proteinas de la biomasa
algal empleando DESs se ha llevado a cabo mediante un Disefio de Experimentos estadistico

(DoE) [58], [59]].

Concretamente, se vera qué factores afectan significativamente a la respuesta de un proceso
y como estos interaccionan entre si. Para ello, cada factor se evalia al menos a dos niveles,
realizdndose réplicas con el fin de estimar los factores de ruido del proceso (variabilidad de la
materia prima, ambiental o del equipamiento, etc). El fin dltimo de un disefio de experimentos es
encontrar la combinacién idonea de factores que maximicen o minimicen la respuesta estudiada,
obteniendo la mixima informacién del proceso con el minimo nimero de experimentos para

ahorrar tiempo y recursos.

El fundamento del disefio de experimentos es el andlisis de varianza (ANOVA), que es un
test de hipdtesis basado en la prueba F de comparacion de varianzas. Con el ANOVA, se estudia
como influyen los factores controlables en la variabilidad de la respuesta, o si esta variabilidad
es significativamente mayor que la variabilidad aleatoria propia de la experimentacion causada
por los factores no controlables que afectan al proceso, entonces diremos que el factor afecta a

la respuesta. Hay varias etapas a desarrollar, que se pueden resumir en cuatro:

1. Determinar qué variable respuesta queremos optimizar.

2. Seleccionar los factores controlables, asi como sus respectivos niveles, definiendo el do-

minio experimental.

3. Elegir el disefio que, con el minimo nimero de experimentos, permita obtener toda la

informacién que deseada.

4. Analizar estadisticamente de los resultados de los experimentos.
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4.1.1. Screening inicial

Previo a la optimizacion del proceso de extraccion de proteinas de microalgas Scenedesmus
almeriensis con DES tipo III, y con objeto de establecer el potencial de este tipo de disolventes
para la recuperacion de biomoléculas de la biomasa, se realiz6 un experimento previo consis-
tente en un disefio factorial completo de dos factores: tipo de extractante (a dos niveles, agua 'y
DES) y el tipo pretratamiento (a cinco niveles: biomasa sin tratamiento, morterada, morterada

en combinacién con ultrasonidos, y empleo de una ratio alta disolvente-biomasa).

Cada nivel de pretratamiento se hizo por sextuplicado. El resto de pardmetros experimen-
tales como el tipo de DES, la temperatura, el tiempo, o el tipo de biomasa, se mantuvieron
constantes, usandose como disolvente el DES ChCl:2Gly (o agua en su defecto), una tempe-
ratura de 45 °C, un tiempo de contacto de 2 h, y microalga liofilizada de purin en todos los

experimentos.

Por una parte, se pretendia determinar si, tal y como refleja la bibliografia, los DES son
buenos agentes extractantes (0, como minimo, mejor que el agua, que es un disolvente mas
barato y verde). Por otro lado, se realizaron diferentes tipos de pretratamientos a la biomasa
para ver su influencia y asi localizar cudles eran las mejores alternativas para maximizar la

extraccion de proteinas.

En resumen, estos primeros experimentos nos permitieron familiarizarnos con el método
en su conjunto, identificando los puntos débiles y asi mejorarlo para el siguiente disefio. Para
asegurar que los resultados obtenidos fueran robustos se hicieron seis réplicas por cada punto

experimental.

4.1.2. Disefio L18 de Taguchi

Tras el andlisis de los resultados del screening inicial, se procedié a modificar el proce-
dimiento experimental (Apartado [3.5), y se seleccionaron seis factores que podian afectar al
proceso: tipo de biomasa, pretratamiento aplicado, tipo de DES, ratio Microalga-DES, tempe-

ratura de extraccion, tiempo de contacto, y viscosidad del DES.
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Respecto al tipo de biomasa, éste fue el unico factor a dos niveles, incluyendo (ademds
de la microalga liofilizada de purin) microalga fresca pura, pues al estar en estado liquido,
podria comportarse de forma diferente que la liofilizada al favorecer un mejor contacto con el

disolvente, aumentando la extraccion.

El resto de factores se estudiaron a tres niveles, de esta forma, en caso de querer aplicar
algiin modelo, se podrian incluir términos cuadréticos. Para el pretratamiento, los niveles fue-
ron: biomasa morterada, extraccion en bafio de ultrasonidos, y una combinacién de ambas. Por
otro lado, el tiempo de contacto se consider6 el ya estudiado, y un nivel superior (3 h) y uno
inferior (30 min), puesto que si no hay mds extraccion, cuanto menor sea el tiempo se ahorrard
dinero y energia. Sobre el DES, se escogieron tres tipos diferentes que aparecen en la biblio-
grafia, pero todos tienen en comun que su HBA es cloruro de colina: ChCl:2Gly, ChCl:2EG y
ChCl:2Urea. Ademds, como se ha comentado, de cada uno se prepararon diluciones del 50 y
75 % (en masa) para ver si reduciendo la viscosidad, se mejoraba la extraccion. Por ultimo, se
estudiaron también tres ratios microalga-DES 1:3, 1:6 y 1:9, con el objetivo de ver si, gastando

menos disolvente se pueden llegar a unos resultados aceptables.

Si se aplicara una aproximacion clédsica y se quisieran estudiar todos los efectos e interac-
ciones de los factores estudiados, harfan falta 2! - 3° = 486 experimentos, que junto con sus
réplicas, serian un total de 972. Como puede intuirse, este es un nimero exageradamente gran-
de, que no es factible en términos de tiempo, ni de reactivos ni energia que se tendrian que

consumir.

En este punto, es muy util conocer los diferentes disefios que existen, y en este caso, se
hizo uso de un disefio de Taguchi L18, con el cual con tan s6lo 18 experimentos te permite
estudiar los efectos de siete factores: seis a tres niveles, y uno a dos. La desventaja, es que
s6lo proporciona informacién estadistica de si el efecto es significativo o no, pero no se podran

estudiar las interacciones (a excepcion de la del factor a dos niveles con uno del resto).

La combinacién de niveles de cada factor (nombrados con el cédigo A, B, C, etc) se muestra
en la Tabla[5] donde -1, 0y 1 son los cédigos que se utilizan para sefialar el nivel bajo, interme-
dio, y alto, de cada uno de los factores estudiados (la combinacién de niveles se puede encontrar

facilmente en cualquier libro de disefio de experimentos).
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Tabla 5: Combinacion de los niveles de cada factor para el disefio L18 (A, B, C, D... son los

cddigos para cualquier factor).

1 1 1 0 -1 0 1

Aunque es cierto que no se podrd decir nada sobre el resto de interacciones, se pueden
construir graficos que permitan evaluarlas de forma cualitativa, ayudando en la elaboracion
de préximos disefios en donde sf se estudien. En el Apartado 4.4] se mostraran los resultados,
en los que se habran tenido en cuenta tres respuestas diferentes: la extraccién de proteinas,
la extraccién de carbohidratos, y su ratio (R, Ecuacion ). Se hizo de esta forma porque el
objetivo principal es minimizar a la vez la coextraccion de carbohidratos, puesto que para la

futura aplicacion industrial estos pueden ser un problema.

_ %Proteinas
~ %Carbohidratos

R “4)
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4.2. Composicion de la biomasa

En la Tabla [6] se muestran los valores promedio de los pardmetros de composicién para los
dos tipos de microalga empleados, microalga liofilizada crecida en purin, y microalga liquida
pura. Todas las medidas se hicieron por duplicado, a excepcion de las proteinas y los lipidos
de la liquida pura, que se calcularon mediante extrapolacion de los resultados de la liofilizada
de purin (asumiendo que, en masa seca, la composicion seria similar). Se hizo asi puesto que
para el método Soxhlet se requiere masa seca (y que esté relativamente concentrada, entorno
al 10-15 % como minimo), mientras que para el NKT como hay que hacer trasvases al tubo de

digestion y los célculos son todo en masa, se iba a introducir demasiado error.

A modo de comprobacion, se trabajé con una biomasa de microalga pura “compacta” (con
cierto porcentaje de agua, en estado s6lido pero no liofilizada) con la que se comparé el %Proteina
estimado tedricamente con el obtenido experimentalmente con el NKT, siendo la diferencia en-

tre ambos valores menor del 10 %, lo que valida la hipétesis que hemos planteado.

Tabla 6: Parametros de composicion para los tipos de microalga estudiados.

Liofilizada Purin | Liquida Pura

Promedio s Promedio | s
Proteinas / % 44.50 1.73 3.97 0.15
Carbohidratos / % 20.43 2.98 1.82 0.27
Lipidos / % 19.71 0.01 1.76 0.01
Cenizas /% 15.09 0.34 0.57 0.02
Humedad / % 5.59 0.18 91.58 0.02
Total / % 105.32 3.46 99.70 0.31

El porcentaje total en ambos casos estd entorno al 100 %. Quizas estemos sobreestimando
la cantidad de proteina inicial, o los lipidos presentes, pues son los pardmetros que mas dificil-
mente podemos valorar si tenemos un sesgo. De todas formas, el valor verdadero estard cercano

al calculado.
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4.3. Resultados screening inicial

Como se explic anteriormente en el Apartado[4.1.1] se realizaron dos ANOVAs de una via,

uno estudiando un factor a dos niveles, y otro a cinco.

4.3.1. Tipo de extractante

Para el disefo con dos factores a dos niveles —dos extractantes, agua y DES— el valor p
obtenido (p < 0.05) demostro que el tipo de extractante, agua o DES, afecta significativamente
a la concentracién de proteina extraida. Atendiendo a los valores obtenidos, se ve que al extraer
con DESs se consigue una mayor cantidad de proteinas. De forma visual, se puede construir un

gréfico de cajas y bigotes para ver esta diferencia segtin tipo de extractante (Figura |/)):

Gréfico Caja y Bigotes
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Figura 7: Grafico de cajas y bigotes para el tipo de extractante.

Las lineas azules verticales muestran el valor mediano de la distribucion, mientras que la
cruz roja sefala la media aritmética. La anchura de la caja y los bigotes dan informacién sobre
la distribucién de los resultados. La distribucion del DES estd desplazada hacia la derecha, y
dado que el ANOVA habia salido la diferencia significativa, podemos afirmar que usar DES es

maés eficaz que el agua para extraer proteinas.
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4.3.2. Tipo de pretratamiento

Con los mismos datos experimentales, se evalué como afectaba el tipo de pretratamiento,
volviéndose a realizar un ANOVA de una via. De nuevo, se obtuvo un p < 0.05, por lo que el

tipo de pretratamiento afecta significativamente a la extraccion de proteinas.

No obstante, en este caso para determinar qué nivel del factor es responsable del efecto
(mayor extraccion de proteinas) se debe realizar una prueba LSD de rango multiple, que evalte
qué diferencias de entre los niveles son significativas. La prueba LSD compara la diferencia
absoluta entre la media de las respuestas a dos niveles de un factor, con un valor critico (LSD),

que se calcula segin la Ecuacion [5

LSD = teps - )

MSg es la el cuadrado medio de los residuales y n; es el nimero de réplicas. Si la diferencia
experimental supera al valor critico, la respuestas a esos niveles de factor son significativamente
diferentes. Los resultados se muestran en la Tabla |/, mostrdndose en rojo aquellas diferencias

que son significativas, y de forma visual con el diagrama de cajas y bigotes de la Figura[§]

Grafico Caja y Bigotes

Mayor ratio | + H
e Mortero — o
g
E o .
& Sin pretatamiento o + -
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@
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Conc. de proteinas

Figura 8: Grifico de cajas y bigotes para pretratamientos.
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Tabla 7: Prueba de Rango Muiltiple LSD para la extraccion de proteinas por tipo de pretrata-

miento.

Pretratamiento Casos Media

Mayor ratio 6 0,0995291

[N} 6 0,100173

Sin pretatamiento 6 0,102666

Mortero 6 0,112819

US + Mortero 6 0,139927

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Mayor ratio - Mortero * -0,0132902 0,0122248
Mayor ratio - Sin pretatamiento -0,00313639  0,0122248

Mayor ratio - US -0,000643672  0,0122248

Mayor ratio - US + Mortero * -0,040398  0,0122248
Mortero - Sin pretatamiento 0,0101538 0,0109342

Mortero - US * 0,0126466  0,0109342
Mortero - US + Mortero * -0,0271078 0,0109342
Sin pretatamiento - US 0,00249272 0,0109342

Sin pretatamiento - US + Mortero * -0,0372616  0,0109342
US - US + Mortero * -0,0397544  0,0109342

* indica una diferencia significativa.

Segtn los resultados obtenidos se ha demostrado que:

= Ambos factores tienen efectos significativos (p < 0.05) en la respuesta.
» Utilizando DESs en vez de agua se logra extraer una mayor cantidad de proteinas.

= Dentro de los pretratamientos, el que mejor funcioné fue la combinacién de morterar
la muestra + US. Aunque sus valores sean mas dispersos, su media de concentracion de

proteinas extraidas es significativamente mas alta (Figura|g).

Por lo tanto, tras el screening inicial se decidié extraer inicamente con DESs (probando tres
tipos distintos) y utilizando un pretratamiento que implicara US, mortero o la combinacién de

ambas, ademads de otros factores que habian permanecido constantes.
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4.4. Diseno de experimentos L.18

En este apartado, se mostraran los resultados de las cantidades empleadas para preparar los
DES, su caracterizacion espectroscopica mediante sus espectros de IR, y finalmente se anali-
zaran los resultados del disefio de experimentos L18, asi como los modelos de regresiéon que

mejor expliquen los datos experimentales.

4.4.1. Preparacion de DES

Los DESs preparados fueron los siguientes: ChCl:2Gly, ChCl:2EG y ChCl:2Urea. En las

Tablas[3], 9]y [L0] vienen las masas reales de cada compuesto afadido.

Tabla 8: Masas DES ChCl:2Gly.

Ratio=1.97 ChCl Glicerina

Masa/g 81.73  106.22
Volumen / mL - 84.37

Tabla 9: Masas DES ChCl:2EG.

Ratio=197 ChCl EG
Masa/ g 81.40 71.39
Volumen / mL - 64.14

Tabla 10: Masas DES ChCl:2Urea.

Ratio=197 ChCl Urea
Masa/g 82.34 69.64

Volumen / mL - -
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4.4.2. Caracterizacion espectroscopica de los DES

En las Figuras [0} [I0] y [I ] se muestran los espectros IR de cada uno de los DES preparados
(ChCl:2Gly, ChCIl:2EG y ChCl:2Urea, respectivamente). En todas las figuras, en rojo se muestra
el espectro del ChCl puro, en azul aparece el del HBD correspondiente (Gly, EG o Urea), y en

verde se sefiala el espectro del DES preparados. La transmitancia estd dada en tanto por uno.

Para caracterizar los DESs nos interesa ver si existen enlaces de hidrogeno. Para ello, hay

que prestar atencion a la region entre 3000—3500 cm ™!

, en busqueda de una banda relativamente
ancha intensa. Esto se refleja claramente en los espectros de ChCl:2Gly y ChCl:2Urea, sin
embargo, para el ChCI:2EG no tenemos esa banda tan ancha, lo que puede atribuirse a que el
EG es un compuesto que ya de por si establece enlaces de hidrogeno intra e intermoleculares
de una forma muy eficaz. En el caso del ChCl:2Urea, se puede apreciar que la banda no es tan

intensa, debido a que la fuerza del enlace de hidrégeno N — H --- N es menor que la que dan

los grupos O-H [[60].

Transmitancia
. = =

4000 20D 2000
Mamero de onda / cm-1

Figura 9: Espectro infrarrojo para el ChCl:2Gly y sus compuestos.
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Figura 10: Espectro infrarrojo para el ChCl:2EG y sus compuestos.
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Figura 11: Espectro infrarrojo para el ChCl:2Urea y sus compuestos.
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4.4.3. Resultados del diseino

Antes de mostrar los resultados, en la Tabla@ se muestran los cédigos tanto de los factores

estudiados, asi como de sus respectivos niveles:

Tabla 11: Desglose de factores y niveles utilizados en el disefio de experimentos, donde a -

ChCl:2Gly, b - ChCIL:2EG y ¢ - ChCl:2Urea.

Nivel
Factor -1 0 1
Biomasa (A) Liofilizada - Fresca
Pretratamiento (B) US Mortero US+Mortero
DES (C) a b c
Ratio (D) 3 6 9
Temperatura (E) / °C 25 35 45
Tiempo (F) / h 0.5 2 3
Dis. DES (G) | % 50 75 100

Como se comentd anteriormente, el diseflo evaluara la influencia de los siete factores en
tres variables respuesta diferentes: el % Proteinas extraidas, el % Hidratos extraidos, y el ratio
de ambos, ya que lo que en el fondo queremos determinar es cudles son las condiciones en las

que dicho ratio se maximiza. Mas adelante (Apartados 4.4.4] [4.4.5] y [4.4.6)), por simplicidad se

utilizardn los cédigos A1-A2, B1-B2-B3, etc, para designar los diferentes niveles de los factores

en lugar de las abreviaturas (donde 1 sea el nivel mds bajo, 2 el intermedio, y 3 el alto).

Es conveniente recordar que este disefio s6lo permite estudiar una interaccién del factor
a dos niveles con el primer factor a tres niveles, que en este caso es la interaccion biomasa-
pretratamiento. Se eligié dado que parece evidente que la respuesta pueda verse afectada de
diferente forma por el pretratamiento dependiendo del estado fisico de la microalga (cuanto
mads agua tenga el alga, mds se facilitard el contacto del DES con su superficie, y ésto puede
mejorar la extraccién de biocompuestos). Los resultados, con su respectiva combinacién de
niveles, se recogen en la Tabla|12|(RR; y R se refieren a las dos réplicas de cada experimento).

Los resultados estdn dados en porcentajes, excepto la ratio, que se encuentra en tanto por uno.
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Tabla 12: Resultados de los experimentos del disefio L18.

Ratio Prot/Hidratos %Proteinas extraidas YoHidratos extraidos

Cédigo A B C D E F G R R, Ry R, R, R,
1 Fresca [N a 3 25 05 50 045 0.43 19.7 % 19.3 % 43.7 % 45.1 %
2 Fresca UsS b 6 35 2 75 047 0.47 24.0 % 24.4 % 512 % 51.6 %
3 Fresca US c 9 45 3 100 0.50 0.42 19.9 % 18.0 % 39.6 % 42.6 %
4 Fresca Mortero a 3 35 2 100 0.37 0.36 22.5% 22.9 % 61.6 % 63.9 %
5 Fresca Mortero b 6 45 3 50 040 0.41 272 % 27.8 % 68.5 % 67.9 %
6 Fresca Mortero ¢ 9 25 05 75 0.31 0.33 19.7 % 21.7 % 63.0 % 65.4 %
7 Fresca US+Mor a 6 25 3 75 0.8 0.43 19.4 % 17.0 % 33.4 % 39.1 %
8 Fresca US+Mor b 9 35 0.5 100 0.49 0.42 20.5 % 19.8 % 41.8% 46.7 %
9 Fresca US+Mor ¢ 3 45 2 50 045 0.41 20.1% 19.7 % 44.9 % 47.6 %
10 Liof [N a 9 45 2 75 030 0.46 5.6% 7.1% 18.5% 15.4 %
11 Liof [N b 3 25 3 100 034 0.49 52% 6.3 % 152 % 13.0%
12 Liof us c 6 35 05 50 049 0.59 7.8 % 82% 15.9 % 13.9%
13 Liof Mortero a 6 45 05 100 0.42 0.47 8.2% 8.7 % 19.4 % 18.5%
14 Liof Mortero b 9 25 2 50 046 0.45 7.9 % 83% 172 % 182 %
15 Liof Mortero ¢ 3 35 3 75 046 0.47 7.6 % 7.5% 16.5 % 159 %
16 Liof US+Mor a 9 35 3 50 0.1 0.63 10.1 % 9.9% 16.5% 15.8%
17 Liof US+Mor b 3 45 05 75 044 0.43 7.2 % 6.4 % 16.4 % 14.7 %
18 Liof US+Mor ¢ 6 25 2 100 0.66 0.56 10.2 % 10.3 % 15.4 % 18.5 %

En la Tabla|l 3| aparecen los p-valores resultantes, destacando en rojo aquellos que influyen

significativamente.

En el caso de la recuperacion de proteinas todos los factores son significativos. Esto se debe
a que el tipo de biomasa contribuye tanto, que condiciona y distorsiona el resto de factores. Para
la recuperaciéon de carbohidratos, sin embargo, tnicamente son tres los factores que afectan
a la respuesta: el tipo de biomasa, el pretratamiento y el tiempo de contacto, ademds de la
interaccion de la biomasa con el pretratamiento, que también es significativa. En el caso del
ratio proteinas/carbohidratos, afectan la biomasa, el pretratamiento, el ratio biomasa-DES, la

temperatura y la interaccién biomasa-pretratamiento.

En los siguientes apartados se hard un andlisis mas pormenorizado de cada una de las va-
riables de respuesta, atendiendo a las posibles interacciones extra que pueda haber. Por dltimo,
haciendo uso de modelos generales de regresiones (GLM), se construirdn modelos para predecir

la variable respuesta en funcién de los factores.
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Tabla 13: p-valores de los factores experimentales y su contribucion para cada respuesta.

% Proteinas ext. % Carbhidratos ext. Ratio P/CHs
Factor p-valor % Contrib. p-valor % Contrib. p-valor % Contrib.
Biomasa 0.0000 89.5 0.0000 83.2 0.0034 11.8
Pretratam. 0.0004 1.6 0.0000 8.2 0.0005 243
DES 0.0212 0.6 0.0837 0.3 0.3094 2.7
Ratio B/DES  0.0001 2.2 0.5269 0.1 0.0099 12.6
Temperatura  0.0046 0.9 0.1270 0.3 0.0357 8.5
Tiempo 0.0269 0.6 0.0291 0.5 0.1899 3.9
Dis DES 0.0072 0.8 0.3719 0.1 0.0822 6.1
Interaccion 0.0000 24 0.0000 5.9 0.0318 8.8
Residual - 1.3 - 1.2 - 21.4

4.4.4. Extraccion de proteinas

En este apartado se van a estudiar mds detenidamente los factores que influyen en el % de
recuperacion de proteinas, asi como los niveles de trabajo ptimo (provee una mayor extraccion
de protefnas), para lo cual se recurre de nuevo al test LSDP] En la Tabla [14] se muestran los

resultados, pormenorizdndose a continuacion las conclusiones principales para cada factor:

Tabla 14: Resumen de los niveles 6ptimos para cada factor en % extraccion de proteinas.

Factor Biomasa Pretratamiento DES Ratio B/DES | Temperatura/°C | Tiempo/h | Dis DES /%

Nivel 6ptimo | Fresca purin Mortero ChCI:2EG 6:1 35 Cualquiera 50

= BIOMASA: Hay una gran diferencia significativa entre una y otra; la que maximiza la
sefal es la de purin fresca, como se supuso anteriormente —mayor contacto con el disol-

vente—.

= PRETRATAMIENTO: No se encuentran diferencias al usar US + Mortero o tnicamente US.
Sin embargo, si que hay diferencias significativas entre utilizar sélo mortero o los ante-
riores, teniendo un % de recuperacion de proteinas mayor el pretratamiento de mortero,

sin US.
2Las tablas de los test LSD se encuentran en el Apéndice
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= DES: Sélo hay diferencias significativas entre ChCL:2EG y los otros dos, ChCl:2Gly y
ChCl:2Urea, siendo ChCIL:2EG con el que se obtiene mayor extraccion de proteina. El
ChCI:2EG es el DES que menor viscosidad tiene [37 cP a 25 °C], en comparacién al
ChCl:2Gly y ChCl:2Urea (259 y 750, respectivamente, a 25 °C) [61]. Una mayor vis-
cosidad se puede atribuir a una mayor presencia de enlaces de hidrégeno en el medio,
haciendo que las especies libres que se encuentren en la mezcla tengan menor movilidad,

dificultando asi la extraccion.

= RATIO: Hay diferencias significativas entre el ratio medio (6) con el mayor (9) y menor
(3). Entre el mayor y el menor (3 y 9) no hay diferencias significativas. La utilizacién
del ratio medio es lo que proporciona la respuesta mds 6ptima. Esto puede deberse a que
mientras que para los DESs ChCl:2Gly y ChCl:2Urea, donde al aumentar la cantidad de
HBD, su viscosidad crece, para el ChCl:2EG pasa lo contrario, al aumentar la cantidad

de EG afadida, su viscosidad disminuye [61].

» TEMPERATURA: Unicamente hay diferencia significativa entre los niveles de 25 y 35 °C,

siendo a 35 °C cuando se maximiza la cantidad de proteina extraida.

= TIEMPO: Es el factor menos significativo —aunque significativo al fin y al cabo—y a la
hora de comparar el efecto de los niveles se ha visto que no hay diferencias significativas

entre dejar el experimento mas o menos tiempo.

= DIS. DES: Hay diferencias significativas entre la disolucion al 50 % (m/m) y las de 70 %
y 100 %. Entre estas dos ultimas no hay ninguna diferencia significativa. El nivel éptimo
seria con las disoluciones al 50 % en masa, siendo mezclas con menor viscosidad se

favoreceria la extraccion.

= INTERACCION BIOMASA-PRETRATAMIENTO: Aunque la interaccion sale significativa,
viendo el grifico de medias podemos afirmar que no lo es mucho (Figura[12)). De nuevo,

podria deberse a que el factor biomasa influye mucho en la respuesta.

Para construir los modelos matemaéticos, es necesario no sélo seleccionar los factores que
debe considerar, sino también sus interacciones. Es por ello que hay que fijarse en las més
pronunciadas (grificos de medias cuyas lineas se corten mds abruptamente) para introducirlas

en el modelo, a pesar de que estadisticamente no se han podido evaluar (Figuras[I3] [14] [I3):
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Figura 12: Gréfico de medias de la interaccién Biomasa-Pretratamiento para % Extraccion de

proteinas.
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Figura 13: Gréfico de medias de la interaccién DES-Temperatura para % Extraccién de protei-

nas.
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Figura 14: Gréfico de medias de la interaccién Ratio-Tiempo para % Extraccion de proteinas.
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Figura 15: Grafico de medias de la interaccién Ratio-Dis DES para % Extraccién de proteinas.

Se puede observar que la biomasa liofilizada (A1) da valores superiores —se corresponde
con la linea azul la cual estd siempre por encima—, estando su maximo en el punto referido
al pretratamiento con mortero (B2), aunque como adelantamos, la interaccién no es muy pro-
nunciada. Por el contrario, vemos como las otras tres interacciones mostradas si cortan muy
abruptamente, y todas tienen cierta explicacion quimica. Parece 16gico que unas ratios mayo-
res y menores tiempos de extraccion, se consigan mejores resultados, y de igual manera ocurre
con la disolucién de DES, pues cuanto menor sea su porcentaje, menos viscoso y mas contacto
habra. A pesar de ésto, la interaccién DES-Temperatura es dificil de racionalizar, pues los meca-
nismos implicados en la extraccion de proteinas estan ain siendo estudiados por la comunidad

cientifica.

Con los efectos medios de los factores se puede construir un modelo de regresion a partir
de los datos experimentales, para predecir el valor de la respuesta en funcién de los factores e
interacciones estudiados. Con Statgraphics se aplica el método GLM (Generalized Linear Mo-
dels); primero se introducen los factores e interacciones que queramos evaluar (los que han
salido significativos, mas las interacciones que hayan salido abruptas). De las decenas de mode-
los que proporcionard, se selecciona aquel que maximice la informacién con el menor nimero
de variables. En este punto, puede que se hayan eliminado alguna de las variables introducidas
al principio (a pesar de que resultaran significativas). No obstante, eso no es muy relevante ya
que con esas variables, se llevard a cabo una regresion lineal miltiple, obteniendo un polinomio
con su respectivo R2. Esta operacion se repetird tanto para estudiar las variables de extraccién

de carbohidratos como para la ratio proteinas/carbohidratos extraidos.
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En el caso del %Proteina extraida, denotaremos la variable respuesta como fp (Ecuacién @):

fp=25474—-15.912- A4+6.463-C'+6.663- E —0.465- DF' —0.696 - DG — 3.081-C'E (6)

Donde, A, C y E representan los diferentes factores estudiados (para recordar los cédigos
empleados, revisar la Tabla[IT). La magnitud de cada coeficiente esté relacionado con la contri-

bucién de cada factor a la respuesta, cuanto mds grande, mas afectard a la misma (y viceversa).

Por su parte, el R? se relacionan con la calidad del modelo de regresién: mide el porcentaje
de varianza de la tabla de datos explicada por el modelo. Es decir, en este caso R? = 95.14, por
lo que 95 % de la varianza se explica por las variables que se han seleccionado para el modelo.

En la Figura[I6] puede verse el modelo lineal ajustado.
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Figura 16: Gréfico de regresion del modelo para el % de extraccion de proteinas.

Una vez con el modelo, es posible predecir un valor de la funcién respuesta a partir de una
combinacion de niveles de los factores no ensayada, lo que puede ahorrar mucha experimen-
tacion, asi como predecir el valor mdximo que se podria obtener a partir de la combinacién
optima de los niveles (Tabla[I4)). En este caso, el 6ptimo proporciona un valor tedrico de protei-
na de 23.03 %. A modo de comprobacién, experimentalmente se hicieron por duplicado dichos
puntos no ensayados con las condiciones Optimas, obteniendo un porcentaje de extraccion de
proteinas del 20.23 %, por lo que podemos decir que el modelo construido funciona relativa-

mente bien.
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4.4.5.

Extraccion de carbohidratos

Para carbohidratos, 1a biomasa sigue siendo el factor que mas contribuye al % de extraccion

(con un 83 %), seguida del pretratamiento, el tiempo y la interaccion de la biomasa con el

pretratamiento. Para estudiar los efectos de los niveles de cada factor se realiza una prueba

LSD.

Segtn los factores estudiados el nivel que optimiza la respuesta —en este caso se busca

minimizar la cantidad extraida— serfa el siguiente (resumen en Tabla[I5)):

Tabla 15: Resumen de los niveles 6ptimos para cada factor en % extraccién de carbohidratos.

Factor

Biomasa Pretratamiento DES Ratio B/DES | Temperatura/°C | Tiempo/h | Dis DES /%

Nivel éptimo | Liofilizada purin ‘ US o US + Mortero | ChCl:2Gly o ChCl:2Urea | Cualquiera 35 Cualquiera | Cualquiera

BIOMASA: Existe una diferencia significativa entre ambas biomasas, la que maximiza la

sefal seria la biomasa fresca y la que la minimiza, la liofilizada.

PRETRATAMIENTO: Para el pretratamiento no se han encontrado diferencias significativas
entre el uso de US y US + mortero. En todo caso, con esos pretratamientos se minimizaria
la respuesta y con mortero (inicamente) se maximizaria ya que si que hay diferencias

significativas entre este ultimo y los anteriores.

DES: El que maximiza la respuesta seria de nuevo el ChCl:2EG y para minimizarla

ChCl:2Gly o ChCl:2Urea, entre los que no hay diferencias significativas.
RATIO: No habria ninguna diferencia significativa entre un ratio mayor o menor.
TEMPERATURA: A 25 °C se minimiza la concentracion de carbohidratos extraida.

TIEMPO: Aunque sigue siendo un factor significativo, no hay diferencias significativas

entre los niveles del factor (30 min, 2h o 3h).

DIS. DES: No existe ninguna diferencia significativa entre el uso de DES puro o con

dilucién.

INTERACCION BIOMASA-PRETRATAMIENTO: Al igual que ocurria con el % extraccion
de proteina, la interaccion sale signficativa, pero en este caso si es mas pronunciada (Fi-
gura[I 7). Por su parte, las Figuras y [20]muestran el resto de interacciones conside-

radas para el modelo.
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Figura 17: Gréfico de medias de la interaccién Biomasa-Pretratamiento para % Extraccién de

carbohidratos.
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Figura 18: Gréfico de medias interaccién Ratio-Tiempo para % Extraccién de carbohidratos.
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Figura 19: Gréifico de medias de la interaccién DES-Ratio para % Extraccion de carbohidratos.
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Figura 20: Gréfico de medias de la interaccion Ratio-Dis DES para % Extraccién de carbohi-

dratos.
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Figura 21: Grifico de medias de la interaccioén Ratio-Dis DES para % Extraccién de carbohi-

dratos.

Se volvié a construir un modelo de regresion con el programa Statgraphics, obteniendo los

siguientes resultados para la extraccién de carbohidratos: (fops, Ecuacion :

foms =70.04 —43.25- A—-537-B—-9.23-C+2627-D —8.63-FE N
7
+16.46-G+5.08-AB+391-CD —870-DF —9.25- DG+ 7.61- EF



En este caso R? = 98.02, por lo que el 98 % de la varianza viene explicado por las variables
introducidas en este el modelo; un resultado muy bueno. En la Figura[22]se encuentra la linea del
modelo que mejor se ajusta a los datos experimentales. El valor maximo predicho por el modelo
es de un 64.48 % de extraccion de carbohidratos. Siempre se van a extraer mds carbohidratos
que protefnas. Este no es el resultado que se busca, por lo que hay que encontrar una forma de
que el ratio proteinas/carbohidratos sea lo mds grande posible. En el siguiente apartado se va a

estudiar como maximizarlo.
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Figura 22: Grifico de regresion del modelo para el % de extraccion de carbohidratos.

4.4.6. Ratio proteinas/carbohidratos

Para la ratio de la extraccion de proteinas/carbohidratos, también se determinaron los facto-
res mas significativos y los efectos de cada nivel (Tabla[I3). En este caso la biomasa contribuye
en un 12 %, mientras que el pretratamiento lo hard en un 24 %. Los niveles de cada factor que
nos van a interesan son los que maximicen todo lo posible el ratio. Los resultados obtenidos se

han resumido en la Tabla[16] discutiéndose a continuacion:

Tabla 16: Resumen de los niveles ptimos para cada factor para ratio proteinas/carbohidratos.

Factor Biomasa Pretratamiento DES Ratio B/DES | Temperatura/°C | Tiempo/h Dis DES /%

Nivel éptimo | Liofilizada Purin | US + Mortero | Cualquiera 6:1 35 Cualquiera 50
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= BIOMASA: Existe una diferencia significativa entre ambas biomasas, de nuevo, la que

maximiza la sefial seria la biomasa fresca y la que la minimiza, la liofilizada.

= PRETRATAMIENTO: Para el pretratamiento se han encontrado diferencias significativas
entre la utilizacién del método con US + Mortero —el que maximiza la sefial— y los

otros dos.

= DES: En este caso, se ha concluido que no existen diferencias significativas entre el uso

de un DES y otro.

= RATIO: El ratio mds 6ptimo es el 6:1, entre los otro dos no existe ninguna diferencia

significativa.
= TEMPERATURA: A 35 °C se maximiza el ratio proteinas/carbohidratos.
= TIEMPO: Es posible dejar el experimento cualquier tiempo de los tres
= DIS. DES: El nivel més 6ptimo es el de la dilucién al 50 % (m/m).

= INTERACCION BIOMASA-PRETRATAMIENTO: Al contrario que en los dos casos anterio-
res, no s6lo es mayor la respuesta con la biomasa liofilizada (Figura 23] linea roja), si
no que se observa también como el pretratamiento con mortero unicamente, no es el que

optimiza la respuesta (I7)).
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Figura 23: Grifico de medias de la interaccién Biomasa-Pretratamiento para Ratio Protei-

na/Carbohidratos.
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Siguiendo el mismo procedimiento, se han seleccionado las interacciones mas pronunciadas

para la construccién del modelo de regresion lineal mas adecuado (Figuras [24] 25] [26] y[27)
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Figura 24: Grafico de medias de la interaccién DES-Ratio para Ratio Proteina/Carbohidratos.
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Figura 25: Grafico de medias de la interacciéon Ratio-Tiempo para Ratio Protei-

na/Carbohidratos.
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Figura 26: Grifico de medias de la interaccion Ratio-Dis DES para Ratio Protei-

na/Carbohidratos.
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Figura 27: Gréfico de medias de la interaccién Ratio-Dis DES para Ratio Protei-
na/Carbohidratos.

Desafortunadamente, se obtuvo un R? = 60.11 muy malo. Con estos resultados se puede
afirmar que el modelo en este caso falla, y puede deberse a varios motivos, pero el principal
es que estamos introduciendo dos variables (fp y fons) que son contrapuestas, en el sentido de
que cuando queremos maximizar la extraccion de proteinas necesitamos un conjunto de niveles,
pero para minimizar la de carbohidratos es justo la combinacién opuesta (el caso mds visual es
el del tipo de biomasa, para maximizar carbohidratos necesitamos trabajar con el microalga
liquida pura, mientras que si queremos minimizar la obtencion de carbohidratos debemos virar

a la microalga liofilizada de purin). Es por esto que el modelo no es bueno.

A modo de resumen, se muestran en la Tabla [1'/|los valores tedricos predichos por el mo-
delo, asi como su error estimado (segln la regresion lineal) de las tres variables respuestas

consideradas:

Tabla 17: Valores predichos por los modelos para la extraccién de proteinas, carbohidratos y

su ratio.
Valor tedrico predicho | Error
% Proteina Extraida 23.03 0.51
% Carbohidratos Extraidos 64.48 0.92
Ratio Proteina/Carbohidratos 0.43 1.71

Por dltimo, en las Figuras 28] [29) y [30] se muestran los grificos de medias de todos los

factores respecto a la respuesta media (linea amarilla) segtin la variable respuesta estudiada.
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De este modo, se puede ver graficamente la contribucion de los niveles de cada factor a
la respuesta, siendo la biomasa el factor mds determinante para la extaccion de proteinas y

carbohidratos, mientras que en el caso del ratio, es el tipo de pretratamiento empleado.
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Figura 28: Grafico de medias para el % de extraccion de proteinas.
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Figura 29: Grifico de medias para el % de extraccién de carbohidratos.
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Figura 30: Gréfico de medias para el ratio proteinas/carbohidratos.
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5. Conclusiones

Para finalizar, se resumen las principales conclusiones que se pueden extraer de este trabajo

v Se ha descrito una problemética medioambiental acuciante, y se ha propuesto el uso de
microalgas como una posible solucién: como fuente de proteinas, pero también por su

capacidad para limpiar el agua y proveer de otros biocompuestos de interés.

v' En este sentido, los DESs aparecen como un nuevo tipo de disolvente biodegradable,
que permite extraer proteinas directamente del microalga sin necesidad de usar reactivos

téxicos y sin subproducto.

v" Se ha caracterizado los tipos de biomasa empleadas por medio de diferentes métodos

analiticos descritos en la literatura y/u optimizados en nuestro grupo de investigacion.

v Se realiz6 un screening inicial, resultando que los DESs eran mejores extractantes que
simplemente agua (de otro modo, careceria de sentido utilizarlos). Ademads, se vio que la
combinacion del pretratamiento US+Mortero ofrecia mejoras considerables en el rendi-

miento de extraccion.

v" Se implement6 un disefio de Taguchi L18 para el estudio de siete factores, uno de ellos a
dos niveles (la biomasa) y el resto a tres niveles. Asi mismo, se estudiaron dos respuestas

distintas: el %Extraccion de proteinas y el de carbohidratos, ademads de su ratio.

v' Los datos arrojan que, para la extraccion de proteinas y carbohidratos, el tipo de biomasa
es el factor que més contribuye al aumento/disminucién de la respuesta, siendo la micro-
alga liquida pura con la que se maximizan ambas respuestas, probablemente porque le es

mas fécil al DES penetrar y extraer las proteinas en un medio mas acuoso.

v Por iltimo, se construyeron sendos modelos matematicos que se ajustan a los datos ex-
perimentales para que permita predecir puntos no ensayados. Los modelos para la extrac-
cién de proteinas y carbohidratos funcionan relativamente bien, y de hecho se comprob6
experimentalmente que se obtenian resultados similares para el caso de la proteina. Sin
embargo, para la ratio no conseguimos construir un modelo adecuado, debido a que los
efectos de la extraccion de proteinas y de carbohidratos son contrapuestos de acuerdo a

nuestros intereses (maximizar una a la par que se reduce la otra).
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Para acabar, son evidentes las limitaciones de este trabajo. Por una parte, el disefio L18 no

permite estudiar cuantitativamente todas las posibles interacciones. Ademads, sélo se han proba-

do biomasas en diferente estado de agregacion, pero hubiera sido més interesante aun utilizar

tanto microalga liquida de purin, como microalga liofilizada pura para ver si habia diferencias

debido a su diferente crecimiento y composicién (no se hizo porque no disponiamos de dichas

biomasas en el momento de la experimentacién). Por tltimo, como se ha visto a lo largo del

trabajo, todavia queda mucho margen para seguir investigando estas metodologias de extraccion

de proteinas de microalgas, asi como de la purificacién de las proteinas una vez extraidas (no

tratado en este trabajo). Con lo expuesto anteriormente, a continuacién se proponen diversas

lineas para un trabajo futuro:

o0

Busqueda de otros compuestos (aparte de las proteinas) que puedan ser de interés indus-

trial.

Planificacién de un disefio experimental mds amplio en el que se estudien menos factores,
pero que dé informacién sobre las interacciones, basandose en los resultados obtenidos

enel L18.
Investigar nuevos DES que puedan tener mayor selectividad por las proteinas.
Probar nuevas técnicas como los Aqueous Two-Phase Systems (ATPS) basados en DES.

Caracterizar las proteinas extraidas: tamafio, propiedades reoldgicas, funcionalidades bio-

l6gicas, etcétera.

Probar métodos de purificacién de la proteina de los carbohidratos, una de las técnicas
més empleadas en este aspecto es la cromatografia preparativa, bien usando columnas
C18, de exclusion molecular, o de intercambio i6nico, dependiendo de las caracteristicas

de las proteinas extraidas, para asi obtener fracciones relativamente puras de proteinas.
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A. Apéndices

A.1. Resultados test LSD para el diseiio L18

A.1.1. Extraccién proteinas

MSg 7,947401
gdly 20
o 0,05
oo 2,0860
2 niveles 3 niveles
n; 18 12
LSDritco 1,386 1,698
A L 2 0 33,21061 34,;322 33,:864
I e 1 33,2061 0,0000 1,2261 0,1803
20,340 o.0000 10020 2 34,4322 1,2261 0,0000 1,0458
2 16,3789 34,5920 0,0000
3 33,3864 0,1803 1,0458 0,0000
. . L Ninguna diferencia es significativa
Diferencia significativa entre 1-2
8 30 ;720 41, 32324 29 23204 E z 2 =
> = > 32,2578 34,2749 34,4920
s | arze (RN ooooo JNESRES L s | oo (SN
3 29‘2204 1 ‘2516 1;£ 1120 0 '0000 2 erh oo 0,0000 02171
- — o > : - 3 34,4920 2,2342 0,2171 0,0000
Diferencias significativas entre 1-2 y 2-3 " - PR
Diferencia no significativa entre 1-3 Diferencias significativas entre 1'-:6\}. . jd | grafi
Diferencia no significativa entre MI
¢ 32 51505 35 :980 33 ;662 F 1 2 E
1 32,5605 0,;]000 2,‘6375 0,,}'057 33,7052 33,3168 33,0045
2 35,1980 26375 0,0000 19317 1 33,7052 0,0000 0,2884 0,7004
3 33,2662 0,7057 19317 0,0000 2 33,4168 0,2884 0,0000 0,4120
X . PR 3 33,0048 0,7004 0,4120 0,0000
Diferencias significativas entre 1-2 y 2-3 N - X T
X X o Ninguna diferencia es significativa
Diferencia no significativa entre 1-3
G 1 2 3
34,6031 33,4168 33,0048
1 34,6031 0,0000 1,1863 1,5983
2 33,4168 1,1863 0,0000 0,4120
5 33,0048 1,5983 0,4120 0,0000

Ninguna diferencia es significativa

Figura 31: Resultados LSD del %Extraccién de carbohidratos.

50




A.1.2. Extraccion carbohidratos

MSg 0,002691
gdly 20
o 0,05
tertiicn 2,0860
2 niveles 3 niveles
n, 18 12
LSDeien 0,036 0,044
A 1 2 5 1 2 3
0,4285 0,4859 0,4246 0,4963 0,4508
il 0,4285 0,0000 0,0573 1 0,4246 0,0000 0,0717 0,0262
2 0,4859 0,0573 0,0000 2 0,4963 0,0717 0,0000 0,0455
3 0,4508 0,0262 0,0455 0,0000
Diferencia significativa entre 1-2 Diferencias significativas entre 1-2 y 2-3
Diferencia no significativa entre 1-3
B L 2 2 : 1 2 3
0,4513 0,4100 0,5104 0,4586 0,4863 0,4268
4 YL 0,0000 0,0413 ST 1 0,4586 0,0000 0,0277 00318
2 0,4100 0,0413 0,0000 0,1004 2 0,4863 0,0277 0,0000 0,0595
3 0,5104 0,0591 0,1004 0,0000 3 0,4268 0,0318 0,0595 0,0000
Diferencias significativas entre todos los niveles Diferencias significativas entre 2-3

Diferencia no significativa entre 1-2 y 1-3

n 1 2 3 F 1 2 3
0,4603 0,4392 0,4722 90,4401 04313 0,4586
LT own osom | o gom | | | o | om  owo | oo
2) 0,4392 0,0211 0,0000 0,0330 3 0:4586 0:0185 0:0272 0:0000
3 0,4722 0,0119 0,0330 0,0000 Ninguna diferencia es significativa

G 1 2 3

0,4817 0,4313 0,4586
1 0,4817 0,0000 0,0504 0,0232
2 0,4313 0,0504 0,0000 0,0272
3 0,4586 0,0232 0,0272 0,0000

Diferencias significativas entre 1-2
Diferencia no significativa entre 1-3 y 2-3

Figura 32: Resultados LSD atendiendo a la ratio de extraccion de proteinas respecto a la de

carbohidratos.
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A.1.3. Ratio

M5Sp 1.184299
gdly 20
o 0.05
eritico 2.0860
2 niveles 3 niveles
[ 18 12
[LSDaitico 0.757 0.027
D 1 2 3
A 1 2 13.6970 16.0917 14.0540
21.3120 7.9165 1 13.6970 0.0000 2.3946 0.3569
1 ‘ 21.3120 0.0000 1285905 2 16.0917 2.3946 0.0000 2.0377
2 ‘ 7.9165 13.3955 0.0000 3 14.0540 0.3569 2.0377 0.0000
Diferencias significativas entre 1-2 y 2-3
Diferencia significativa entre 1-2 Diferencia no significativa entre 1-3
s 1 2 3 £ 1 2 3
13.7911 15.8402 14.2114 13.7601 15.4357 14.6468
1 13.7911 0.0000 2.0491 0.4203 1 13.7601 0.0000 1.6756 0.8867
2 15.8402 2.0491 0.0000 1.6289 2 15.4357 1.6756 0.0000 0.7889
3 14.2114 0.4203 1.6289 0.0000 3 14.6468 0.8867 0.7889 0.0000
Diferencias significativas entre 1-2 y 2-3 Todas las diferencias son significativas
Diferencia no significativa entre 1-3
c 1 2 3 e 1 2 3
14.2101 15.4007 14.2318 13.9364 13.9717 14.3704
1 14.2101 0.0000 1.1906 0.0217 1 13.9364 0.0000 0.0353 0.4340
2 15.4007 1.1906 0.0000 1.1689 2 13.9717 0.0353 0.0000 0.3987
3 14.2318 0.0217 1.1689 0.0000 3 14.3704 0.4340 0.3987 0.0000
Diferencias significativas entre 1-2 y 2-3 Ninguna diferencia es significativa
Diferencia no significativa entre 1-3
1 2 3
15.5006 13.9717 14.3704
1 15.5006 0.0000 1.5289 1.1301
2 13.9717 1.5289 0.0000 0.3987
3 14.3704 1.1301 0.3987 0.0000

Diferencias significativas entre 1-2 y 1-3
Diferencia no significativa entre 2-3

Figura 33: Resultados LSD del %Extraccién de proteinas.
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