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RESUMEN

Las microalgas son una prometedora fuente para la produccion sostenible de una
gran variedad de componentes como pigmentos que pueden ser utilizados como
colorantes naturales y antioxidantes en la industria alimentaria, farmacéutica o cosmética.
Arthrospira platensis es una microalga verde azulada que se caracteriza por la produccion
de ficocianina, una proteina fluorescente de color azul, y de otros pigmentos como la
clorofila Ay B y carotenoides. Estos metabolitos producidos por A. platensis se localizan
en el espacio intracelular por lo que la extraccion de estos componentes con unos
rendimientos elevados sin provocar su degradacion ni la de las estructuras celulares y
reduciendo o evitando el uso de solventes organicos suponen uno de los principales retos
de la produccidn de estos compuestos a partir de esta microalga.

El objetivo de esta investigacion fue investigar el potencial de los pulsos eléctricos
de alto voltaje (PEAV), las altas presiones hidrostaticas (APH) y la homogeneizacion por
alta presion (HAP) para mejorar la extraccion de ficocianina, carotenoides y clorofila A
y B de A. platensis.

Tras los tratamientos de PEAV, la ficocianina comenzoé a extraerse a partir de los
150 minutos. El tratamiento de PEAV maés intenso aplicado (25 kV/cm, 150 ps) aumentd
40 veces la cantidad de ficocianina extraida respecto a los tratamientos menos intensos.
Un aumento de la temperatura de aplicacion de los tratamientos de PEAV de 25 a 40 °C
incremento la cantidad de ficocianina extraida un 20%. Los tratamientos por APH y HAP
aceleraron la extraccion de ficocianina. Se observo que las méaximas cantidades de
ficocianina extraida se obtenian tras 30 minutos de aplicar estos tratamientos. La
cantiadad total de ficocianian extraida tras aplicar los tratamientos de APH y HAP era del
mismo orden que la obtenida al aplicar el tratamiento de PEAV, sin embargo la pureza
del extracto obtenido fue menor. Mientras que la pureza del extracto obtenido al aplicar
un tratamiento de PEAV era de 0,51, en el caso de aplicar un tratamiento de APH Y HAP
la pureza era de s6lo 0,14 y 0,21, respectivamente. Esta menor pureza probablemente fue
debido a que mientras que el tratamiento de PEAV mantenia la estrucura celular, los otros
provocaban una completa destruccion de los microorganismos.

Las tecnologias investigadas no mejoraron la extraccion de clorofilas Ay B 'y

carotenoides utilizando etanol como medio de extraccion.



ABSTRACT

Microalgae are a promising source for the sustainable production of a variety of
components such as pigments which can be used as natural antioxidants and colorants in
food, pharmaceutical or cosmetic industry. Arthrospira platensis is a blue-green
microalgae characterized by producing phycocyanin, a blue fluorescent protein, and other
pigments such as chlorophyll A and B and carotenoids. These metabolites produced by
A. platensis are located in the intracellular space, so the extraction of these components
with high yields, without causing their degradation or that of cell structures and reducing
or avoiding the use of organic solvents represent the major challenges of producing these
compounds from this microalga.

The objective of this research was to investigate the potential of pulsed electric
fields (PEF), high hydrostatic pressure (HHP) and high pressure homogenization (HPH)
to improve the extraction of phycocyanin, carotenoids and chlorophyll A and B from A.
platensis.

After application of PEF treatments, phyocyanin began to be extracted after 150
minutes of incubation. The highest PEF treatment applied (25 kV / cm, 150 ps) increased
the amount of extracted phycocyanin40 times as compared to the least intense treatments.
The increment of the temperature pf application of PEF treatments from 25 to 40 °C
increased the amount of extracted phyocyanin 20%. HHP and HPH treatments facilitate
phycocyanin extraction. It was observed that the maximum amount of phycocyanin
extracted were obtained after 30 minutes of applying these treatments. The total amount
of phycocyanin extracted after HHP and HPH treatments was similar as that obtained by
applying the PEF treatment, however the extract purity was lower. While the extract
purity obtained by applying a PEF treatment was 0.51, in the case of applying HHP and
HPH treatments extract purity was only 0.14 and 0.21 respectively. This lower purity was
probably because while PEF treatment maintained cell structure, the others treatments
caused a complete destruction of the microorganisms.

Techiques investigated did not improve the extraction of chlorophyll A and B and

carotenoids using ethanol as extraction medium.



1.- INTRODUCCION

1.1 MICROALGAS
Las microalgas son organismos unicelulares que combinan propiedades tipicas de

las plantas superiores, como su capacidad para realizar la fotosintesis y unos
requerimientos nutricionales simples con interesantes caracteristicas biotecnoldgicas
propias de los microrganismos como su elevada velocidad de crecimiento y su
capacidad para acumular distintos metabolitos de interés (Guedes et al., 2011).

El término microalga incluye microorganismos procariotas y eucariotas (Guiry y
Guiry, 2012). Dentro de esta amplia denominacidn, podemos encontrar principalmente
dos grandes grupos: las microalgas propiamente dichas y las cianobacterias.

Las microalgas son organismos eucariotas con ndcleo y organelas diferenciadas
para la fotosintesis y la respiracion celular en las que las membranas tilacoides se
encuentran dentro del cloroplasto. Los pigmentos de los fotosistemas son las clorofilas
Ay B, ¢l a- y B-caroteno y muchos tipos de xantofilas. Algunas contienen ademas
ficobiliproteinas como ficoeritrina y ficocianina, pero en este caso, en los tilacoides del
cloroplasto. Las microalgas pueden almacenar carbohidratos (como el almidon) en el
interior de los organulos, pero en algunos casos esa reserva puede ser en forma de
lipidos haciendo a estas especies muy preciadas. La mayoria tienen paredes de celulosa
junto con otros polisacaridos y proteinas que las hacen muy resistentes a ataques
quimicos y fisicos. A pesar de tratarse de organismos unicelulares, algunas especies son
capaces de asociarse en colonias relativamente organizadas (Pulz y Gross, 2004;
Janssen, 2011).

Las cianobacterias conocidas también como algas verde-azuladas son
organismos procariotas sin membrana alrededor del nucleo. Se encuentran en
practicamente todos los tipos de ecosistemas y la mayoria son autotrofas obligadas. Las
diferentes especies de cianobacterias pueden crecer en un gran rango de temperaturas en
formas unicelulares o formando colonias o filamentos. Algunas especies pueden incluso
ajustar su flotabilidad con vesiculas de gas especial y otras excretan polisacaridos para
formar agregados flotantes. Al carecer de cloroplastos, su maquinaria fotosintética se
encuentra en las membranas tilacoides distribuidas periféricamente en el citoplasma.
Estas membranas estan llenas de ficobilisomas, conjuntos de proteinas que contienen
pigmentos como la ficocianina dando a este grupo su color caracteristico. El sistema

fotosintético de las cianobacterias también contiene clorofila a, f-caroteno y varias
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xantofilas y los carbohidratos se almacenan en la forma de glucogeno. Los
microroganismos del género Arthrospira conocido también como Spirulina representan

un ejemplo tipico de cianobacterias.

1.2 ARTHROSPIRA PLATENSIS
A. platensis es una cianobacteria planctonica que forma grandes poblaciones en
aguas tropicales y subtropicales caracterizadas por su elevado pH (superior a 11) y sus

altos niveles de carbonato y bicarbonato (Durand-Chastel, 1980).
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Figura 1.- Imagen al microscopio o6ptico de Arthrospira platensis
(http://holistikhealth.com/superfoods/spirulina/)

Se trata de cianobacterias filamentosas cuyos filamentos se disponen en tricomas
cilindricos multicelulares en una hélice abierta a la izquierda a lo largo de toda su
longitud (Fig. 1). Los filamentos o tricomas azul-verdosos estan constituidos por células
vegetativas que se reproducen por fisién binaria y estan envueltos por una vaina delgada
con constricciones ligeramente pronunciadas en las paredes transversales. La anchura de
los tricomas, compuestos por células de mayor anchura que longitud, varia de 6 a 12
pm.

La organizacién celular de A. platensis es tipica de los organismo procariotas,
desprovistas de nucleo delimitado y sin plastidos (organelas propias de las plantas y las
algas) y su envoltura celular es similar a la de las bacterias gram negativas. La pared
celular tiene un grosor entre 40 y 60 nm y al microscopio se observa como una
estructura multicapa con una parte electrodensa que corresponde al peptidoglicano. Las
paredes transversales que dividen regularmente al tricoma estan formadas por
crecimientos centripetos y extensiones hacia el interior celular tanto del peptidoglicano
como de la capa mas interna de la pared celular, por lo que las paredes transversales
tienen una estructura triple. Justo debajo de la pared celular estd la membrana

plasmatica, rodeando el citoplasma que contiene las inclusiones tipicas de las
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cianobacterias (Stolz, 1991). La region periférica de la célula tiene un citoplasma poco
electrodenso ocupado mayoritariamente por granulos de poliglicanos y vacuolas de gas.
También hay pequefios granulos osmiofilicos, fibrillas y gotas de lipidos. Los tilacoides,
formados por dos membranas adyacentes unidas, se disponen paralelamente a la pared
longitudinal. Las membranas tilacoides estan dispuestas en paralelo y tienen asociados
ficobilisomas. Las ficobiliproteinas estdn ensambladas dentro de los ficobilisomas que
estan unidas en formaciones regulares a la superficie externa de la membrana tilacoide.
Las ficobiliproteinas son los pigmentos mas importantes responsables de la captacion de
la luz en cianobacterias y algas rojas (Sarada et al.,1999). Las areas del citoplasma
menos electrodensas se encuentran libres de tilacoides y en ellas se disponen los
ribosomas y el ADN.

La tabla 1 muestra la composicion quimica de A. platensis. Se trata de una
cianobacteria con un alto contenido en proteinas ricas en aminoacidos esenciales
(Richmond, 1988). Hay que destacar también en su composicion la presencia de acidos
grasos poliinsaturados entre los que destacan los &cidos grasos omega-3 y la presencia
de distintos pigmentos, ademas de la clorofila, como los carotenoides y la ficocianina
(Sassano, 1999).

Tabla 1.- Composicion quimica y contenido en clorofila de A. platensis a 3 dias de
in6culo (Pelizer et al., 2002)

Componentes %
Proteinas 63,2
Lipidos 14,2
Minerales 7,2
Fibra 3,8
Humedad 4,6
Carbohidratos 7
Clorofilas (mg/g e.s.) 12,2

1.3 APROVECHAMIENTO DE LAS MICROALGAS

En los ultimos 30 afios, la industria biotecnoldgica de microalgas ha crecido y se
ha diversificado de manera significativa. En 2006, el mercado mundial de la biomasa de
microalgas produjo alrededor de 5.000 toneladas de biomasa seca y gener0 una
facturacion de aproximadamente 1.250 millones de euros (Spolaore et al., 2006). Segln
un proyecto cofinanciado por la empresa Algaemax y la U.E. en 2012, la produccion
mundial de microalgas era de alrededor de 7.000 toneladas anuales de biomasa seca y el
mercado global de las microalgas estaba comprendido entre 3.000 y 5.000 millones de



euros, con un alto nivel de participacion de las PYME. De este total, el sector de
alimentos saludables alcanz6 los 1.500 millones de euros.

El interés por las microalgas comenzo para dar respuesta a la futura posible falta
de proteinas para alimentar a la poblacion mundial. Posteriormente, debido al
agotamiento de los yacimientos de petréleo y al deseo de los paises de tener
independencia energética, los estudios sobre la produccion de microalgas se centraron
en su uso para la obtencion de biocombustibles. Sin embargo, en la actualidad, se ha
demostrado que por el momento la obtencion de biodiesel a partir de las microalgas no
resulta una opcion rentable debido a los altos costes de produccion. En la actualidad, el
interées de los consumidores por los alimentos funcionales ha abierto una nueva
aplicacion de las microalgas para la obtencion de productos biol6gicamente activos con
importantes beneficios para la salud (Gouveia et al., 2007). Estos microorganismos
constituyen una prometedora fuente para la obtencién de compuestos de elevado valor
como pigmentos y acidos grasos insaturados, los cuales presentan multitud de
aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética (Plaza et al., 2009).
Ademas de la clorofila, las microalgas producen distintos tipos de pigmentos como
carotenoides (B-caroteno, luteina, astaxantina) o ficobiliproteinas (ficocianina,
ficoeritrina) (Milledge, 2011; Skjanes et al., 2013). Estos pigmentos pueden utilizarse
como colorantes de origen natural y presentan importantes propiedades beneficiosas
para la salud debido a su elevada capacidad antioxidante y a que algunos carotenoides
producidos por las algas funcionan como provitamina A. Por otro lado, las microalgas
son una interesante fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga que actdan
reduciendo los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre, previenen la artritis y
determinadas enfermedades cardiovasculares y de la piel.

A continuacion se describen con mas detalle las caracteristicas de los dos
compuestos que se han investigado en este estudio: los carotenoides y la ficobiliproteina

ficocianina.

1.3.1 Carotenoides

Los carotenoides constituyen uno de los grupos de pigmentos mas ampliamente
distribuidos en la naturaleza. Los colores de estos pigmentos varian desde amarillo a
rojo, y algunos de los ejemplos mas conocidos son el licopeno que proporciona el color

rojo al tomate, la zeaxantina que le da el color amarillo al maiz, el B-caroteno que
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proporciona el caracteristico naranja a las zanahorias y la astaxantina que otorga el
conocido color rosa al salman.

En los organismos fotosintéticos, los carotenoides actian como pigmentos
auxiliares en la captacion de energia luminica, son componentes estructurales del
fotosistema y regulan la disipacion del exceso de energia luminica eliminando las
especies reactivas del oxigeno (ROS) (Frank y Cogdell, 1996).

La capacidad antioxidante de los carotenoides junto con su color, resultan
propiedades muy atractivas para su uso tanto en la industria alimentaria, como
cosmética y farmacéutica (Del Campo et al., 2007; Yuan et al., 2011; Christaki et al.,
2013).

El mercado de carotenoides en 2010 se situd en los 1.200 millones de dolares y se
espera que alcance los 1.400 millones de dolares en el 2018 con un crecimiento del
2,3% (BCC, 2011). Hasta ahora, la mayoria de los carotenoides se obtenian
sintéticamente; sin embargo, la creciente preocupacion de los consumidores por los
aditivos sintéticos ha provocado una progresiva demanda de carotenoides de origen
natural.

Las microalgas podrian resultar una buena fuente de estos pigmentos. Un claro
ejemplo de la produccion de carotenoides a partir de microalgas es la produccién de
luteina (Fernandez-Sevilla et al., 2010). Este carotenoide ha generado especial interés en
los ultimos afios debido a estudios que demuestran que una ingesta adecuada de luteina
podria prevenir o reducir los efectos de enfermedades degenerativas relacionadas con la
edad, como la degeneracién macular, las cataratas o algunas enfermedades de la piel.
Sus efectos se deben a que es el Unico carotenoide que se absorbe en el torrente
sanguineo tras su ingestion y se acumula en la retina, ejerciendo un papel protector por
su capacidad para filtrar la luz azul y actuar como antioxidante frente a los ROS.

La produccion de [B-caroteno a partir de microalgas también estd ganando
importancia a nivel industrial. E1 p-caroteno es la mayor fuente de vitamina A y es
ampliamente utilizado como colorante alimentario. Ademas, como el resto de
carotenoides tiene un potente efecto antioxidante por lo que puede prevenir los efectos
de los radicales libres implicados en el cancer gastrointestinal, la artritis, o el
envejecimiento prematuro debido a la luz UV (Miyashita, 2009). EI mercado mundial
de este carotenoide se estima que sobrepasara los 280 millones en 2015. La mayor parte
del B-caroteno comercializado se obtiene por sintesis quimica a partir del B-ionone

(Ribeiro et al., 2011). Alternativamente, el [-caroteno se puede producir
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biotecnolégicamente a partir de hongos, levaduras, bacterias, microalgas o extraccion
del aceite de palma. La obtencion de p-caroteno a partir de microalgas es el principal
procedimiento para la produccion natural de B-caroteno. Este carotenoide puede ser
obtenido principalmente de Dunaliella spp que puede contener hasta 140 g/kg de peso
seco o de A. platensis que contiene hasta 296 mg/kg (Metting, 1996; Del Campo et al.,
2007).

1.3.2 Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas son proteinas hidrosolubles con brillantes colores y con una
elevada fluorescencia que forman parte del complejo fotosintético de las cianobacterias
y algas rojas (Glazer, 1994). Segun su color, se clasifican en ficoeritrina (roja) y
ficocianina (azul) (Fig. 2).

La fluorescencia natural que presentan esas proteinas ha provocado que se utilicen
en diagndstico clinico y para investigacion. Actualmente, las ficobiliproteinas se
emplean como fluorocromos en citometria de flujo, histoquimica y anélisis
inmunoldgicos ya que poseen un amplio espectro de emision y una elevada

fluorescencia (Kronick, 1986; Glazer y Stryer, 1990).

Figura 2.- Solucion de ficoeritrina (izquierda) y ficocianina (derecha) (imagen obtenida
de Cai et al., 2012)

1.4 EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS DE INTERES DE LAS
MICROALGAS

A pesar de los mdltiples estudios que reflejan posibles beneficios de la

incorporacion de productos obtenidos de las microalgas en la dieta, hoy en dia, la forma



mas habitual de incorporar las microalgas en la dieta sigue siendo en forma de tabletas,
capsulas o en polvo (Molina-Grima et al., 2003) (Fig. 3). Durante las Gltimas décadas,
las microalgas han sido utilizadas casi exclusivamente en el mercado alimentario y
aproximadamente un 75 % de la produccion anual se emplea para la elaboracion de
estos formatos (Pulz y Gross, 2004). La incorporacion de microalgas como ingrediente
en la formulacion de alimentos tradicionales, posee varios inconvenientes como el
intenso color verde, el sabor y el olor a pescado y su consistencia pulverulenta (Becker,
2007). Por lo tanto, para poder incorporar estos compuestos en las formulaciones
alimentarias, una de las principales estrategias es la extraccion de los mismos (Gantar y
Svircev, 2008).

.

Figura 3. Arthrospira deshidratada y en tabletas

(http://holistikhealth.com/superfoods/spirulina/

La obtencion de los componentes de las microalgas requiere su cultivo, la
recuperacion de la biomasa, la extraccion de los componentes y su posterior
purificacién. La viabilidad comercial de la obtencién de compuestos de interés a partir
de las microalgas depende de los costes derivados de todas estas etapas. La extraccion y
posterior purificacion de los metabolitos pueden resultar mas costosas que el propio
cultivo. Un estudio realizado para estimar los costes de la produccion del acido graso
eicosapentanoico a partir de la microalga Phaeodactylum tricornutum puso de relieve
que el 60% de los costes de produccién procedian de los procesos de extraccion y
purificacion de dicho acido graso (Molina Grima et al., 2003). Por ello, se requiere
optimizar estos procesos para que la obtencién de compuestos de interés a partir de las
microalgas sea econOmicamente viable. Por lo tanto, las estrategias que se estan
investigando en los Gltimos afios para poder utilizar las microalgas como fuente de
recursos se basan en una reduccion de la energia implicada en el proceso, optimizando
desde la eleccidn del microorganismo, su cultivo y la recuperacion de la biomasa hasta

la obtencion y purificacion del metabolito.



La extraccion de los componentes de interés producidos por las microalgas sin
provocar su degradacion y sin contaminar el extracto con otros compuestos es uno de
los principales retos para poder utilizar estos componentes en distintos sectores
industriales. Aunque para algunas aplicaciones pueden utilizarse directamente las
microalgas deshidratadas, es conocido que la bioaccesibilidad de los valiosos
componentes que producen es mayor una vez extraidos (Fernadndez-Sevilla et al., 2010).
La presencia en la mayoria de las especies de microalgas de una pared celular, pero
especialmente de una membrana citoplasmatica que actia como wuna barrera
semipermeable influencia, en gran medida, la extraccion de los compuestos de su
interior. Se estima que el coeficiente de difusion de un soluto de bajo peso molecular en
una membrana es alrededor de un millén de veces inferior que en el solvente adyacente
(Nobel, 1999).

Generalmente, en la actualidad la extraccion de los componentes de interés
producidos por las microalgas se realiza tras la deshidratacion de la biomasa utilizando
solventes organicos o agua dependiendo de la polaridad de los compuestos que se quiere
extraer. Aunque a escala de laboratorio el proceso habitualmente utilizado para la
deshidratacion de la biomasa es la liofilizacién, a escala industrial resulta un proceso
muy costoso por lo que se suele utilizar la deshidratacion por atomizacion. El secado de
la biomasa de las algas por atomizacion requiere un consumo energético elevado y
puede causar la pérdida de alguno de los componentes de interés por oxidacion.
Actualmente, la recuperacion y la deshidratacion de la biomasa supone
aproximadamente un 20-30 % de los costes de produccion (Molina-Grima et al., 2003).
Con objeto de mejorar el rendimiento del proceso de extraccion, la biomasa
deshidratada se suele romper mecanicamente utilizando distintas técnicas como los
molinos de bolas, los ultrasonidos u homogeneizadores a alta presion. Estas técnicas,
aunque se muestran eficaces para destruir la estructura de las microalgas deshidratadas
presentan el inconveniente de que su accion es inespecifica provocando la liberacion no
solo del producto de interés sino de restos celulares e impurezas que contaminan el
extracto dificultando la posterior purificacion. Otros inconvenientes de estas técnicas de
destruccion de la biomasa seca es que algunas de ellas como los molinos de bolas no se
pueden aplicar en flujo continuo y otras como los ultrasonidos requieren elevados
CONSUMOS energeéticos.

Debido a los problemas derivados de la extraccion de los componentes de las

microalgas a partir de la biomasa seca, una estrategia para reducir los costes, evitar

8



pérdidas de componentes por oxidacion y obtener extractos con una mayor pureza
podria ser la extraccion de estos componentes a partir de la biomasa humeda. La
permeabilizacion o destruccion de las envolturas celulares de las microalgas sin
deshidratar permitiria acelerar el proceso de extraccion y mejorar su rendimiento. Para
ello, se podria utilizar alguna de las nuevas técnicas no-térmicas de procesado que se
estan investigando en la actualidad en la industria alimentaria como los pulsos eléctricos
de alto voltaje, las altas presiones hidrostaticas o la homogeneizacién por altas

presiones.

1.5 NUEVAS TECNOLOGIAS PARA FAVORECER LA EXTRACCION DE
COMPUESTOS INTRACELULARES

1.5.1 Pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV)

Los pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV) es una nueva tecnologia de
procesado que consiste en la aplicacion intermitente de un voltaje de alta intensidad y
muy corta duracion entre dos electrodos (Barbosa-Canovas et al., 2001). El voltaje
aplicado genera un campo eléctrico cuya intensidad depende tanto del propio voltaje
como de la separacion entre los electrodos. Estos campos eléctricos producen un
fenomeno denominado electroporacion que consiste en el incremento de la
permeabilidad de las membranas celulares al paso de iones y macromoléculas.
Dependiendo de los pardmetros de aplicacion de los tratamientos la electroporacion
puede ser reversible manteniéndose la viabilidad de las células o irreversible.

Insercion de protenas
en b membrana
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. ‘ .
ELECTROPORACION | o . | Extraccién de molécubs 8y
REVERSIBLE . -4

ELECTROPORACION . * | Muerteceluar
E IRREVERSIBLE . * | Extraccién de moléculs
| @ )| ~,
P —— f + * |\ Introduccién de moléculas )
d { . . mpﬁasybdm’w&sa | ’ ' ;:;%T;‘:r:u-)
u molkculas grandes . il
SR o . ):L

Figura 4.- Esquema que muestra la creacion de un campo eléctrico entre dos electrodos y
las aplicaciones del fendmeno de electroporacion (Rebersek y Miklavcic, 2010)

La electroporacion reversible es una técnica de uso habitual en el campo de la
ingenieria genética para la introduccién de DNA, plasmidos u otros componentes en el
interior celular. Mas recientemente se estd utilizando como una herramienta en

aplicaciones clinicas (electroquimioterapia) para el tratamiento de células tumorales “in



vivo” con objeto de facilitar la entrada de compuestos anticancerigenos en su interior
(Kotnik et al., 2013). En la industria alimentaria, las aplicaciones de esta tecnologia
estan basadas en la electroporacion irreversible. Este tipo de electroporacion provoca la
inactivacion de las células vegetativas de los microorganismos permitiendo la
pasteurizacion no térmica de alimentos sensibles al calor (Saldafia et al., 2013) o la
permeabilizacion permanente de células eucariotas de tejidos vegetales favoreciendo la
transferencia de masa en la extraccion de distintos componentes intracelulares de interés
(Puértolas et al., 2012). Aunque la aplicacion de esta tecnologia para mejorar la
velocidad de transferencia de masa y el rendimiento en la extraccion de diferentes
componentes de interés (sacarosa, polifenoles, betanina, carotenoides, etc.) de matrices
vegetales ha sido ampliamente investigado, apenas se ha estudiado el potencial de los
PEAV para la extraccion de componentes intracelulares de interés producidos por

células microbianas como las microalgas.

1.5.1.1 Mecanismo de accion

Desde que se descubrio el fendmeno de la electroporacion, se han propuesto
diversas teorias con el objetivo de explicar el mecanismo por el cual la aplicacion de un
campo eléctrico externo provoca un aumento de la permeabilidad de las membranas
celulares. Una de las primeras teorias propuestas es la denominada “ruptura dieléctrica
de la membrana celular” (Zimmermann 1974). Segln esta teoria, la aplicacion de un
campo eléctrico externo produciria un acumulo de cargas de signo opuesto a ambos
lados de la membrana celular. Las fuerzas electrostaticas entre estas cargas de signos
opuestos comprimirian la membrana bajo la accion de un campo eléctrico. Si estas
fuerzas son suficientemente intensas, se produciria la aparicion de poros en las
membranas.

Sin embargo, en la actualidad, la teoria mas aceptada para explicar el fenémeno de
electroporacion es la formacion de poros hidrofilicos. Esta teoria considera que en
condiciones normales, en ausencia de un campo eléctrico externo, se producen en las
membranas la formacion y cierre de poros hidrofilicos de tamafio muy pequefio (< 1
nm) y de una vida media inferior a 1 nanosegundo como consecuencia de fluctuaciones
térmicas y mecanicas. La formacion de estos poros se apoya en el hecho de que se ha
observado que el agua y algunos iones penetran a través de las membranas a una
velocidad demasiado elevada para tratarse de un fendémeno de difusién a través de una

bicapa lipidica intacta. Segun estas teorias, el potencial transmembrana provocado por
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la aplicacion del campo eléctrico externo disminuye la energia que se requiere para la
formacion de estos poros hidrofilicos que se forman espontaneamente favoreciendo la
formacion de un mayor ndmero de poros y mas estables, es decir, que permanecen
abiertos durante mas tiempo (Weaver y Chizmadzhev, 1996). En opinién de algunos
autores (Tsong, 1991), los canales proteicos que participan en el transporte de sustancias
a traves de las membranas también pueden ser responsables por el incremento de su
permeabilidad cuando se exponen a la accion de un campo eléctrico externo. Algunos
sistemas de transporte activo requieren la existencia de un potencial transmembrana
inferior al potencial transmembrana critico que se requiere para que se inicie la
electroporacion. Por lo tanto, la aplicacion de un tratamiento de PEAV deberia provocar
la apertura de estos canales proteicos. Una vez abiertos estos canales, el paso de
corriente eléctrica podria provocar su desnaturalizacion irreversible al aumentar la

temperatura por efecto Joule o por el propio efecto de la corriente eléctrica.

1.5.1.2. Parametros del tratamiento

Los principales parametros de tratamiento que determinan la eficacia de los PEAV
son: la intensidad del campo eléctrico, el tiempo de tratamiento, la temperatura y la
energia especifica.

La intensidad del campo eléctrico se define como la diferencia de potencial (V)
existente entre dos electrodos donde se coloca el material, dividido por la distancia que
los separa. Existe un campo eléctrico critico para que se produzca la electroporacién de
las membranas; una vez superado dicho valor, un incremento del campo se asocia con
un aumento de la eficacia del proceso. Sin embargo se ha constatado que por encima de
un determinado valor este aumento no provoca una mejora sustancial en la eficacia del
tratamiento.

El tiempo de tratamiento se corresponde con el niumero de pulsos aplicados
multiplicado por la anchura del pulso. Generalmente se utilizan pulsos de una duracion
entre 1 y 20 us y el nimero total de pulsos aplicados no suele ser superior a los 100 por
lo que el tiempo efectivo de tratamiento es muy pequefio.

Otro parametro importante de procesado es la temperatura a la que se aplica el
tratamiento. Se ha observado que al aumentar la temperatura se consigue una mayor
electroporacion de las membranas celulares. Este efecto se ha asociado al hecho de que
el incremento de la fluidez de la membrana al aumentar la temperatura favorece su

electroporacion.
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Finalmente, la energia especifica es un parametro de procesado que indica el
gasto energético por masa de producto requerido para generar los campos eléctricos de
alto voltaje responsables de la electroporacion de las membranas. Ademas de depender
del voltaje aplicado y del nimero de pulsos, esta condicionado por la resistencia de la
camara de tratamiento que a su vez es funcion de sus dimensiones y de la conductividad
eléctrica del medio de tratamiento. Este parametro permite estimar el coste energético
de los tratamientos y compararlo con otras tecnologias de procesado.

1.5.2 Altas presiones hidrostaticas (APH)

El procesado por APH consiste en someter a un producto a presiones hidrostaticas
comprendidas entre 100 y 900 MPa durante periodos de tiempo que generalmente se
encuentran entre 1 y 30 minutos.

A pesar de ser considerada una nueva tecnologia de procesado de los alimentos,
que se empez6 a utilizar comercialmente a principios de los noventa, la idea de su
utilizacion tiene més de un siglo. Actualmente, su principal aplicacion es prolongar la
vida util de los alimentos y garantizar su seguridad microbioldgica debido a que estos
tratamientos provocan la inactivacion tanto de microorganismos patdégenos como
alterantes. Sin embrago, en los Gltimos afios, se han propuesto otras aplicaciones como
la aceleracion de procesos de difusion de solutos, la mejorara de los procesos de
congelacion-descongelacion o la modificacion de la textura de los alimentos debido a
los cambios que provocan fundamentalmente en las proteinas y otras macromoléculas

como el almiddn (San Martin et al., 2002).
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Figura 5.-Diagrama esquematico de un sistema de extraccién de altas presiones (Huang
etal., 2011)

12



El equipo para la aplicacion de altas presiones consta de una camara cilindrica de
tratamiento de acero inoxidable; un fluido para transmitir la presion —habitualmente
agua, o mezclas que incluyen diferentes aceites y/o glicoles- y un sistema de generacion
de las altas presiones constituido por un conjunto de bombas e intensificadores de
presion.

El tratamiento por APH es generalmente un proceso discontinuo por lotes. El
producto se introduce envasado en la cdmara, se bombea el fluido de compresion hasta
alcanzar la presion de tratamiento y se cierran las valvulas durante el periodo de tiempo
deseado. Una vez que el producto ha recibido el tratamiento, se abren las valvulas y se
extrae. En el caso de que se procesen alimentos liquidos como una suspensién de
microalgas, el propio producto podia actuar como fluido de compresion, optimizando de
esta manera el volumen de tratamiento. Una de las ventajas de la aplicacion de APH es
que todo el producto se somete a la misma presion durante exactamente el mismo
tiempo, a diferencia de lo que ocurre con otras tecnologias, como el calor, en la que se

establecen gradientes de intensidad.

1.5.2.1. Mecanismo de accion

Se considera que los tratamientos por altas presiones hidrostaticas, al igual que el
calor, ejercen su efecto simultaneamente sobre diversos componentes de las células
como las envolturas celulares, el ADN, los ribosomas, el ARN, proteinas y enzimas.

Por lo que respecta al uso de esta tecnologia para facilitar la posterior extraccion
de componentes intracelulares de interés de las microalgas es importante su efecto sobre
las envolturas celulares. La membrana citoplasméatica es una de las principales
estructuras afectadas por estos tratamientos (Pagan y Mackey, 2000; Mafias y Mackey,
2004). Se han descrito tanto alteraciones a nivel estructural detectadas mediante técnicas
de microscopia, como pérdidas de la permeabilidad selectiva y de determinadas
funciones asociadas a la membrana, tras la aplicacion de APH.

Las altas presiones hidrostaticas podrian provocar que la bicapa lipidica de la
membrana citoplasmatica pasara de estado liquido cristalino a gel, lo que podria
conducir a la formacion de poros o rupturas en la misma (Mackey y Mafias, 2008).
Como consecuencia de estos cambios en la membrana provocados por las altas
presiones hidrostaticas se ha observado tras tratar suspensiones microbianas una
liberacion al medio extracelular de componentes intracelulares como aminoéacidos,
proteinas, DNA, RNA, ATP e iones metalicos (Smelt et al., 1994; Perrier-Comet et al.,
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1999). Los dafios a la membrana también se han demostrado mediante la utilizaciéon de
marcadores fluorescentes como el yoduro de propidio, colorante que se une al DNA y
RNA, pero que Unicamente penetra en el interior celular si la membrana citoplasmatica

estd permeabilizada (Shigehisa et al., 1991; Mafias y Mackey, 2004).

1.5.2.2 Pardmetros de tratamiento

Los pardmetros de procesado més importantes a controlar en un tratamiento por
altas presiones hidrostaticas son la presion, el tiempo y la temperatura.

La presion de tratamiento se corresponde con la presion final que se alcanza en la
camara de tratamiento una vez que se detienen las bombas responsables del incremento
de la presién. Generalmente, para conseguir los efectos deseados, se aplican presiones
comprendidas entre los 100 y los 600 MPa. La aplicacion de presiones superiores
conlleva numeros problemas técnicos relacionados tanto con el sistema de generacion
de la presion como con la propia cAmara de tratamiento.

Se considera como tiempo efectivo de procesado al periodo de tiempo que se
mantiene el producto en la camara de tratamiento una vez alcanzada la presiéon de
tratamiento. La presion de tratamiento no se puede alcanzar instantdneamente en la
camara por lo que ésta aumenta gradualmente a una velocidad que depende tanto del
propio sistema de generacion de la presion como del volumen de la camara de
tratamiento. Por lo tanto, el tiempo de tratamiento a presion constante sera el
comprendido entre el final de la compresién y el principio de la descompresion, que
suele ser méas corta que la compresion.

Finalmente, durante el proceso de compresion adiabatica se produce un
incremento de temperatura, tanto del fluido de compresion como del producto que se
procesa. Este aumento, que depende de las propiedades termodinamicas de ambos,
puede afectar a la eficacia del proceso. Al igual que ocurre con los tratamientos de
PEAV se ha observado que los tratamientos por altas presiones son mas eficaces al

aumentar la temperatura de procesado.

1.5.3 Homogenizacion por alta presién (HAP)

El procesado mediante homogenizacion por alta presion es un proceso que se
caracteriza por forzar a un producto liquido a pasar por una restriccion por accion de

unas bombas capaces de alcanzar presiones superiores a 100 MPa. Dependiendo de la
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presion que son capaces de alcanzar las bombas que fuerzan a pasar al liquido por la
restriccion el tratamiento se denomina homogeneizacién por alta presion (150-200 MPa)
o0 ultrahomogeneizacion por alta presion (350-400 MPa).

El proceso se aplica a alimentos liquidos mediante un equipo que consta de una
bomba de desplazamiento positivo y una o mas restricciones al flujo del producto
creada por unas vélvulas o boquillas (Fig. 6). Al pasar el liquido por la restriccion se
crean fuertes turbulencias, fuerzas de cizalla como consecuencia del impacto del

producto sobre la valvula y la posterior caida de presion.
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Figura 6.-Esquema de un equipo de homogenizacion por alta presion (Dumay et al 2013)

Se trata de una tecnologia que se esta estudiando para su aplicacién en distintos
sectores como el alimentario, el cosmético o el farmacéutico. Se aplica para fragmentar
particulas en dispersiones o emulsiones, producir emulsiones finas y estables, modificar
las propiedades viscosas de los fluidos, gracias a la reduccion del tamafio de particula,
facilitar la extraccion de metabolitos, asi como inactivar microorganismos, enzimas o
virus. Al igual que el tratamiento por PEAV esta tecnologia presenta la ventaja de ser un

proceso continuo.

1.5.3.1 Mecanismo de accion
La homogenizacion de alta presion es una técnica que provoca la ruptura de las

células microbianas facilitando la salida de los componentes intracelulares (Middelberg,
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1995). Se cree que las turbulencias y fuerzas de cizalla que se producen en las valvulas
0 boquillas del homogeneizador provocan alteraciones a nivel de las membranas
celulares y la ruptura mecénica de las células. De hecho, se han observado, utilizando
técnicas de microscopia electronica, alteraciones y roturas mecanicas de las paredes
celulares microbianas, restos de membranas y células colapsadas después del
tratamiento con homogenizacion de alta presion (Tribst et al., 2009; Vachon et al.,
2002).

1.5.3.2 Pardmetros de tratamiento

Los principales pardmetros de procesado que determinan la eficacia de los
tratamientos por homogeneizacion por altas presiones son: la presion de
homogeneizacion, el nimero de ciclos de homogeneizacion y la temperatura.

La presion de homogeneizacion es el principal parametro de procesado que
determina la eficacia del tratamiento para la destruccion celular aumentando el efecto al
aumentar la presién (Donsi et al., 2009).

El tratamiento por homogeneizacion por alta presion es instantaneo por lo que el
procedimiento para prolongar el tiempo del procesado es aumentar el nimero de ciclos
de homogeneizacion. Es decir hacer pasar el producto por el equipo méas de una vez.
Aumentar el nimero de ciclos de presurizacion a través del homogeneizador aumenta la
eficacia del proceso (Maresca et al., 2011).

Finalmente, la temperatura es otro parametro que influye en la eficacia del
tratamiento de homogeneizacion por alta presion. El incremento de la temperatura a la
que el producto entra en el homogeneizador incrementa la eficacia del proceso. A parte
de la temperatura de entrada hay que tener en cuenta que la temperatura del producto
puede aumentar como consecuencia del propio tratamiento sobre todo cuando se aplican
los tratamientos a las presiones mas elevadas. Un salto total de aproximadamente 19 °C
por cada 100 MPa fue medido en el procesado de emulsiones cuya temperatura inicial
era 4 °C (Cortés-Mufioz et al., 2009).
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2.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las microalgas son una fuente natural y disponible de forma continua de
compuestos de interés como pigmentos y acidos grasos insaturados con multitud de
aplicaciones para la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. Aunque para
algunas aplicaciones es suficiente el uso de las microalgas deshidratadas en otras es
necesario utilizar los compuestos puros por lo que es necesario su extraccion y posterior
purificacion. La posibilidad de extraer estos compuestos con unos rendimientos
elevados, sin provocar su degradacion, sin contaminar el extracto con otros compuestos
y reduciendo o evitando el uso de solventes organicos suponen uno de los principales
retos de la industria de las microalgas.

La presencia en la mayoria de las microalgas de una pared celular, pero
especialmente de una membrana citoplasmatica que actia como una barrera
semipermeable dificulta, en gran medida, la extraccion de los metabolitos que se suelen
encontrar en el citoplasma bien libres o en el interior de vesiculas. Por ello, el
incremento de la permeabilidad o la destruccion de estas envolturas mediante el uso de
nuevas tecnologias de procesado como los pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV), las
altas presiones hidrostaticas (APH) o la homogeneizacion por alta presion (HAP) podria
facilitar la extraccion de estos compuestos.

El objetivo de esta investigacion fue investigar el potencial de los PEAV, las
APH y la HAP para mejorar la extraccion de ficocianina, carotenoides y clorofilaay b
de Arthrospira platensis. Para la consecucidn de este objetivo general fue necesario la
consecucion de los siguientes objetivos parciales:

- Identificar los principales parametros de tratamiento de las tres tecnologias que
influyen en su efecto sobre A. platensis.

- Desarrollar, siempre que fuera posible, modelos matematicos que permitieran
cuantificar la influencia de los distintos parametros e identificar las condiciones
Optimas de tratamiento.

- ldentificar y comparar los beneficios derivados del uso de las tres tecnologias en
términos de rendimiento del proceso de extraccion, pureza del extracto y costes

energéticos.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1 MICROALGA: ARTHROSPIRA PLATENSIS

3.1.1 Cepa

La cepa de Arthrospira platensis (BEA 0007B) fue adquirida del Banco Nacional
de Algas (Islas Canarias, Espafa).

3.1.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue Spirulina Medium modificado (Aiba and Ogawa
1977, Schlésser 1994) (Tabla 2) recomendado por el Banco Nacional de Algas (Islas
Canarias, Espafa).

Tabla 2.-Medio de cultivo Spirulina Medium

Compuesto Concentracion (g/l)
NaHCO; 13,61
Na,COs3 4,03
K2HPO, 0,50
NaNO3 2,5

K2S04 1,0

NaCl 1,0
MgSO4.7H0 0,2
CaCl;.2 H.0 0,04
FeS04.7H,0 0,01
Na,EDTA.2 H.0O 0,08
METALES TRAZA* 1mil

*SOLUCION METALES TRAZA

Compuesto Concentracion (g/l)

Na, EDTA.2 H.0O 0,8
FeS04.7H,0 0,7
ZnS04.7H,0 0,001
MnSQO4.7H,0 0,002

H3BO3 0,01

Co(NOs)..6H,0 0,001

Na,Mo004.2H,0 0,001
CuS04.5H,0 0,000005

Para elaborar la solucion de metales traza, primero se disolvié el EDTA en 900 ml
de agua destilada y después se disolvieron los componentes restantes, llevando el

volumen final a un litro. Para elaborar el medio de cultivo sélido, se adicionaron 15 g de
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agar técnico (Biolife, Milan, Italia) a 1 L de medio de cultivo Spirulina medium
modificado. Tanto el medio liquido como el medio sélido se autoclavaron a 121 °C

durante 20 min.

3.1.3 Condiciones de cultivo

Las células de Arthrospira platensis se cultivaron en probetas cilindricas de 8 cm
de didmetro y 53 cm de altura, con un volumen de 2 L (Fig. 7), en las condiciones
recogidas en la tabla 3. Los cultivos se inocularon para conseguir una concentracion
inicial correspondiente a una absorbancia a 560 nm de aproximadamente 0,05. La
oxigenacion se conseguia mediante un tubo que burbujeaba aire desde el fondo de la
probeta (aireacion ascendente), consiguiendo ademas un ligero mezclado de las células.

Tabla 3.-Condiciones de cultivo

Pardmetros  Probeta 2 L
Temperatura 30 °C

Luz 930 lux
Ciclos de luz:oscuridad (12h:12h)
Aire 6 mL/s

Figura 7.-Estufa de incubacién de los cultivos de A. platensis en probetas de 2 L.

3.1.4. Curva de crecimiento

Para elaborar la curva de crecimiento de Arthrospira platensis a 30 °C se tomaron
muestras de 10 mL a lo largo del tiempo y midieron la densidad 6ptica (DO) a 560 nm
(relacionada directamente con la densidad celular), el peso seco y la concentracion de

ficocianina.
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3.1.4.1 Densidad 6ptica

La densidad Optica del cultivo se midi6 a temperatura ambiente con un
espectrofotometro (Libra S12, Biochrom, Reino Unido) a una longitud de onda de 560

nm.
3.1.4.2 Extracto seco

Para la determinacion del extracto seco por volumen de cultivo, se tomaron 10 mL
del cultivo y se centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente en
una centrifuga Heraeus Megafuge 1.0R (Heraeus Instruments GmbH, Hanau,
Alemania). Se retird el sobrenadante y el pellet se deshidratd hasta peso constante en un
deshidratador a vacio (GeneVac Ltd, Reino Unido). El peso seco se determind por
duplicado.

3.1.4.3 Determinacién de la concentracion total de ficocianina y de la pureza del

extracto

La concentracidn total de ficocianina en el cultivo se determind tras la completa
ruptura de las células utilizando el equipo Mini Beadbeater 3110 Bx (BioSpec Products
Inc, Estados Unidos). Para ello, 150 ul del cultivo se afiadieron a un criovial que
contenia 1350 ul de PBS y 0,5 g de perlas de vidrio de 0,1 mm (BioSpec Products Inc,
Estados Unidos). El criovial se agit6 a 4800 rpm en ciclos de 10 segundos, 10 veces.
Tras cada ciclo, la muestra se enfriaba durante 2 minutos en agua con hielo para evitar
el calentamiento excesivo por el rozamiento y la desnaturalizacion de la ficocianina.
Trascurrida una hora después del tratamiento, la muestra se centrifugdé a 10.000xg
durante 90s en una centrifuga Minispin®plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se
retir6 el sobrenadante. A continuacion, se realiz6 la medida de la absorbancia del
sobrenadante a 615 y 652 nm utilizando un espectrofotometro Libra S12 (Biochrom,
Reino Unido) y se calculé la concentracion de ficocianina utilizando la siguiente

ecuacion (Bennett et Bogorad, 1973):

_ (D0615-0,474 DO652)
a 5,34

PC

Ecuacion 1

donde PC es la concentracion de ficocianina (mg/mL), DOeis es la densidad
Optica de la muestra a 615 nm y DOes> es la densidad Optica a 652 nm. La concentracion

se expreso en mg de ficocianina por gramo de peso seco.
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También se midio la absorbancia a 280 nm utilizando cubetas de
espectrofotometro para longitudes de onda ultravioleta. Esta absorbancia es debida a la
concentracion total de proteinas, mientras que la absorbancia a 615 nm indica la
concentracion de ficocianina (Liu et al., 2005), por lo tanto la pureza del extracto se

calcul6é como:

_ 0D615

EP =
0D280

Ecuacion 2

donde EP es la pureza del extracto, DOess es la densidad Optica de la muestra a 615 nm

y DO2go es la densidad oOptica de la muestra a 280nm.

3.2 TRATAMIENTO DE PULSOS ELECTRICOS DE ALTO VOLTAJE (PEAV)

3.2.1 Generador de PEAV

Para la aplicacion de los tratamientos de PEAV, se utiliz6 un generador
suministrado por la empresa ScandiNova (Modulator PG, ScandiNova, Uppsala,
Suecia), cuyo esquema eléctrico se muestra en la Fig. 8. Este consta basicamente de un
transformador (DCPS D10-400, ScandiNova) que convierte la corriente trifasica alterna
(380 V, 16 A) en corriente continua de 1 kV, la cual es transferida a 6 interruptores
IGBT conectados en serie (Switch rack SR-6, ScandiNova). Una sefal eléctrica externa
(TTL, 5 V) controla la apertura y cierre de los médulos IGBT, provocando la descarga
de la corriente de 1 kV en una primera sefial pulsante de onda cuadrada. Finalmente, un
transformador de pulsos (Pulse transformer, ScandiNova) convierte esa primera sefial

pulsante en la sefial de alto voltaje deseada.

Con este circuito, el equipo es capaz de generar pulsos de onda cuadrada de 3 us
de duracion (Fig. 9) de hasta 30 kV de voltaje y 200 A de intensidad, a una frecuencia
de hasta 300 Hz.

El equipo esta disefiado para trabajar con una cdmara de tratamiento con una
resistencia eléctrica optima entre 100 y 170 Q. En estas condiciones, se consigue un
pulso totalmente cuadrado, en el que el voltaje aumenta hasta el valor establecido a una
velocidad de 47 kV/us y, una vez terminado el pulso, la velocidad de descenso es de 56
kV/us. A lo largo de toda la duracion del pulso, el voltaje alcanzado oscila menos de un
2 %.
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Figura 8.-Configuracion eléctrica del equipo de PEAV

Durante la aplicacion de los tratamientos, parte de la energia eléctrica generada se
disipa en forma de calor (hasta 1 kW). Para evitar el sobrecalentamiento del sistema, el
equipo posee un sistema de refrigeracion mediante aceite dieléctrico de baja
conductividad eléctrica. Dicho aceite es enfriado mediante un intercambiador de calor
en el que el fluido refrigerante es agua. Esta debe circular a un flujo minimo de 9 I/min,
a una presion de entre 3y 8 bares, y su temperatura debe estar comprendida entre los 10
y los 40 °C. Para que las condiciones de trabajo del equipo sean estables, la temperatura
del agua durante la aplicacion de los tratamientos debe ser igual a su temperatura inicial
+2,5°C.

El control del equipo se realiza mediante un software especifico disefiado por la
empresa fabricante (K1-15m, ScandiNova) a través de una pantalla tactil de cristal
liquido (Simatic panel, Siemens, Munich, Alemania). Debido a que el equipo aplica
altos voltajes e intensidades de corriente, se integrd un sistema de seguridad que permite
la desconexion manual del circuito eléctrico en caso de emergencia. Este consta de un
pulsador externo de facil accionamiento (RS Amidata, Pozuelo de Alarcén, Espafia),
conectado al equipo mediante una clavija tipo RS-232 (RS Amidata). Al accionar el
pulsador, el circuito se cierra impidiendo el paso de corriente a través de él, de modo

gue la manipulacién de sus componentes externos es segura.

Para determinar el voltaje y amperaje realmente aplicados y asi conocer las
condiciones efectivas de tratamiento, el sistema se completa con una sonda de alto
voltaje (P6015A, Tektronix, Wilsonville, Oregon, EE.UU.) y una sonda de medida de la

intensidad de la corriente eléctrica (Stangenes Industries, Palo Alto, California, EE.UU.)
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conectadas a la salida del equipo, cuyas lecturas son registradas en un osciloscopio
digital de dos canales (TDS 220, Tektronix).
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Figura 9.- Ejemplo de los un pulso registrado por un osciloscopio generado por el equipo de
PEAV

3.2.2 Céamara de tratamiento

La cdmara utilizada para aplicar los tratamientos de PEAV en las investigaciones
llevadas a cabo con A. platensis fue una camara estatica de electrodos paralelos
termostatada. La cAmara consiste en un tubo de polietileno cerrado en sus extremos por
dos cilindros de acero inoxidable de 16 mm de diametro y 4 cm de longitud, separados
una distancia de 2,5 mm. El interior de los electrodos es hueco, lo que permite la
circulacién de aceite dieléctrico (1,4 uS/cm) atemperado a diferentes temperaturas (Fig.
10). El aceite se impulsa con una bomba peristaltica que, previamente a su paso por los
electrodos, se atempera haciéndolo circular por el interior de un serpentin de acero
inoxidable (@ interno 2 mm, @ externo 3mm, 200 cm longitud) que estad sumergido en
un bafio termostatico. Este sistema permite atemperar el medio de tratamiento a distintas
temperaturas y evita que la temperatura del medio de tratamiento apenas incremente
durante la aplicacion de los PEAV permitiendo que la temperatura permanezca

constante durante la aplicacion del tratamiento (Saldafia, 2011).

Para el llenado y vaciado de la camara, se dispone de un orificio en el tubo de
polietileno de 1,0 mm de diametro, el cual se mantiene cerrado durante el tratamiento

con cinta adhesiva.
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Figura 10.- Camara (A) y esquema (B) de la cAmara de tratamiento estatica con electrodos
paralelos termostatados utilizada para los tratamientos de microsegundos. Las flechas indican la
direccidon y el sentido del flujo del aceite dieléctrico por el interior de los electrodos. Separacion
entre electrodos: 2,5 mm; Longitud del electrodo: 40,0 mm; didmetro del electrodo: 16,0 mm.
(imagen cedida por el Dr. Saldafia).

3.2.3 Condiciones de tratamiento

La suspension de A. platensis se sometid a tratamientos de hasta 50 pulsos de 3 ps
de 10, 15, 20 y 25 kV/cm correspondientes a energias especificas por pulso de 0,30,
0,66, 1,2, 1,86 kJ/L de cultivo. La frecuencia de aplicacién de los pulsos fue de 0,5 Hz.

Las temperaturas del medio de tratamiento investigadas fueron 10, 25 y 40 °C.

3.2.4 Procedimiento del tratamiento de PEAV

Previamente a cada tratamiento de PEAV, el cultivo de A. platensis se centrifugd
a 3000 x g durante 10 minutos a una temperatura de 25 + 1°C (Heraeus Megafuge 1.0R,
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Alemania) y se resuspendid en agua destilada en
varios ciclos hasta conseguir una conductividad de 1 mS/cm. La suspension se introdujo
en la camara para su tratamiento, mediante una jeringuilla estéril de 1 mL (TERUMO,
Lovaina, Bélgica), como ha sido descrito por Raso et al. (2000). Tras cada tratamiento,

se extraia la muestra con una jeringuilla hipodérmica estéril.

3.3 TRATAMIENTO DE ALTAS PRESIONES HIDROSTATICAS (APH)

Para la aplicacion de los tratamientos de APH, se utilizo el equipo “Food Lab”
900®, modelo S-FL-850-9-W (Stansted Fluid Power Ltd., UK). Muestras de 1 mL de la
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suspension de A. platensis en PBS se introdujeron en bolsas de plastico que se cerraron
con una termoselladora. Dichas muestras se trataron en el equipo de APH a 50, 100 y
150 MPa durante 3 minutos.

3.4 TRATAMIENTO POR HOMOGENEIZACION POR ALTAS PRESIONES
(HAP)

Para la aplicacion de los tratamiento de HAP se utilizo el homogeneizador Panda
2002 (Gea Niro Soavi, Parma, Italia). Este equipo, que puede proporcionar una presion
méaxima de 150MPa, consiste en un generador de alta presion ensamblado a una valvula
disefiada especialmente para resistir la aplicacion de presiones elevadas. En la vélvula,
el fluido procesado pasa a través de una seccidn convergente llamada espacio de la

valvula y luego se expande.

Previamente a la aplicacion de los tratamientos, la suspension de A. platensis se
concentrd dos veces y se resuspendid en PBS. Las muestras se trataron en flujo continuo

en un sélo pase a 10, 25 y 50 MPa.

3.5 ELABORACION DE LAS CURVAS DE EXTRACCION DE FICOCIANINA

Tras aplicar los correspondientes tratamientos, 1 mL de la muestra tratada se
afiadio a 9 mL de PBS contenidos en recipientes de 20 mL. Durante todo el periodo de
extraccion, los recipientes se mantuvieron a temperatura ambiente en agitacion a una
velocidad de 600 rpm (Vibramax 100, Heidolph instruments, Schwabach, Alemania). A
intervalos de tiempo predeterminado se tom6 1 mL del medio de extraccion. Tras su
centrifugacion a 14.000 x g durante 2 minutos en la centrifuga Minispin®plus se retir6
el sobrenadante. En dicho sobrenadante, se cuantific6 la ficocianina por

espectrofotometria como se ha indicado anteriormente en el apartado 3.1.4.3.
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36 ELABORACION DE LAS CURVAS DE EXTRACCION DE
CAROTENOIDES Y CLOROFILAAY B.

Tras aplicar los correspondientes tratamientos, 1 mL de la muestra tratada se
afiadié a 9 mL de etanol al 96 % contenidos en recipientes de 20 mL. Durante todo el
periodo de extraccién, los recipientes se mantuvieron a temperatura ambiente en la
oscuridad. A intervalos de tiempo predeterminado, se tom6 1 mL del medio de
extraccion. Tras su centrifugacion a 10.000 x g durante 90 segundos en la centrifuga

Minispin®plus se retiro el sobrenante.

La cuantificacion de los pigmentos extraidos en el etanol se llevé a cabo mediante
un espectrofotometro (Libra S12). Para ello, se midi6 la absorbancia del extracto a 470,
649 y 664 nm y se calculd la concentracién de clorofilas y carotenoides con las

ecuaciones propuestas por Lichtenthaler (1987):

Clorofila a (Ca) (ug/ml): (13,36xA664)-(5,19xA649) Ecuacion 3
Clorofila b (Cb) (ug/ml): (27,43xA649)-(8,12xA664) Ecuacion 4
Carotenoides totales (ug/ml): (1000xA470-2,13xCa-97,64xCh)/209 Ecuacion 5

3.7 MODELIZACION DE LA INFLUENCIA DE LA INTENSIDAD DEL
CAMPO ELECTRICO, TIEMPO Y TEMPERATURA DE TRATAMIENTO EN
LA EXTRACCION DE FICOCIANINA

Con el fin de describir la influencia de las condiciones de procesado por PEAV
(intensidad del campo eléctrico, tiempo y temperatura) en la mejora de la extracciéon de
ficocianina de A. platensis, se aplicaron técnicas de regresion multiple que permitieran
obtener la correspondiente funcion de respuesta. La funcion de respuesta de las
variables ensayadas se establecié en base a componentes lineales, cuadraticos y sus

interacciones segun la siguiente expresion:
k k , &
Y:ﬂ0+2ﬂixi+2ﬁiixi +Z:Bijxixj
i=1 i=1 i>j
donde Y es la variable de respuesta; Xi y X;j son factores independientes; fo es la

ordenada en el origen; pi son los coeficientes de las relaciones lineales; fii los
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coeficientes de las relaciones cuadraticas; fij los coeficientes de las relaciones de
interaccion; y k el nimero total de factores independientes. Los términos de la ecuacion
final obtenida fueron analizados estadisticamente en base a los valores F de cada

término para un nivel de significancia de p=0,05.

Para la obtencion de los parametros del modelo, se utilizé el método de regresion
por “pasos hacia atras”, que consiste en comenzar con el modelo incluyendo todas las
variables e interacciones y a continuacién se van eliminando aquellos factores
independientes cuya presencia no mejora la calidad del modelo segun el criterio

especificado (p<0,05).

El modelo de regresion fue realizado con el programa informéatico Desing-Expert
® Version 8.0.5 (Stat-Ease, Inc.2011, Minneapolis, EE.UU.).

3.8 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los célculos de los valores medios, el error estandar de la media y los intervalos
de confianza para el 95% se realizaron con el programa GraphPad PRISM® (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA). Todos los resultados representan la media de al menos

tres experimentos independientes.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

41 CURVA DE CRECIMIENTO DE ARTHROSPIRA PLATENSIS Y
EVOLUCION DEL EXTRACTO SECO DEL CULTIVO A LO LARGO DEL
TIEMPO

Con objeto de establecer las condiciones de cultivo para realizar los experimentos
para evaluar la eficacia de las distintas tecnologias en la mejora de la extraccion de
componentes de interés de A. platensis, se elabord la curva de crecimiento de este
microorganismo. Debido a que esta cianobacteria no produce colonias definidas en
medios de cultivos solidos y a la dificultad de determinar la concentracion celular
mediante técnicas de recuento microscopico, la curva de crecimiento se elabord
midiendo la evolucion de la densidad oOptica (figura 11A) y del extracto seco (figura
11B).
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Figura 11.- Evolucion de la densidad dptica (DO) a 560 nm (A) y del extracto seco (B) a lo
largo del tiempo de cultivo de Arthrospira platensis a 30 °C en 2 L de medio de cultivo. Las
barras de error representan el error estandar de la media.

Las figuras 11A y 11B muestran que tras una fase de latencia que durd
aproximadamente 2 dias tanto la densidad dptica como el extracto seco aumentaron
linealmente. EIl valor maximo de la densidad Optica se alcanzo entre los 7 y 8 dias de
incubacion y a partir del 8 dia este valor comenzo a disminuir probablemente provocado
por la precipitacion de parte de las células en el fondo de la probeta donde se cultivaban.
Por lo que respecta al extracto seco, éste alcanzo el valor mas elevado a los 8 dias de
incubacion y dicho valor se mantuvo constante al prolongar el tiempo de incubaciéon. La
discrepancia entre la evolucion de la densidad oOptica y el extracto seco del cultivo tras

alcanzarse el valor méximo podria ser debido a un incremento de los componentes que
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A. platensis acumula en su citoplasma tras alcanzarse la fase estacionaria de

crecimiento.

A la vista de los resultados obtenidos para evaluar el potencial de las distintas
tecnologias en la mejora de la extraccion se decidié trabajar con un cultivo con un

tiempo de incubacion entre 7 y 9 dias.

4.2 EXTRACCION DE FICOCIANINA

4.2.1 Mejora en la extraccion de ficocianina mediante la aplicacion de un
tratamiento de PEAV

La figura 12 muestra las graficas de extraccion de ficocianina tras tratar el cultivo
de A. platensis por PEAV de distintas intensidad (15, 20 y 25 kV/cm) y una duracién de
75 us (25 pulsos de 3 ps) y 150 ps (50 pulsos de 3 us). Debido a que la ficocianina es
una proteina hidrosoluble, la extraccion se realiz6 en PBS no siendo necesario el uso de
solventes organicos que se requieren para la extraccion de otros componentes
producidos por las microalgas como los carotenoides o las clorofilas. En la figura 12, se
observa que para extraer la ficociania fue necesario electroporar previamente las células
de A. platensis mediante el tratamiento de PEAV. Se observa que no se detecto la
presencia de ficocianina en el medio de extraccion tras 8,5 horas en la muestra control
sin tratar por PEAV. Independientemente del tiempo de tratamiento por PEAV, la
ficocianina comenzé a extraerse a partir de los 150 minutos, siendo mayor la extraccién
al aumentar la intensidad del campo eléctrico aplicada. Cuando el tiempo de tratamiento
aplicado fue de 75 ps (Figura 12A) el tratamiento de 15 kV/cm fue insuficiente para
electroporar las células de A. platensis; sin embargo, al aumentar el tiempo de
tratamiento a 150 ps las células tratadas a 15 kV/cm se electroporaron detectandose la
presencia de ficocianina en el medio de extraccion. Por lo tanto, el campo eléctrico
critico, que se define como la intensidad minima de campo eléctrico que es necesario
aplicar para electroporar las células, no s6lo dependié del campo eléctrico sino también
de la duracién del tratamiento. Cuando el tiempo de tratamiento fue de 75 us fue
necesario aplicar tratamientos superiores a los 15 kV/cm para electroporar A. platensis
mientras que al duplicar la duracién del tiempo de tratamiento (150 us) intensidades de
campo eléctrico superiores a 10 kV/cm fueron suficientes para permeabilizar la

microalga. Efectos similares han sido observados por otros autores en la electroporacion
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de bacterias y microalgas como Chlorella vulgaris (Aronson et al., 2005; Garcia et al.,
2007 y Luengo et al., 2014).
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Figura 12.-Curvas de extraccion de ficocianina tras tratar las células de A. platensis por PEAV
de distinta intensidad de campo eléctrico (¢ 25, V20, A 15y 4 10 kV/cm y = Control) y
distinta duracion: 75us (A) y 150us (B). Las barras de error corresponden al error estandar de la
media.

Por otro lado, se observa que cuando la duracién del tratamiento fue de 75 ps el
aumento de la intensidad del campo eléctrico desde 20 a 25 kV/cm duplico el contenido
de ficocianina en el medio de extraccién mientras que al aumentar la duracién del
tratamiento de 75 a 150 ps apenas se obtuvo mejora en la extraccion de ficocianina.
Finalmente, por lo que respecta a la maxima extraccién de ficocianina obtenida a la
intensidad del campo eléctrico méas elevada (25 kV/cm) el aumento del tiempo de
tratamiento de 75 a 150 ps aumentd la cantidad de ficocinina extraida un 30 %

aproximadamente.

Por lo que respecta a la pureza de ficocianina del extracto, calculada segun la
ecuacion 2, para las condiciones en las que la extraccion fue maxima (25 kV/cm, 150

us) tras 400 minutos de extraccion se obtuvo una pureza de 0,51.

Figura 13.-Imégenes al microscopio éptico (x40 aumentos) de las células control (A) y tratadas
por PEAYV de distinta intensidad: 10 kV/cm (B), 15 kV/cm (C) y 25 kV/cm (D)
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La figura 13 muestra unas imagenes al microscopio optico de las células de A.
platensis tratadas por PEAV de distinta intensidad. Se observa que el tratamiento
provoco la disgregacion de los tricomas, siendo este efecto mayor cuanto mas intenso
fue el tratamiento. Sin embargo, incluso tras la aplicacion del tratamiento mas intenso
(25 kV/cm) se mantuvo la estructura de las células que constituyen los tricomas.

Finalmente, la figura 14 muestra el aspecto del medio de extraccion que contenia
células de A. platensis previamente tratadas por PEAV de distintas intensidades.

-'I

Figura 14.-Aspecto del liquido de extraccion que contenia células de A. platensis control (A) y
tratadas a 15 (B), 20 (C) y 25 kV/cm (D) durante 75 ps tras 400 minutos de extraccion.

4.2.1.2 Influencia de la intensidad del campo eléctrico y del tiempo de tratamiento en la
mejora en la extraccion de ficocianina mediante la aplicacion de un tratamiento de
PEAV

Una vez obtenidas las curvas de extraccién, para cuantificar la influencia de la
intensidad del campo eléctrico y el tiempo de tratamiento con objeto de optimizar las
condiciones de tratamiento para conseguir la maxima extracciéon de ficocianina con un
menor consumo energético, se realizé un disefio experimental de composicién central
con dos factores numéricos (intensidad de campo eléctrico y tiempo de tratamiento).
Los factores numéricos variaron entre 15 y 25 kV/cm para la intensidad del campo
eléctrico y entre 30 y 150 ps para el tiempo de tratamiento. En funcion de las curvas de
extraccion que se muestran en la figura 15, se fij6 como tiempo de extraccion 400
minutos ya que a este tiempo se alcanzaba la maxima extraccion de ficocianina

independientemente de la intensidad de campo eléctrico aplicada.
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Tabla 4 Influencia de la intensidad del campo eléctrico y el tiempo de tratamiento en la
cantidad de ficocianina extraida tras 400 minutos de extraccion.

Campo eléctrico Tiempo de *Ficocianina extraida
(kV/cm) tratamiento(us) (mg/g e.s.)
15 30 0,3+0,04
15 90 0,910,3
15 150 6,2+0,2
20 30 3,5+0,03
20 90 5,1+0,9
20 150 11,4417
25 30 4,5+0,05
25 90 9,8+1,2
25 150 12,7+0,8

*Valor medio + Intervalo de confianza al 95%

La tabla 4 muestra los valores de la cantidad de ficocianina extraida expresada en
mg por gramo de extracto seco de cultivo de A. platensis en las condiciones
experimentales correspondientes al disefio experimental de composicién central. Como
se observa, la cantidad de ficocianian extraida vari6 de 0,3 a 12,7 mg/g e.s. Es decir, que
la cantidad de ficocianina extraida puede aumentar mas de 40 veces si se logra una
adecuada permeabilizacion de sus envolturas celulares mediante la aplicacion del
tratamiento de PEAV.

La cantidad total de ficocianina extraida del cultivo utilizando el molino de perlas
de vidrio fue 24,42 mg/g e.s. Este contenido en ficocianina en nuestro cultivo es inferior
al obtenido por otros autores. Por ejemplo, Moraes et al. (2010) determinaron una
maxima concentracién de 43,75 mg/g e.s. extrayendo la ficocianina con un tratamiento
ultrasonico en presencia de perlas de vidrio durante 40 minutos. Sin embargo, estas
técnicas utilizadas para determinar la cantidad de ficocianina total presente en los

cultivos no pueden ser utilizadas a escala industrial.

En nuestro estudio, con las condiciones de tratamiento por PEAV mas intensas
utilizadas se consiguié extraer aproximadamente el 50% del contenido total de

ficocianina que habia en las células de A. platensis.

Los resultados que se muestran en la tabla 4 se ajustaron a un modelo cuadratico
utilizando técnicas de regresion mdaltiple. La ecuacion 6 muestra la ecuacion obtenida
que relaciona la variable dependiente (cantidad de ficocianina extraida) con las
variables independientes (intensidad de campo eléctrico y tiempo de tratamiento) tras la
eliminacion de los términos de la ecuacion cuadratica que no eran significativos
mediante la técnica de regresion hacia atrés.
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CP=-12,40524 + 0,64753 E + 0,06124 t Ecuacion 6
CP= cantidad de ficocianina extraida (mg/g e.s.)
E= intensidad del campo eléctrico (kV/cm)
T= tiempo de tratamiento (us)

Como se observa, el procedimiento utilizado elimind de la ecuaciéon cuadratica
inicial los términos elevados al cuadrado y el producto del campo eléctrico por el
namero de pulsos.

Tabla 5-Analisis ANOVA del modelo correspondiente a la ecuacién 6

Valor F Valor p

Modelo 37,88 0,0004
E 3311  0,0012
t 42,64  0,0006
R?=0,93
R2adj =0,91
ECM=1,1

ECM: Error cuadratico medio

La tabla 5 muestra el analisis ANOVA para el modelo de regresién maltiple lineal
obtenido. Tanto el valor R? como R2-ajustado, que corrige el valor R? en funcion del
namero de términos del modelo, eran superiores a 0,90, lo que indica que solo el 10%
de la variacién total observada al modificar los parametros del modelo no es explicada
por el modelo. El valor F del modelo (37,88) indica que el modelo es significativo
(p<0,001). En funcion de los valores F de los parametros del modelo, la influencia de la
intensidad del campo eléctrico y del tiempo de tratamiento fue del mismo orden. La
ausencia del término de interaccion entre E y tiempo de tratamiento indica que la
influencia de uno no depende del valor de otro, sino que la influencia del E es la misma

para distintos tiempos de tratamiento.
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En la figura 15, donde se comparan los valores obtenidos experimentalmente con
los estimados por el modelo desarrollado, se observa que el modelo obtenido describe

adecuadamente la influencia de los pardmetros investigados en la extraccion de
ficocianina de A. platensis.

Valores reales

0 5 10 15
Valores del modelo

Figura 15.- Relacion entre los valores obtenidos experimentalmente y los estimados con el
modelo desarrollado.
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Fig.16- Grafica de superficie de respuesta que relaciona la intensidad del campo eléctrico y el
tiempo de tratamiento con la cantidad de ficocianina (mg/g) extraidos de A. platensis.

La figura 16 se corresponde con una grafica de superficie de respuesta que
muestra la influencia de la intensidad del campo eléctrico y el tiempo de tratamiento en
la cantidad de ficocianina extraida. Esta figura ilustra las conclusiones obtenidas del

analisis de los parametros del modelo de regresion multiple obtenido (ecuacion 6). Se
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observa que tanto al aumentar el campo eléctrico como el tiempo de tratamiento
aumenta linealmente la cantidad de ficocianina extraida y que el incremento observado

al aumentar uno de los dos factores es similar.

La figura 17 se corresponde con una grafica de contorno en la que se muestran
combinaciones de intensidad de campo eléctrico y tiempo de tratamiento para extraer
una determinada cantidad de ficociania. Se observa que en todos los casos al aumentar
el campo eléctrico se reducia el tiempo de tratamiento para extraer una determinada
cantidad de ficocianina. Por ejemplo, para extraer 8 mg/g e.s. el aumento de la
intensidad del campo eléctrico de 18 a 25 kV/cm redujo el tiempo de tratamiento de 150
a 80 ps. En términos energéticos, esta reduccion del tiempo de tratamiento supone una
disminucion de la energia especifica de los tratamientos de 141,9 J/ml a 116,8)/m. Por
lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio confirman las conclusiones obtenidas
por otros autores que indican que aquellos tratamientos a mayor campo eléctrico y de
menor duracion son mas eficientes desde el punto de vista energético que los
tratamientos aplicados a campos eléctricos mas bajos y de mayor duracion. (Saldafa et
al., 2013)

150.00

12000

Tiempo (us)
g

8
8

30.00

15.00 17.00 19.00 21.00 2300 25.00
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Figura 17.- Grafica de contorno en la que se muestran combinaciones de intensidad de campo
eléctrico con tiempo de tratamiento para extraer una determinada cantidad de ficocianina
(indicada por los numeros que se muestran en los cuadros blancos)
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4.2.1.3 Influencia de la intensidad del campo eléctrico, del tiempo de tratamiento y de la
temperatura en la mejora en la extraccion de ficocianina mediante la aplicacion de un
tratamiento de PEAV

Como se indica en la introduccién, diferentes estudios han demostrado que la
temperatura de aplicacion de los PEAV es un parametro que influye en la
electroporacion de las envolturas celulares observandose un efecto mayor al aumentar la
temperatura. Con objeto de evaluar la influencia de este pardmetro en la extraccion de
ficocianina de A. platensis y determinar las condiciones Optimas para conseguir la
maxima extraccion con el menor consumo energético, se realizé un disefio experimental
de composicion central con tres factores numéricos (intensidad de campo eléctrico,
tiempo de tratamiento y temperatura). Los factores numéricos variaron entre 15 y 25
kV/cm para la intensidad del campo eléctrico, entre 60 y 150 us para el tiempo de
tratamiento y entre 10 y 40°C para la temperatura. Al igual que en el experimento
anterior, se fijo como tiempo de extraccién tras la aplicacion del tratamiento de PEAV

400 minutos.

Los valores de la cantidad de ficociania extraida expresada en mg por gramo de
extracto seco de cultivo de A. platensis en las condiciones experimentales
correspondientes al disefio experimental de composicion central se muestran en la tabla
6. Como se observa, la cantidad de ficocianina extraida vari6 de 0,65 a 15,15 mg/g e.s.
La maxima cantidad de ficocianina se extrajo en las condiciones de tratamiento mas
intensas aplicadas (25 kV/cm, 150 ps) cuando la temperatura del medio de tratamiento
era 40°C. En estas condiciones, se extrajo aproximadamente un 20% mas de ficocianina
que en las mejores condiciones del experimento anterior que se correspondian con la
misma intensidad de campo eléctrico y tiempo de tratamiento pero aplicando el
tratamiento a 25°C. Por lo tanto, se extrajo el 70% de la cantidad de ficocianina total

contenida en las células de A. platensis.

Los resultados que se muestran en la tabla 6 también se ajustaron a un modelo
cuadrético obteniéndose la siguiente ecuacién tras eliminar los términos de la ecuacion

cuadratica que no eran significativos mediante la técnica de regresion hacia atrés:
CP=-14,97912 — 0,32377 T + 0,80307 E + 0,058795 t + 0,096 T? Ecuacion 7

donde CP se corresponde con la concentracion de ficocianina extraida expresada
en mg/g e.s., T se corresponde con la temperatura de tratamiento E, con la intensidad
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del campo eléctrico aplicado en kV/cm y t se corresponde con el tiempo de tratamiento

expresado en ps

Tabla 6. Influencia de la temperatura, la intensidad de campo eléctrico y el tiempo de
tratamiento, en la cantidad de ficocianina extraida

Temperatura  Campo eléctrico  Tiempo Ficocianina
(C°) (kv/cm) (ns) (mg/g)
40 25 150 15,1542,12
40 25 60 11,80+0,87
40 20 105 11,78+0,87
40 15 150 8,07+3,66
40 15 60 157411
25 25 105 9,85+0,87
25 20 150 8,63+0,86
25 20 105 4,01+0,75
25 20 60 1,70£0,75
25 15 105 1,63+1,25
10 25 150 12,81+1,73
10 25 60 4,46+0,87
10 20 105 4,99+0,35
10 15 60 0,65+0,43
10 15 150 1,98+0,88

*Valor medio *+ Intervalo de confianza al 95%

Como se deduce de la ecuacion obtenida, el procedimiento de regresién mdltiple
elimind de la ecuacion cuadratica inicial los términos E y tiempo de tratamiento
elevados al cuadrado y los productos de temperatura por tiempo, temperatura por campo

y campo eléctrico por tiempo de tratamiento por no ser significativos.

La tabla 6 muestra el analisis ANOVA para el modelo de regresién mdaltiple lineal
obtenido. Tanto el valor R? como RZ-ajustado eran cercanos a 0,90, lo que indica que
solo el 10% de la variacién total observada al modificar los parametros del modelo no
es explicada por el modelo. El valor F del modelo (30,24) indica que el modelo es
significativo (p<0,0001). En funcion de los valores F de los parametros del modelo, la
intensidad del campo eléctrico fue el pardmetro que tuvo mas influencia siendo la
influencia del tiempo de tratamiento y la temperatura del mismo orden. La ausencia de

términos de interaccién indica que la influencia de unos no depende del valor de otros.
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Tabla 6. Analisis ANOVA del modelo correspondiente a la ecuacion 7.

Valor F Valor p

Modelo 30,24 <0,0001
T 22,11 0,0008
E 64,57 <0,0001
t 28,03 0,0004
T® 6,24 0,0316
R?:0,9236

R2-adj:0,8931

ECM: 1,33

ECM: Error cuadratico medio

En la figura 18, donde se comparan los valores obtenidos experimentalmente
con los estimados por el modelo desarrollado, se observa que el modelo obtenido
describe adecuadamente la influencia de los parametros investigados en la extraccion de

ficocianina de A. platensis.

Valores reales

0 5 10 15

Valores del modelo

Figura 18.- Relacién entre los valores obtenidos experimentalmente y los estimados
con el modelo desarrollado.

Con objeto de ilustrar la influencia de la temperatura de aplicacién de los PEAV
de distinta intensidad de campo eléctrico y duracion, en la figura 19 se muestran dos
gréficas de superficie de respuesta. La figura 19A muestra la influencia de la

temperatura y el tiempo de tratamiento para una intensidad de campo eléctrico constante

38



de 20 kV/cm y la figura 19B muestra la influencia de la temperatura y la intensidad del
campo eléctrico para un tiempo de tratamiento constante de 105 us. Se observa que al
aumentar el tiempo de tratamiento (Fig.19A) o la intensidad del campo eléctrico
(Fig.19B) la cantidad de ficocianina extraida aumenta linealmente. También se observa
en ambas graficas que entre 10 y 20°C la temperatura no influyé en la cantidad de
ficocianina extraida, mientras que a partir de 20°C el aumento de la temperatura de

tratamiento provoco un incremento en la cantidad de ficocianina extraida.

La influencia de la temperatura también se ilustra en la grafica de contorno que
se muestra en la figura 20. En esta grafica, se representa las combinaciones de
temperatura y tiempo de tratamiento para extraer una cantidad determinada de
ficocianina a la intensidad de campo eléctrico mas elevada (25 kV/cm). Por ejemplo, el
aumento de la temperatura de tratamiento de 26 a 40°C redujo el tiempo de tratamiento
para extraer 12 mg/g es de ficocianina de 150 a 75 ps. Mientras que la energia
especifica del tratamiento de 150 ps era 224,64 J/ml, la del tratamiento de 75 ps era de
121,68 J/ml. Por lo tanto, el aumento de la temperatura de 26 a 40°C permitié reducir la

energia especifica del tratamiento un 45% sin afectarse el rendimiento de la extraccion.

Ficocianina (mg/g)

Figura 19.- Graficas de superficie de respuesta que relacionan el tiempo de tratamiento (A) o la

intensidad del campo eléctrico (B) y la temperatura de tratamiento con la cantidad de
ficocianina (mg/g) extraida de A. platensis.
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Figura 20.- Gréfica de contorno que muestra las combinaciones de temperatura y tiempo de
tratamiento para extraer determinadas cantidades de ficocianina ((indicada por los nimeros que
se muestran en los cuadros blancos).

4.2.2 Mejora en la extraccion de ficocianina mediante la aplicaciéon de un

tratamiento de altas presiones hidrostaticas (APH)

Se ha descrito en la literatura que el tratamiento de APH provoca, entre otros
efectos, la permeabilizacion de la membrana citoplasmaética de los microorganismos
(Pagan et Mackey, 2000). Por ello, se decidid investigar si estos tratamientos podrian
ser una alternativa a los tratamientos tradicionales para mejorar la extraccion de

ficocianina de A. platensis.

La figura 21 muestra la cantidad de ficocianina extraida a distintos tiempos de
extraccion (30, 240 y 360 min) tras la aplicacién de tres tratamientos de altas presiones
de distinta intensidad (50, 100 y 150 MPa) y una duracion de 3 minutos. Se observa
que, cuando se aplico la intensidad de tratamiento méas baja, la cantidad de ficocianina
extraida aumentd al hacerlo el tiempo de tratamiento. Sin embargo, cuando el
tratamiento aplicado fue de 100 MPa no se observd un incremento significativo en la
cantidad de ficocianina extraida al aumentar el tiempo de extraccion de 240 a 360
minutos. Finalmente, en el caso del tratamiento mas intenso aplicado, el tiempo de
extraccion mas bajo fue suficiente para extraer la maxima cantidad de ficocianina
observandose un descenso en la concentracion con el incremento del tiempo de
extraccion e incluso la disminucién de la cantidad de ficocianina extraida. Segun estos
resultados, a diferencia del tratamiento de PEAV, 30 minutos de extraccion serian

suficientes para conseguir la maxima extraccion de ficocianina. Utilizando este tiempo
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de tratamiento, el incremento de la intensidad de tratamiento de 50 a 150 MPa aumento
la cantidad total de ficocianina extraida 15 veces aproximadamente. Por lo que respecta
a la méxima cantidad de ficocianina extraida se observa que ésta (14,9 mg/g e.s.) es

similar a la que se obtuvo utilizando como tratamiento previo los PEAV:

15.04

w [ 50MPa 3min
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k<) [ 100MPa 3min
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&
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30 240 360

Tiempo (minutos)

Figura 21.- Extraccion de ficocianina a 30, 240 y 360 minutos tras tratamientos de altas
presiones de 3 minutos entre 50 y 150 MPa.

La figura 22 muestra las iméagenes al microscopio optico de las células de A.
platensis tratadas a 50, 100 y 150 MPa durante 3 minutos. Se observa que tras el
tratamiento mas bajo aplicado se mantenia la estructura de los trisomas mientras que a
150 MPa se observa la completa desintegracion no solo de los trisomas sino también de
las células que los constituyen. A la vista de esta observacién, cabria esperar que la
cantidad total de ficocianina extraida tras el tratamiento de 150 MPa fuera similar a la
maxima que se obtenia tratando previamente las células con el molino de bolas. Sin
embargo, la cantidad extraida tras el tratamiento de altas presiones fue sélo del 70%
respecto a la que se obtuvo con el molino de bolas. Estos resultados parecen indicar que
los tratamientos de APH mas intensos podrian provocar algun tipo de degradacion de la
ficocianina. Es conocido que uno de los efectos de estos tratamientos es la
desnaturalizacion proteica. Para comprobar esta hipétesis, se presurizd (150 MPa, 3
minutos) una solucién de ficocianina por un lado y la misma solucién que contenia en
suspension células de A. platensis. Mientras que cuando se presurizd la solucion de
ficocianina no se detectd tras el tratamiento ninguna modificacién de la densidad Optica
de la solucion (615 y 652 nm), al presurizarla en presencia de las células de A. platensis
se observd un descenso significativo de dicha densidad Optica. Por lo tanto, estos
resultados parecen indicar que durante la presurizacion de las células se produce algin

tipo de degradacion de la ficocianina disminuyendo el rendimiento de la extraccion.
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Figura 22.- Imagen al microscopio (x40aumentos) de A. platensis control (A) y tratada a 50
(B), 100 (C) y 150 (D) MPa durante 3minutos.

Por lo que respecta a la pureza del extracto, se observd que la obtenida en las
condiciones donde la extraccidon era maxima fue de 0,14. Esta pureza es mucho menor a
la que se obtuvo cuando previamente se aplicé un tratamiento de PEAV. Esta menor
pureza del extracto se puede achacar al efecto del tratamiento sobre las células de A.
platensis. Mientras que en el caso de los PEAV se mantenia la estructura celular incluso
tras aplicar el tratamiento mas intenso, en el caso de las APH se producia una completa
degradacion de las células con la consiguiente liberacion de otro tipo de proteinas
distintas de la ficocianina responsables de que la pureza fuera menor. Esta menor pureza

podria dificultar las siguientes etapas de purificacion de la proteina.

4.2.3 Mejora en la extraccion de ficocianina mediante la aplicacién de un

tratamiento de homogeneizacion por alta presion (HAP)

El tratamiento de HPA se caracteriza porque provoca la destruccién mecanica de
las células. Frente a otras técnicas que se utilizan para la destruccién mecanica de las
células como los molinos de bolas tiene la ventaja de que el tratamiento se puede aplicar
en flujo continuo. La figura 23 muestra los resultados obtenidos en la extraccion de
ficocianina para distintos tiempos de extraccion (30, 240 y 330 min) tras tratar las

células de A. platensis con tres intensidades de presion (10, 25 y 50 MPa).
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Figura 23.--Extraccion de ficocianina a 30, 240 y 360 minutos tras tratamientos de
homogenizacion por alta presion entre 10 y 50 MPa

Al igual que se observé en el caso del tratamiento con APH, la méaxima cantidad
de ficocianina extraida tras los tratamientos se observo a 30 minutos de extraccion. En
este caso, para los tratamientos a 25 y 50 MPa la cantidad de ficocianina extraida
disminuyd al incrementar el tiempo de extraccion. A pesar de que el tratamiento de
HAP provoca la completa destruccion de las celulas, como se confirma en las
fotografias que se muestran en la figura 24, la cantidad total de ficocianina extraida fue
menor que la que se consiguid extraer cuando la suspension de A. platensis se tratd

previamente con PEAV o APH.

Estos resultados parecen indicar que por algin mecanismo desconocido y que
necesitaria ser investigado, el tratamiento por HAP al igual que el tratamiento por APH
provoca cierta degradacion en la ficocianina. Ademas la pureza del extracto extraido

resulto ser 0,21.

Figura 24.- Imagen al microscopio (x40aumentos) de A. platensis control (A) y tratada por
homogeneizacion a 10 (B), 25 (C) y 50 (D) MPa
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43 EXTRACCION DE CAROTENOIDES, CLOROFILAAY B

Ademaés del estudio en el que se compararon distintas tecnologias novedosas de
procesado en la mejora de la extraccion de ficocianina de A. platensis, también se
explor6 el potencial de estas tecnologias para mejorar la extraccion de otros
componentes de interés producidos por esta cianobacteria como son la los carotenoides
y la clorofilaay b. En este caso, debido a que estos compuestos no son solubles en agua

la extraccion se realizé utilizando etanol como solvente.
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Figura 25.-Cantidad de Clorofilas A y B y Carotenoides extraidos expresados en mg/g e.s.,
transcurridos 15 minutos de extraccion en etanol tras tratamientos de PEAV, APH y HAP.

La figura 25 compara respectivamente la extraccion de estos tres componentes en
una muestra control y tras aplicar un tratamiento de PEAV, APH y HAP. Aunque se
investigaron varias condiciones de tratamiento, en la figura se muestran los resultados
obtenidos al aplicar las condiciones de tratamiento mas intensas tras 15 minutos de
extraccion. En todos los casos, se observo que la extraccion de estos tres componentes
en etanol en la muestra control fue muy eficaz. A los 15 minutos de extraccion ya se
alcanzd la maxima concentracién de los tres componentes en el medio de extraccion.
Por lo tanto, el tratamiento previo por ninguna de las tres tecnologias no mejord ni la

cantidad total extraida ni acelero significativamente el tiempo necesario para extraer los
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compuestos. Estos resultados obtenidos con la cianobacteria A. platensis difieren de los
obtenidos por otros autores en la extraccion de estos compuestos en la microalga
Chlorella vulgaris (Luengo et al., 2014, Goetel et al., 2013). En estas investigaciones,
se observo que el tratamiento de esta microalga por PEAV previo a la posterior
extraccion de carotenoides, clorofila A y B incrementaba significativamente la cantidad
de estos compuestos en el medio de extraccion. Las diferencias entre las envolturas

celulares de A. platensis y C. vulgaris podrian explicar estas discrepancias.

45



5. CONCLUSIONES

1° Tras 8,5 horas de extraccion en PBS no se detectd la presencia de ficocianina en el
medio de extraccion que contenia células de A. platensis por lo que la extraccion de este

compuesto requiere aplicar un tratamiento previo.

2° El tratamiento por pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV) provocd la separacion de
las células que forman los tricomas pero no afectd a la estructura celular de A. platensis.
La electroporacion de las células de A. platensis mediante PEAV previamente a la
extraccion de ficocianina permitié extraer el 50 % de la cantidad de este compuesto
presente en las células de esta microalga cuando el tratamiento se aplicé a 25°C. Al
aumentar la temperatura hasta los 40°C se logré extraer hasta el 70%. La cantidad de
ficocianina extraida aumentd linealmente con la intensidad del campo eléctrico y el
tiempo de tratamiento. Por otra parte, mientras que el aumento de la temperatura de
aplicacion del tratamiento de PEAV de 25 a 40°C aument6 la cantidad de ficocianina
extraida, este incremento no se observé al aumentar la temperatura de 10 a 25°C.

3° Las observaciones microscopicas mostraron que los tratamientos por altas presiones
hidrostaticas (APH) y homogeneizacion por alta presion (HAP) provocaron una
completa destruccion de las células de A. platensis. Sin embargo, la cantidad total de
ficocianina extraida fue menor que la contenida en las células por lo parece que estos

tratamientos provocan la desnaturalizacion de parte de la ficocianina.

4° E| extracto de ficocianina obtenido tras la aplicacién de un tratamiento de PEAV
previo a la extraccion resultdé méas puro que el obtenido tras la aplicacion de un
tratamiento de APH o de HAP.

5° La aplicacién de un tratamiento previo de PEAV, APH o HAP no mejoré la

extraccion de clorofilas A y B y carotenoides utilizando etanol como solvente.
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