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RESUMEN

En el presente trabajo se plantea el interés de incrementar el valor nutricional de una Clorofita (Ulva
ohnoi) como ingrediente potencialmente utilizable en piensos para acuicultura mediante un
pretratamiento enzimatico con carbohidrasas. Dicho tratamiento seria equivalente a los que se llevan
a cabo con objeto de hidrolizar los polisacaridos no amilaceos en materias primas vegetales utilizadas
en piensos para animales terrestres. Para ello, se evalud tanto un preparado enzimatico comercial
como un extracto procedente de la glandula digestiva del gasterépodo Patella vulgata, rico en distintas
carbohidrasas (xilanasa, B-1,3-glucanasa y B-1,4-glucanasa). La optimizacién de las condiciones de
hidrolisis se llevd a cabo mediante un disefio factorial que considerd el efecto de distintos factores
(dosis, tiempo de incubacién y humedad) tanto sobre la hidrélisis de carbohidratos como sobre la
actividad de compuestos con capacidad antioxidante presentes en Ulva. Se encontré que ambos
preparados enzimaticos hidrolizaban parcialmente los polisacaridos presentes en la macroalga,
aunque los factores con efecto significativo en cada caso fueron diferentes; dosis y tiempo de
incubacidén para la enzima comercial y tiempo de incubacién y humedad para el extracto de Patella.
No obstante, en ambos casos el tratamiento enzimdatico afecté de manera negativa a la capacidad
antioxidante inicialmente presente en la harina de Ulva. Por ultimo, se evaluaron los cambios en la
biodisponibilidad digestiva de los antioxidantes y los carbohidratos resultantes del tratamiento con el
preparado comercial, al incluir la harina de alga como ingrediente en piensos para dos peces marinos,
Sparus aurata y Mugil cephalus, empleando para ello un sistema de modelizacién in vitro de la

digestion en ambas especies.



ABSTRACT
In the present work, the interest of increasing the nutritional value of a Chlorophyte (Ulva ohnoi) as a

potentially usable ingredient in aquaculture feed is raised by means of an enzymatic pretreatment with
carbohydrases. The treatment would be equivalent to those carried out in order to hydrolyze non-
starch polysaccharides in vegetable raw materials used in feed for terrestrial animals. For this, both a
commercial enzyme preparation and an extract from the digestive gland of the gastropod Patella
vulgata, rich in different carbohydrases (xylanase, B-1,3-glucanase and B-1,4-glucanase), were
evaluated. The optimization of the hydrolysis conditions was carried out through a factorial design that
considered the effect of different factors (dose, incubation time and moisture) both on the hydrolysis
of carbohydrates and on the activity of compounds with antioxidant capacity present in Ulva. It was
found that both enzyme preparations partially hydrolyzed the polysaccharides present in the
macroalgae, although the factors with significant effect in each case were different; dose and
incubation time for the commercial enzyme and incubation time and moisture for the limpet extract.
However, in both cases the enzymatic treatment negatively affected the antioxidant capacity initially
present in the Ulva meal. Finally, changes in the digestive bioavailability of antioxidants and
carbohydrates resulting from treatment with the commercial preparation were evaluated by including
seaweed meal as an ingredient in feeds for two marine fish, Sparus aurata and Mugil cephalus, using

an in vitro modeling system of digestion in both species.



1. INTRODUCCION

1.1. Utilizacion de las macroalgas en acuicultura

La acuicultura y la pesca de captura son dos de las actividades fundamentales para el suministro de
alimentos a la poblacién humana, alcanzando ambas un volumen de mas de 150 MT en el afio 2018
(FAO, 2020). Una fraccion significativa de dichas capturas se destina a la fabricacion de las harinas y
aceites de pescado empleados en piensos para animales terrestres y especialmente acudticos. Para
reducir este consumo se ha planteado la posibilidad de sustituir dichos ingredientes en los piensos de
acuicultura, al menos parcialmente, por otros con un valor nutritivo equivalente, lo que podria
conllevar ademas de beneficios ambientales, una reduccién en los costes de produccién (Tacon &
Metian, 2008; Hardy, 2010). Dentro del amplio abanico de materias primas que se han evaluado y que
se considera de interés, cabe sefialar las macroalgas, las cuales comprenden una gran variedad de

especies con un gran potencial nutricional (@verland et al., 2019).

El uso nutritivo de las macroalgas depende de su composicion, la cual puede ser muy variable en
funcién de las condiciones fisicoquimicas de su lugar de crecimiento y del grupo al que pertenezcan:
pardas (pertenecientes al filo Phaeophyta), rojas (filo Rhodophyta) y verdes (filo Chlorophyta) (Collins
et al., 2016). Los tres grupos presentan un alto contenido en minerales, las macroalgas rojas y verdes
destacan por su alto contenido en proteinas en tanto que el nivel de azlcares y grasas es alto y similar
entre algas pardas y verdes, siendo resefiable el contenido en compuestos fendlicos de estas ultimas.
Las algas pardas deben su color a un pigmento predominante denominado fucoxantina y contienen
polisacaridos tales como celulosa, alginatos, laminarinas y fucanos, las verdes destacan por presentar
en sus paredes celulares ulvan, un polisacarido estructural complejo (Robic et al., 2009). Las algas rojas,
ademas de presentar carbohidratos primarios como el agar y los carragenanos (O’Sullivan et al., 2010),
contienen ficoeritrina y ficocianina que forman su mayor proporcidén de pigmentos, junto a clorofilas
y carotenoides (Lalegerie et al., 2019). Una buena parte de estos compuestos presenta propiedades
beneficiosas desde el punto de vista de la salud o el metabolismo que pueden ser aplicadas tanto en
humanos en animales (Collins et al., 2016).

En general, las macroalgas pardas son las que estdn constituidas por un porcentaje menor de
proteinas: entre un 5-15% del peso seco, en tanto que algas rojas y verdes normalmente presentan
niveles de entre 10-47%. Estos Ultimos valores se encuentran principalmente en las especies del
género Porphyra, como Porphyra tenera, y en otras como Palmaria palmata, cuyo contenido en
proteinas puede ser del 35% en peso seco. Sin embargo, como ya se ha mencionado, estos porcentajes
varian en funcién de muchos factores externos e internos (Fleurence, 1999). Este contenido en
proteina de las distintas macroalgas es uno de los rasgos de interés para su aprovechamiento en

piensos destinados para la cria de peces (Sugita et al., 2009).

En el caso concreto de las clorofitas del género Ulva, se trata de especies con caracteristicas
interesantes como el hecho de que su cultivo es facil, pues pueden crecer en distintas condiciones
climdticas con una amplia variedad de sustratos, y que presentan un buen perfil de vitaminas,
minerales y compuestos potencialmente bioactivos (Tabarsa et al., 2012; Shpigel et al., 2017). Las

especies de Ulva destacan igualmente por poseer una matriz muy compleja de carbohidratos
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estructurales en las que abunda el ulvan (Figura 1), un polisacarido compuesto por una amplia variedad
de glucidos tales como xilosa, ramnosa, dcido glucurdnico, acido udurénico, glucidos sulfatados, etc.
que le dan un alto peso molecular y una buena resistencia mecanica (Robic et al., 2009).
Adicionalmente, estas macroalgas también presentan celulosa y hemicelulosa, polisacdridos con un
alto contenido en glucosa y xilosa (Wahlstrom et al., 2020) y ademas son las Unicas que pueden

contener hasta un 3% de lignina en su composicién (Ozcimen et al., 2015).

— cellulose a hydrogen bonding

== [i-1,4-D-xyloglucan b ionic interactions involving
" p-1,4-D-glucuronan boric acid and divalent cations
— proteins

— ylvan ¢ ionic interactions
Figura 1. Asociacion de los polisacaridos estructurales que forman las paredes celulares en especies
del género Ulva spp. (Lahaye & Robic, 2007).

Se han utilizado diferentes especies de Ulva como ingredientes en piensos para acuicultura con
resultados variables. Por ejemplo, resultados positivos se han obtenido en el crecimiento y contenido
de grasa intraperitoneal de besugo rojo (Pagrus major) al emplear piensos que incluian Ulva pertusa
(Mustafa et al., 1995). En la misma linea, mujoles (Mugil cephalus) alimentados con piensos en los que
se incluydé un 20 % de Ulva lactuca presentaron un buen crecimiento, asi como firmeza y calidad
muscular (Wassef et al.,, 2001). También se ha demostrado la posibilidad de incluir hasta un 10 % de
Ulva rigida en piensos para lubina (Dicentrarchus labrax), sin efectos negativos sobre el crecimiento
(Valente et al., 2006).

Ademas de como fuente de nutrientes, se ha demostrado que las especies del género Ulva contienen
compuestos con capacidad activadora del sistema inmunolégico y el metabolismo oxidativo.
Concretamente el ulvan antes mencionado parece activar diversas rutas de sefializacion y de
modulacién del sistema inmunitario en el lenguado senegalés Solea senegalensis, (Ponce et al., 2020)
y extractos del alga completa mostraron activacién de la actividad inmunitaria y de la respuesta

antioxidante en lubina (Peixoto et al., 2016).

1.2 Limitaciones del uso de macroalgas como ingredientes en piensos

Los principales factores que limitan el uso de macroalgas en piensos pueden ser de dos tipos:

Tecnoldgicos. Dado que las macroalgas presentan un alto grado de humedad y facil descomposicidn,
lo que dificulta su manejo y procesado. En el momento del recolectado, la biomasa vegetal marina

presenta un contenido heterogéneo, voluminoso, muy acuoso y sujeto a un rapido deterioro, por ello
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el procesado de una macroalga puede conllevar distintas fases que abarcan desde una adecuada
preservacion y homogeneizacién hasta el desecho final de sustancias antinutritivas (Martinez-
Antequera, 2020). El desarrollo y la cosecha de estos organismos vegetales suele desarrollarse en
periodos estacionales, por lo que la investigacion del procesado y el almacenamiento a largo plazo es
fundamental (Martinez-Antequera, 2020). En este aspecto ha de considerarse su gran contenido en
agua, su temprana descomposicion tras la cosecha y los distintos fines que pueden tener (Gallagher et
al., 2018). Las condiciones fisicas juegan un papel fundamental, siendo una de las opciones el
almacenamiento en frio. Por ejemplo, el mantenimiento de muestras de Ulva lactuca y de Palmaria
palmata a 4°C les supone un desarrollo microbiolégico menory les aporta una mayor estabilidad (Liot
etal.,1993).

En la mayoria de los casos, |la preservacién va unida al secado de la macroalga ya que, por ejemplo, en
la fabricacién de piensos para la acuicultura este suplemento suele afadirse en forma de polvo fino
(Evans & Critchley, 2014). Los distintos métodos de secado se resumen en secado al sol, por
pulverizacién o al horno (Griffiths et al., 2016). En esta linea, todos los sistemas de secado presentan
ventajas y desventajas, pues la exposicion al sol, por ejemplo, es un procedimiento de bajo coste, pero
puede que no sea el método mas higiénico sobre todo si el producto esta destinado a la alimentacion
(Kadam et al., 2015). Por otra parte, el secado al horno es el método mas usual, que mejora la
disponibilidad de las proteinas derivadas de las macroalgas (Wong & Cheung, 2001). No obstante, si el
tiempo de exposicion a altas temperaturas es prolongado, puede conllevar la pérdida de fenoles
presentes en la composicion de las macroalgas (Gupta, Cox & Abu-Ghannam, 2011). Es por ello, que
se ha demostrado que realizando pretratamientos con ultrasonicacion o aplicaciéon de calor con
microondas se disminuye el tiempo de secado (Jangam, 2011; Mothibe et al., 2011) y, por tanto, existe
una mayor biodisponibilidad de compuestos bioactivos y ademas a un coste menor.

Como se ha mencionado, la conservacién en frio o el secado son métodos Utiles de preservacién, pero
ademas existen métodos como el ensilado (Herrmann et al., 2015). Este método tradicional de
conservacién de biomasa vegetal tiene como objetivo evitar la pérdida de carbohidratos, creando un
ambiente acido donde se disminuye o se inhibe la actividad microbiolégica, resultando ademads
ventajosa en costes, en riesgos y en la menor pérdida de materia seca. Este proceso se ha intentado
en el caso de macroalgas pardas, donde diversos factores como la falta de carbohidratos fermentables,
la escasa disminucidn del pH y la poca existencia de bacterias dcido-lacticas dificultan el proceso (Black,
1955; Herrmann et al., 2015). Por otro lado, un trabajo pionero con Ulva lactuca (Wu et al., 2018)
demostré que su ensilado, junto con la adicién de enzimas celuloliticas y la inoculacién de bacterias
acido l4cticas, es una buena opcidon como método de mantenimiento, pues se retuvieron mas del 90%

de los sélidos y se conservaron la mayoria de los carbohidratos durante los 30 dias de ensayo.

Nutricionales. Como se ha indicado las macroalgas presentan una amplia variedad de carbohidratos
complejos de naturaleza no amilacea (polisacaridos no amilaceos o PNAs) que dificultan su digestion
ya que muchos organismos marinos carecen de las enzimas digestivas necesarias para su asimilacion
(Gonzalez, 2017). Esta ampliamente demostrado que los PNAs presentes en ingredientes vegetales de
origen terrestre ejercen efectos nutricionales negativos en peces que dependen de su cantidad y del

tipo, los cuales condicionan diferencias en cuanto a su solubilidad, transito intestinal, interaccién con
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otros nutrientes e influencia sobre la microbiota intestinal (Krogdahl et al., 2005; Gatesoupe et al.,
2014). Por otra parte, esta limitada digestién de los diferentes componentes estructurales puede
condicionar también la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos de gran valor para la salud del

animal.

1.3. Mejora de la biodisponibilidad de nutrientes en macroalgas

Considerando lo anteriormente expuesto, se deduce que los tratamientos de las macroalgas previos a
su inclusion en los piensos destinados a hidrolizar parcialmente la fraccién de polisacdridos
estructurales pueden resultar utiles para la liberacién de compuestos nutritivos y para asegurar que
las enzimas digestivas tienen un mayor acceso a los diferentes sustratos (Felix & Selvaraj, 2004). Tales
tratamientos pueden ser fisicos, quimicos o biolégicos, incluyendo estos ultimos los realizados con
enzimas (Kadam et al., 2015). Los tratamientos fisicos se basan en procesos como la molienda o la
aplicaciéon de microondas (Yun et al., 2016) que resultan una alternativa muy eficiente frente a los
métodos de aplicacion de calor (Banu et al., 2020). Entre los tratamientos con reactivos, destaca el uso
de 4cidos como el sulfurico, clorhidrico o citrico que ayudan a romper las estructuras vegetales (Kwon
et al., 2016). Por ejemplo, la aplicacion de un 3% de acido sulfurico en Ulva fasciata determina una
gran liberacion de azucares (Hamouda et al., 2016). Sin embargo, estos compuestos pueden dar lugar
a productos indeseados como el hidroximetilfurfural y acidos orgdnicos que actian como inhibidores
de procesos fermentativos (Park et al., 2012). A pesar de que la hidrélisis acida permite la liberacidn
de productos sin la inhibicion de la reaccién por saturacidn, también se ha de tener en cuenta que
diversas sustancias del medio pueden convertirse en sustratos tdxicos, suponiendo un mayor riesgo

medioambiental y sanitario (Hamouda et al., 2016).

Por otro lado, las enzimas llevan a cabo procesos de hidrélisis cuyos costes de operacidn son menores,
convirtiendo sustratos en productos deseados con una gran especificidad y en un alto grado de
conversion (Tan & Lee, 2014). Asimismo, el nimero de productos téxicos indeseados es mucho menor
y las condiciones de pH y temperatura en las que operan pueden ser facilmente controladas. La
extraccidén enzimdtica ha sido utilizada en macroalgas para impulsar la liberaciéon de elementos utiles
en distintos ambitos (Heo et al., 2005; Li et al., 2019; Fernandes et al., 2019). Las enzimas hidroliticas
que hacen frente a estas complejas estructuras moleculares son principalmente celulasas, B-
glucanasas y xilanasas (Bhat, 2000). Las xilanasas son una serie de enzimas hemiceluloliticas,
responsables de la rotura de los enlaces B (1-4) de los heteroxilanos que componen las paredes
celulares vegetales (Lafond et al., 2014). En este sentido también las B-glucanasas hacen una funcién
similar y junto con las xilanasas, resultan imprescindibles a la hora de realizar una digestién enzimatica
como pretratamiento de una macroalga (Parab et al., 2017; Linton, 2020). En la industria de piensos
para animales terrestres es habitual utilizar mezclas de estas enzimas para hidrolizar parcial o
totalmente los PNAs presentes en ingredientes y subproductos vegetales terrestres y, por tanto,
existen en el mercado numerosos productos con composiciones y capacidades bien diferenciadas
(Classen, 1996; Gdala et al., 1997; Ai et al., 2007). No obstante, cabe sefalar que tales productos estan
disefados para hidrolizar los polisacdridos complejos presentes en tales ingredientes, pero muy

probablemente no presenten igual eficiencia para hidrolizar lo complejos polisacdridos presentes en



las macroalgas, pese a que algunos de ellos, como la celulosa o el xilano, formen parte de los mismos
en distintas proporciones.

En este sentido, cabe sefalar que multitud de organismos presentes en el medio marino pueden ser
una fuente amplia y prometedora de enzimas aplicables a la hidrdlisis de los polisacdridos presentes
en macroalgas, principalmente aquellos que las utilizan como sustrato alimenticio, ya sean
microorganismos o animales, tanto invertebrados como vertebrados. En el caso de los invertebrados,
el filum de los moluscos destaca por la gran diversidad de especies que se alimenta de algas y que, por
lo tanto, son capaces de producir enzimas que les ayudan en la digestion de polisacaridos complejos
(van Weel, 1961). Entre estas especies cabe sefalar a los gasterépodos monoplacéforos, conocidos
vulgarmente como lapas, organismos abundantes en las costas rocosas y entre ellos uno de los mas
conocidos es la lapa comun, Patella vulgata. Este organismo endémico del noroeste de Europa se ha
estudiado por su capacidad de sintetizar un mucus con gran capacidad adhesiva, pudiendo
proporcionar asi un potente producto biotecnolédgico (Kang et al., 2020). P. vulgata se alimenta de
macroalgas adheridas a las rocas de las costas maritimas (Schaal & Grall, 2015) tales como Ascophylum
nodosum, de la que extrae un gran beneficio nutritivo (Lorenzen, 2007) y distintas especies de Ulva
(Figura 2). Para ello, su sistema digestivo secreta enzimas como la celulasa, la amilasa o la B-
glucuronidasa, que son eficaces frente a las paredes celulares vegetales (Combie et al., 1982; Murty et
al., 2013).

Figura 2. Imagen representativa del consumo de la macroalga Ulva sp. por Patella vulgata (Lorenzen,
2007).

1.4, Objetivos

De todo lo anteriormente expuesto, se deduce que con objeto de extender el uso de macroalgas como

Ulva en piensos para acuicultura es preciso desarrollar procesos biotecnoldgicos no agresivos,

fundamentalmente basados en el uso de enzimas, que permitan hidrolizar parcialmente la compleja

matriz de polisacaridos presente en dichas especies, con objeto de incrementar la bioaccesibilidad de
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sus nutrientes sin influir negativamente en su contenido en compuestos bioactivos. Por ello, en el

presente trabajo se plantea el objetivo de:

Incrementar la biodisponibilidad de nutrientes procedentes de la macroalga verde Ulva ohnoi

mediante un pretratamiento enzimatico, con el fin de ser aplicada en piensos para la acuicultura.
Para llevar a cabo esta funcién se abordan dos objetivos especificos:

1. Evaluacién comparada del efecto de dos preparados enzimaticos, una mezcla comercial y un
extracto de glandula digestiva de P. vulgata, sobre la hidrélisis de polisacdridos presentes en la
macroalga. Esta evaluacidn se llevara a cabo empleando un disefio multifactorial que valorara
el efecto sobre la respuesta de hidrélisis de diferentes factores tales como la humedad de la

mezcla, el tiempo de hidrélisis y la cantidad de enzima empleada.

2. Basandose en los resultados de dicho experimento, se utilizard el preparado enzimatico mas
adecuado para realizar un tratamiento de la macroalga y se evaluara su efecto sobre la
biodisponibilidad digestiva potencial de nutrientes (carbohidratos) y compuestos bioactivos al
ser consumida por un pez omnivoro (dorada, Sparus aurata) y otro herbivoro (mujol, Mugil
cephalus), empleando para ello un sistema de simulacidn in vitro de la digestion de ambas
especies.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencién y preparacion de la macroalga

La biomasa de Ulva ohnoi utilizada en el presente estudio ha sido cultivada en tanques externos de las
instalaciones del Centro Tecnoldgico de la Acuicultura (CTAQUA). Tras un lavado con agua dulce, la
biomasa se secd hasta alcanzar un contenido en humedad de aproximadamente el 15% mediante un
secador solar. Una vez recepcionada en laboratorio, la biomasa fue sometida a un secado adicional en
estufa durante 24 h a 60°Cy posteriormente picada finamente usando una trituradora doméstica hasta

conseguir un polvo fino (Figura 3) que se utilizé en los diferentes experimentos.

Figura 3. Ulva ohnoi antes y después del procesado.
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2.2. Experimento 1. Evaluacion comparada del efecto de dos preparados enzimaticos, una mezcla
comercial y un extracto de glandula digestiva de Patella vulgata, sobre la hidrélisis de
polisacaridos presentes en la macroalga

2.2.1. Obtencion y preparacion del extracto de P. vulgata (EPV)

Se recolectaron ejemplares de P. vulgata en la costa este de Almeria que fueron almacenados en agua
de mar a baja temperatura para su traslado al laboratorio. Los moluscos se diseccionaron para extraer
las glandulas digestivas las cuales se homogenizaron (1:2 p/v) en buffer acetato sédico (100 mM, pH
6,5). El extracto se centrifugd posteriormente (12.000 x g, 4 °C, 20 min) para recolectar el
sobrenadante, el cual se dosificd en alicuotas que fueron congeladas a -20 °C para su posterior

utilizacion.

2.2.2. Descripcion del preparado comercial (MEC)

Se utilizd el preparado enzimatico comercial Rovabio Excel® (Adisseo, Francia), formado por un
conjunto de enzimas fibroliticas obtenidas a partir del hongo filamentoso Talaromyces versatilis. Entre
ellas se encuentran enzimas con actividad xilanasa, B-glucanasa, celulasa, arabinofuranosidasa,
pectinasa, proteasa y mananasa que permiten la degradacién de PNAs y la liberacién de otros
compuestos de caracter nutritivo procedentes de materias primas vegetales.

2.2.3. Medidas de actividad enzimdtica en ambos productos enzimdticos

Se midieron las actividades de xilanasa, B-1,3-glucanasa y B-1,4-glucanasa en los dos complejos
enzimaticos con objeto de poder equiparar los tratamientos a realizar con los mismos adaptando las
cantidades a emplear de cada uno de ellos. Para la determinacién de la actividad xilanasa se empled
como sustrato una solucién de xilano, para B-1,3-glucanasa una solucién de laminarina y para -1,4-
glucanasa el sustrato empleado fue carboximetilcelulosa; en todos los casos las soluciones se
prepararon al 1% p/v. Tras la incubacion de los extractos enzimaticos durante 90 min a 37 °C se
midieron en cada caso los monosacaridos liberados mediante el método de Miller (1959) usando el
acido dinitrosalicilico (DNS). Este método consiste en que, en presencia de calor, el DNS es capaz de
reaccionar con los grupos carbonilos (C=0) de los azucares reductores, reduciéndose y dando lugar a
un cambio de color que podra ser medido por espectrofotometria. La disolucién en este caso aparecera
desde un color amarillo (si la concentracion de azucares es baja) hasta un color marrén intenso (si la

concentracién de azucares es alta). Finalmente, la coloracion serd medida a 540 nm.

Para cada enzima se construyeron rectas patron empleando diferentes concentraciones (con xilosa
para xilanasa y con glucosa para las glucanasas) que permitian obtener el valor de concentracién de
monosacarido liberado de las muestras. Una unidad de actividad se definié como 1 micromol de azucar

liberado por min.

2.2.4. Tratamiento enzimdtico y disefio factorial

Una vez caracterizados los productos enzimaticos a utilizar, se planted el principal objetivo del
experimento; optimizar sus condiciones de aplicacion sobre la biomasa de Ulva con objeto de
comprobar su capacidad de hidrolizar los polisacaridos del alga. Para llevar a cabo el tratamiento de
manera lo mas equivalente posible, una vez medidas las 3 actividades enzimaticas antes indicadas se

ajustaron las cantidades de ambos extractos usando como referencia la actividad de xilanasa. La
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aplicacion de los productos enzimaticos se realizé utilizando la metodologia de Hidrdlisis en Estado
Sélido (SSH o Solid State Hydrolysis por sus siglas en inglés). Los diferentes factores considerados para
realizar esta SSH se contemplaron dentro de un disefio en superficie de respuesta del tipo Box-Behnken

que considerd un factor categdrico y 3 factores continuos:
Factor categdrico > Tipo de compuesto enzimatico; comercial/ extracto de P. vulgata.

Factores continuos > Estos factores se evallan siempre en un rango definido por 3 valores; maximo,

minimo e intermedio.

- Humedad. Las condiciones de humedad utilizadas para la hidrdlisis de macroalga estaran en el

intervalo de 50-70%. Para alcanzar esta humedad se empleard buffer citrato (100 mM, pH 5,0).

- Tiempo. Los tiempos de hidrélisis se situaron en el rango de 6 a 24 horas.

- Dosis. Se utilizé como referencia para el valor intermedio del rango a evaluar la dosis comercial
de Rovabio Excel® empleada para el tratamiento de ingredientes vegetales terrestres. Dado
que las actividades relativas de xilanasa y glucanasas presentes en el extracto de P. vulgata
eran diferentes a las del preparado comercial, se calcularon las dosis con objeto de igualar las
unidades de xilanasa aportadas por ambos. De este modo el rango establecido fue de 0,25 a

0,95 U/g materia seca.

Las unidades de ensayo fueron pequefios contenedores de 50 cc de capacidad donde se dosificaban 3
g de harina de Ulva mezclada con distintos volumenes de tampdn citrato (0,1 M, pH 5,0) para alcanzar
el % de humedad requerido. Las enzimas fueron administradas por pulverizacién fina sobre la harina
previa disolucion en una cantidad adecuada del mismo tampdn citrato. A partir de aqui, los
contenedores fueron ubicados en una cdmara de incubacidon mantenida a 45°C y mantenidos en la
misma los tiempos correspondientes a cada grupo. Las mezclas fueron removidas regularmente cada
2 h para garantizar que la hidrélisis se extendia por toda la mezcla dando asi un resultado éptimo. Una
vez finalizado el tiempo de incubacién de cada lote de muestras, estas eran almacenadas a -20°C para
detener cualquier proceso enzimatico y sélo fueron descongeladas para llevar a cabo los procesos de
extraccidén requeridos para la determinacién de productos de hidrdlisis. En total se utilizaron 60

contenedores para evaluar todas las combinaciones de valores de los factores indicados.

2.2.5. Medida de los productos de hidrdlisis y de capacidad antioxidante

La hidrélisis efectuada por los dos tipos de preparados enzimaticos sobre los polisacaridos de Ulva se
evalud midiendo los productos finales; los azlcares reductores se cuantificaron mediante el método
del DNS antes indicado, y las pentosas por el método del fluoroglucinol (Douglas, 1981). El método
consiste en exponer a las muestras al reactivo fluoroglucinol que junto con una alta temperatura
permitird a las pentosas presentes en el medio reaccionar especificamente convirtiéndolas en el
compuesto llamado furfural. Este quimico reacciona con el grupo fenol del fluoroglucinol dando lugar
a una mezcla coloreada medible espectrofotométricamente a 540 nm. Los aminodcidos liberados por
hidrélisis se cuantificaron mediante el reactivo ortoftalaldehido (OPA) (Church et al., 1983), el cual en

presencia de DL-Dithiothreitol (DTT) reacciona con los grupos a-amino liberados en la hidrélisis
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enzimatica dando lugar a un complejo que absorbe fuertemente a una longitud de onda de 340 nm. A
partir de una recta patrén de L-serina a 50 mg/250 mL realizada se extrapolan los datos para conocer

la concentracion de las muestras analizadas.

Para determinar la capacidad antioxidante especifica total (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
TEAC) de las muestras hidrolizadas enzimaticamente se utilizé el método del radical libre 2,3-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH), descrito por Brand-Williams et al. (1995) en el que los compuestos antioxidantes
del medio reaccionan con el radical libre DPPH cediéndole un protén. Finalmente, el resultado de la
reaccion se mide espectrofotométricamente a una absorbancia de 515 nm, permitiendo asi la
cuantificacion de la cantidad de compuestos antioxidantes que permanecen después de la exposicion
de la macroalga a la accién de las enzimas. Para la equivalencia entre los valores de absorbancia y

concentracién se realiza una recta patrén de Trolox al 0,01% en etanol.

2.3. Experimento 2. Uso de modelos de simulacion digestiva de dos especies de peces para
evaluar el efecto de un pretratamiento sobre la biodisponibilidad de nutrientes en Ulva

El objetivo del experimento era evaluar en qué medida la hidrdlisis parcial de la harina de Ulva
mediante un pretratamiento enzimatico se veria reflejada en diferencias en la biodisponibilidad
potencial de nutrientes (proteina y carbohidratos) a nivel digestivo, y de igual modo, cémo afectaria la
combinacion de dicho tratamiento y la accidn digestiva a la presencia de compuestos con capacidad
antioxidante. Los ensayos se plantearon simulando las condiciones del digestivo de dos especies de
peces marinos con distinto hdbito alimenticio y por tanto la harina de Ulva se incluyd en piensos
formulados con distintos ingredientes. Para los ensayos se utilizaron féormulas simplificadas que sdlo
contenian los principales ingredientes proteicos, pero no los aceites, micronutrientes ni ingredientes

tecnoldgicos (aglomerantes, saborizantes, etc.).

2.3.1. Tratamiento del alga y piensos elaborados

El tratamiento enzimatico de la harina de alga que fue utilizada en las férmulas se llevd a cabo con la
enzima que ofrecidé mejores resultados en el experimento anterior y utilizando igualmente las
condiciones optimizadas mediante el disefio factorial en superficie de respuesta. Una vez concluido el
tratamiento enzimatico, la macroalga se mezclé en una proporcion del 10% en peso con el resto de los
ingredientes utilizados en las férmulas que se detallan en la Tabla 1. Todos los ingredientes se molieron
finamente hasta un tamano de particula < 0.5 mm, se mezclaron y se utilizaron para los ensayos de

digestion in vitro.
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Tabla 1. Resumen de los tipos y de la cantidad de ingredientes afiadidos (g/100 g) para los piensos utilizados en la simulacién digestiva de dorada y mujol.

Ingredientes P. Control P. con Ulva sin tratar P. con Ulva con tratamiento
DORADA MUJOL DORADA MUJOL DORARA MUIJOL
Pescado 67/10/15 25,0 10,0 25,0 10,0 25,0 10,0
Harina de soja 47 13,3 15,0 13,1 15,0 13,1 15,0
Harina de Ulva 0,0 0,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Concentrado de proteina de soja 10,0 22,6 10,0 20,6 10,0 20,6
Harina de guar 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Salvado de arroz desengrasado 8,0 15,0 0,0 15,0 0,0 15,0
Gluten de maiz 60% 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
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2.3.2. Ensayos de simulacidn digestiva in vitro

Los extractos enzimaticos que se han utilizado durante el presente ensayo se obtuvieron a partir de
paquetes digestivos procedentes de ejemplares de Sparus aurata y Mugil cephalus. En el primer caso,
se utilizaron extractos de las dos secciones del digestivo (estdmago e intestino proximal) y en el
segundo caso se utilizd Unicamente extracto intestinal. En este caso, para mujol se utilizaron los
paguetes digestivos de varios ejemplares adultos de M. cephalus de unos 3 kg. Se prepararon extractos
de estdmago e intestino proximal y se procedié a medir el pH y determinar la actividad de proteasas
totales (acida/alcalina) seglin los métodos de Anson (1938) y Walter (1984) usando hemoglobina y
caseina como sustratos respectivamente. Como se comprobd la muy escasa actividad en el estémago
se decidid limitar la simulacidn a la digestion intestinal. Por otro lado, para el extracto enzimatico de
dorada se emplearon digestivos obtenidos de 5 de ejemplares S. aurata de unos 350 g de peso medio.
Se procedid a realizar el mismo procedimiento experimental anterior para determinar la actividad de

proteasas totales.

Para realizar esta simulacidn digestiva se emplea el sistema de biorreactores desarrollado por el Grupo
«Modelizacién Digestiva» de la UAL que permiten imitar las hidrdlisis enzimdticas que se llevan a cabo
en el sistema digestivo de un pez. Dichos biorreactores estan provistos de dos cdmaras separadas con
una membrana de dialisis de MWCO 3500 Da. En la cdmara de arriba se introducen una cantidad de
pienso y de extracto enzimatico suficiente que permita obtener la relaciéon enzima/sustrato necesaria
para la digestidén y la cdmara inferior esta conectada a una solucién tamponada y atemperada que
permite la retirada de los productos de dicha hidrélisis. El sistema ademads debe de mantenerse a un
pH adecuado al compartimento digestivo que se simula y en agitacién constante a 25°C. Finalmente,
se retirard un volumen de muestra 15 ml que serdn destinados a los distintos procesos analiticos
deseados. Las condiciones impuestas durante este procedimiento se resumen en la Tabla 2 y son
aplicadas para cada pienso experimental.

Tabla 2. Resumen de las distintas condiciones impuestas durante la simulacidon digestiva in vitro.

. Cantidad de Tiempo
Extracto Etapas Cantidad . .
L L . extracto requerido en pH establecido
enzimatico digestivas de pienso L.
enzimatico cada etapa
Estomacal
. 90 mg 1 hora 4-4,5
Extracto de (Acida)
dorada Intestinal
) 600 mg 35mg 4 horas 8-8,5
(alcalina)
Extracto de Intestinal
. ) 4 ml 4 horas 8-8,5
mujol (alcalina)

Tras la recogida de muestras estas fueron analizadas para evaluar la liberacion de azdcares reductores
y capacidad antioxidante. Los azlcares reductores totales se analizaron por el método de Miller
descrito anteriormente. Igualmente, la capacidad antioxidante de las muestras resultantes se midié
mediante el método del radical libre 2,3-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) (Brand-Williams et al., 1995)
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descrito previamente. Las muestras utilizadas para dichas medidas fueron, en el caso de la digestidn
con dorada, una toma de una hora de etapa acida, una tras 4 horas de digestién alcalina y una muestra
de la soluciéon restante final procedente de la cdmara de arriba del biorreactor. En el caso de la

digestion con mujol se usaron muestras obtenidas tras la digestion alcalina y de la cdmara de arriba.

2.4, Tratamiento estadistico de los datos.

Para el disefio y evaluacidon posterior de los datos del experimento 1, tal y como se indicé
anteriormente se construyd un diseno factorial Box-Behnken de tres niveles con dos réplicas usando
el software Minitab 17 (Minitab Inc., State College, PA). El resultado fue un disefio centrado en la cara
de un bloque (a = 1) para los tres factores numéricos y uno categérico (tipos de extracto enzimdtico).
Las combinaciones de los valores de las variables (codificados y no codificados) se detallan en la Tabla
3:

Tabla 3. Combinaciones de los valores de cada uno de los factores numéricos y categorico.

Numero de combinaciones DOSIS (ul) TIEMPO (h) HUMEDAD (%) TIPO DE ENZIMA

1 30,0 24 70 MEC
2 44,2 15 60 EPV
3 44,2 6 50 EPV
4 44,2 15 60 EPV
5 44,2 6 70 EPV
6 48,0 15 70 MEC
7 30,0 6 50 MEC
8 17,7 6 60 EPV
9 30,0 15 60 MEC
10 12,0 15 50 MEC
11 30,0 24 50 MEC
12 17,7 15 50 EPV
13 70,6 6 60 EPV
14 30,0 15 60 MEC
15 70,6 24 60 EPV
16 30,0 6 70 MEC
17 12,0 24 60 MEC
18 48,0 6 60 MEC
19 12,0 6 60 MEC
20 44,2 24 70 EPV
21 17,7 24 60 EPV
22 12,0 15 70 MEC
23 17,7 15 70 EPV
24 44,2 24 50 EPV
25 48,0 15 50 MEC
26 70,6 15 70 EPV
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27 44,2 15 60 EPV

28 70,6 15 50 EPV
29 48,0 24 60 MEC
30 30,0 15 60 MEC
31 44,2 6 50 EPV
32 12,0 6 60 MEC
33 12,0 15 70 MEC
34 12,0 15 50 MEC
35 70,6 15 70 EPV
36 48,0 15 70 MEC
37 70,6 24 60 EPV
38 48,0 15 50 MEC
39 70,6 6 60 EPV
40 30,0 24 70 MEC
41 30,0 6 70 MEC
42 30,0 15 60 MEC
43 48,0 6 60 MEC
44 44,2 24 50 EPV
45 30,0 15 60 MEC
46 44,2 24 70 EPV
47 30,0 6 50 MEC
48 17,7 24 60 EPV
49 17,7 6 60 EPV
50 17,7 15 50 EPV
51 12,0 24 60 MEC
52 17,7 15 70 EPV
53 44,2 15 60 EPV
54 44,2 15 60 EPV
55 30,0 15 60 MEC
56 30,0 24 50 MEC
57 70,6 15 50 EPV
58 44,2 6 70 EPV
59 44,2 15 60 EPV
60 48,0 24 60 MEC

El calculo de los minimos cuadrados ortogonales realizado sobre los datos del disefio factorial se utilizé
para obtener ecuaciones empiricas que describian las diferentes variables de respuesta evaluadas
(azucares reductores, aminoacidos, pentosas y capacidad antioxidante). La forma general de las

ecuaciones polinomiales es:

3 3 3
Y =by+ ) bX, + D b X+ Y BXX
i=1 i=1 ii=1
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donde Y es la variable de respuesta, b0, bi, bii y bij son los coeficientes de interseccion, lineal,
cuadratico y de interaccion, respectivamente; y Xi y Xj son las variables independientes (los factores
numeéricos considerados en el modelo). Se utilizé un ANOVA de una via para evaluar la significancia
estadistica de los coeficientes de regresion y se determinaron el coeficiente de determinacién R? y R?
ajustado para el modelo generado. La falta de ajuste del modelo se midid utilizando un valor de p
<0,05. Una vez que se determind el modelo de regresion ajustado, se obtuvieron graficos de superficie
de respuesta manteniendo constante cada factor en un punto central, mientras que los otros dos

factores variaban dentro del rango experimental.

Los datos del resto de experimentos se evaluaron mediante ANOVA de una o dos vias, seguido de una

prueba LSD de Fisher a un nivel de confianza del 95%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Experimento 1. Evaluacion comparada del efecto de dos preparados enzimaticos, una mezcla
comercial y un extracto de glandula digestiva de Patella vulgata, sobre la hidrélisis de

polisacaridos presentes en la macroalga

3.1.1. Caracterizacion de las actividades enzimdticas de los preparados
Las actividades de las 3 carbohidrasas evaluadas tanto en el preparado enzimatico comercial
como en el extracto de P. vulgata se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores de actividad enzimatica expresados en pumol/ml. Las siglas MEC hacen
referencia al extracto enzimdatico comercial, mientas que EPV se refiere al extracto enzimatico
de Patella vulgata. Valores en una columna que no comparten la misma letra difieren

significativamente con p<0,05.

xilanasa B-1,3-glucanasa B-1,4-glucanasa
MEC 50,83 + 3,294 69,48 + 1,774 32,14 + 2,45*
EPV 33,62 + 3,438 36,09 +1,91° 8,18 +0,30°

Los resultados expuestos en la tabla anterior muestran que la actividad xilanasa medida en MEC es
significativamente mayor que la que presenta EPV, ya que existe un aumento significativo de la
concentracién de compuestos hidrolizados por MEC respecto de la que se da en EPV. Lo mismo ocurre
en el caso de las actividades enzimaticas B-1,3-glucanasa y B-1,4-glucanasa, donde se da un aumento
significativo de la concentracion de mondmeros liberados por la accidn hidrolitica de MEC, siendo esta
ultima significativamente mayor que la que ofrecen las actividades glucanasas de la enzima digestiva

de Patella vulgata.
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3.1.2. Optimizacion de las condiciones de hidrdlisis enzimdtica mediante modelo factorial de
superficie de respuesta
En primer lugar, cabe sefialar que a pesar de la normalizacién de las dosis enzimaticas en funcién de la
actividad xilanasa presente en ambos extractos enzimaticos, la hidrdlisis llevada a cabo con MEC
resulté mas eficaz que la realizada con EPV. Esto pudo ser debido a dos causas: a) que pese a la
mencionada normalizacion, el resto de actividades implicadas en la hidrdlisis de carbohidratos no
alcanzd niveles equivalentes (tal como se puede ver en la Tabla 4) o b) la presencia de otras enzimas
adicionales en MEC cuya actividad no fue evaluada y que pudieron contribuir a una hidrélisis mas

eficiente de los polisacaridos presentes en la macroalga.

Los resultados del experimento factorial se detallan a continuaciéon. En todos los casos, la evaluacion
del efecto de los distintos factores siempre arroja un primer modelo que permite evaluar qué factores
o interacciones resultan significativos y cudles no. A partir de aqui, se procede a un refinado del modelo
por simplificacion, manteniendo en el mismo Unicamente los factores e interacciones significativas. Se
incluye como ejemplo esta secuencia para el andlisis del efecto de los factores analizados sobre la

liberacion de azlcares producida por el EPV:

Modelo general sin refinar:

Regresion de superficie de respuesta: Azucares vs. DOSIS (pl); TIEMPO (h);
HUMEDAD (%)

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 0,073702 0,008189 9,69 0,000
Lineal 3 0,0576084 0,019228 22,75 0,000
DOSIS (ul) 1 0,001878 0,001878 2,22 0,152
TIEMPO (h) 1 0,001318 0,001318 1,56 0,226
HUMEDAD (%) 1 0,054488 0,054488 64,45 0,000
Cuadrado 3 0,014152 0,004717 5,58 0,006
DOSIS (ul)*DOSIS (ul) 1 0,000026 0,000026 0,03 0,863
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 1 0,001239 0,001239 1,47 0,240
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,013424 0,013424 15,88 0,001
Interaccidén de 2 factores 3 0,001869 0,000623 0,74 0,542
DOSIS (ul)*TIEMPO (h) 1 0,001010 0,001010 1,20 0,287
DOSIS (upl)*HUMEDAD (%) 1 0,000136 0,000136 0,16 0,693
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 1 0,000723 0,000723 0,85 0,366
Error 20 0,016907 0,000845
Falta de ajuste 3 0,002717 0,0009006 1,09 0,382
Error puro 17 0,014190 0,000835
Total 29 0,090609

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0290751 81,34% 72,94% 55,01%

Coeficientes codificados

EE del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,0303 0,0119 2,56 0,019
DOSIS (ul) 0,01083 0,00727 1,49 0,152 1,00
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TIEMPO (h) -0,00908 0,00727 -1,25 0,226 1,00
HUMEDAD (%) 0,05836 0,00727 8,03 0,000 1,00
DOSIS (pl)*DOSIS (nul) 0,0019 0,0107 0,18 0,863 1,01
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 0,0130 0,0107 1,21 0,240 1,01
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0426 0,0107 3,98 0,001 1,01
DOSIS (ul)*TIEMPO (h) -0,0112 0,0103 -1,09 0,287 1,00
DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) -0,0041  0,0103 -0,40 0,693 1,00
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) -0,0095 0,0103 -0,92 0,366 1,00

Ecuacién de regresidén en unidades no codificadas

AztGcares = 1,086 + 0,00182 DOSIS (pl) + 0,00261 TIEMPO (h) - 0,0431 HUMEDAD (%)
+ 0,000003 DOSIS (pl)*DOSIS (pl) + 0,000160 TIEMPO (h)*TIEMPO (h)
+ 0,000426 HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) - 0,000047 DOSIS (pl)*TIEMPO (h)
- 0,000016 DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) - 0,000106 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid

Obs AzlUcares Ajuste Resid est.
4 0,2354 0,1629 0,0725 3,15 R
13 0,0893 10,1399 -0,0506 -2,20 R

Residuo grande R

Como se puede comprobar, de todos los factores evaluados en este caso Unicamente la humedad
ejerce un efecto significativo sobre la liberacidn de azucares al utilizar el EPV, y ademas lo hace
siguiendo una relacidn lineal, pero también cuadratica. Esto ultimo indica que dentro del rango
evaluado existird una curva que presentard un valor maximo. En cualquier caso, el modelo se puede
simplificar entonces de manera muy notable, eliminando todos los factores e interacciones no

significativas y manteniendo Unicamente los términos correspondientes a la humedad.

Modelo simplificado:

Regresion de superficie de respuesta: Azicares vs. HUMEDAD (%)

An&dlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 2 0,067389 0,033695 39,18 0,000
Lineal 1 0,054481 0,054481 63,35 0,000
HUMEDAD (%) 1 0,054481 0,054481 63,35 0,000
Cuadrado 1 0,012909 0,012909 15,01 0,001
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,012909 0,012909 15,01 0,001
Error 27 0,023220 0,000860
Falta de ajuste 10 0,009030 0,000903 1,08 0,426
Error puro 17 0,014190 0,000835
Total 29 0,090609

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0293255 74,37% 72,48% 67,67%

Coeficientes codificados
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EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,03882 0,00784 4,95 0,000

HUMEDAD (%) 0,05835 0,00733 7,96 0,000 1,00
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0416 0,0107 3,87 0,001 1,00

Ecuacidén de regresidén en unidades no codificadas

AzGcares = 1,186 - 0,0441 HUMEDAD (%) + 0,000416 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid
Obs AzUcares Ajuste Resid est.
4 0,23537 0,13875 0,09661 3,52 R

Residuo grande R

De esta forma, el modelo determina una ecuacién mucho mas sencilla que establece que la liberacion
de azlcares por accion de EPV depende Unicamente del contenido en humedad de la mezcla, segun la
ecuacién senalada y con un ajuste razonable del 74,4%. Haciendo este mismo procedimiento para
todas las variables evaluadas y para los dos tipos de productos enzimaticos EPV y MEC se obtuvieron
los resultados que se resumen en las Tablas 5y 6 y las Figuras 4 a 7. El detalle de todos los modelos
originales generados, asi como las sucesivas simplificaciones se incluyen como Anexo |. Tal como se
detalla en las Tablas 4 y 5 ademds de las distintas respuestas lineales generadas por los distintos
factores impuestos en el modelo, también se detallan interacciones entre factores o respuestas

cuadraticas que se deben tener en cuenta a la hora de predecir un proceso hidrolitico éptimo.

En la optimizacion del modelo influye en gran medida la capacidad que se tenga de ajustar dichos
factores descritos. Es por ello por lo que se debe de intentar predecir el ajuste del modelo en funcién
de los factores que influyen significativamente. En primer lugar, durante la hidrélisis de Ulva ohnoi con
la enzima de Patella, se observa que el ajuste para los compuestos bioactivos daria un valor de R? de
40,36%, lo que indica que la capacidad del modelo para predecir el efecto de la hidrélisis sobre dicho
pardmetro no es muy alta. Por otro lado, los valores de R? obtenidos en el caso de los pardmetros
nutricionales son 74,37, 85,76 y 92,85% para azUcares, pentosas y aminoacidos respectivamente. Estos
valores indican una buena capacidad de predecir la liberacion de tales compuestos en funcidn de los
factores considerados. Algo distinto ocurre en los resultados obtenidos para el extracto comercial
(MEC), que se exponen en la Tabla 5. Como se puede observar, en el caso de la TEAC, se ha obtenido
un R? elevado (80,21%) que indica una alta capacidad de prediccion del efecto de los factores sobre
este parametro. En la misma linea, la capacidad de prediccién del modelo también es elevada para la
liberacion de pentosas (93,52%) y aminoacidos (93,87%). Sin embargo, no se puede decir lo mismo
para el caso de los azucares. El proceso de hidrdlisis de dicho pardmetro nutricional no puede ser

ajustado dptimamente de acuerdo con los rangos establecidos en este experimento.
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Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos en el modelo factorial de superficie de respuesta con el extracto de Patella vulgata (EPV).

Interaccion

Parametros . . Ajuste R- .. ..
. Factor lineal Factor cuadratico entre 2 Ecuacidn de regresion
nutricionales cuadrado
factores
T TEAC (uM)/100mg alga seca = -10,41 - 0,471 TIEMPO (h)
iempo
Antioxidantes POy 40,36% + 0,391 HUMEDAD (%)
humedad
i AzUcares = 1,186 - 0,0441 HUMEDAD (%)
Azlcares Humedad Humedad*humedad 74,37%
+0,000416 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)
Pentosas = 0,334 +0,003428 TIEMPO (h)
] - 0,0182 HUMEDAD (%)
Tiempoy
Pentosas Humedad*humedad 85,76 % +0,000219 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)
humedad
Aa totales = 0,552 -0,0320 HUMEDAD (%)
Aminodcidos Humedad Humedad*humedad 92,85 % + 0,000431 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)
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Tabla 6. Resumen de los resultados obtenidos en el modelo factorial de superficie de respuesta con el extracto comercial (MEC).

Parametros . . .. Ajuste R- .. ..
. Factor lineal Factor cuadratico Interaccion entre 2 factores Ecuacion de regresion
nutricionales cuadrado
TEAC (uM)/100mg alga seca = -75,6
o ] _ + 3,31 TIEMPO (h) + 1,692 HUMEDAD (%)
Antioxidantes Tiempo y humedad Tiempo *humedad 80,21 %
-0,0712 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)
Azucares = -0,2810
Azlcares Humedad 52,97 % +0,00697 HUMEDAD (%)
Pentosas = 1,511
+0,002346 DOSIS (ul)- 0,0204 TIEMPO (h)
Dosis, tiempo y )
Pentosas h dad Humedad*humedad Tiempo*humedad 93,52%  -0,0557 HUMEDAD (%)
umeda
+0,000558 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)
+0,000458 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)
Aa totales = 0,542 +0,001241 DOSIS (pl)
S . -0,0319 HUMEDAD (%)
Aminoacidos  Dosis y humedad Humedad*humedad 93,87 %

+0,000422 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)
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Figura 4. Graficas de efectos principales sobre la liberaciéon de pentosas (mg/100 mg) tras la accién
de los dos preparados enzimaticos sobre la harina de Ulva. Los factores sin efecto significativo en el

rango evaluado aparecen con fondo gris.

Para la hidrdlisis de polisacaridos que liberan pentosas los factores que influyen fueron diferentes para
ambos tipos de enzimas; dosis, tiempo y humedad al emplear MECy sélo tiempo y humedad al emplear
EPV. En este ultimo caso se comprobd un efecto muy reducido (menos de 1/3 de la cantidad liberada
al usar EPV), lo que seria indicativo de la presencia de una menor cantidad de enzimas especificas para
hidrolizar los polisacaridos del alga en el extracto de lapa. El efecto del tiempo y la humedad se
corresponde con lo esperado, de modo que se obtuvieron mayores valores de liberacidn al aumentar

ambos factores, aunque en el caso de la humedad el efecto resulté mucho mas significativo ya que
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mostré una tendencia exponencial, en tanto que el efecto del tiempo fue lineal.
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Figura 5. Graficas de efectos principales sobre la liberacion de aztcares reductores (mg/100 mg) tras
la acciéon de los dos preparados enzimaticos sobre la harina de Ulva. Los factores sin efecto

significativo en el rango evaluado aparecen con fondo gris.

Para la hidrdlisis de polisacaridos que liberan azlcares reductores los resultados obtenidos con los dos
tipos de enzimas fueron también diferentes. Sdélo el efecto de la humedad resulté significativo, pero
segln un modelo lineal en el caso del MEC y exponencial para EPV. Cabe sefialar que, aunque los
efectos de la dosis y el tiempo no resultaron significativos para ninguno de los dos preparados
enzimaticos, en este caso la hidrdlisis llevada a cabo por MEC liberd una cantidad significativamente
mayor de azucares. Esto confirmaria la presencia de actividades enzimaticas claramente diferentes en

ambos preparados.

25



DOSIS () TIEMPO (h) HUMEDAD (%)

0,4 /

EPV /

0,3 /

0,1 /

0,0
20 40 60 8 16 24 50 60 70
DOSIS (un) TIEMPO (h) HUMEDAD (%)
0,4
/
/
MEC
0,3 /
///
//
0,2 """"”J.\\ //
/
0,1
0,0
10 30 50 8 16 24 50 60 70

Figura 6. Grafica de efectos principales para la liberacion de aminoacidos por los dos preparados
enzimaticos sobre la harina de Ulva (en mg). Los factores sin efecto significativos en el rango
evaluado aparecen con fondo gris.

Para la hidrdlisis de proteinas, nuevamente los resultados obtenidos con los dos extractos fueron muy

diferentes, con efecto muy significativo de la humedad en ambos casos y también de la dosis en MEC.
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Figura 7. Grafica de efectos principales sobre la TEAC (uM/100 mg) presente en la harina de Ulva
tras la accion de los dos preparados enzimaticos. Los factores sin efecto significativo en el rango

evaluado aparecen con fondo gris.

El efecto de ambos tipos de enzimas sobre la TEAC fue similar y en ambos casos los factores con efecto
significativo fueron el tiempo y la humedad, pero con una tendencia opuesta; mientras que la
humedad mostré un efecto creciente y lineal similar al observado para otros nutrientes, el efecto del
tiempo de incubacién mostré la tendencia contraria de manera que su aumento determinaba unaclara

disminucién en la TEAC.
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Considerando los resultados anteriores, cabe concluir que el disefo factorial utilizado en los ensayos
ha sido de gran utilidad para predecir la optimizacidn de la hidrélisis de la macroalga. Este enfoque se
utiliza rutinariamente en estudios de hidrélisis enzimatica en el ambito de la Ingenieria Quimica o la
Tecnologia de Alimentos. Por ejemplo, se ha utilizado para evaluar el impacto del pH, la cantidad de
solidos y la dosis enzimdtica en la hidrdlisis del rastrojo de maiz con celulasas (Zambare & Christopher,
2012). También se ha utilizado para comparar la accién enzimatica de dos peptidasas sobre un
concentrado soluble de pescado, introduciendo en el modelo como factores la temperatura, el tiempo
y la concentracidon de enzima (Nilsang et al., 2005) o para establecer las condiciones dptimas de

temperatura, tiempo y dosis para la clarificacion enzimatica de zumos de frutas (Lee et al., 2006).

Los resultados evidenciaron la semejanza entre ambos tipos de preparados enzimaticos, cuya accion
se vio influenciada en general por los mismos factores, entre los que destacaba la humedad. Esto es
debido a que suele ser el factor limitante clave en la SSH y sobre todo cuando se emplean cantidades
reducidas de muestra que se secan rdpidamente. En un estudio realizado igualmente con Ulva tratada
por fermentacion para la obtencion de bioetanol, Trivedi et al. (2015) encontraron un éptimo del 60%
dentro del rango del 40-100% para un mejor funcionamiento de la actividad de los microorganismos
inoculados. Si la humedad era demasiado baja no promovia la accion metabdlica y por otro lado, una
humedad excesiva evita la entrada de oxigeno dando peores resultados (Trivedi et al., 2015). En el caso
de la accién enzimatica la humedad resulta limitante para mantener en entorno adecuado para el

contacto entre enzimas y sustratos.

Por otra parte, se comprobd para ambos tipos de enzimas que la capacidad antioxidante se ve
negativamente afectada con el incremento del tiempo de incubacién. Aunque algunos estudios han
sefialado que la utilizacion de carbohidrasas ayuda a incrementar la obtencién de antioxidantes
procedentes de las macroalgas (Adalbjornsson & Jonsdottir, 2015) no ocurridé asi en el presente
estudio. Esto pudo deberse a la influencia de la temperatura, que es capaz de eliminar componentes
bioactivos si no se controla debidamente (Hammed et al., 2013) y que en estos experimentos actué
durante un tiempo prolongado.

Aunque la presencia de una mayor cantidad de carbohidrasas distintas a la xilanasa en el extracto
comercial hace que el grado de hidrélisis producido por este Ultimo sea mayor existen grandes
semejanzas en la accidn ejercida por ambos. Hay que considerar que MEC es un producto comercial
sometido a un proceso de purificacion y concentracién, en tanto que EPV es un extracto crudo sin
apenas purificacidn. Esto apunta a que la accion de dicho extracto podria ser mejorada y refuerza el
interés de explorar diferentes especies de gasterépodos como fuentes de enzimas hidroliticas efectivas
frente a los polisacdridos de macroalgas y otras fuentes con aplicaciones en la industria alimentaria o

farmacéutica (Ojima et al., 2018).
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3.2 Experimento 2. Uso de modelos de simulacion digestiva de dos especies de peces para
evaluar el efecto de un pretratamiento sobre la biodisponibilidad de nutrientes en Ulva

Los resultados obtenidos tras la hidrélisis in vitro de los piensos que incluian harina de Ulva
pretratada enzimaticamente o no en condiciones que simulaban el digestivo de dorada o mujol

se resumen en las Tablas 7 y 8.

Tabla 7. Cantidad de azucares liberados (mg) durante la simulacion de la digestion in vitro de dorada
(Sparus aurata) y mujol (Mugil cephalus). Los valores en una columna que no comparten la misma
letra difieren significativamente con p<0,05.

DORADA muJoL
P. Control 2,36+0,76 13,88 +0,72
P. con Ulva sin tratar 3,81+2,27 25,23 + 8,36
P. con Ulva tratada 6,74 £ 1,89 13,18 + 3,08

Tabla 8. Capacidad antioxidante (TEAC (uM)) liberada durante la simulacion de la digestion in vitro
de dorada (Sparus aurata) y mujol (Mugil cephalus). Los valores en una columna que no comparten

la misma letra difieren significativamente con p<0,05.

DORADA muJoL
P. Control 0,00 + 0,00% 333,10 £ 96,15
P. con Ulva sin tratar 95,49 + 37,288 811,11 + 133,16"
P. con Ulva tratada 74,29 + 0,38 602,17 + 111,458

Se puede comprobar que:

- El uso de distintos ingredientes para formular los piensos de ambas especies hace que las
férmulas sin Ulva afiadida ya presenten importantes diferencias en cuanto a la cantidad de
azucares o TEAC que es posible recuperar tras la hidrélisis digestiva.

- La adicion de harina de Ulva sin tratar incrementé la cantidad de azlcares liberados en Ia
digestion en ambas especies con respecto a las presentes en los piensos control, aunque la
variabilidad en los resultados obtenidos no permite afirmar que las diferencias fuesen
significativas y algo similar ocurrio al evaluar los resultados obtenidos con la adicion de harina

de Ulva pretratada con MEC que ofrecio resultados parecidos.

- Por el contrario, la TEAC si presento diferencias significativas en ambos casos. Las diferencias
entre los valores de TEAC medidos tras la hidrdlisis digestiva de los piensos control y con Ulva
fueron mucho mayores en el caso del mujol. Esto podria estar relacionado con la ausencia de
una fase dacida de la digestion en este caso, lo que habria permitido mantener una

biodisponibilidad mucho mayor de los compuestos antioxidantes incorporados mediante el
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alga. Por otra parte, tal y como cabia esperar, la digestion de piensos que incluian Ulva tratada
enzimaticamente presentd una menor liberacién de TEAC, aunque la variabilidad de los valores

no permitié establecer diferencias significativas.

Los ensayos de simulacién digestiva in vitro constituyen una herramienta con amplias aplicaciones en
nutricion en acuicultura ya que permiten evaluar de manera simplificada y accesible diferentes
factores que influyen en la biodisponibilidad digestiva de nutrientes y otros compuestos (Moyano et
al., 2015). Los resultados obtenidos en el presente ensayo ponen de manifiesto que los compuestos
con actividad antioxidante aportados al alimento mediante la inclusién de una cierta cantidad de Ulva
en el pienso mantienen su actividad tras el proceso de digestién, aunque los resultados muestran las
diferencias ligadas a las caracteristicas de la digestidon en peces carnivoros u omnivoros. Por otra parte,
la accidn de las enzimas de los peces durante el proceso de digestion no mejora ni complementa la
hidrélisis enzimatica de los polisacaridos presentes en la harina de alga, ni tampoco tuvo efectos
positivos sobre la cantidad de compuestos antioxidantes, de manera que no se observo un incremento
significativo ni en la liberacién de azlcares ni en la TEAC, en contraste con lo reportado por otros
autores que sometieron harina de alga a la accién de enzimas hidroliticas (Zhu et al., 2016; Fernandes
etal., 2019).

4. CONCLUSIONES
1. La aplicacion de complejos enzimdticos ricos en carbohidrasas produce una hidrdlisis
significativa de los polisacaridos presentes en la macroalga Ulva ohnoi al emplear un proceso
de Hidrdlisis en Estado Sélido.

2. El factor clave para incrementar la hidrdlisis de los polisacaridos es la humedad de la mezcla,
de manera que la eficiencia del proceso se incrementa con valores del 70%. Por el contrario,
el factor que mas influye en la estabilidad de los compuestos con capacidad antioxidante es el
tiempo total de incubacidn.

3. Aunque la hidrélisis obtenida con el extracto crudo de Patella vulgata fue menor que con el
producto comercial, mostré una eficiencia comparable en buena medida, lo que sugiere que
un producto purificado obtenido a partir del molusco podria ser una fuente de enzimas de

interés con una aplicacidn equivalente.

4. Los ensayos de digestidn simulada in vitro pusieron de manifiesto que las enzimas digestivas
de las dos especies evaluadas no aumentan la hidrélisis de carbohidratos iniciada por el
pretratamiento enzimatico, pero también que los compuestos antioxidantes soportan las

condiciones de la digestién de ambas especies, con una notable diferencia en el caso del mujol.
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6. ANEXO|
Modelos para EPV

Modelo general sin refinar:

Regresion de superficie de respuesta: TEAC (uM)/10 vs. DOSIS (ul); TIEMPO (h);
HUMEDAD (%)

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 819, 95 91,11 3,65 0,008
Lineal 3 545,33 181,78 7,28 0,002
DOSIS (ul) 1 12,90 12,90 0,52 0,481
TIEMPO (h) 1 286,98 286,98 11,50 0,003
HUMEDAD (%) 1 245,45 245,45 9,83 0,005
Cuadrado 3 163,27 54,42 2,18 0,122
DOSIS (pl)*DOSIS (ul) 1 42,30 42,30 1,69 0,208
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 1 80,91 80,91 3,24 0,087
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 28,02 28,02 1,12 0,302
Interaccidén de 2 factores 3 111,32 37,11 1,49 0,248
DOSIS (upl)*TIEMPO (h) 1 17,31 17,31 0,69 0,415
DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) 1 27,26 27,26 1,09 0,308
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 1 66,76 66,76 2,67 0,118
Error 20 499,21 24,96
Falta de ajuste 3 115,08 38,36 1,70 0,205
Error puro 17 384,13 22,60
Total 29 1319, 16
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
4,99605 62,16% 45,13% 16,96%
Coeficientes codificados
EE del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 5,47 2,04 2,68 0,014
DOSIS (ul) -0,90 1,25 -0,72 0,481 1,00
TIEMPO (h) -4,24 1,25 -3,39 0,003 1,00
HUMEDAD (%) 3,92 1,25 3,14 0,005 1,00
DOSIS (pl)*DOSIS (ul) 2,39 1,84 1,30 0,208 1,01
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) -3,31 1,84 -1,80 0,087 1,01
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1,95 1,84 1,06 0,302 1,01
DOSIS (upl)*TIEMPO (h) -1,47 1,77 -0,83 0,415 1,00
DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) -1,85 1,77 -1,04 0,308 1,00
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) -2,89 1,77 -1,64 0,118 1,00

Ecuacidén de regresidén en unidades no codificadas

TEAC (pM) /100mg alga seca = 6,7 + 0,175 DOSIS (pl) + 2,95 TIEMPO (h)
- 1,16 HUMEDAD (%)+ 0,00342 DOSIS (pl)*DOSIS (pl) - 0,0409 TIEMPO (h)*TIEMPO (h)
+ 0,0195 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)- 0,00618 DOSIS (pl)*TIEMPO (h)- 0,00698 DOSIS (pl)
*HUMEDAD (%) - 0,0321 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Modelo simplificado:

Regresion de superficie de respuesta: TEAC (uM)/100mg alga seca vs. TIEMPO
(h); HUMEDAD (%)
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Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 2 532,4 266,20 9,14 0,001
Lineal 2 532,4 266,20 9,14 0,001
TIEMPO (h) 1 287, 2 287,17 9,86 0,004
HUMEDAD (%) 1 245, 2 245,23 8,42 0,007
Error 27 786, 8 29,14
Falta de ajuste 10 402,06 40,26 1,78 0,142
Error puro 17 384,1 22,60
Total 29 1319,2
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
5,39808 40,36% 35,94% 27,23%
Coeficientes codificados
EE del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 6,021 0,986 6,11 0,000
TIEMPO (h) -4,24 1,35 -3,14 0,004 1,00
HUMEDAD (%) 3,91 1,35 2,90 0,007 1,00

Ecuacidén de regresidén en unidades no codificadas

TEAC (pM)/100mg alga seca = -10,41 - 0,471 TIEMPO (h) + 0,391 HUMEDAD (%)

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

TEAC
(uM) /100mg Resid
Obs alga seca Ajuste Resid est.
25 20,74 9,94 10,81 2,11 R

Residuo grande R

Modelo general sin refinar:

Regresion de superficie de respuesta: Azicares vs. DOSIS (ul); TIEMPO (h);
HUMEDAD (%)

An&lisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 0,073702 0,008189 9,69 0,000
Lineal 3 0,057684 0,019228 22,75 0,000
DOSIS (ul) 1 0,001878 0,001878 2,22 0,152
TIEMPO (h) 1 0,001318 0,001318 1,56 0,226
HUMEDAD (%) 1 0,054488 0,054488 64,45 0,000
Cuadrado 3 0,014152 0,004717 5,58 0,006
DOSIS (ul)*DOSIS (ul) 1 0,000026 0,000026 0,03 0,863
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 1 0,001239 0,001239 1,47 0,240
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,013424 0,013424 15,88 0,001
Interaccién de 2 factores 3 0,001869 0,000623 0,74 0,542
DOSIS (pl)*TIEMPO (h) 1 0,001010 0,001010 1,20 0,287
DOSIS (ul)*HUMEDAD (%) 1 0,000136 0,000136 0,16 0,693
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 1 0,000723 0,000723 0,85 0,366
Error 20 0,016907 0,000845
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Falta de ajuste 3 0,002717 0,000906 1,09 0,382
Error puro 17 0,014190 0,000835
Total 29 0,090609

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0290751 81,34% 72,94% 55,01%

Coeficientes codificados

EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,0303 0,0119 2,56 0,019

DOSIS (pl) 0,01083 0,00727 1,49 0,152 1,00
TIEMPO (h) -0,00908 0,00727 -1,25 0,226 1,00
HUMEDAD (%) 0,05836 0,00727 8,03 0,000 1,00
DOSIS (pl) *DOSIS (pl) 0,0019 0,0107 0,18 0,863 1,01
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 0,0130 0,0107 1,21 0,240 1,01
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0426 0,0107 3,98 0,001 1,01
DOSIS (pl)*TIEMPO (h) -0,0112 0,0103 -1,09 0,287 1,00
DOSIS (upl)*HUMEDAD (%) -0,0041 0,0103 -0,40 0,693 1,00
TIEMPO (h) *HUMEDAD (%) -0,0095 0,0103 -0,92 0,366 1,00

Ecuacidén de regresidén en unidades no codificadas

AzGcares = 1,086 + 0,00182 DOSIS (pl) + 0,00261 TIEMPO (h) - 0,0431 HUMEDAD (%)
+ 0,000003 DOSIS (pl)*DOSIS (pl) + 0,000160 TIEMPO (h)*TIEMPO (h)
+ 0,000426 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%) - 0,000047 DOSIS (pl)*TIEMPO (h)
- 0,000016 DOSIS (ul)*HUMEDAD (%) - 0,000106 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid

Obs Azltcares Ajuste Resid est.
4 0,2354 0,1629 0,0725 3,15 R
13 0,0893 0,1399 -0,0506 =-2,20 R

Residuo grande R

Modelo simplificado:

Regresion de superficie de respuesta: Azicares vs. HUMEDAD (%)

An&lisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 2 0,067389 0,033695 39,18 0,000
Lineal 1 0,054481 0,054481 63,35 0,000
HUMEDAD (%) 1 0,054481 0,054481 63,35 0,000
Cuadrado 1 0,012909 0,012909 15,01 0,001
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,012909 0,012909 15,01 0,001
Error 27 0,023220 0,000860
Falta de ajuste 10 0,009030 0,000903 1,08 0,426
Error puro 17 0,014190 0,000835
Total 29 0,090609

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
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S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0293255 74,37% 72,48% 67,67%

Coeficientes codificados

EE del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,03882 0,00784 4,95 0,000
HUMEDAD (%) 0,05835 0,00733 7,96 0,000 1,00
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0416 0,0107 3,87 0,001 1,00

Ecuacidén de regresidédn en unidades no codificadas

Azlcares = 1,186 - 0,0441 HUMEDAD (%) + 0,000416 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes
Resid
Obs AzUcares Ajuste Resid est.

4 0,23537 0,13875 0,09661 3,52 R

Residuo grande R

Modelo general sin refinar:

Regresion de superficie de respuesta: Pentosas vs. DOSIS (pl); TIEMPO (h);
HUMEDAD (%)

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 0,130045 0,014449 19,77 0,000
Lineal 3 0,120651 0,040217 55,01 0,000
DOSIS (ul) 1 0,000132 0,000132 0,18 0,676
TIEMPO (h) 1 0,015244 0,015244 20,85 0,000
HUMEDAD (%) 1 0,105275 0,105275 144,01 0,000
Cuadrado 3 0,004642 0,001547 2,12 0,130
DOSIS (ul)*DOSIS (ul) 1 0,000029 0,000029 0,04 0,845
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 1 0,001051 0,001051 1,44 0,244
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,003871 0,003871 5,30 0,032
Interaccidén de 2 factores 3 0,004783 0,001594 2,18 0,122
DOSIS (ul)*TIEMPO (h) 1 0,002515 0,002515 3,44 0,078
DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) 1 0,000268 0,000268 0,37 0,552
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 1 0,002000 0,002000 2,74 0,114
Error 20 0,014621 0,000731
Falta de ajuste 3 0,002421 0,000807 1,12 0,367
Error puro 17 0,012200 0,000718
Total 29 0,144666

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0270380 89,89% 85,35% 76,18%

Coeficientes codificados

EE del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,0756 0,0110 6,85 0,000
DOSIS (ul) 0,00287 0,00676 0,42 0,676 1,00
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TIEMPO (h) 0,03087 0,00676 4,57 0,000 1,00
HUMEDAD (%) 0,08112 0,00676 12,00 0,000 1,00
DOSIS (pl)*DOSIS (pl) 0,00197 0,00995 0,20 0,845 1,01
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 0,01193 0,009985 1,20 0,244 1,01
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,02290 0,00995 2,30 0,032 1,01
DOSIS (ul)*TIEMPO (h) -0,01773 0,00956 -1,85 0,078 1,00
DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) -0,00579 0,00956 -0,61 0,552 1,00
TIEMPO (h) *HUMEDAD (%) 0,01581 0,00956 1,65 0,114 1,00

Ecuacién de regresidén en unidades no codificadas

Pentosas = 0,446 + 0,00229 DOSIS (pl) - 0,00824 TIEMPO (h) - 0,0210 HUMEDAD (%)
+ 0,000003 DOSIS (pl)*DOSIS (pl) + 0,000147 TIEMPO (h)*TIEMPO (h)
+ 0,000229 HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) - 0,000074 DOSIS (pl)*TIEMPO (h)
- 0,000022 DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) + 0,000176 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid

Obs Pentosas Ajuste Resid est.
8 0,0578 0,1055 -0,0477 -2,23 R
10 0,0925 0,1353 -0,0428 -2,00 R

Residuo grande R

Modelo simplificado:
Regresion de superficie de respuesta: Pentosas vs. TIEMPO (h); HUMEDAD (%)

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 3 0,124071 0,041357 52,21 0,000
Lineal 2 0,120489 0,060244 76,06 0,000
TIEMPO (h) 1 0,015227 0,015227 19,22 0,000
HUMEDAD (%) 1 0,105261 0,105261 132,89 0,000
Cuadrado 1 0,003582 0,003582 4,52 0,043
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,003582 0,003582 4,52 0,043
Error 26 0,020595 0,000792
Falta de ajuste 9 0,008395 0,000933 1,30 0,306
Error puro 17 0,012200 0,000718
Total 29 0,144666

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0281445 85,76% 84,12% 80,83%

Coeficientes codificados

EE del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,08358 0,00752 11,11 0,000
TIEMPO (h) 0,03085 0,00704 4,38 0,000 1,00
HUMEDAD (%) 0,08111 0,00704 11,53 0,000 1,00
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0219 0,0103 2,13 0,043 1,00

Ecuacidén de regresidén en unidades no codificadas

Pentosas = 0,334 + 0,003428 TIEMPO (h) - 0,0182 HUMEDAD (%)
40



+ 0,000219 HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%)

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes
Resid
Obs Pentosas Ajuste Resid est.
8 0,05781 0,11443 -0,05662 =-2,16 R
19 0,11159 0,05273 0,05886 2,25 R

Residuo grande R

Modelo general sin refinar:

Regresion de superficie de respuesta: Aa totales vs. DOSIS (ul); TIEMPO (h);
HUMEDAD (%)

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 0,650720 0,072302 41,16 0,000
Lineal 3 0,630304 0,210101 119,62 0,000
DOSIS (ul) 1 0,000068 0,000068 0,04 0,846
TIEMPO (h) 1 0,007315 0,007315 4,16 0,055
HUMEDAD (%) 1 0,622922 0,622922 354,65 0,000
Cuadrado 3 0,014880 0,004960 2,82 0,065
DOSIS (ul)*DOSIS (ul) 1 0,000468 0,000468 0,27 0,611
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 1 0,000457 0,000457 0,26 0,616
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,013721 0,013721 7,81 0,011
Interaccidén de 2 factores 3 0,005486 0,001829 1,04 0,396
DOSIS (ul)*TIEMPO (h) 1 0,004090 0,004090 2,33 0,143
DOSIS (ul)*HUMEDAD (%) 1 0,000271 0,000271 0,15 0,699
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 1 0,001125 0,001125 0,64 0,433
Error 20 0,035129 0,001756
Falta de ajuste 3 0,001013 0,000338 0,17 0,916
Error puro 17 0,034116 0,002007
Total 29 0,685849

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0419098 94,88% 92,57% 89,80%

Coeficientes codificados

EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,1838 00,0171 10,74 0,000

DOSIS (ul) -0,0021 0,0105 -0,20 0,846 1,00
TIEMPO (h) -0,0214 0,0105 -2,04 0,055 1,00
HUMEDAD (%) 0,1973 10,0105 18,83 0,000 1,00
DOSIS (pl)*DOSIS (pl) -0,0080 00,0154 -0,52 0,611 1,01
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 0,0079 0,0154 0,51 0,616 1,01
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0431 0,0154 2,80 0,011 1,01
DOSIS (pl)*TIEMPO (h) -0,0226 0,0148 -1,53 0,143 1,00
DOSIS (ul)*HUMEDAD (%) 0,0058 10,0148 0,39 0,699 1,00
TIEMPO (h) *HUMEDAD (%) -0,0119 0,0148 -0,80 0,433 1,00

Ecuacién de regresidén en unidades no codificadas

Aa totales = 0,467 + 0,00103 DOSIS (pl) + 0,0068 TIEMPO (h) - 0,0310 HUMEDAD (%)
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- 0,000011 DOSIS (pl)*DOSIS (pl) + 0,000097 TIEMPO (h)*TIEMPO (h)
+ 0,000431 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%) - 0,000095 DOSIS (pl)*TIEMPO (h)
+ 0,000022 DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) - 0,000132 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Modelo simplificado:

Regresion de superficie de respuesta: Aa totales vs. HUMEDAD (%)

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 2 0,63684 0,318418 175,41 0,000
Lineal 1 0,62296 0,622957 343,17 0,000
HUMEDAD (%) 1 0,62296 0,622957 343,17 0,000
Cuadrado 1 0,01388 0,013878 7,64 0,010
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,01388 0,013878 7,64 0,010
Error 27 0,04901 0,001815
Falta de ajuste 10 0,01490 0,001490 0,74 0,678
Error puro 17 0,03412 0,002007
Total 29 0,68585

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0426065 92,85% 92,32% 91,36%

Coeficientes codificados

EE del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,1837 10,0114 16,13 0,000
HUMEDAD (%) 0,1973 10,0107 18,52 0,000 1,00
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0431 0,0156 2,76 0,010 1,00

Ecuacién de regresidn en unidades no codificadas

Aa totales = 0,552 - 0,0320 HUMEDAD (%) + 0,000431 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)

Modelos para MEC

Modelo general sin refinar:

Regresion de superficie de respuesta: TEAC (uM)/10 vs. Bloques; DOSIS (pl);
TIEMPO (h); HUMEDAD (%)

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 10 2738,46 273,85 9,84 0,000
Bloques 1 469,81 469,81 16,89 0,001
Lineal 3 1822,19 607,40 21,83 0,000
DOSIS (ul) 1 0,44 0,44 0,02 0,901
TIEMPO (h) 1 1199,52 1199,52 43,12 0,000
HUMEDAD (%) 1 622,23 622,23 22,37 0,000
Cuadrado 3 70,61 23,54 0,85 0,486
DOSIS (pl)*DOSIS (ul) 1 8,32 8,32 0,30 0,591
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 1 24,14 24,14 0,87 0,363
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 37,11 37,11 1,33 0,262
Interaccién de 2 factores 3 375,84 125,28 4,50 0,015
DOSIS (pl)*TIEMPO (h) 1 0,00 0,00 0,00 0,991
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DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) 1 46,91 46,91 1,69 0,210

TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 1 328,93 328,93 11,82 0,003
Error 19 528,59 27,82
Falta de ajuste 15 447,97 29,86 1,48 0,380
Error puro 4 80,62 20,16
Total 29 3267,05

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
5,27452 83,82% 75,31% 57,07%

Coeficientes codificados

EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 13,14 2,15 6,10 0,000
Bloques

1 -3,957 0,963 -4,11 0,001 1,00
DOSIS (ul) -0,17 1,32 -0,13 0,901 1,00
TIEMPO (h) -8,66 1,32 -6,57 0,000 1,00
HUMEDAD (%) 6,24 1,32 4,73 0,000 1,00
DOSIS (pl) *DOSIS (ul) 1,06 1,94 0,55 0,591 1,01
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) -1,81 1,94 -0,93 0,363 1,01
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) -2,24 1,94 -1,16 0,262 1,01
DOSIS (ul)*TIEMPO (h) 0,02 1,86 0,01 0,991 1,00
DOSIS (pl) *HUMEDAD (%) -2,42 1,86 -1,30 0,210 1,00
TIEMPO (h) *HUMEDAD (%) -6,41 1,86 -3,44 0,003 1,00

Ecuacidén de regresidédn en unidades no codificadas

TEAC (pM) /100mg alga seca = -180,6 + 0,599 DOSIS (pl) + 3,98 TIEMPO (h)
+ 4,79 HUMEDAD (%)+ 0,00328 DOSIS (pl)*DOSIS (pl)- 0,0223 TIEMPO (h)*TIEMPO (h)

- 0,0224 HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%$)+ 0,0001 DOSIS (pl)*TIEMPO (h)- 0,0135 DOSIS (pl)
*HUMEDAD (%) - 0,0712 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Ecuacién promediada sobre los bloques.

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

TEAC
(uM) /100mg Resid
Obs alga seca Ajuste Resid est.
17 6,12 16,83 -10,71 -2,64 R

Modelo simplificado:

Regresion de superficie de respuesta: TEAC (uM)/100mg vs. Bloques; TIEMPO
(h); HUMEDAD (%)

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 4 2620,49 655,12 25,33 0,000
Blogues 1 469,81 469,81 18,17 0,000
Lineal 2 1821,75 910,88 35,22 0,000
TIEMPO (h) 1 1199,52 1199,52 46,38 0,000
HUMEDAD (%) 1 622,23 622,23 24,06 0,000
Interaccidén de 2 factores 1 328,93 328,93 12,72 0,001
TIEMPO (h) *HUMEDAD (%) 1 328,93 328,93 12,72 0,001
Error 25 646,56 25,86
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Falta de ajuste 21
Error puro 4
Total 29
Resumen del modelo
R-cuad. R
S R-cuad. (ajustado)
5,08549 80,21% 77,04%

Coeficientes codificados

Término Coef
Constante 11,550
Bloques

1 -3,957
TIEMPO (h) -8, 66
HUMEDAD (%) 6,24
TIEMPO (h) *HUMEDAD (%) -6,41

565,93 26,95
80,62 20,16
3267,05
-cuad.
(pred)
69,89%
EE del
coef. Valor T Valor p
0,928 12,44 0,000
0,928 -4,26 0,000
1,27 -6,81 0,000
1,27 4,91 0,000
1,80 -3,57 0,001

Ecuacidén de regresidén en unidades no codificadas

TEAC (pM)/100mg alga seca =

1,34

FIV

1,00
1,00
1,00
1,00

- 0,0712 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Ecuacidén promediada sobre los b

loques.

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

TEAC

(uM) /100mg
Obs alga seca Ajuste Resid
12 32,12 21,74 10,38

Residuo grande R

Modelo sin refinar:

Regresion de superficie de respuesta: Aziicares vs. Bloques; DOSIS (pl); TIEMPO

(h); HUMEDAD (%).

An&lisis de Varianza

Fuente GL
Modelo 10
Bloques 1
Lineal 3
DOSIS (ul) 1
TIEMPO (h) 1
HUMEDAD (%) 1
Cuadrado 3
DOSIS (ul)*DOSIS (ul) 1
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 1
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1
Interaccidén de 2 factores 3
DOSIS (upl) *TIEMPO (h) 1
DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) 1
TIEMPO (h) *HUMEDAD (%) 1
Error 19
Falta de ajuste 15
Error puro 4

Resid
est.
2,19 R

SC Ajust.
0,096725
0,000111
0,090252
0,004985
0,007613
0,077654
0,002753
0,002070
0,000180
0,000393
0,003610
0,002043
0,000456
0,001110
0,050092
0,046703
0,003389
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MC Ajust.
0,009673
0,000111
0,030084
0,004985
0,007613
0,077654
0,000918
0,002070
0,000180
0,000393
0,001203
0,002043
0,000456
0,001110
0,002636
0,003114
0,000847

3,67
0,04
11,41
1,89
2,89
29,45
0,35
0,79
0,07
0,15
0,46
0,77
0,17
0,42

3,68

0,430

-75,6 + 3,31 TIEMPO (h) + 1,692 HUMEDAD (%)

Valor F Valor p

0,007
0,839
0,000
0,185
0,106
0,000
0,791
0,387
0,796
0,704
0,716
0,390
0,682
0,524

0,109



Total 29 0,146817

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0513459 65,88% 47,92% 5,76%

Coeficientes codificados

EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,1293 0,0210 6,17 0,000
Bloques

1 0,00193 0,00937 0,21 0,839 1,00
DOSIS (pl) 0,0177 0,0128 1,38 0,185 1,00
TIEMPO (h) 0,0218 0,0128 1,70 0,106 1,00
HUMEDAD (%) 0,0697 0,0128 5,43 0,000 1,00
DOSIS (pl)*DOSIS (pl) 0,0167 0,0189 0,89 0,387 1,01
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 0,0049 0,0189 0,26 0,796 1,01
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) -0,0073 0,0189 -0,39 0,704 1,01
DOSIS (pl)*TIEMPO (h) 0,0160 0,0182 0,88 0,390 1,00
DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) 0,0076 0,0182 0,42 0,682 1,00
TIEMPO (h) *HUMEDAD (%) -0,0118 0,0182 -0,65 0,524 1,00

Ecuacidén de regresidén en unidades no codificadas

Azucares = -0,555 - 0,00612 DOSIS (pl) + 0,0055 TIEMPO (h) + 0,0164 HUMEDAD (%)
+ 0,000052 DOSIS (pl)*DOSIS (pl) + 0,000061 TIEMPO (h)*TIEMPO (h)
- 0,000073 HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) + 0,000099 DOSIS (upl)*TIEMPO (h)
+ 0,000042 DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) - 0,000131 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Ecuacidén promediada sobre los bloques.

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid

Obs AzlUcares Ajuste Resid est.
1 0,0901 0,2048 -0,1147 -2,90 R
21 0,3197 0,2086 0,1111 2,81 R

Residuo grande R

Modelo simplificado:

Regresion de superficie de respuesta: Azucares vs. Bloques; HUMEDAD (%)

An&lisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 2 0,077765 0,038883 15,20 0,000
Bloques 1 0,000111 0,000111 0,04 0,836
Lineal 1 0,077654 0,077654 30,36 0,000
HUMEDAD (%) 1 0,077654 0,077654 30,36 0,000
Error 27 0,069052 0,002557
Falta de ajuste 23 0,065663 0,002855 3,37 0,123
Error puro 4 0,003389 0,000847
Total 29 0,146817

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
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S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0505715 52,97% 49,48% 41,07%

Coeficientes codificados

EE del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,13701 0,00923 14,84 0,000
Bloques
1 0,00193 0,00923 0,21 0,836 1,00
HUMEDAD (%) 0,0697 0,0126 5,51 0,000 1,00

Ecuacidén de regresidén en unidades no codificadas
Azucares = -0,2810 + 0,00697 HUMEDAD (%)

Ecuacién promediada sobre los bloques.

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid

Obs Azlcares Ajuste Resid est.
1 0,0901 0,2048 -0,1146 -2,43 R
14 0,2621 0,1351 0,1270 2,60 R
21 0,3197 0,2086 0,1111 2,35 R

Residuo grande R

Modelo sin refinar:

Regresion de superficie de respuesta: Pentosas vs. Bloques; DOSIS (pl); TIEMPO
(h); HUMEDAD (%)

An&lisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 10 0,670065 0,067007 31,59 0,000
Blogues 1 0,006928 0,006928 3,27 0,087
Lineal 3 0,620524 0,206841 97,53 0,000
DOSIS (pl) 1 0,028530 0,028530 13,45 0,002
TIEMPO (h) 1 0,064572 0,064572 30,45 0,000
HUMEDAD (%) 1 0,527421 0,527421 248,69 0,000
Cuadrado 3 0,026376 0,008792 4,15 0,020
DOSIS (pl)*DOSIS (ul) 1 0,002845 0,002845 1,34 0,261
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 1 0,000151 0,000151 0,07 0,793
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,022124 0,022124 10,43 0,004
Interaccién de 2 factores 3 0,016237 0,005412 2,55 0,086
DOSIS (pl)*TIEMPO (h) 1 0,000505 0,000505 0,24 0,631
DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) 1 0,002130 0,002130 1,00 0,329
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 1 0,013603 0,013603 6,41 0,020
Error 19 0,040295 0,002121
Falta de ajuste 15 0,033902 0,002260 1,41 0,401
Error puro 4 0,006393 0,001598
Total 29 0,710360

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0460522 94 ,33% 91,34% 85,60%

46



Coeficientes codificados

EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,3633 0,0188 19,33 0,000
Bloques

1 -0,01520 0,00841 -1,81 0,087 1,00
DOSIS (ul) 0,0422 0,0115 3,67 0,002 1,00
TIEMPO (h) 0,0635 0,0115 5,52 0,000 1,00
HUMEDAD (%) 0,1816 0,0115 15,77 0,000 1,00
DOSIS (ul)*DOSIS (nl) -0,0196 0,0169 -1,16 0,261 1,01
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 0,0045 0,0169 0,27 0,793 1,01
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0547 0,0169 3,23 0,004 1,01
DOSIS (pl) *TIEMPO (h) -0,0079 0,0163 -0,49 0,631 1,00
DOSIS (ul)*HUMEDAD (%) 0,0163 0,0163 1,00 0,329 1,00
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 0,0412 0,0163 2,53 0,020 1,00

Ecuacidén de regresidén en unidades no codificadas

Pentosas = 1,580 + 0,00128 DOSIS (pl) - 0,0206 TIEMPO (h) - 0,0571 HUMEDAD (%)
- 0,000061 DOSIS (pnl)*DOSIS (pl) + 0,000056 TIEMPO (h)*TIEMPO (h)
+ 0,000547 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%) - 0,000049 DOSIS (pl)*TIEMPO (h)
+ 0,000091 DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) + 0,000458 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Ecuacidén promediada sobre los bloques.

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid
Obs Pentosas Ajuste Resid est.
21 0,7720 0,6937 10,0783 2,21 R

Residuo grande R

Modelo simplificado:

Regresion de superficie de respuesta: Pentosas vs. Bloques; DOSIS (pl); TIEMPO
(h); HUMEDAD (%)

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 6 0,664316 0,110719 55,31 0,000
Blogques 1 0,006928 0,006928 3,46 0,076
Lineal 3 0,620524 0,206841 103,32 0,000
DOSIS (ul) 1 0,028530 0,028530 14,25 0,001
TIEMPO (h) 1 0,064572 0,064572 32,25 0,000
HUMEDAD (%) 1 0,527421 0,527421 263,45 0,000
Cuadrado 1 0,023261 0,023261 11,62 0,002
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,023261 0,023261 11,62 0,002
Interaccidén de 2 factores 1 0,013603 0,013603 6,79 0,016
TIEMPO (h) *HUMEDAD (%) 1 0,013603 0,013603 6,79 0,016
Error 23 0,046045 0,002002
Falta de ajuste 19 0,039652 0,002087 1,31 0,439
Error puro 4 0,006393 0,001598
Total 29 0,710360

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0447431 93,52% 91,83% 88,72%
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Coeficientes codificados

EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,3547 0,0120 29,66 0,000
Bloques

1 -0,01520 0,00817 -1,86 0,076 1,00
DOSIS (pl) 0,0422 0,0112 3,78 0,001 1,00
TIEMPO (h) 0,0635 0,0112 5,68 0,000 1,00
HUMEDAD (%) 0,1816 0,0112 16,23 0,000 1,00
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0558 0,0164 3,41 0,002 1,00
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 0,0412 0,0158 2,61 0,016 1,00

Ecuacidén de regresidédn en unidades no codificadas

Pentosas = 1,511 + 0,002346 DOSIS (pl) - 0,0204 TIEMPO (h) - 0,0557 HUMEDAD (%)
+ 0,000558 HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) + 0,000458 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Ecuacidén promediada sobre los bloques.

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid

Obs Pentosas Ajuste Resid est.
17 0,4422 0,5347 -0,0925 -2,34 R
21 0,7720 0,6817 0,0904 2,50 R

Residuo grande R

Modelo sin refinar:

Regresion de superficie de respuesta: Aa totales vs. Bloques; DOSIS (ul); TIEMPO
(h); HUMEDAD (%)

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 10 0,604553 0,060455 46,85 0,000
Bloques 1 0,010171 0,010171 7,88 0,011
Lineal 3 0,571232 0,190411 147,55 0,000
DOSIS (pl) 1 0,007986 0,007986 6,19 0,022
TIEMPO (h) 1 0,004172 0,004172 3,23 0,088
HUMEDAD (%) 1 0,559073 0,559073 433,23 0,000
Cuadrado 3 0,020870 0,006957 5,39 0,007
DOSIS (pl) *DOSIS (ul) 1 0,003874 0,003874 3,00 0,099
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) 1 0,004286 0,004286 3,32 0,084
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,011137 0,011137 8,63 0,008
Interaccién de 2 factores 3 0,002280 0,000760 0,59 0,630
DOSIS (pl)*TIEMPO (h) 1 0,000274 0,000274 0,21 0,650
DOSIS (ul)*HUMEDAD (%) 1 0,001933 0,001933 1,50 0,236
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) 1 0,000073 0,000073 0,06 0,815
Error 19 0,024519 0,001290
Falta de ajuste 15 0,020129 0,001342 1,22 0,467
Error puro 4 0,004390 0,001098
Total 29 0,629073

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0359234 96,10% 94,05% 89,78%
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Coeficientes codificados

EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,2084 0,0147 14,21 0,000
Bloques

1 0,01841 0,00656 2,81 0,011 1,00
DOSIS (pl) 0,02234 0,00898 2,49 0,022 1,00
TIEMPO (h) -0,01615 0,00898 -1,80 0,088 1,00
HUMEDAD (%) 0,18693 0,00898 20,81 0,000 1,00
DOSIS (pl)*DOSIS (pl) -0,0229 0,0132 -1,73 0,099 1,01
TIEMPO (h)*TIEMPO (h) -0,0241 0,0132 -1,82 0,084 1,01
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0388 0,0132 2,94 0,008 1,01
DOSIS (pl)*TIEMPO (h) 0,0059 0,0127 0,46 0,650 1,00
DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) 0,0155 0,0127 1,22 0,236 1,00
TIEMPO (h)*HUMEDAD (%) -0,0030 0,0127 -0,24 0,815 1,00

Ecuacidén de regresidn en unidades no codificadas

Aa totales = 0,486 - 0,00024 DOSIS (pl) + 0,0081 TIEMPO (h) - 0,0300 HUMEDAD (%)
- 0,000071 DOSIS (pl)*DOSIS (pl) - 0,000297 TIEMPO (h)*TIEMPO (h)
+ 0,000388 HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) + 0,000036 DOSIS (pl)*TIEMPO (h)
+ 0,000086 DOSIS (pl)*HUMEDAD (%) - 0,000033 TIEMPO (h)*HUMEDAD (%)

Ecuacidén promediada sobre los bloques.

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid
Obs Aa totales Ajuste Resid est.
14 0,2372 10,1551 0,0821 2,97 R

Residuo grande R

Modelo simplificado:

Regresion de superficie de respuesta: Aa totales vs. Bloques; DOSIS (pl);
HUMEDAD (%)

An&lisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 4 0,590523 0,147631 95,74 0,000
Bloques 1 0,010171 0,010171 6,60 0,017
Lineal 2 0,567059 0,283530 183,87 0,000
DOSIS (upl) 1 0,007986 0,007986 5,18 0,032
HUMEDAD (%) 1 0,559073 0,559073 362,57 0,000
Cuadrado 1 0,013292 0,013292 8,62 0,007
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 1 0,013292 0,013292 8,62 0,007
Error 25 0,038550 0,001542
Falta de ajuste 21 0,034160 0,001627 1,48 0,383
Error puro 4 0,004390 0,0010098
Total 29 0,629073

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0392682 93,87% 92,89% 91,23%

Coeficientes codificados
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EE del

Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 0,1816 0,0105 17,30 0,000
Bloques

1 0,01841 0,00717 2,57 0,017 1,00
DOSIS (pl) 0,02234 0,00982 2,28 0,032 1,00
HUMEDAD (%) 0,18693 0,00982 19,04 0,000 1,00
HUMEDAD (%) *HUMEDAD (%) 0,0422 0,0144 2,94 0,007 1,00

Ecuacidén de regresidédn en unidades no codificadas

Aa totales = 0,542 + 0,001241 DOSIS (ul) - 0,0319 HUMEDAD (%)
+ 0,000422 HUMEDAD (%)*HUMEDAD (%)

Ecuacién promediada sobre los bloques.

Ajustes y diagndésticos para observaciones poco comunes

Resid

Obs Aa totales Ajuste Resid est.
9 0,0663 0,1408 -0,0745 -2,08 R
30 0,1423 0,2223 -0,0801 =-2,23 R

Residuo grande R

50



