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  Propositions 

 

 

1. The fractionation of the main microalgal biomolecules in a single step is not realistic. 

(this thesis) 

 

2. Aqueous two phase systems are the one-stop shop for microalgae biorefinery. 
(this thesis) 

 

3. Green chemistry is not necessarily sustainable. 
 

4. Quality should be the primary parameter when optimizing microbial processes. 
 

5. The benefits of recycling are defined by the country you live in. 
 

6. Work stress-related diseases are ignored when not affordable. 
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�������� ��� �� ���������� ������� ��� �������� ������������� ���������� ��� ��������� ������ �������
����������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������;���������������������������������������������������������������
������� ��� ��������� ������������� ���� ���������� ����������� ������ ���������������� �����
�������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������

��� ����������� �������� ����� ��� ����� ������ ����� ����� ������������ ��� ��
��������� ��������� ���� ���� ����������� ��� ������������� ������� ���������� �����
������������,��������������������������������������������������������������������������������������
���� ��������� ��������� ����� ��� ������� ����� ������������� ��� ���� ��� ����������� ��� ������������
�������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������
������������� ����������� ����������� �������������� ������ ��� ����������� �������� ���� ���������
�������� ������ ����� ������ ��������� ���� ���������� ������������ �������� ���� ������������ ����
���������� ��� ���� �������� �������� �������������������� ��������������� ���������� �����������
��������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������

�

�����������������������������������������������������������������������������������������

�
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����������� ������������ ��������� �������� ����� ����������� ��� ��������� ���� �������� ����������
������������������������������������������������������������������������������������������������������
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��������������������������������������������������������������������������������������������������
���� �������� ��� ����� ����������� ��� ����������� ���� ���� ��������������������������� ������ �����
��������� ����� ��������������������������������� ���������� ��������� ������� ������������������
�������� ����������������������������������� ������������� �����������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������������
����� ���� ����������� ����� ���� ������������ ��� �� ������������� ������������� ��������� �����
������������ �������� ������������������� ���������� ������ ��������� ���� ������� ������������� ����
�������������������������������������������������������������������������������������������������
���� ������������ ��� ����� ���� ���������� �������������� ������������� ��� ��������� ��� �������� ��
��������������������������������
�

�

���������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��� �� ������������� ������������� ��������� ������ ������������� ����� ����� �������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������������
�������

(ATPS)

�������� ���������� �������� �������� ����� ������� �������� ��������� �������� �������� ��� ��
������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������� ���� ���� �����������������
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�������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������
���� �� ������ �������� ��������� ���� ������� ������ ������������ ���������� ����� ��� �������������
���������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������������
���������� ������ ����������������� ��� ����������� ����� ��� ��������� ��� ��������� �� ������ ��������
��������������������������������������������������������������������������������������������
������ �������� ����������� ����� ��� ���� ������������ ���� �������������� ��� ���� ������ ��������
������������

�

����������������������������
���������������������������
������������������������
�����������������������������

�

�

�

���� ������ �������� ��������
������������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
�����������

���������������������������������������������� ����������
����������������������������������������������������������������������������������������������
����� �������������� ������ ���������������������� �������� ��� ���������� ������������� ����������
���������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������
������ ���� ������������� ��� ����� ��� ����������������� ����������� ���� ������������ ��� ������
�������� ������ �������� ���������� ���� ���������

�� ���� �������������� ���������� ��� ���������� ���������� ���
�������� ���� ��������� ���� ������������� ������� ����������� ����������� ������ �������� ������
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����������������������������������������������������������������������������������������������
���������� ���� ������ �������� ������������� ���� ���� ����������� ���� �������������� ��� �����������
�����������������

���������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������������
������ ���������� ���� ���������� �������� ����������� ���� ����������� ������������� ����� ����� ���
�����������������������������������������������������������������������������������������������
��������������� ����������������������� ������ ��������������� ����������� ���� ����������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������������
of molecules enhancing selectivity and extraction yields. IL solutions have been named “green” 
���������� ���� ��� ������ ������ ����������� ��� ������ ��������������� ��������� ��� ������ ���������
��������� �������������� ����� ��� ������������ ��������� ����� ������ ���� ��� ����������� ����� ������
����������������������������������������������������������������������������������������������
������ ������������� ������ �������� ���� ����� ����� ����� �������� ��������� ������ �������
���������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
�������� ������������ ������������ ��� ��������� ��� ������ ����� ����������������� ���� ����� ����������
�����������������������������������������������n processes. However, their “green” prop�������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
������ ����� ������������������������������������������� ������ ����������������������������������
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Ionic Liquid Names Formation of Aqueous two phase 
system  

Ammonium-based ionic liquids Potassium 
citrate-Ionic 

liquid 

PEG 400- Ionic 
liquid  

Ethylammonium nitrate [EtNH3][NO3 ] NO NO 
Methyltrioctylammonium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide 

[N1888][Tf2N] 
NO NO 

IoLiLyte 221PG (AMMOENG 110 ™) YES NO 
Choline dihydrogen phosphate[Ch][DHp] NO YES 

Choline bis(trifluoromethylsulfonyl)imide [Ch][Tf2N] NO NO 
Choline acetate [Ch][OAc] NO NO 

Imidazolium-based ionic liquids     
1-Butyl-3-methylimidazolium 

bis(trifluoromethylsulfonyl)imide [Bmim][Tf2N] 
NO NO 

1-Butyl-3-methylimidazolium chloride [Bmim][Cl] YES NO 
1-Butyl-3-methylimidazolium dicyanamide [Bmim][DCA] YES NO 

1-Butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate 
[Bmim][BF4] 

YES NO 

1-Butyl-3-methylimidazolium dibutylphosphate 
[BMIM][DBP]  

YES NO 

1-Butyl-3-methylimidazolium acetate Bmim[AcO] NO NO 
1-Ethyl-3-methylimidazolium dibutylphosphate 

[EMIM][DBP] 
YES NO 

Phosphonium-based ionic liquids     
Trihexyltetradecylphosphonium chloride [P14666][Cl] NO NO 

Trihexyltetradecylphosphonium dicyanamide 
[P14666][DCA] 

NO NO 

Trihexyltetradecylphosphonium bis(2,4,4-
Trimethylpentyl)phosphinate [P14666][TMPP] 

NO NO 

Triisobutylmethylphosphonium tosylate  [Pi(444)1][Tos] YES NO 
Triisobutylmethylphosphonium metyl sulfate 

[Pi(444)1][MeSO4]  
YES NO 

Tributylmethylphosphonium bis (trifluoromethylsulfonyl) 
imide [P4441][Tf2N] 

NO NO 
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Ionic Liquid Names Rubisco stability 

Ammonium-based ionic liquids 10-20%(w/w) 
IL 

30-
40%(w/w)IL 

IoLiLyte 221PG (AMMOENG 110 ™) stable ~stable 

Choline dihydrogen phosphate [Ch][DHp] stable stable 

Imidazolium-based ionic liquids 
  

1-Butyl-3-methylimidazolium chloride [Bmim][Cl] stable no stable 

1-Butyl-3-methylimidazolium dicyanamide [Bmim][DCA] no stable no stable 

1-Butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate [Bmim][BF4] no stable no stable 

1-Butyl-3-methylimidazolium dibutylphosphate [BMIM][DBP] stable no stable 

1-Ethyl-3-methylimidazolium dibutylphosphate [EMIM][DBP] stable no stable 

Phosphonium-based ionic liquids 
  

Triisobutylmethylphosphonium tosylate  [Pi(444)1][Tos] no stable no stable 

Triisobutylmethylphosphonium metyl sulfate 
[Pi(444)1][MeSO4] 

no stable no stable 

� �
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PEG 400 (wt%) Citrate (wt%) PEG 400 (wt%) Citrate (wt%) PEG 400 (wt%) Citrate (wt%) 
57.412 8.920 35.928 17.541 24.825 24.642 
53.852 10.521 34.873 18.137 23.895 25.305 
50.101 11.573 33.775 18.723 22.336 26.475 
48.417 12.490 32.790 19.330 21.110 27.447 
46.245 12.992 31.516 20.004 19.850 29.619 
44.073 13.743 30.639 20.576 14.812 34.013 
42.822 14.327 29.738 21.168 11.553 38.011 
41.181 15.014 28.902 21.739 8.111 42.452 
39.508 15.817 27.608 22.665 3.721 49.322 
38.298 16.356 26.503 23.431 

  

37.080 16.913 25.592 24.025 
  

�

� �
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Iolilyte 221PG (wt%) Citrate (wt%) Iolilyte 221PG (wt%) Citrate (wt%) 
54.927 4.812 8.958 32.65 
47.694 6.463 9.096 33.298 
43.602 8.758 6.777 34.309 
38.346 11.432 6.864 35.308 
34.072 13.314 5.622 36.076 
28.567 17.569 4.169 40.506 
21.701 21.722 3.593 42.364 
18.136 25.024 2.573 44.988 
15.779 25.881   
12.003 29.544   

�

��������������������������������������������������������������������������������������������

PEG 400 (wt%) [Ch][DHp] (wt%) PEG 400 (wt%) [Ch][DHp] (wt%) PEG 400 (wt%) [Ch][DHp] (wt%) 

61.877 8.123 33.253 25.423 15.344 40.964 
51.490 11.281 27.072 30.928 14.711 41.575 
49.464 13.380 24.037 33.138 13.671 43.409 
48.554 13.228 22.699 34.300 13.666 42.723 
45.428 15.441 20.741 36.046 8.225 49.325 
43.746 16.739 19.589 37.024 3.318 66.682 
42.135 18.001 18.717 37.808 

  

40.133 19.594 17.968 38.446 
  

38.283 21.167 17.361 39.039 
  

37.692 22.324 16.793 39.588 
  

36.762 22.418 16.006 40.330 
  

�

������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������

 𝑌𝑌𝑌𝑌 = 𝐴𝐴𝐴𝐴 + 𝐵𝐵𝐵𝐵𝑋𝑋𝑋𝑋0.5 + 𝐶𝐶𝐶𝐶𝑋𝑋𝑋𝑋� � � � � � � �������
𝑌𝑌𝑌𝑌 = 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑋𝑋𝑋𝑋3 + 𝐵𝐵𝐵𝐵𝑋𝑋𝑋𝑋2 + 𝐶𝐶𝐶𝐶𝑋𝑋𝑋𝑋 + 𝐷𝐷𝐷𝐷� � � � � � �������
𝑌𝑌𝑌𝑌 = 𝐴𝐴𝐴𝐴 ∗ exp[ 𝐵𝐵𝐵𝐵𝑋𝑋𝑋𝑋0.5 + 𝐶𝐶𝐶𝐶𝑋𝑋𝑋𝑋3]� � � � � � �������

𝑌𝑌𝑌𝑌 = 𝐴𝐴𝐴𝐴 ∗ exp [− X
𝐵𝐵𝐵𝐵] + 𝐶𝐶𝐶𝐶 ∗ exp [− X

𝐷𝐷𝐷𝐷] + 𝐸𝐸𝐸𝐸� � � � � �������

𝑌𝑌𝑌𝑌 = − ln (𝑉𝑉𝑉𝑉𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 ∗ 𝑒𝑒𝑒𝑒
𝑀𝑀𝑀𝑀𝑋𝑋𝑋𝑋

) ∗ 𝑀𝑀𝑀𝑀𝑌𝑌𝑌𝑌
𝑉𝑉𝑉𝑉𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑋𝑋𝑋𝑋

� � � � � � �������

𝑌𝑌𝑌𝑌 = exp [𝐴𝐴𝐴𝐴 + 𝐵𝐵𝐵𝐵𝑋𝑋𝑋𝑋0.5 + 𝐶𝐶𝐶𝐶𝑋𝑋𝑋𝑋 + 𝐷𝐷𝐷𝐷𝑋𝑋𝑋𝑋2]� � � � � �������

����������������������������������������������������������������������������������������������
������������� �������������������������������������������������������������������
���� ����� ����������� ������������ ������ ���������� ���������� ���� ������ ������������
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�𝑋𝑋𝑋𝑋𝑇𝑇𝑇𝑇  , 𝑌𝑌𝑌𝑌𝑇𝑇𝑇𝑇 , 𝑋𝑋𝑋𝑋𝐵𝐵𝐵𝐵  , 𝑌𝑌𝑌𝑌𝐵𝐵𝐵𝐵) ��������������������������������������𝑋𝑋𝑋𝑋𝑀𝑀𝑀𝑀  , 𝑌𝑌𝑌𝑌𝑀𝑀𝑀𝑀). ������� ��������������������
top, B is bottom and M is mixture. α is named weight fraction.�

𝑌𝑌𝑌𝑌𝑇𝑇𝑇𝑇 = (𝑌𝑌𝑌𝑌𝑀𝑀𝑀𝑀
𝛼𝛼𝛼𝛼 ) − (1−𝛼𝛼𝛼𝛼

𝛼𝛼𝛼𝛼 ) 𝑌𝑌𝑌𝑌𝐵𝐵𝐵𝐵� � � � � � � �������

𝑋𝑋𝑋𝑋𝑇𝑇𝑇𝑇 = (𝑋𝑋𝑋𝑋𝑀𝑀𝑀𝑀
𝛼𝛼𝛼𝛼 ) − (1−𝛼𝛼𝛼𝛼

𝛼𝛼𝛼𝛼 ) 𝑋𝑋𝑋𝑋𝐵𝐵𝐵𝐵� � � � � � � �������

𝛼𝛼𝛼𝛼 = 𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤ℎ𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑡𝑡𝑡𝑡ℎ𝑤𝑤𝑤𝑤 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑜𝑜𝑜𝑜𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑡𝑡𝑡𝑡ℎ𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑤𝑤𝑤𝑤
𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤ℎ𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑡𝑡𝑡𝑡ℎ𝑤𝑤𝑤𝑤 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑤𝑤𝑤𝑤𝑚𝑚𝑚𝑚𝑡𝑡𝑡𝑡𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑤𝑤𝑤𝑤 � � � � � � �������

����������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������

𝑌𝑌𝑌𝑌𝑇𝑇𝑇𝑇 = 𝑓𝑓𝑓𝑓(𝑋𝑋𝑋𝑋𝑇𝑇𝑇𝑇)� � � � � � � � ��������
𝑌𝑌𝑌𝑌𝐵𝐵𝐵𝐵 = 𝑓𝑓𝑓𝑓(𝑋𝑋𝑋𝑋𝐵𝐵𝐵𝐵)� � � � � � � � ��������

������������������������������������������������������������������

𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇 = √(𝑋𝑋𝑋𝑋𝑇𝑇𝑇𝑇 − 𝑋𝑋𝑋𝑋𝐵𝐵𝐵𝐵)2 + (𝑌𝑌𝑌𝑌𝑇𝑇𝑇𝑇 − 𝑌𝑌𝑌𝑌𝐵𝐵𝐵𝐵)2 � � � � � ��������
�

������������������������������������������������������������������������������������������
corresponding errors of the fitting (σ) and the correlation coefficients R �

System A B C 2 σ

���������������� ��������� �������� ����������� ������� �����������

����������������������� ������� �������� ������������ ������� �����������

��������������� ����������� �������� ������������ ������� �����������

� �
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PEG 400-Citrate 

Tie line YT(wt %) YB(wt %) XT(wt %) XB(wt %) 
Tie Line 
Length 
(TLL) 

Slope 

1 36.534 7.679 17.229 43.91 39.3 -1.08 

2 40.105 5.67 15.474 47.831 47.251 -1.06 

3 49.106 2.815 11.844 55.674 63.749 -1.06 

4 54.285 1.321 10.173 62.753 74.632 -1.01 

Iolilyte 221PG-Citrate 

Tie line YT(wt %) YB(wt %) XT(wt %) XB(wt %) 
Tie Line 
Length 
(TLL) 

Slope 

1 33.613 5.054 14.095 38.45 37.534 -1.17 

2 41.918 2.319 9.827 45.404 53.233 -1.11 

3 53.518 1.83 4.604 48.326 67.7 -1.18 

4 59.9 1.76 2.54 55.12 78.39 -1.11 

PEG 400-Ch DHP 

Tie line YT(wt %) YB(wt %) XT(wt %) XB(wt %) 
Tie Line 
Length 
(TLL) 

Slope 

1 50.065 9.799 12.632 47.301 53.134 -1.16 

2 62.477 5.659 7.806 53.509 72.918 -1.24 

3 67.69 2.393 6.594 61.527 85.33 -1.19 

4 72.986 1.459 5.642 65.517 90.096 -1.22 

�
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�����������Composition of mixture prepared for protein partitioning and the corresponding α

PEG 400-Citrate 
Tie line XM (wt %) YM(wt %) α

1 31.292 21.325 0.473 
2 32.626 21.851 0.470 
3 35.723 23.887 0.455 
4 39.055 25.192 0.451 

Iolilyte 221PG-Citrate 
1 26.777 18.742 0.479 
2 28.871 20.721 0.465 
3 28.432 25.348 0.455 
4 31.257 28.611 0.445 

PEG 400-ChDHP 
1 30.413 29.412 0.487 
2 31.275 33.301 0.487 
3 35.016 33.905 0.483 
4 36.759 35.813 0.480 

�
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Abstract

������ ������� ���� ���������� ��������� �������� ���� ��������� ��� ������ ����������� �����������
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Introduction
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�����������������������������������������������������������������������������������������������
����������� ���� ����������� ��� ��� ���� �������� ������ ���������� ������������ ����������� ������
�������� ��� ������ ���������������� ��������������������� ���� ������ ������ ��� �������������� ������
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���������� ���� ���� ����������� ���� �������������� ��� ��������� ����� ������������ �������������
����������� ���� ����������� ���� ��������� ��������� ������ ��������� ����� ����������� ���� ������
�������������� ��� ���� �������� ����� ������������ ���� ������ ������������ �������� ��������� ���
������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������
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���� ������� ������ �������� ������ ����� ������� ������������ ���������� ��� ���� ����� �������� ��� ������
���������������������������������������������������������������������������������������������
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���������������
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���������������������������������������������������������������������������������������������
��������� ���� ��������� ������� ��� ���� ������� ������������ ������ ��� ���� ����� ��� ����������
������������������������������������������������������������������������������������������������
������������ ��������� ���� ����� ����� ��� ���� ������������ �������������� ��� ���� �����������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������
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�������� ���� ���������� ������������� ��� ������ ��������� ��� ����;� ������������� ������������ ����
��������� ���� ������������� ������s using an extension of the Pitzer’s model ����� ����
��������������� ������� ������ ������ ���� ���������������� ��������� �������������� ��� ����
Pitzer’s model ������ ������ �������� ������� ����� ���� �������� ������ ������ ����� �����
������������� ������������� �� �������� �������������� ���� ����������� ��� ������������ ����
���������������������������������������������������������������������������������������������
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Fatty acids Name 
Oil TAG content 

(w/w %)* 
Oil TAG content 

(w/w %)a 

C14:0 Myristic acid 0.065 ± 0.000 Not available 

C14:1 cis-9 Myristoleic acid 0 Not available 

C16:0 Palmitic acid 4.547 ± 0.023 4.2 

C16:1 Palmitoleic acid 0.290 ± 0.01 Not available 

C16:2 Hexadecadienoic acid 0.066 ± 0.001 Not available 

C16:3 Hexadecatrienoic acid 0.129 ± 0.002 Not available 

C18:0 Stearic acid 1.421 ± 0.006 2.2 

C18:1 Oleic acid 61.36 ± 0.11 67.2 

C18:2 Linoleic acid 19.75 ± 0.031 18.9 

C18:3 α-linolenic acid 10.43 ± 0.06 7.4 

C20:0 Arachidic acid 0.424 ± 0.014 Not available 

C20:1 Eicosenoic acid 1.265 ± 0.03 0 

C20:2-n6 Eicosadienoic acid 0.06 ± 0.000 Not available 

C22:0 Behenic acid 0.194 ± 0.02 Not available 

*  

a
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Fatty acids Name 
Commercial PL 

content (w/w %)* 

C14:0 Myristic acid 0.172 ± 0.172 

C14:1 cis-9 Myristoleic acid 0 

C16:0 Palmitic acid 26.55 ± 0.413 

C16:1 Palmitoleic acid 15.37 ± 2.06 

C16:2 Hexadecadienoic acid 0 

C16:3 Hexadecatrienoic acid 0 

C18:0 Stearic acid 24.56 ± 0.747 

C18:1 Oleic acid 19.09 ± 0.552 

C18:2 Linoleic acid 12.33 ± 1.27 

C18:3 α-linolenic acid 1.923 ± 0.007 

C20:0 Arachidic acid 0 

C20:1 Eicosenoic acid 0 

C20:2-n6 Eicosadienoic acid 0 

C22:0 Behenic acid 0 

*Each  
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                                    𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇 = √(𝑋𝑋𝑋𝑋𝑇𝑇𝑇𝑇 − 𝑋𝑋𝑋𝑋𝐵𝐵𝐵𝐵)2 + (𝑌𝑌𝑌𝑌𝑇𝑇𝑇𝑇 − 𝑌𝑌𝑌𝑌𝐵𝐵𝐵𝐵)2 ������������������������������������
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�������� ������� ������������ ��� ���������� ������� �������� ��������� ��� ���� ������������ ����
����������� ������ ��������� ����� ������ 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑝𝑝𝑝𝑝,𝑐𝑐𝑐𝑐� ��� ���� ����� ��� �������� ��� ���� ������������ ������
���������������𝑚𝑚𝑚𝑚𝑝𝑝𝑝𝑝,𝑖𝑖𝑖𝑖�����������������������������������������������������

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑟𝑟𝑟𝑟𝑃𝑃𝑃𝑃𝑟𝑟𝑟𝑟𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑟𝑟𝑟𝑟 (%) = 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑝𝑝𝑝𝑝,𝑐𝑐𝑐𝑐
𝑚𝑚𝑚𝑚𝑝𝑝𝑝𝑝,𝑖𝑖𝑖𝑖
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������������������������������������������������������������������������������������������������
��� ������ ���� ������������ ����� ���� ������� ������� ���� ������������� ��� ��������������� ���� �����
���������� ����� ��������� ���� ����������������� ������ ���� ���������� ��� ���������� ������ �����
���������������������������������������������� ��������� ��������� �������������������������� ����
�������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������������
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�������������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������� ���� �������������� ������ �������� ���� ��� ���������������� �����������������
����������������������������������������������. Lee et al. recently investigated different Good’s 
������� ������ �������� �������� ��� ������������ ����� ���������������� ��� �������� �����������
������������������������������������������������������������������������������������������������
���� �������������� ���������� ���� ���������� ��������� ����� ������������ �������� �����
����������������������������������������������������������������������������������������������
�������� ����� ��� ��������� ����������������������� ���� ����� ������������� ����������������� ��������
���������������������������������������������������������������������������������������������������
��������� ���� ����������� ��� ������������������� ������ ����� ���������� ����� ��������������� ��� ���
������������������������������������������������������–����������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
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�������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
�������������� ���� ��������������������������������� ���� ���������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������������������
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�������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������
��������� ��� ���� ����������������� �������� ���� ������������� ����� ����������� ��� ��������
monomers. The granule’s structure is very complex and varies depending on the source��������
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�������� �� ������� ���� �������������� ������������ ���� ������� �������������� ������ ����
�����������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������������������������������������������
����������� ��������� ����������� ���� ������� ���� ������������ ��� ���������� ���� �������� ���� ������
�������� ���������������������������������������� ��� ���������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������n, and enhancing the separation’ selectivity 
������ ������ ����� ��������� ��������� �� ������ ������� ��� ��������� ���� ���� ���� ������������
����������������������������������������������������������������������������������������� ����
phases’ polariti�������������������������������the ions’ ��������������������������������������

������������ ������ ������������ ���������� ���������������� �������� ����������� ���� ����� ��
����� ����� �� ������������� ����� �������������� ���� ������������� ��� ���� �������������� ��� ����
����������� �������������� ���� ������������� ����������� ������ ����� ��� ����������� �������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������������
���� �������� ��� ���������� ���� ������ ��� �������� �������� ������� ����� ������� ����������
methylimidazolium chloride ([C₄mim]Cl), tributyl���tetradecylphosphonium ([P₄,₄,₄,₁₄]Cl) and 
��dodecyltrimethylammonium bromide ([N₁,₁,₁,₁₂]Br), to separate �����������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������� ������������������� ������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������

Experimental

���� ���� ���������������������������� ���������� ���������� ���� ����;� ����������
methylimidazolium chloride, [C₄mim]Cl (99 wt%); 1���������������������������
chloride, [C₆mim]Cl (98�����;� ������������������������������ ���������� �����������
���� ����;� ������������������ ���������� ��������� ���� ����;� ����������
�������������������� ���������� ����������� ���� ����;� ����������������������������
��������� ���������� ���� ����;� ���������������������������� ������������������
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������������������������;��������������������������������������������������������
������������������������;�������������������������������������������������������
��������;��������������������������������������������������������������;���������
�������������������� ������������� ���������������� ���� ������ �����������
tetradecylphosphonium, [P₄,₄,₄,₁₄]Cl (97 wt%), 1��������������������������� ���������
[C₈mim]Cl (99 wt%); 1���������methylimidazolium chloride, [C₁₀mim]Cl (98 wt%); 1�
����������methylimidazolium chloride, [C₁₂mim]Cl (98 wt%); 1����������
tetradecylimidazolium chloride, [C₁₄mim]Cl (98 wt%) as well� ��� ��������������
methylimidazolium chloride, [C₁₆mim]Cl (98 wt%), were supplied by IoLiTec.�

Tetrabutylphosphonium chloride, [P₄,₄,₄,₄���� ���� ����� ���� ����������������������
bromide, [P₄,₄,₄,₄]Br ��� ��� ������ ����� ��������� ��� ������� �������������������
������de, [N₄,₄,₄,₄]Cl (97 wt%), Decyltrimethylammonium chloride, [N₁,₁,₁,₁₀]Cl (98 
��������������������������������������������������������romide, [N₁,₁,₁,₁₂]Br (99 
����;� ���������������������������� ��������� �������������� ���� ����� ����
hexadecylpyridinium chloride monohydrate, [C₁₆py]Cl (99 wt%) were provided by 
��������������� ��hexyl)trimethylammonium bromide, [N₁,₁,₁,₆]Br (98 wt%) was 
���������� ��� ����� ������� ������ ��������� ����������� ��� ����� ��� ������ ��������� ��������
���������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������
������� �������� ��������������� ������� ������ ���� ���� ����� ���� ������� ��������
������������������ ����� ������ ������� ����� ��������� ����� ��������������� ������ ����
�������� �������� ������� ������ ���� ������ ���� ��������� ����� ������ ����������
������������� ������� ����� ����� �����−��� �������� ������� ������������� ������ �����
�����−�;����������������������������������������������������������������������������
������������������������a����������������������������b�����������������������������
���������������

� � �� ����� ������ ����������� ��� ������ ��������
��������������������������������������������������������������������������������������������
������ ��������� �������� �������� ������ ����������� ������ �������� ��� ����������� ����
������������� ���������������������������������������������������������������
under saline conditions using artificial sea water on Bold’s Basal medium ������������������
����������������;�����������������;������������������;������������������;�����������������;�
����������������������������������������������������������������������������������������������
������ ����������� �������� ���� �������� ���� ������������� ���� ���� �������� ��������� ����
���������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������
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�� ����� ����������� ������� ������ �������� ���������� ��� ����������������� ���� �������������
�������������� ����� ��������� �������� ��������� ���������� �������� �������������� ����������
�����������������������������������������������������������������������������������������������
����� ������������� ������������ ������������ ��������� ���� ���������� ����� ��������� ���
������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������g�����������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
����� �������� ���������� ���� ���������� ����������� ���� ����� ����� ����������� ������������ �����
���������������������������������������������������������������������������������������������
����� ����� ���������� ������� ������ ���������� ���� ��������� ��� ��������� ��������������������
����������� ������������� ������ ���������� ���� �������� �������������� ��������� ���������������
��������������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������𝑌𝑌𝑌𝑌𝑖𝑖𝑖𝑖𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀���������
���������������������������������������������������������𝑚𝑚𝑚𝑚𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀,𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠)���������������������
�����������������𝑚𝑚𝑚𝑚𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠������������������������������������������������������𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀(%)����
����� ������ ��� ������������� ���� ����������� ����������� 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀,𝑏𝑏𝑏𝑏�� ������ ����������� ���� �����
��������������������������������������������������������������������

𝑌𝑌𝑌𝑌𝑖𝑖𝑖𝑖𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 = 𝑏𝑏𝑏𝑏𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀,𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠
𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑚𝑚𝑚𝑚𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠

� � � � ������

𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀(%) = 𝑏𝑏𝑏𝑏𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀,𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠
𝑏𝑏𝑏𝑏𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀,𝑏𝑏𝑏𝑏

� � � � ������

���������������������������������� ����������� ����������������������������������������������������
���������� �������������� ���� ������������ ������ ��������� ��� ��������� �� �������� ���������
������������ ���������� �������� ��� �������� ���� ���������� ��� ���� �������� ����������� ��� ����
������������������������������������������������������������������������������������������
����������� �������� ��� ������������� �� ��� ���������� ��������� ������� ����� ��� ������ ��� �����
���������� ���������� ���� �������� ������ ���� ��������������� ��������� ��� ������ ��� ������������ ����
���������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
�������� ��������� ����� ���� ��������� ��� ��������� ��������� ���� ��������� ����������� ������
��������������������������������������������������������������������������������������������������
�������
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�������������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������
�����������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������used in the cells’ disruption applied������������������������������
������������������������������������� ���������������������������������������������������
������������ ������� ���������������������� ��������� ��� ���������� ����������� ������� ������������
�����������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������������
����������� ����� �������� ������� ���� ��������������� ��� ����� ������������ ���� ���������� ���
������������ ������ ���� �������� ��������� ��� ���� �������� ��� ������ ������������ ������� ����� ������
�������������������������������������������������������������������������������������� �𝐾𝐾𝐾𝐾𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀���
������������������������������������������������������𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 (%))���������������������������������
�������������������������������������������

𝐾𝐾𝐾𝐾𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 = 𝐶𝐶𝐶𝐶𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀,𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡
𝐶𝐶𝐶𝐶𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀,𝑏𝑏𝑏𝑏𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑏𝑏𝑏𝑏

� � � ������

𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀(%) = 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀,𝑡𝑡𝑡𝑡ℎ𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑚𝑚𝑚𝑚𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀,𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑡𝑡𝑡𝑡𝑖𝑖𝑖𝑖𝑎𝑎𝑎𝑎𝑖𝑖𝑖𝑖

× 100�� ������
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������ ���� ���� ����������� ��� ���������� �������������� ���� ����� ������ �������������� ���� ����
�������������������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������������
������ ��� ��������������� ������ �������� ��� ���������������� ������ ����������� �����������������
�������������



Integration of cell disruption and purification steps by ATPS

181

��
��

��

 

8.
5

Sc
he

m
at

ic
 r

ep
re

se
nt

at
io

n 
of

 th
e 

in
te

gr
at

ed
 p

ro
ce

ss
 d

ev
el

op
ed

 c
on

te
m

pl
at

in
g 

th
e 

th
re

e 
m

ai
n 

st
ep

s,
 (

I)
 b

io
m

ol
ec

ul
es

’ 
ex

tr
ac

tio
n

g 
so

lv
en

ts
, a

llo
w

in
g 

th
e 

so
lv

en
ts

’ 
re

cy
cl

in
g.

 D
as

he
d 

1

�



Chapter 8

182
����

�

����������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������

Reference

N ������������
�������������������
�������������������
���������

���������������������������� ������

�������

�����������
���������
����������������
�����������������
�������
������������������
�������������������

����������������������
���������

������

�������

���������������
���������
��������������������
������������
��������������
��������

���������������������������� ������

�������

����������
����������������
��������������
�������������������

11.92 mg���������������� ������

�������

�����������
���������
���������������
�����������������
����������������
����������������

3.20 mg������������������� ������

������������ ��
��������������
������������

�����μg������������ /�����
�������

������

clos ����������� ��

����������
��������������������
����������������
����������������
�����������
��������������������
������

������������������� ������
�����������������������
�������������������
�������������� �������������
�������
������������������ ������
�������������

������

����������� ��� �

��������������������
����������������
��������������
��������

������������������� �������
���������������������������
��������������

������

������������ ���� �
�����������
��������������������

����������������
����������������������������

������

�����������
������������ ����� �

������������
������������������

��������������������������
�������������������� ������
����������������
����������������������������

������
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Chlorella sp. ���������

�������������
��������������
��������������
����������������
�����������������
�����������������

����������������������
�������� ������

Nan
���������

�������������������
�������������
���������
������������
������������������
�����������������

��������������������
�������������������
���������������������
��������������

������

���������
�������������������
���������������
�������������������

����������� ������

Chlorella sp. ��������������

�������������
��������������������
��������������
���������������
�����������
���������
������������

���–������������������
�����������������
����������������������
����������
��������������������
�������������

������

��������������
�������������
�����������

�����������������������
���������������������
�������

������

��������������
�������������
������������
�����������

����������������������� ������

��������������������
a�����b��������������

�������������������
������������
�������������
�����������

5.4 mg�������������������
����
15.4 mg�������������������
��������������������
�������������
���������������

������

sp.
����������� a�����
b����������������
�������������

����������������
���������������
�����������
������������������
�����������

�������������������������
������������
���������������������������
�������������������������
�������

������

�������������
��������������

��������������
������������
����������
�����������

������������������
�������������������� ������

ca �������������
��������������

�������������
����������������������
��������������������
�������

������

Nannochloro �������������
��������������

������������������
�������������������
�������������������
�����������
������������
����������������
�����

�����������������
�����������������������
����������;�������
�����������
�������������������
�������������;�����
������������
�������������������
����������������������
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������������������� �����
��������������������
�����������������������
���������������������
�������������������
��������������������
������������ �����
����������������������

����������

Conclusions

����������������������������������������������������������������������� ����� �����������������
����� ������������� ���������� ��� ����� ������� �������� ���������� ��� �� ��������� �������������
��������������������������������������������������������������������������������������������
��� ����������� ��� ��������������������������������� ��������� ��� ��������������� ������ ���� �����
disruption and the biomolecules’ extraction. This strategy permits to avoid the need for more 
������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������������������������� ��������������
��������� ��� ���������� ��������� ���� ��������� ���� ��������� ������������� �������������� ����
�������������� ������������� ������������ ���� ��� ���� ����������� ��� ���� ����������� �����������
process. This process allowed the cell disruption, the biomolecules’ extraction, the combined 
�������������� ��� ��������� ���� �������������� ����� ��������� ���� ���� ������� ���������� ��� ����
������������������������������������������������������������������������������

����� ��������� ����������������� ���� �������������������������� ������������� ����������
������t from The Netherlands’ Ministry of Economic Affairs in the framework of the TKI 
�����������������������������������������������������������������������������������������
����������������������������������������������������������������������������������������
��������� ��� ��������� ������ �������� ���� ����������� ����������� ���� �������� ����
������������������ ���� �������� ���� ��������� ���� ���� ���������� �������� ��� �����������
����������� ���� �������� ���� ����������� ������ ���� ���� ��������� ������ ���
�������������������������������������������������� ����������������� ���� ���� ���������
���������������
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���������������������������������������������������������������������������������������
�

����������� ��� ���

1 ��� ���

2 �� ���

3 ��� ��

4 �� ��

5 ������ ��

6 ����� ��

7 �� ������

8 �� �����

9 �� ��

10 �� ��
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��������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������
Run SLR EELutein EELutein

�� ���� ������ ������ ������ �����

�� ���� ������ ������� ������� ������

�� ���� ������ ������ ������ �����

�� ���� ������ ������ ������ �����

�� ��� ������ ����� ����� ������

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ���� ������ ������� ������ �����

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ���� ������ ������ ������ �����

��� ���� ������ ������ ������ ������

��� ���� ������ ������ ������ ������
� � � � �

Run SLR EE EE

�� ���� ������ ������ ������ �����

�� ���� ������ ������ ������ �����

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ��� ������ ������ ������ ������

�� ���� ������ ������ ������ �����

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ���� ������ ������ ������ �����

�� ���� ������ ������ ������ �����

��� ���� ������ ������ ������ ������

��� ���� ������ ������ ������ �����
� � � � �
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Run SLR EEProteins EEProteins Residues

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ��� ������ ������ ������ �����

�� ���� ������ ������ ������ ������

�� ���� ������ ������� ������ �����

�� ���� ������ ������ ������ �����

�� ���� ������ ������ ������ �����

��� ���� ������ ������ ������ �����
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�

� �



Chapter 8

192
����

�

�������������������������������������������������������������������������������������������������
�������� ����������������������������������������������������������������

Lutein – SLR SLR SLR

�� value

����� ������ ������� ��������

���� ������ ������� ��������

���� ������ ������� ��������

SLR �������� �������� �������� ��������

SLR �������� ��������� ������� ��������

����� ������ ������� ��������

� ��SLR � SLR � SLR ��
�

value

������ ������ ������� ���������

����� ������ ������ ���������

SLR ��������� �������� �������� ���������

SLR ��������� ��������� ������ ���������

������ ������ ����� ���������

� � SLR � SLR �� � SLR
�

Regressi r value

������ ������ ������ ���������

����� ������ ������ ���������

SLR ��������� �������� ������� ���������

SLR ��������� ��������� ������ ���������

������ ������ ������� ���������
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��������������������������������������������� ������������������������������������
����������������������������

Lutein

F

8932.185 5.000 1786.4 523.4
17.065 5 3.4 R2=0.99

8949.250 10

�� F

�������� ������ ������ ������
������� �� ���� R2=0.99
�������� ��� � �

F

��������� ������ ������� ������
������� �� ����� R2=0.91
��������� ��� � �

�
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��������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������

[N₁,₁,₁,₁₂]Br����������������������������������������

Run SLR EE EELutein

�� ���� ������ ������� ������� ������
�� ���� ������ �������� �������� �������
�� ���� ������ ������� ������� ������
�� ���� ������ ������� ������� �������
�� ��� ������ ������ ������� ��������
�� ���� ������ �������� ������� ������
�� ���� ������ �������� �������� �������
�� ���� ������ ������� ������� �������
�� ���� ������ ������� ������� �������
��� ���� ������ ������� ������� ������
��� ���� ������ ������� ������� �������

Run SLR EE EE

�� ���� ������ ������� ������� �������

�� ���� ������ ������� ������� �������

�� ���� ������ ������� ������� �������
�� ���� ������ ������� ������� �������
�� ��� ������ ������� ������� ������
�� ���� ������ ������� ������� ������
�� ���� ������ ������� ������� ������
�� ���� ������ ������� ������� ������
�� ���� ������ ������� ������� �������
��� ���� ������ ������� ������� �������
��� ���� ������ ������� ������� ������

Run SLR EE EE
Theo

�� ���� ������ ������� ������� ������
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