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Resumen

La gestion y posible valorizacion de los fangos generados en las plantas de tratamiento
de aguas residuales es un reto importante para nuestra sociedad, desde el punto de vista
ambiental, pero también econdmico. La composicion de estos fangos, en los que se
acumulan los nutrientes eliminados de las aguas residuales, hacen de ellos una materia
prima con un potencial interés muy importante, aplicando el concepto de economia
circular. Los fangos presentan una elevada concentracion de proteinas, que pueden ser
empleadas como proteina industrial, biofertilizantes, bioestimulantes o como
alimentacion animal. Con el objetivo de recuperar la fraccion proteica de estos fangos de
depuradora, este trabajo compara diferentes métodos de hidrolisis para la recuperacion de
péptidos.

El método que mejores rendimientos de solubilizacion de proteinas obtuvo fue e de
Ultrasonidos combinado con Hidrolisis Alcalina en las siguientes condiciones: NaOH
1M, 50°C, 1lhora, 140W, 20 kHz, 50% Amplitud, obteniendo rendimientos de
solubilizacion de 94.4% y 97.2% correspondientes a carbohidratos y proteinas
respectivamente. La solubilizacion de xilosa se relaciond con la liberacion de proteinas,
ya que esta fue superior bajo las mismas condiciones donde la solubilizacién de proteinas
fue elevada.

El método de Ultrasonidos combinado con Hidrdlisis Alcalina en condiciones de trabajo:
NaOH 1M, 50°C, 1h, 140W, 20kHz, 50% Amplitud, obteniéndose el 75.1% de péptidos
recuperados y en relacion a la recuperacion de carbohidratos, la hidrolisis que
proporciond los mejores resultados fue la Hidrélisis Acida + Tratamiento Térmico,

Ilegando a recuperar el 80.6% de los carbohidratos.

La Hidrolisis Alcalina combinada con Ultrasonidos proporciond los mejores resultados
en cuanto a la cantidad (73% de recuperacion a 0.5M y 75% a 1M) de polipéptidos que
se encuentran en la solucion recuperada y con tamarios de los mismos comprendidos entre
70 y 214 kDa. Se concluye que al combinar la Hidrdlisis alcalina con el método de
Ultrasonidos se produce un efecto sinérgico, debido a que se aumenta los rendimientos
de recuperacion y se disminuyen las pérdidas de componentes debido al efecto
esterilizante del medio alcalino. Los péptidos obtenidos pudieran emplearse en la

industria como agentes espumantes (propiedades tensoactivas) y hormigén celular.



Las Hidrolisis Alcalinas y Alcalinas-Térmicas son recomendables para recuperar
péptidos en los que existe abundancia de EAA (41%) y a su vez son elevadas las
recuperaciones de péptidos de tamarfios variables (recomendables para la produccion de

fertilizantes foliares o alimentacion animal.



Abstract

The management and possible valorization of sludge generated in wastewater treatment
plants is an important challenge for our society, from an environmental point of view, but
also from an economic point of view. The composition of these sludges, in which the
nutrients removed from the wastewater accumulate, make them a raw material with a very
important potential interest, applying the concept of circular economy. The sludge has a
high concentration of proteins, which can be used as industrial protein, biofertilizers,
biostimulants or animal feed. With the aim of recovering the protein fraction of these
sewage sludges, this work compares different hydrolysis methods for the recovery of

peptides.

The method that obtained the best protein solubilization yields was Ultrasound combined
with Alkaline Hydrolysis under the following conditions: NaOH 1M, 50°C, 1hour, 140W,
20 kHz, 50% Amplitude, obtaining solubilization vyields of 94.4% and 97.2%
corresponding to carbohydrates and proteins, respectively. Xylose solubilization was
related to protein release, since this was higher under the same conditions where protein

solubilization was high.

The Ultrasound method combined with Alkaline Hydrolysis under working conditions:
NaOH 1M, 50°C, 1h, 140W, 20kHz, 50% Amplitude, obtained 75.1% of recovered
peptides and in relation to the recovery of carbohydrates, the hydrolysis that provided the

best results was Acid Hydrolysis + Heat Treatment, recovering 80.6% of carbohydrates.

Alkaline Hydrolysis combined with Ultrasound provided the best results in terms of the
amount (73% recovery at 0.5M and 75% at 1M) of polypeptides found in the recovered
solution and with polypeptide sizes ranging from 70 to 214 kDa. It is concluded that
combining alkaline hydrolysis with the Ultrasound method produces a synergistic effect,
since recovery yields are increased and component losses are reduced due to the
sterilizing effect of the alkaline medium. The peptides obtained could be used in the
industry as foaming agents (surfactant properties) and cellular concrete.

Alkaline and Alkaline-Thermal Hydrolysis are recommended to recover peptides in
which there is an abundance of EAA (41%) and at the same time the recoveries of peptides
of variable sizes are high (recommended for the production of foliar fertilizers or animal
feed).



1. Introduccion y Antecedentes

En la Unién Europea se producen aproximadamente 5 toneladas de residuos por persona
anualmente, segun datos publicados en Eurostat del afio 2020. En Espafia, estas cifras
tienden a ser menores, encontrandose aproximadamente sobre los 2800 kg por persona
(Figura 1.1) (Overview - Circular Economy - Eurostat; Waste Statistics - Statistics Explained).
Las instituciones comunitarias trabajan en la reforma del marco legislativo para promover
un cambio en el modelo de gestion de residuos actual, con un alto consumo de productos
y elevada generacion de residuos, por una “economia circular (EC)”, con la cual se
pretende que el valor de los productos, materiales y recursos se mantengan en la economia
durante el mayor tiempo posible, fomentando asi, la recuperacion y reutilizacion de
residuos con el fin de conservar los recursos naturales de forma general, y los no
renovables de forma particular. La valorizacién de un residuo de cualquier tipo consiste
en encontrarle un valor afiadido o aumentar el valor a determinado producto que se ha

“desvalorizado”, en términos econémicos pudiera ser un sindnimo de plusvalia.
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Figura 1.1: Generacion de residuos per capita en la Union Europea, 2020.(Bianchini et
al., 2016)

Estudios publicados en Eurostat, muestran la tendencia seguida entre los afios 2004 hasta
el 2020 de los destinos finales de los residuos generados por las estaciones municipales
de tratamiento de aguas y como ha cambiado la perspectiva en los recientes afios, pasando
de la disposicion a la recuperacion de los mismos o de una parte de ellos para un fin

especifico, y este cambio viene asociado a los conceptos de EC.


http://www.europarl.europa.eu/news/es/headlines/society/20170120STO59356/economia-circular-nuevos-objetivos-de-reciclaje-de-la-ue
https://www.europarl.europa.eu/legislative-train/theme-a-european-green-deal/file-new-circular-economy-action-plan
http://www.europarl.europa.eu/news/es/headlines/society/20180328STO00751/gestion-de-residuos-en-la-ue-hechos-y-cifras-infografia

En 2015, la Comision Europea adopt6é un ambicioso "Paquete para la Economia Circular”,
en el que se establece un programa concreto de acciones que esboza medidas que abarcan
todo el ciclo de vida del producto: desde la produccion y el consumo hasta la gestion de

residuos y el mercado de materias primas secundarias.

Material flows in the EU, 2020, billion tonnes per year (GT/year)
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Figura 1.2: Economia circular.(Smol & Koneczna, 2021)

Las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR) o Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR) en Latinoamérica, surgen con el objetivo de mejorar la calidad
medioambiental, pero la tendencia actual es tratar de aprovechar los residuos obtenidos
de la depuracidn para hacer un uso mas sostenible de los recursos hidricos. Estas plantas,
en sus tratamientos bioldgicos, generan una elevada cantidad de fangos, una biomasa
residual en constante crecimiento (aumento de la poblacion y del consumo de agua dulce),

con un gran potencial como fuente de materias primas y energias renovables.
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Figura 1.3: Generacion de residuos provenientes del tratamiento de aguas municipales,

expresados en peso seco Yy en kg por habitantes,2022.(Anén.et.al,2022)

En la figura 1.3 se observa la generacion de residuos que proceden de aguas municipales
en el continente europeo durante el afio 2018. Espafia se encuentra entre los paises que
mayor cantidad de fangos genera per capita. A consecuencia de esto, una estrategia de
gestién importante radica en la valorizacion de los residuos que se generan en las EDAR,
debido a que la gestion de los mismos representa entre el 40 y el 50% de los costes de

gestion, operacion y mantenimiento de las EDAR (Bagheri et al., 2023).

Los fangos residuales pueden emplearse como fuente de energia o de materias primas, de
esta forma sustituyen a otras fuentes no renovables, lo que reduciria considerablemente
los costes medioambientales. Al considerar los fangos como fuente de materias primas,
debe tenerse en cuenta su contenido en patdgenos, contaminantes organicos solubles y
metales toXicos. Estos contaminantes causan problemas en la salud humana y animal, por
lo que deben ser eliminados o al menos reducidos hasta las concentraciones legalmente

permitidas.

Como parte de las nuevas politicas ambientales, la recuperacién de proteinas a partir de
fuentes de bajo coste y renovables como son los fangos residuales, constituye una
alternativa que contribuiria a disminuir el empleo de las materias primas con las que se
producen las proteinas industriales, los fertilizantes y los alimentos animales (BIOMASA,
BIOCOMBUSTIBLES Y SOSTENIBILIDAD; de Gregorio, 2019; Rebolledo-Leiva et al., 2022). Es

necesario desarrollar procesos de valorizacion de estos fangos, que permitan recuperar



las proteinas que contienen, minimizando los impactos ambientales, sociales y

econdmicos.

1.2.  Caracterizacion, tratamiento y practicas de eliminacion de los fangos
generados en plantas de tratamiento de aguas residuales.
Las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR) tienen como objetivo reducir
la carga de contaminantes del vertido, convertirlo en inocuo para lograr una disposicion

segura en el medio ambiente y obtener una corriente adecuada para el uso o reciclaje.

Para cumplir estos fines se usan distintos tipos de tratamiento dependiendo de los
contaminantes que arrastre el agua y de otros factores mas generales, como localizacion
de la planta depuradora, clima, ecosistemas afectados, etc. (Fabiani et al., 1996 ; Hwang
et al., 2008)
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Figura 1.4: Lineas de Fangos y Aguas en una EDAR. (Collivignarelli et al., 2019)



Fangos

Los “fangos” o “lodos” son la biomasa que se genera durante el tratamiento de las aguas

residuales.
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Figura 1.5: Esquema de tratamiento de aguas residuales, generacién de fangos.(Fangos

de Depuracion de Aguas Residuales)

En las EDAR, en dependencia de los tratamientos que se apliquen se generan distintos

tipos de fangos:

e Fangos primarios: se producen durante el tratamiento primario (cribado,

desarenado, flotacion, precipitacién y sedimentacién), cuando se separan los

solidos pesados, las grasas y los aceites del agua residual cruda. De forma general,

los fangos primarios contienen entre un 2% y un 9% de sélidos, siendo el 90%

restante, (a veces incluso el 99.5%), agua (Ahmed et al., 2021).

e Fangos Secundarios (fangos activados residuales o WAS): se producen durante el

tratamiento biologico, cuando los microorganismos descomponen el contenido

organico biodegradable de las aguas residuales (Sun et al., 2021).La

concentracion de sélidos totales esta entre el 0.8 y el 3.3%, dependiendo del tipo

de proceso de tratamiento biologico empleado (Gherghel et al., 2019), siendo el
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resto agua. La fraccion organica de los WAS contiene: carbono 50-55%, oxigeno
25-30%, nitrogeno 10-15%, hidrégeno 6-10%, fésforo 1-3% y azufre 0.5-1.5%.

e Fangos terciarios: se obtienen en las etapas avanzadas de tratamiento de aguas
residuales, cuando se requiere la eliminacion de nutrientes (nitrégeno y fosforo)
(Naqvi et al., 2021). De forma general los procesos de eliminacion de nutrientes
se realizan van aparejados con la eliminacién de materia organica.

e Fangos quimicos: se producen mediante cualquier proceso quimico implementado
en la EDAR, como el Proceso de Sedimentacidn Primaria Quimicamente Asistida
(CAPS). Las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los fangos dependen
del reactivo y de las dosis utilizadas. Los reactivos tipicos son la cal hidratada, el
cloruro férrico, el sulfato de aluminio y el quitosano. Los fangos quimicos también
pueden producirse por coagulacion-floculacion del sobrenadante de espesamiento
(Shukla y Ahammad, 2023), asi como el agua de recirculacion tras la

sedimentacion/tratamiento fisico-quimico.
Algunas estrategias de manejo de estos fangos empleados hasta la fecha, consisten en:

e Aplicaciones agricolas en varias formas (ya sea de forma directa o creando una
mezcla con otros compuestos como minerales y/o bioproductos), como
biofertilizante, biorremediador y acondicionador de suelos.

e Vertido.

e Incineracion.

e Digestidn anaerobia.

e Pirdlisis.

En un estudio Ilevado a cabo por (Bagheri et al., 2023), los autores realizan una revision
de las estrategias de manejo de los fangos residuales en 50 afios, este trabajo mostré como
la tendencia principal es la aplicacion en la tierra, aunque esta tendencia comienza a
disminuir a partir del afio 2009 hasta la actualidad, coincidiendo con el aumento de los
estudios relacionados con la vision de los residuos como un recurso. La tendencia de
recuperacion de energia se ha quedado practicamente estatica en cuanto a nivel de
publicaciones del afio 2015 al 2019.

11
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Figura 1.6: Estudios relacionados con el manejo de los fangos en los ultimos 50

afios. Adaptada a partir de, (Bagheri et al., 2023)

La aplicacion directa de los fangos en la agricultura genera controversia entre algunos
autores, ya que es conocido su potencial por la elevada composicion en nutrientes
esenciales como Fdésforo, Nitrogeno y Potasio, pero a la vez elevada composicion en
metales pesados (Pb, Zn, Cu, Cr, Ni y Cd) y en microorganismos patdgenos. Este tema
se ha regulado con la publicacion de Normas sobre las cantidades méximas de elementos
perjudiciales para las plantas y los animales. En el caso de los vertidos, estos se ven
afectados por la falta de espacios seguros para la disposicion, debido a los malos olores
gue se generan y a la generacion de lixiviados altamente contaminados que pueden afectar
al hébitat en que se disponen y sus alrededores. Con respecto a la incineracion, se conocen
las ventajas asociadas a la disminucion drastica del volumen de estos fangos y a la
reutilizacion de la energia eléctrica y calorifica generada durante el proceso y las
limitantes de este tratamiento estarian relacionadas a la elevada concentracion de metales
en las cenizas y produccion de dioxinas (Baroutian et al., 2016). La pirdlisis necesita un
estricto ambiente sin oxigeno, por lo que se ha visto con dificultad el empleo de esta
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alternativa (Chan & Wang, 2016). Al analizar la digestion anaerobia, se presentan los
principales inconvenientes la complejidad relativa del proceso, los problemas de
degradabilidad de los fangos y los elevados costes que suelen tener con respecto a otras

alternativas.

Debido a todos los factores antes expuestos, se pretende encontrar nuevas estrategias
ambientalmente amigables para el tratamiento de los fangos residuales, como parte de la
Directiva Europea (Directiva (UE) 2018/ Del Parlamento Europeo y Del Consejo, de 30 de Mayo
de 2018, Por La Que Se Modifica La Directiva 2008/98/CE Sobre Los Residuos) Se propone la
valorizacion de los mismos, especificamente la valorizacion fraccionada de los fangos
secundarios, buscando minimizar los flujos de residuos y siempre en el marco de los

principios de la economia circular.

1.3. Composicién y clasificacion de fangos secundarios generados en las
EDAR.
La composicion de los fangos residuales depende de su procedencia y de las operaciones
que se realizan en la EDAR. De manera general, contienen materia organica, macro y
micronutrientes, compuestos no biodegradables y potencialmente toxicos, sales inocuas
y/o potencialmente tdxicas, metales pesados, organismos patdgenos tales como: virus,
bacterias, protozoos, asi como otros parasitos intestinales (helmintos) (Xing et al., 2022).
En los fangos secundarios el contenido de nitrégeno total es mayor en comparacion a los
fangos primarios y esto se debe a que los fangos primarios son, en gran parte, de
naturaleza inorganica, ya que estos son generados durante los procesos de sedimentacion,
filtracién, coagulacién y flotaciéon, mientras los fangos secundarios son fangos de tipo

bioldgico.

La mayoria de los estudios consultados, emplean fangos secundarios como fuente de
materia prima, debido a su mayor contenido en proteinas, carbohidratos, compuestos
organicos y menor cantidad de compuestos inorganicos y grasas lo que facilita el
aislamiento de compuestos de interés, extraccion y purificacion, aunque para la
recuperacion de componentes de interés (proteinas, carbohidratos) es necesario liberarlos
desde el interior de las estructuras celulares de los microorganismos presentes en el fango
y de las Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS) generadas por estos
microorganismos (Hui et al., 2022a; Neyens et al., 2004; H. L. Zhang et al., 2019).
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En la tabla I, se muestra la composicion de los WAS, segin material consultado:

Tabla I: Composicién de Sélidos Totales (ST), Sélidos Volatiles (SV), valores de pH,

composicion Macromolecular y Cenizas (ASH) de WAS (los valores estan expresados en

base seca).
Parametros Valores (% en base seca) Referencia
Soélidos Totales | 2-9% (Collivignarelli et al., 2019)
Solidos Volatiles | 59-68% (J. Gao, Weng, et al., 2020)

pH 6.5-8.0 unidades (Collivignarelli et al., 2019)
Carbohidratos 7-9.7% (Gao et al., 2020)

Lipidos 5-12% (Gao et al., 2020)

Proteinas 33-41% (Gao et al., 2020)

ASH ~35% (Gao et al., 2020; Yadav et al., 2020)
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1.4, Solubilizacion, recuperacion y degradacion de macrocompuestos de
interés en los WAS.

Los WAS tienen una elevada composicion en compuestos organicos, como se ha visto
anteriormente, debido a la gran cantidad de microorganismos que lo componen, en su
mayoria bacterias (Gram positivas y Gram negativas). Estos microorganismos contienen
en el interior de las células proteinas y carbohidratos, ademas segregan y forman en el

exterior las llamadas Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS).

El primer paso para la valorizacion fraccionada es lograr la ruptura de la pared celular de
los microorganismos y de las EPS que componen los WAS, con el fin de provocar la
solubilizacion de la materia organica en general y de las proteinas y carbohidratos en
particular (Hui et al., 2022b). Los métodos que se empleen deben provocar baja
degradacion de los compuestos y a su vez tener un efecto esterilizante para evitar la
degradacion metabolica. Existen diferentes alternativas que se emplean para la disrupcién
celular, estas metodologias se dividen de acuerdo al fendbmeno que se ponga de
manifiesto, asi podemos encontrar: métodos fisicos, quimicos y bioldgicos (Raheem et
al., 2018). Las condiciones que se empleen en cada uno de ellos estan condicionada a las
caracteristicas intrinsecas de la biomasa que se estudie y de los fines que se persigan, se
ha reportado en la bibliografia que las estructuras que componen los WAS son mas faciles
de romper que otras biomasas como las microalgas (estas tienen paredes celulares

rigidas).

Para obtener elevados rendimientos de recuperacion de péptidos o monosacaridos es
necesario que la solubilizacion de los componentes respecto a la biomasa inicial sea
elevada y que las degradaciones de los mismos sean bajas. Condiciones extremas pueden
solubilizar elevadas cantidades de compuestos, y no siempre se traduce de forma
proporcional en un aumento en la recuperacion, ya que esto puede ocasionar una

degradacion de los componentes que posteriormente no pueden recuperarse.

1.5.  Aplicaciones y Potencialidades de los Fangos residuales y sus derivados.

Los estudios consultados sugieren que los WAS pueden tener un potencial que vas mas

alla de la aplicacién agraria, debido a su elevada concentracién de macrocompuestos
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como proteinas y carbohidratos los cuales pueden recuperarse luego de aplicarles un

tratamiento que permita la liberacidn de estos y su posterior extraccion y purificacion.

Los carbohidratos pueden recuperarse en forma de monosacéaridos fermentables, producto
de los procesos de ruptura celular aplicados, que se pueden utilizar para la produccion de
alcoholes o como medio de cultivo para producir otros compuestos, por ejemplo, los
PHAs (polihidroxialcanoatos) precursores de los bioplasticos (Dietrich et al., 2017;
Madkour et al., 2013; Rodriguez-Perez et al., 2018).

La fraccién proteica obtenida, una vez separada de los carbohidratos puede emplearse
como bioestimulantes, biofertilizante, alimentacién animal y como proteina industrial
(agentes espumantes, espesantes, surfactantes). Para estos fines, estos hidrolizados de
proteinas deben cumplir con ciertos parametros en cuanto a su tamafio (20 kDa y 450
kDa, rango de peso ideal para el empleo como agentes espumantes, (Xiang et al., 2017b))
y composicién (contenido en aminoacidos esenciales para alimentacion animal).
Normalmente, las aplicaciones industriales requieren la presencia de péptidos de cierto
tamafio, mientras que la presencia de aminoacidos esté relacionada con desarrollo de
fertilizantes, o uso en alimentacién animal (Enser et al., 1990; Tejada et al., 2016; Yan et
al., 2022). Los rendimientos y los tamarfios de los péptidos recuperados dependeran de la
técnica de hidrolisis aplicada. Se conoce de algunos estudios previos consultados, que las
hidrolisis acidas solubilizan gran parte de los polisacaridos presentes en la biomasa,
mientras que las hidrdlisis basicas consiguen elevados rendimientos de solubilizacion de
las proteinas, con escasa degradacion de los péptidos liberados.(Martin Juérez et al.,
2021a)

A partir del auge de estos recientes estudios sobre el potencial de los fangos residuales
secundarios, se ha cambiado la perspectiva con respecto a las EDAR. Si antes solo se
consideraban estas como planta de tratamiento d agua, y en algunos casos para producir
energia, en estos se plantea como biorrefinerias. Las EDAR se plantean como sistemas
autosuficientes, desde el punto de vista energético y econdmico, que pueden ser fuente de

nuevos productos para proveer al mercado.

Por todo esto, el presente estudio pretende seleccionar diferentes metodologias y
condiciones, con base en estudios realizados y publicados sobre fangos u otras biomasas

crecidas en plantas de tratamiento de aguas residuales, con el fin de recuperar proteinas,
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teniendo en cuenta la eficiencia del proceso de solubilizacion y los riesgos/beneficios de

los procesos.
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2. Mecanismos y tecnologia para la solubilizacion y recuperacion de proteinas
a partir de fangos secundarios generados en EDAR.

En este apartado se revisaran los métodos de pretratamiento fisicos, térmicos, quimicos y
bioldgicos, ademas de combinaciones de ellos que se emplean para provocar la disrupcion

celular tanto de las EPS como de los citoplasmas intracelulares.

Los estudios de (Liu et al., 2009; Vethathirri et al., 2021; Yan et al., 2022), muestran que
la ruptura de la pared celular en los fangos residuales es mas sencilla que en otras
biomasas como son las microalgas (con una rigida pared celular), ya que en estas se
necesita un tratamiento intensivo con el fin de extraer eficientemente los

macrocompuestos.(Martin Juarez, 2019).

La valorizacién secuencial de todas las fracciones de la biomasa, requiere un estudio de
las condiciones Optimas para lograr un rendimiento de recuperacion elevado del
compuesto de interés, pero también minimizar la posible degradacion provocada por las
condiciones aplicadas en el pretratamiento. Un aspecto importante a tener en cuenta es el
efecto del pretratamiento en el resto de componentes de la biomasa, de cara a la

valorizacion de las diferentes fracciones.

2.1. Métodos individuales

Métodos Fisicos

Ultrasonidos: El pretratamiento por ultrasonidos provoca la disrupcion de la estructura
celular y de la matriz del fléculo. Dos mecanismos principales para la desintegracion de
los fangos y la solubilizacion de las proteinas estan asociados al pretratamiento
ultrasénico. A una frecuencia ultrasénica baja (< 100kHz) predomina el fendmeno de la
cavitacion, mientras que, a una frecuencia ultrasonica alta (>100kHz), pueden producirse
reacciones quimicas con la formacion de radicales -OH y HO>- (Martin Juarez, 2019). El
aumento de la solubilizacion de proteinas puede atribuirse al aumento de la actividad
enzimatica en los fangos de depuradora inducido por la ultrasonicacion (Celebi et al.,
2021; R. Zhang et al., 2021) promoviendo asi los desplazamientos de las proteinas
extracelulares desde las capas internas y EPS fuertemente unidas de los floculos de fangos

a las capas externas de EPS solubles y poco unidas (Lippert et al., 2018).
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Métodos Térmicos

El mecanismo del pretratamiento térmico para la solubilizacion de proteinas de los fangos
consiste en exponer los fangos a una temperatura elevada durante el tiempo suficiente
para promover la reaccion quimica y solubilizar las biomoléculas mas grandes tanto para
los fangos aerdébicos como para los anaerobicos (J. Park et al., 2022). Se pueden utilizar
diferentes tipos de métodos de pretratamiento térmico, como los pretratamientos térmicos
suaves 0 a baja temperatura (menos de 90°C) e hipertérmicos (mayor de 100°C), para
desintegrar los floculos de lodo y liberar proteinas (J. Gao et al., 2022). (Xiang et al.,
2017b) optimizaron las condiciones para la extraccion de proteinas, empleando un tiempo
de 2 horas, pH 12 y temperaturas de 130°C, de esta forma obtuvieron un rendimiento de
recuperacion de proteinas del 69%, en este trabajo los mayores rendimientos de
recuperacion se obtuvieron a temperaturas superiores a 100°C empleadas en tiempos
prolongados, por lo que fueron consideradas condiciones extremas para los WAS.
Actualmente, el pretratamiento térmico a baja temperatura con temperatura inferiores a
90 °C ha ganado popularidad, por ejemplo, la solubilizacion de proteinas a 60°C durante
3h, donde combinan bajas temperaturas y tiempos prolongados y han obtenido una
solubilizacion elevada de materia organica (Bougrier et al., 2008; Catallo y Comeaux, 2008;
Li et al., 2008). (Liew et al., 2022) realizé un estudio sobre la incidencia de la temperatura
y el tiempo en el proceso de desintegracion de los WAS, los rangos fueron: temperaturas
comprendidas entre 30°C y 90°C y tiempos entre 1y 16 horas. Estos autores encontraron
que el tiempo no tuvo relevancia, sin embargo, encontraron que la temperatura que
reportaba la mayor solubilizacion de compuestos fue 90°C, aunque no encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los resultados a 90°C y los
correspondientes a 75°C. (Yu et al., 2013) investigaron los efectos del pretratamiento
térmico medio (100-120°C) (3h) en la solubilizaciéon de los fangos y la liberacion de
proteinas. Los resultados indicaron que la concentracién de proteina soluble mostraba una
tendencia creciente a medida que aumentaba la temperatura, alcanzandose la maxima
proteina liberada a 120°C. Ademas de la mejora en la solubilizacion de proteinas, el
pretratamiento térmico también mostré una mejora en la destruccién de patdgenos y en
la deshidratabilidad de los fangos, asi como en la eliminacion de micro contaminantes,

por ejemplo, hormonas esteroideas (Abbott et al., 2021)
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Métodos Quimicos

En las hidrolisis quimicas de forma general, se conoce, que los factores que ejercen efecto
sobre los rendimientos de solubilizacidn y recuperacion: son el tipo de agente quimico, la
concentracion del mismo, el tiempo de hidrélisis, la temperatura empleada y la

concentracion de la biomasa.(Martin Juérez, 2019)

El método de hidrolisis alcalina es una de las metodologias quimicas mas empleadas para
la liberacion de proteinas de los fangos. Los compuestos alcalinos como el hidroxido de
sodio (NaOH) el hidroxido de calcio (Ca(OH)2) y el hidréxido de potasio (KOH) se
utilizan de forma general. Los alcalis pueden inducir la solubilizacion de las proteinas de
la membrana, la saponificacion de los lipidos de la membrana y el dafio de la célula
microbiana (Mancuso et al., 2019). Sin embargo, una desventaja significativa del
pretratamiento alcalino estd relacionada con las sales irrecuperables. Las altas
concentraciones de sal residual planten un gran desafio para el postratamiento de los
fangos restantes después de la solubilizacién de proteinas (Li et al., 2008). La proteina
recuperada con el pretratamiento alcalino también puede no ser adecuada para su
aplicacion en la industria alimentaria debido, por ejemplo, a la racemizacion de los
residuos de aminoacidos. A pesar de estas desventajas, los pretratamientos alcalinos
muestran ventajas con respecto a otros métodos, como el bajo coste de los mismos,
elevada solubilizacién de proteinas, eliminacién de microorganismos patégenos, y

facilidad de realizar un escalado industrial.

La hidrolisis acida también se ha utilizado para solubilizar los fangos para la liberacion
de proteinas y carbohidratos. En el estudio realizado por (Martin Juarez et al., 2021b) en
biomasa de microalgas generadas en aguas residuales de purines, la hidrélisis acida con
(HCI 2M) a temperatura 121°C, tiempo de 1h, proporcioné elevados rendimientos de
solubilizacion con respecto a todos los componentes de la biomasa. El trabajo muestra,
ademas, el efecto de la concentracion del &cido: usando HCI a 0.5M se solubilizaron el
70% de los carbohidratos y el 50% de las proteinas y al aumentar la concentracion a HCI

2 M este rendimiento llegd hasta el 98%, de los carbohidratos y el 76% de las proteinas,
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del total de carbohidratos solubilizados a 2M, logran recuperar el 81% de los mismos en

forma de monosacaridos fermentables.

Bioldgicos

Los pretratamientos bioldgico-enziméticos incluyen la posibilidad de aplicar enzimas
comerciales, que pueden seleccionarse en funcion del tipo de enzima y la cantidad
requerida. También es posible utilizar un microorganismo productor de enzimas que
libere enzimas hidroliticas durante la etapa de hidrolisis. Por Gltimo, como también se
muestra en este trabajo, es posible utilizar la actividad enzimatica inherente a los fangos

secundarios.

La metodologia de autohidrdlisis es una hidrdlisis bioldgica-enzimatica que consiste en
someter los fangos secundarios a una temperatura de 55 °C. Estas condiciones permiten
a los microorganismos del lodo secundario liberar las enzimas hidroliticas contenidas en
su propio sistema metabolico, lo que finalmente conduce a la hidrélisis del lodo

secundario (Nabarlatz et al., 2010; Neumann et al., 2017; Song y Feng, 2011).

Las diferentes alternativas de hidrolisis y disrupcion celular reportadas hasta la fecha
tienen ventajas y desventajas asociadas, las mas comunes estan relacionadas con los altos
costos de operaciéon y/o la alta complejidad de la implementacién. EL método de
autohidrolisis utiliza los efectos sinérgicos producidos por la temperatura aplicada y las
enzimas hidroliticas liberadas, obteniendo asi un pretratamiento con un proceso de

operacion simple y bajo requerimiento de una fuente de energia externa.
Métodos Combinados

Estos métodos constituyen una alternativa de pretratamiento que se basa en crear un
efecto sinérgico que permita disminuir los costes asociados al gasto de energia, reactivos
y/o enzimas, ademas de favorecer el aumento en el rendimiento de solubilizacion. La
eleccion de los métodos a emplear depende de la materia prima y de los objetivos que se

pretendan alcanzar.

Los métodos quimicos de hidrolisis son los mas empleados para combinar con otros o
bien, para emplearlos en métodos secuenciales, debido a la eficiencia que muestran. Las
combinaciones mas estudiadas son las quimicas-térmicas, a medias y altas temperaturas,
y tiempos cortos y prolongados, de forma tal que se consigan diferentes grados de
severidad.
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La hidrolisis alcalina resulta especialmente eficaz cuando se combina simultaneamente
con el pretratamiento térmico (Neyens et al., 2004) . Se ha informado de que el método
termoquimico (121°C, 1h) combinado mejora la solubilizacién de las proteinas. Por
ejemplo, Cho et al. (2013) informaron de que la proteina liberada después del tratamiento
combinado termo-alcalino (NaOH 1M, 121°C, 1h) era 2.4 veces mayor que la de los
fangos no tratados y 2.1 veces mayor que con el pretratamiento alcalino solo. (Hui et al.,
2022b, 2022a) informaron de que el combinado termo-alcalino puede mejorar la
concentracion de proteina bruta en un 60.2-61.6%. (Xiang et al., 2017a), establece en sus
trabajos que las condiciones dptimas para la extraccion de proteinas son: pH entre 12 y
13, ajustado con NaOH 10M, temperatura entre 100°C y 140°C y tiempos comprendidos
entre 1.5hy 4 h.

(N. D. Park et al., 2012) combinaron el método de los tratamientos ultrasonico y alcalino,
encontrando que la proteina soluble se increment6 cuando el tratamiento ultrasonico se
establecio sobre los 28 kHz a pH 12 después de un pretratamiento en medio alcalino de 1
hora. El pretratamiento combinado ultrasénico-alcalino (NaOH, 1 M) mostr6 un efecto
sinérgico en la solubilizacion de proteinas de los fangos, ya que el método ultrasonico
desintegraba los floculos de fangos y el pretratamiento alcalino posterior dafiaba las
celulas microbianas mediante la solubilizacion de las proteinas de membrana y la

saponificacién de los lipidos de membrana.

2.2.  Comparacion de los métodos de hidrolisis.
Es un reto comparar todos los métodos debido a la escasa informacion sobre la estimacion
de costes, la variabilidad de las propiedades de los fangos y las escalas de operacién, etc.
(Xiao et al., 2017) intentaron comparar los beneficios energéticos y econémicos de los
pretratamientos ultrasonicos, alcalinos y térmicos para la solubilizacion de proteinas de
los WAS. En este trabajo, la proteina tipo tirosina con tamafio molecular inferior a 20
kDa predomind en varias muestras de fangos pretratados por métodos ultrasonicos,

térmicos y alcalinos.

Comparando varios métodos para la solubilizacion de proteinas de los fangos, los
métodos fisicos, por ejemplo, la ultrasonicacion, las microondas y la molienda,
generalmente mostraron bajos costos operativos y un facil control, sin embargo, se debe
tener en cuenta la alta demanda de energia (Bozkurt y Apul, 2020) , (Lippert et al., 2018;

Park et al., 2012) EI método térmico puede eliminar eficazmente el olor y los patdgenos
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mientras solubiliza la proteina del lodo, sin embargo, se necesita una alta demanda de
energia y costo de capital. Ademas, se puede liberar amoniaco durante el pretratamiento
térmico. ElI método quimico, en particular, el pretratamiento alcalino, es eficaz para
desintegrar los floculos de fangos y es facil de manejar con un dispositivo sencillo; sin
embargo, hay que tener en cuenta el coste quimico y la corrosion asociada a la adicion de
acidos y alcalis. Ademas, existe el riesgo de que los materiales celulares liberados se
mineralicen cuando se utilizan oxidantes. La aplicacion del método biolégico suele ser
limitada debido a la lentitud de la puesta en marcha, las condiciones de tratamiento suaves
y la dificultad de ampliacion (Yin et al., 2016) . Cabe destacar que los diferentes métodos
de pretratamiento aplicados pueden destruir/cambiar el peso molecular de la proteina, la

conformacion, etc.

Como estrategia de valorizacion de los fangos secundarios se pretende obtener mediante
técnicas de hidrolisis péptidos de tamafio suficiente para que sus propiedades funcionales
permitan su uso en aplicaciones industriales. Otra alternativa es escoger métodos de
hidrolisis que liberen, sin degradar, porcentajes elevados de aminoacidos de los fangos,
para su uso como fertilizantes o en alimentacion animal. Debido al origen de estos fangos,
los péptidos o aminoacidos liberados no pueden usarse para consumo humano. Los
métodos de hidrolisis deben escogerse en el sentido de maximizar los rendimientos de
solubilizacion de los compuestos en relacion a la concentracion inicial de los mismos, y
a su vez, las condiciones que se empleen minimicen la degradacién de las proteinas y los

carbohidratos, lograndose elevados rendimientos de recuperacion.
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3. Objetivos

Las tareas realizadas giraron en torno a los objetivos del proyecto de investigacion
PROPHACTION, financiado en la convocatoria Retos 2020 del MICINN. El proyecto
incluye el estudio de diferentes pretratamientos e hidrolisis para la valorizacion de lodos

secundarios aerobios generados en la EDAR de Valladolid.

El objetivo general de este trabajo, en el marco del proyecto global, es comparar procesos
de hidrdlisis para la valorizacion de la fraccion mayoritaria y mas valiosa de los lodos
secundarios aerobios, la fraccion proteica, evaluando también el efecto de los procesos
sobre la fraccion carbohidrato. El estudio se realizo teniendo en cuenta la recuperacion
de las proteinas en forma de péptidos y aminoacidos, y de los hidratos de carbono como

monosacaridos fermentables.

Para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos en la liberacion y recuperacién de los
macrocomponentes de interés presentes en la biomasa, se trazaron los siguientes objetivos

especificos:

- Comparar las solubilizaciones de los macrocomponentes contenidos en la biomasa tras

la aplicacion de diferentes métodos de hidrdlisis.

- Analizar y cuantificar la degradacion de los componentes solubilizados y, por tanto, su

recuperacion mediante balance de materia para diferentes alternativas de valorizacion.

- Evaluar el tamafio y la calidad de los péptidos recuperados, asi como su composicién en

aminoacidos.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Biomasa de fangos secundarios
Se emple6 una biomasa de fangos secundarios generados en la EDAR urbana de
Valladolid, Espafia. La biomasa (Raw Sludge, RS de ahora en adelante) se tomé después
de la unidad de sedimentacion secundaria de la EDAR. El contenido de humedad y el pH
del RS fue del 98% y 6.8 respectivamente. El RS se concentrd y separd por centrifugacion
(10000 rpm, 15 minutos, empleando una Legend RT+, Thermo Scientific, USA,), usando
tubos de centrifuga PPCO de 250 mL de capacidad, posteriormente fueron
homogenizadas y almacenadas a una temperatura de 4°C hasta su posterior utilizacion (no
mas de 48 horas, de forma que fueran fangos frescos), mientras que la fraccion liquida
fue filtrada con filtros de membrana de 0.2 um, y luego este filtrado se utiliz6 como medio
de suspension (al analizarla no se detectaron lipidos, proteinas, carbohidratos,
compuestos humicos). La humedad de la fraccion sélida obtenida tras la centrifugacion

fue del 88.3%, siendo los sélidos totales del 11.7% y los volatiles el 76.9% de los totales.

La composicion macromolecular de los fangos crudos centrifugados (CRS, por sus siglas
en inglés), fue la siguiente: 35.2 % de proteinas, 13.2 % de carbohidratos (compuestos
por 10.5 % de glucosa, 2.7 % de xilosa, 0.9 % de arabinosay 1.1 % de celobiosa), 8.9 %

de lipidos, 11.7 % de &cidos humicos (los porcentajes estan expresados en base seca).
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Figura 4.1: Equipamiento empleado para la preparacion de la biomasa inicial.

4.2.  Recuperacion de proteinas y carbohidratos
Se compararon varios métodos para la solubilizacion de proteinas y carbohidratos y la
recuperacion de péptidos y monosacaridos de la biomasa CRS. Estudios anteriores sobre
la solubilizacidn de proteinas a partir de biomasa algal cultivada en aguas residuales de
purines (Lorenzo-Hernando et al., 2019; Martin Juarez et al., 2016) y biomasa de WAS
(J. Gao, Wang, et al., 2020; J. Gao, Weng, et al., 2020; Hui et al., 2022b, 2022a; Li et al.,
2008) han utilizado condiciones suaves para preservar la estructura del producto deseado.
Como alternativa de tratamiento suave, tratando de recuperar péptidos de tamafio
considerable, se eligié la autohidrolisis. Tanto el tratamiento hidrotérmico como la
hidrolisis quimica pueden tener un posible efecto esterilizador e impedir la degradacion
metabdlica de los productos liberados, lo cual es de gran interés en la valorizacion de
biomasas con alto contenido bacteriano (Martin Juarez et al., 2021c; Neyens et al., 2004).
Por otro lado, la ultrasonicacion es un método de pretratamiento con una eficacia
moderada, sin embargo, puede combinarse facilmente con otros métodos, como la
hidrolisis alcalina, para aumentar la capacidad de disrupcién celular en condiciones de
operacion moderadas, ejerciendo un efecto sinérgico en la solubilizacién de los
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macrocomponentes (Yan et al., 2022) . En este estudio, se aplicé el método bioldgico
(autohidrdlisis), hidrotérmico (HT), quimico (adicion de alcalis y &cidos) y fisico
(ultrasonidos), asi como su combinacion (extraccion ultrasonidos+autohidrolisis,

hidrotérmica + quimica y alcalina asistida con ultrasonidos).

Con base en estos estudios previos, se escogieron las condiciones de operacion que se
muestran en la Tabla Il, tratando de aplicar menor severidad que en los métodos
empleados por el grupo de investigacion en otras biomasas mas resistentes como las
microalgas. Las paredes celulares de las bacterias presentes en los fangos son menos
resistentes que las de las microalgas crecidas en ambientes tan adversos como los de los

fotobiorreactores de tratamiento de aguas residuales.

Todos los experimentos se realizaron por duplicado para este estudio, trabajando con 50
mL de suspension de biomasa CRS de una concentracion del 3.7 % (m/m en base a la
masa seca)(Malhotra y Garg, 2020). Con el fin de comparar diferentes pretratamientos, la
mayoria de los experimentos se llevaron a cabo a 50°C durante 180 minutos, excepto
aquellos en los que se pretendia comprobar el efecto de la temperatura que se realizaron
a 121°C durante 60 minutos. La aplicacion de temperaturas superiores a 120°C durante
tiempos superiores a 60 min podria inducir la produccion de intermedios orgénicos
solubles recalcitrantes o toxicos inhibidores (Xing et al., 2022). Después de cada
tratamiento, el hidrolizado se centrifug6 a 10 000 rpm y 4°C durante 10 min para separar
las fracciones liquida y sélida. Se analizaron los sélidos totales y volatiles, y nitrégeno
total en ambas fracciones para comprobar los balances de masas. Se determinaron los
perfiles de aminoécidos en CRS para calcular la relacion N/Proteina y luego en las
fracciones liquidas de los hidrolizados para evaluar su calidad, en esta fraccifion también
se determind la composicién de monosacaridos con el objetivo de evaluar la degradacién
de los mismos. Todos los reactivos y estandares utilizados en este trabajo (HCI, NaOH,
glucosa, xilosa, celobiosa, arabinosa, metanol, cloroformo, acido sulfirico, acido
himico), con una pureza superior al 95% o de grado reactivo, fueron adquiridos en Sigma

Aldrich (Espafa) y Panreac Applichem (Espaiia).
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Tabla II: Pretratamientos y condiciones aplicadas.

Método de hidrolisis Condiciones Tiempo (min)  Temperatura (°C)
Autohidrdlisis (AH) pH 4.5 180 50
pH 6.5 180 50
Ultrasonidos + 20 kHz, 140 W, 50% 20 50
Autohidrdlisis (US-AH) pH 4.5 180 50
pH 6.5 180 50
Térmica (HT) pH 6.5 60 121
Alcalino (ALK 0,5M) NaOH 0.5 M 180 50
Alcalino (ALK 1M) NaOH 1M 180 50
Térmica + Alcalino NaOH 0.5 M 60 121
(HT+ALK) NaOH 1 M 60 121
Acido (AC 0.5M) HCI 0.5M 180 50
Acido (AC 1M) HCI1 M 180 50
Térmica + Acido (HT+AC HCI 0.5M 60 121

0.5M)
Térmica + Acido (HT+AC HCI1M 60 121
1M)
Ultrasonidos (US-C) 20 kHz, 140 W, 50% 60 50
Ultrasonidos + Alcalino 20 kHz, 140 W, 50% + 60 50
(US+ALK 0.5M) NaOH 0.5 M
Ultrasonidos + Alcalino 20 kHz, 140 W, 50% + 60 50
(US+ALK 1M) NaOH 1 M

4.3.  Procedimiento Experimental

Autohidrolisis y pretratamiento secuencial de ultrasonidos

La autohidrdlisis (AH) se llevo a cabo utilizando un agitador rotatorio (Comecta-Ivymen,
Espafia) a una temperatura constante de 50°C y una agitacion de 250 rpm durante un
tiempo de reaccion de 180 min (incluyendo el tiempo de calentamiento inicial). Se
emplearon dos niveles de pH (4.5 y 6), correspondientes a las condiciones Optimas para
las enzimas celulasa y proteasa, que se esperaba pudieran estar presentes en el propio
fango (Rojo et al., 2021). Se utiliz6 NaOH y HCI 6 N para ajustar el pH para evitar la
variacion de la concentracion de biomasa. Estas condiciones operativas, que favorecen la
actividad de las enzimas hidroliticas contenidas en el WAS, fueron seleccionadas segun
los trabajos de Burgess y Pletschke, (2008) y Carvajal et al., (2013).
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Se realizaron experimentos de pretratamiento secuencial por ultrasonidos y autohidrolisis
(US-AH) tratando de aumentar la disrupcion celular. La suspension de biomasa al 3.7%
(m/m) fue pretratada aplicando ultrasonidos (UIP1000hd, 20 kHz, 50% de amplitud, 140
W, Hielscher Ultrasound Technology, Alemania) utilizando un reactor con camisa de
acero que permitia la circulacién de agua fria para mantener la temperatura de reaccion a
50°C durante 20 min. Tras el pretratamiento con ultrasonidos, la suspension se transfirid
a un matraz Erlenmeyer de 50 mL y se llevaron a cabo experimentos de autohidrolisis a

pH 4.5y 6, de acuerdo con la descripcion de los experimentos de AH anteriores.

Hidrolisis térmica, quimica, e hidrdlisis termo — quimica asistida.

Para la hidrolisis térmica (HT), se prepar6 una suspension de CRS en agua (pH 6.5) y se
tratd en autoclave a 121°C durante 60 minutos. Para la hidrélisis quimica, se afiadieron
volumenes adecuados de solucion de NaOH y HCI (de la concentracion seleccionada) a
una masa conocida de CRS para obtener la concentracion de biomasa de la suspension al
3.7%. Debido menor rigidez de las paredes celulares de los fléculos de los fangos en
comparacion a las microalgas, se escogieron concentraciones de agentes quimicos
inferiores a las empleadas en el grupo con microalgas. Se utilizaron dos niveles de
concentracion para cada reactivo (0.5 My 1 M) (Chen et al., 2007; Martin Juarez et al.,
2021b). Los ensayos se realizaron en un agitador rotatorio a 250 rpm y 50°C con un

tiempo de hidrélisis de 180 minutos.

En este estudio también se evalud la combinacién simultanea de hidrdlisis quimica y
térmica. La biomasa fue expuesta a 121°C con NaOH y HCI en las mismas condiciones
que las descritas en los experimentos de hidrdlisis quimica (0.5 M y 1 M) en autoclave,

pero ahora sélo durante 60 minutos (Martin Juarez et al., 2021).

Ensayos con Ultrasonidos (US) y Ultrasonidos asistido en medio alcalino.

El tratamiento ultrasonico se ha empleado como proceso de pretratamiento para mejorar
el proceso de digestion anaerdbica de los fangos, debido a las fuerzas de cizallamiento
mecanicas, que rompen las paredes celulares, lo que trae aparejado un aumento en los

rendimientos de solubilizacion y recuperacién de macrocomponentes.

Los ensayos US+ALK se realizaron con ultrasonidos de baja frecuencia a 20 kHz,
potencia de 140 W'y tiempos de 1 hora con NaOH (0.5 My 1 M) como medio de reaccion.
La temperatura se control6 utilizando un reactor con camisa de acero haciendo circular

agua fria para mantener la temperatura a 50°C.
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4.4.  Estimacion de los rendimientos de solubilizacion y recuperacion
Para evaluar la solubilizacion (Ec.1) y el rendimiento de recuperacion (Ec.2) de los
componentes contenidos en la biomasa y, por tanto, las pérdidas relacionadas con la
degradacion de cada componente evaluado (Ec.3), se definieron los siguientes

parametros:

o s . 7 componente en RB—g componente en PRS
Rendimiento de solubilizacién (%) = (g P gD ) 100 Ec.l
g componente en RB
i . componente en PRL
Rendimiento de recuperacion(%) = (g £ ) 100 Ec.2
g componente en RB
;s . g componente en PRL )
04) = —
Pérdida componente 1 (/0) (1 (g componente en RB—g componente en PRS ) 100 Ec.3

Donde: PR (pretratamiento), RB (Masa seca inicial), PRS (Fraccién sélida separada
después de los pretratamientos) y PRL (Fraccion liquida separada después de los

pretratamientos.

Las diferencias significativas entre los rendimientos medios de solubilizacion y
recuperacion obtenidos por los diferentes niveles de severidad en los experimentos de
hidrélisis (tabla 1), se determinaron mediante la prueba de Rangos Multiples de Duncan
(considerando un nivel de confianza del 95%). Todos los datos fueron analizados

empleando el software Statgraphics Centurion 19.0.

45. Métodos Analiticos

Analisis de solidos totales y volatiles

Para comprobar los balances de materia se determinaron los sélidos totales y volatiles
(material calcinable formado principalmente por materia inorganica y organica) tanto de
la biomasa inicial previa a la hidrolisis como de las fracciones solidas obtenidas tras el
proceso de hidrolisis.

Para la determinacion del contenido de humedad se llevé a cabo un analisis de sélidos
totales, secando 2 g de biomasa a 105°C hasta peso constante. Mediante calcinacion de la
biomasa a 550°C durante 24 h se determind el contenido de sélidos volatiles. (PNT-16-

01 Departamento de Ingenieria Quimicay Tecnologia del Medio Ambiente)
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Analisis de nitrogeno total y proteinas
El método que maés se utiliza para la determinacion de nitrégeno en fangos residuales es
el método Kjeldahl, ya que es un método que determina nitrégeno organico y el amonio.

Este es un método donde en presencia de &cido sulfurico concentrado y un catalizador
Kjeldahl, el nitrégeno, al igual que el amoniaco libre y las sales de amonio se convierten
en sulfato de amonio, la materia organica se oxida a didéxido de carbono y agua por
ebullicion con acido sulfurico, mientras este ultimo se reduce a dioxido de azufre. De esta
forma el nitrégeno se convierte en sulfato de amonio, el cual luego de la alcalinizacion,

se convierte en amoniaco (Baird et al., 2017).

El contenido en proteinas de la biomasa inicial CRS y de la fraccion sélida tras los
tratamientos aplicados, se calcula aplicando la relacion Proteina/Nitrogeno de 4.0
calculado a partir del perfil de aminoacidos obtenido para el CRS.(Templeton & Laurens,
2015; Tomé et al.)

Experimentalmente el método Kjeldahl se llevd a cabo afiadiendo 0.2 g de muestra solida
en un tubo digestor junto con 6 mL de H2SO4 98% y una pastilla de catalizador Kjeldahl
(0.3% CuS0O4-5H20). Los tubos se colocaron en el digestor y se llevé a cabo una digestion
durante 3 horas mediante una rampa de temperatura (150, 270 y 370°C). Finalizada la

digestion se dejé enfriar a temperatura ambiente durante 1h.
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Figuras 4.2A, 4.2B y 4.2C: Equipo digestor A, equipo de Destilacion B y valoracion de
la muestra.
Una vez que las muestras estaban digeridas (apariencia transparente) y enfriadas se pasé
a la unidad de destilacion (KjeFlex K-360), recogiendo el destilado sobre un exceso de
acido borico. Una vez concluido el destilado, se valora con &cido sulfdrico 0.1 N hasta
que en la muestra se observe el cambio de color de verde a violeta lo que indica que en
este momento se ha alcanzado el punto final de la valoracion.
A partir del volumen de &cido sulfurico gastado y su concentracion se puede determinar
la cantidad de nitrégeno presente en la muestra segun las ecuaciones indicadas:

mg N/kg = (N*V) *14000/g

%N = (N*V) *14/10*g

Donde:
N: normalidad del acido sulfarico empleado
V: volumen de &cido sulfurico consumido en la valoracion

g: gramos de muestra real empleada.

Para la fase liquida se sigue el mismo procedimiento sustituyendo los 0.2 g de muestra

solida por 2 mL de muestra liquida.
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Finalmente, para calcular el porcentaje de proteina basta con multiplicar el % de nitrégeno
calculado por un factor de 4 obtenido previamente a partir del perfil de aminoéacidos de

la biomasa inicial.

Andlisis de carbohidratos

Los carbohidratos son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas y estan compuestos por
una o varias unidades de monosacéaridos. Todos los carbohidratos bajo hidrdlisis acida
producen monosacaridos siendo esta hidrolisis favorecida con el aumento de la
temperatura. El contenido de carbohidratos de la biomasa inicial y de las fracciones solida
se determin6 como monosacéridos totales utilizando un procedimiento del NREL descrito
por (Martin-Juarez et al., 2019) que consiste en la hidrdlisis acida de los carbohidratos
presente en la biomasa y posterior cuantificacion de los monosacaridos generados
mediante HPLC.

En primer lugar, se sometieron 300 mg de biomasa humeda a una hidroélisis acida
concentrada durante 1 hora afiadiendo 3 mL de H>SOs al 72% en peso a 35°C. A
continuacidn, se afiadieron 84 mL de agua destilada para diluir la concentracién del &cido
al 4% en peso y las muestras se sometieron a 121°C durante 1h en autoclave. Después se
separaron las fracciones solidas y liquida y, finalmente, la fraccion liquida resultante se
filtré con filtros de membrana de nylon de 0.22 um para determinar el contenido de

monosacaridos mediante HPLC-IR.
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Figura 4.3: Equipamiento empleado para la cuantificacion de carbohidratos.

Los principales monosacaridos se cuantificaron en las fracciones liquidas (obtenidas tras
los experimentos de hidrolisis aplicadas y las fracciones liquidas procedentes de la
hidrolisis acida de los solidos), utilizando una columna de exclusion iénica Aminex HPX-
87H (Bio-RAD) (300 x 7.8 mm, 9um tamafio de particula, rango de pH 1-3) instalada en
un moédulo de separacién Shimazu LC. Se utilizé un detector de indice de refraccion
(Waters 2414) para cuantificar la concentracion de monosacaridos obtenidas en las
fracciones liquidas (las fracciones liquidas de las hidrdlisis y las fracciones liquidas de la
hidrélisis &cida de los sélidos). Se emple6 como fase mévil una solucion acuosa 25 mM
de H2SO4 a un flujo de 0.6 mL/min y a 50°C.

Para la cuantificacién se utilizaron estandares individuales externos de glucosa, xilosa,
celobiosa y arabinosa disponibles comercialmente con una pureza > 95% en
concentracion de 0.5 mg/mL a 2 mg/mL. Adicionalmente se calcularon los factores de
correccion debido a la posible degradacion producida durante la hidrolisis &cida de cada
de los monosacaridos, para el calculo final del contenido de carbohidratos, se sometieron
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al mismo tratamiento de hidrolisis &cida con H>SO4 a las muestras comerciales de
glucosa, arabinosa, celobiosa y xilosa. Finalmente, el contenido de carbohidratos se
calcul6 como la suma de todos los monosacaridos (glucosa, xilosa, arabinosa y

celobiosa).

El calibrado de monosacaridos que se realizd con multipatron, asi como la degradacion

de los mismos, este resultado se encuentra en los Anexos.

El porcentaje de carbohidratos se obtiene segun las ecuaciones siguientes:

Area — Pendiente

Azicar (mg/ml) = —>——

i Azucar (mg/L) - 87 mL )
AzlUcar (mg) = Factor - %AzlUcar

mg AzUcar /mg biomasa
10

%CH = Z %Azucar

Anélisis de aminoacidos totales.

Se determin0 el perfil de aminoécidos totales de la biomasa inicial y de las fracciones
liquidas para obtener la composicion de aminoacidos segln los estdndares analiticos
internos del Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI-UVa) descrito por (Rojo et al.,
2021a). Las muestras se hidrolizaron con HCI 6 N en atmdsfera inerte. A continuacion,
se elimino el medio &cido utilizando N2 hasta sequedad. Las muestras se volvieron a
suspender en HCI 0.1M y la solucion final se filtro con filtros de membrana de nylon de
0.22 pum. Las muestras se sometieron a una derivatizacion previa a la columna con
ortoftalaldehido (OPA) y cloruro de fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC). El analisis se
realizé por HPLC utilizando una columna Zorbax Eclipse AAA de 4.6 x 150 mmy 3.5
pm, con fases moviles A (Buffer NaH2PO4-H20 pH 7.8) y B (Acetonitrilo:metanol:milliQ
45:45:10), y un detector UV.
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Anélisis de acidos humicos

La determinacién de los &cidos humicos se llevo a cabo por el método de gravimetria
adaptado de los protocolos de extraccion alcalina y precipitacion &cida descritos por:
(Javanshah y Saidi, 2016) basado en la solubilizacion que presentan estos compuestos en
medio fuertemente alcalino y posterior precipitacion a pH acido, estos analisis se
realizaron en la biomasa inicial y en las muestras obtenidas posterior a las hidrolisis.
Experimentalmente los &cidos himicos se obtuvieron tratando la biomasa con NaOH 0.5
M en proporcion 1:15 (w/v) (x2). Se agité mecénicamente durante 30 minutos a 500 rpm
y se centrifugé a 10 000rpm x 10 minutos. El liquido sobrenadante se pasa a un tubo
falcon y el solido residual se vuelve a someter a una extraccion con NaOH 0.5M hasta
obtener un sobrenadante liquido trasparente. Una vez obtenido el extracto liquido con
NaOH se adiciona HCI 6 N hasta pH 2 y se deja en reposo durante 24 h para conseguir
una completa precipitacion de los acidos humicos. Estos se separan del liquido
sobrenadante por centrifugacion y se secan en una estufa durante 2h a 50°C. Finalmente,
el precipitado resultante es pesado. El % de acidos humicos en la biomasa inicial se

obtuvo como:

. .. w Mpumicos+tubo — Mtubo
% Acidos himicos (—) = -100
w

mf ango seco

Determinacién del tamafio de los péptidos.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-Page)

Las fracciones liquidas resultantes de las hidrolisis se sometieron a una electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-page) segin el método descrito
por (Rojo et al., 2021a). La electroforesis SDS-page con Tris-Glicina se realizé utilizando
una unidad de electroforesis Mini-PROTEAN (laboratorios Bio-Rad, EE.UU.) y un gel
Mini-PROTEAN 10-20% Tris-Glicina Precast (laboratorios Bio-Rad, EE.UU.). La
separacion de proteinas se realiz6 segun las instrucciones del fabricante. Las muestras de
las fracciones liquidas (20 pL) se mezclaron con 20 pL de una solucion compuesta por
Laemmli y 50 mM de reactivo de Cleland (DTT, ditiotreitol) y se calentaron a 100 °C
durante 5 min. A continuacion, se cargaron 30 L en los geles prefabricados de la unidad
de electroforesis llenos de running buffer 1x Tris/Glicina/SDS (25 mM de Tris, 192 mM

de tricinay 0.1% de SDS, pH 8.3). Las condiciones de funcionamiento se ajustaron a una
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tension constante de 200 V. La corriente eléctrica inicial fue de 60 mA vy la final de 30
mA. Se utiliz6 el marcador de proteinas VI (10-245 kDa) prestained (Panreac
AppliChem) como marcador molecular con un rango de tamarfio de proteinas de 10 - 250
kDa para identificar los tamafios moleculares obtenidos se llevé a cabo una recta de
calibracién segun el Rf (distancia de migracién de la proteina/distancia de migracién del

estandar). Anexos.

Las bandas de proteinas se fijaron durante 30 minutos con una solucion fijadora (40% v/v
de metanol y 10% v/v de acido acético), seguida de tincion (0.1% p/p de Coomassie Blue
R-250, 40% v/v de metanol y 10% v/v de acido acético) durante 24 horas en un agitador

orbital. Por dltimo, los geles se destifieron con una solucién (destaining solution)

compuesta por 400 mL metanol, 100 mL de &cido acético y 500 mL de agua.

Figura 4.4: Equipamiento empleado en la determinacion del tamafio de los péptidos.

Anélisis de lipidos

La determinacion de lipidos totales (en la biomasa inicial) se llevo a cabo seguin el método
de extraccion con cloroformo-metanol propuesto por Bligh y Dyer segin (Lee et al.,
2020). Se mezcld 1 g de fango con 20 mL de extractante compuesto por una mezcla de
cloroformo: metanol 2:1 v/v y se sometié a incubacién a 60 °C durante 1 h. A
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continuacion, la mezcla se coloco en una centrifuga durante 15 min a 10.000 rpm y la
fase extractante se transfirié a un vial de vidrio previamente seco y pesado. Tras evaporar

el disolvente a 60 °C, se peso el vial. El contenido de lipidos se obtuvo segun:

.. w Myipidos+tubo — Mtubo
% Lipidos (—) =—7F -100
w

mf ango seco
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5. Resultados y Discusion

5.1. Composicién inicial CRS.
En la Figura 5.1 se muestra la composicion inicial de la biomasa de fangos secundarios
centrifugada en cenizas (ASH, en inglés), Acidos himicos, Xilosa, Glucosa,

Carbohidratos, Lipidos y Proteinas, todos ellos en por ciento y expresados en base seca.

Composicion inicial del CRS

Ash

Acidos Hlimicos

Xilosa

Glucosa

Carbohidratos

Lipidos

Proteinas

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 5.1: Composicion inicial de la biomasa expresado como el promedio de las tres
muestras analizadas, los resultados se expresan en % y en base seca.

En términos generales, estos fangos estan compuestos por un 23.1% de compuestos
inorganicos y 76.9% de materia organica, de la cual se han identificado como proteinas,
carbohidratos, lipidos y &cidos humicos el 67.2% del total de esta, siendo el resto otros
compuestos, como pueden ser acidos grasos volatiles, entre otros. Se observa que dentro
de la materia organica las proteinas fueron las macromoléculas mas abundantes, debido

a su presencia en las células de los microorganismos que componen el WAS y en las EPS.
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La composicion de estos fangos se encuentra en concordancia a lo reportado en la
literatura para este tipo de biomasa, (Xiang et al., 2017b), obtiene un 33.3 £ 0.6 con
respecto a las proteinas (en base seca),(N. Gao et al., 2020), realiza un estudio sobre las
composiciones de los fangos (primarios y secundarios)(en base seca), Obtuvieron unas
composiciones de los fangos WAS de: carbohidratos 7-9.5%; proteinas 33-41%; grasas
5-12%; y un pH comprendido entre 6.5 y 8.0 y se consideraron adecuados para
valorizacion. Los fangos que se han empleado en este trabajo, se hallan en el rango de
composicion de otros reportados en la literatura y que fueron considerados adecuados

para su valorizacion fraccionada.

5.2.  Efecto de los tratamientos en la solubilizacion de Proteinas y
Carbohidratos.
Los resultados que se observan en la figura 5.2, muestran las solubilizaciones de
carbohidratos y proteinas obtenidas en cada experimento de hidrdlisis con respecto a la

composicion inicial.

Los mayores rendimientos de solubilizacién para proteinas y carbohidratos, se obtuvieron
con el método combinado US+ALK, (NaOH 1M, 1h, 50°C, 20kHz, 140W,
50%Amplitud) donde se logra solubilizar méas del 94% de los carbohidratos y méas del
97% de las proteinas. Hui et al., 2022a, también aplicaron US + ALK para extraer
proteinas a partir de WAS, pero en condiciones mas suaves. Ellos trabajaron a pH 12
ajustado con NaOH 10 M, 60°C y duracion de ultrasonidos de 24 minutos, logrando
aumentar la solubilizacion de las proteinas y el rendimiento de extraccion de las mismas
hasta en un 81.4%. EI mismo método combinado, pero con NaOH 0.5M proporcion6
resultados de solubilizacion muy similares 95.2% de proteinas y 91.23% de
carbohidratos, por lo que se puede concluir que en este caso la concentracion del alcali
no es relevante en la solubilizacion de proteinas y carbohidratos. (Tian et al., 2018) en su
trabajo, obtuvieron también que un aumento en la concentracién de NaOH no se traduce
en un aumento de la solubilizacion de la materia organica en general, y ademas
demostraron el efecto sinérgico que se produce al combinar ALK (0.05M) con US (140W,
20kHZ, 9 min, 80% Amplitud), debido al aumento en el rendimiento de solubilizacién en
comparacion a lo obtenido bajo las mismas condiciones, pero en los métodos

individuales.
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En orden decrecientes de solubilizacion de proteinas le sigue otro método combinado
HT+ALK a concentraciones de 1M NaOH, 121°C y 1h, con el cual se logran solubilizar
aproximadamente el 96% de las proteinas iniciales, pero sélo el 70% de los carbohidratos
iniciales. Nuevamente el mismo método combinado, usando NaOH, a 0.5M, proporciond
solubilizaciones muy similares, 94.7% de proteinas y 71.0% de carbohidratos, por lo que
se aprecia que la concentracion del &lcali no afecta los rendimientos de solubilizacion de
carbohidratos y proteinas, en el rango estudiado. Sin embargo, si para NaOH 1M,
comparamos los resultados a 121°C y 1h con los de 50°C durante 3h, obtenemos que las
solubilizaciones disminuyen 1.37 veces para los carbohidratos y 1.27 para las proteinas.
Otra vez, la concentracion de NaOH tiene escasa influencia en los rendimientos de

solubilizacién.

El método HT+AC (1M HCI, 1h, 121°C) proporcioné elevados rendimientos de
solubilizacion de carbohidratos 94.1%, similares a los de US+ALK (no existen
diferencias significativas entre los dos métodos), pero menores rendimientos de

solubilizacion de proteinas (70.5%) en comparacion con HT+ALK y US+ALK.

En los trabajos de (Martin Juarez et al., 2021b), realizados en biomasa de microalgas
cultivadas en aguas residuales, se muestra que la concentracion del HCI es un factor
importante para la solubilizacion de carbohidratos, en este caso se emplearon condiciones
semejantes de trabajo (0.5M y 2M de HCI, 1 h'y 121°C). Obtuvieron un aumento en los
rendimientos de solubilizacion de carbohidratos al pasar de 0.5 a 2M (71% a 98%).
Adicionalmente mostraron la selectividad del método &cido para solubilizar carbohidratos

con respecto al método alcalino el cual es mas selectivo a la solubilizacion de proteinas.

En este trabajo no se trabajo con HCI 2M debido a las diferencias en las estructuras de
las células que componen las microalgas (mayor rigidez debido a las condiciones
extremas que soportan) y los fangos. El rendimiento de solubilizacion de carbohidratos
aumento 1.15 veces al aumentar la concentracion del &cido de 0.5 a 1M, bajo las mismas
condiciones de temperatura y tiempos, sin embargo, el rendimiento de solubilizacién
aumento 1.60 veces, al mantener la concentraciéon (1M) y variar la temperatura de 50°C
a 121°C, a pesar de la reduccién del tiempo de 3h a 1h. Por lo que se podria plantear la
hipédtesis que en los WAS las concentraciones estudiadas de los agentes quimicos no
parecen tener efecto en los rendimientos de solubilizacidn de proteinas y carbohidratos,

mientras que las temperaturas y el tiempo empleado si.

41



RENDIMIENTOS DE SOLUBILIZACION (%)

La metodologia HT+AC (HCI 0.5M) (de los métodos acidos fue el de mayor
solubilizacion 72.5%) tuvo un rendimiento proteico de solubilizacion 1.40 veces inferior
al obtenido en US+ALK (NaOH 1M), 1.37 con respecto a US+ALK (NaOH 0.5M) y 1.38
veces inferior en comparacion con el método HT+ALK (NaOH 1M). Al comparar este
(HT+AC) (HCI 0.5M) con AC 0.5M, se obtiene que la concentracion no afecta los

rendimientos de solubilizacion de proteinas.

El resto de los métodos empleados, tienen menor rendimiento de solubilizacion de
carbohidratos y proteinas, siendo consecuente con la bibliografia, que le atribuyen los
menores rendimientos a los métodos fisicos y bioldgicos de forma individual. (Babu et
al., 2021; Safi et al., 2014).
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Figura 5.2: Rendimientos de solubilizacidn en % de carbohidratos y proteinas, en los métodos de
hidrolisis aplicados a la biomasa (3.7% w/w) respecto a la cantidad inicial de carbohidratos y
proteinas en CRS. Tratamiento Bio-enzimatico: Autohidrolisis (AH): pH 6.5; pH 4.5; 50°C; 3h.
Tratamiento térmico (HT): 121°C; 1h. Hidrolisis alcalina y térmico-alcalino asistido: NaOH
(0.5M y 1M) a 50°C 3h y NaOH (0.5M y 1M), 121°C, 1h. Hidrdlisis acida y térmico-acido
asistido: HCI (0.5M y 1M) 50°C, 3h y HCI (0.5M y 1M), 121°C,1h. Método fisico: Ultrasonidos
(US-C, 20kHz,140 W, 50% Amplitud, pH 6.5); Ultrasonido Alcalino Asistido (US+ALK): NaOH
(0.5My 1M), 50°C, 1h. Los resultados se expresaron como medias + desviaciones estandar de 2

determinaciones analiticas.
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El porcentaje solubilizado de los dos monosacaridos mayoritarios en el fango se presenta

en la Figura 5.3.

Se puede observar que el comportamiento de los rendimientos de solubilizacion sigue un
comportamiento similar al realizado para los carbohidratos de forma general, siendo el
método US+ALK a NaOH 1M el de mayor rendimiento de solubilizacion de xilosa,

mientras que el método HT+AC a 1M es el mayor rendimiento de glucosa obtiene.

Es importante destacar que se observan casos en los que las solubilizaciones entre esta
pentosa y la hexosa no es semejante, estos casos son los tratamientos con élcalis y los que
se asisten con ultrasonidos, en ellos puede verse que se solubiliza mas xilosa que glucosa
siguiendo el mismo patron que la solubilizacion de proteinas, antes analizada. En los
tratamientos &cidos el monosacarido de mayor solubilizacion es la glucosa. Este hecho
puede estar condicionado por la existencia de glucoproteinas, las cuales se conocen que
son abundantes en las células de algunos animales y que proveen estabilidad a la unidad
celular, dentro de los monosacéaridos que pueden formar las glucoproteinas se encuentran
la B-D-Glucosa y la Xilosa, en estos WAS, todo indica que la xilosa est& unida a cadenas
de proteinas y se libera al medio bajo las mismas condiciones que aumentan la liberacion
de proteinas, es por ello que se explica que en el método US+ALK a 1M se obtengan las

mayores solubilizaciones de xilosa y proteinas.
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RENDIMIENTO DE SOLUBILIZACION DE

MONOSACARIDOS (%)
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Figura 5.3: Rendimientos de solubilizacién en % de monosacaridos, posterior a los métodos de
hidrdlisis aplicadas a la biomasa (3.7% w/w) respecto a la cantidad inicial de glucosa y xilosa en
CRS. Tratamiento Bio-enzimatico: Autohidrolisis (AH): pH 6.5; pH 4.5; 50°C; 3h. Tratamiento
térmico (HT): 121°C; 1h. Hidrdlisis alcalina y térmico-alcalino asistido: NaOH (0.5M y 1M) a
50°C 3hy NaOH (0.5M y 1M), 121°C, 1h. Hidrolisis &cida y térmico-4cido asistido: HCI (0.5M
y 1M) 50°C, 3h y HCI (0.5M y 1M), 121°C,1h. Método fisico: Ultrasonidos (US-C, 20kHz,140
W, 50% Amplitud, pH 6.5); Ultrasonido Alcalino Asistido (US+ALK): NaOH (0.5M y 1M),
50°C, 1h. Los resultados se expresaron como medias * desviaciones estandar de 2

determinaciones analiticas.

De forma general los métodos se evaluaron teniendo en cuenta los balances de materia, y
se obtuvo que el método que mayor solubilizacion con respecto a la composicion inicial
de SV (95.2%), ST (89.5%) y ASH (74.1%) fue el US+ALK a 1M, solo se obtuvieron
balances negativos para el experimento ALK a 0.5M vy esto puede estar relacionado con

la formacién de sales durante el tratamiento con alcalis.
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RENDIMIENTO DE RECUPERACION DE PEPTIDOS (%)
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5.3.  Efectos de los tratamientos en la recuperacion de Proteinas. Composicion
de amino&cidos y tamafio de péeptidos.

El rendimiento de recuperacion de los macrocompuestos de interés viene dado por dos
factores contrapuestos, el rendimiento de solubilizacion conseguido en el pretratamiento,
y las pérdidas por degradacion de los componentes solubilizados. En general, un aumento
en la severidad del pretratamiento aumenta el rendimiento de solubilizacién, pero puede
suponer una mayor degradacion de los compuestos de interes, debido a las condiciones
de operacion aplicadas. Por otra parte, los compuestos liberados pueden ser también
degradados por los microorganismos presentes en la biomasa, asi, pretratamientos

severos, con un efecto esterilizante pueden también resultar en pérdidas por degradacion.
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Figura 5.4: Rendimientos de recuperacion (%) de péptidos en referencia a las fracciones liquidas
tras los tratamientos de hidrolisis aplicados (3.7% w/w). Tratamiento Bio-enzimatico:
Autohidrdlisis (AH): pH 6.5; pH 4.5; 50°C; 3h. Tratamiento térmico (HT): 121°C; 1h. Hidrdlisis
alcalinay térmico-alcalino asistido: NaOH (0.5M y 1M) a 50°C 3hy NaOH (0.5M y 1M), 121°C,
1h. Hidrdlisis acida y térmico-acido asistido: HCI (0.5M y 1M) 50°C, 3h y HCI (0.5M y 1M),
121°C,1h. Método fisico: Ultrasonidos (US-C, 20kHz,140 W, 50% Amplitud, pH 6.5);
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Ultrasonido Alcalino Asistido (US+ALK): NaOH (0.5M y 1M), 50°C, 1h. Los resultados se

expresaron como medias * desviaciones estandar de 2 determinaciones analiticas.

m Recuperacion de péptidos (%) u Solubilizacién de proteinas (%)
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Figura 5.5: Rendimientos de recuperacion (%) de péptidos, solubilizacion de proteinas % y
pérdida de componente % (3.7% w/w). Tratamiento Bio-enzimético: Autohidrolisis (AH): pH
6.5; pH 4.5; 50°C; 3h. Tratamiento térmico (HT): 121°C; 1h. Hidrdlisis alcalina y térmico-
alcalino asistido: NaOH (0.5M y 1M) a 50°C 3h y NaOH (0.5M y 1M), 121°C, 1h. Hidrdlisis
aciday térmico-4cido asistido: HCI (0.5My 1M) 50°C, 3h y HCI (0.5M y 1M), 121°C,1h. Método
fisico: Ultrasonidos (US-C, 20kHz,140 W, 50% Amplitud, pH 6.5); Ultrasonido Alcalino
Asistido (US+ALK): NaOH (0.5M y 1M), 50°C, 1h. Los resultados se expresan como + la media

de dos mediciones analiticas.

En la Figura 5.4 se muestran los rendimientos de recuperacion de péptidos a partir de la
fraccion proteica de los fangos, en las fases liquidas resultantes de las hidrélisis y en la
figura 5.5 se muestran las pérdidas de componente en comparacion a la solubilizacién de

proteinas y recuperacion de péptidos.

Los resultados que se muestran en la figura 5.4 muestran que el método US+ALK (1M
NaOH, 50°C, 1h, 140 W, 20 kHz, 50% Amplitud), es el que ofrece los mejores
rendimientos de recuperacion, con un rendimiento superior al 75%, le sigue el mismo
método a 0.5M logrando recuperar el 73% de los péptidos. En el estudio de (J. Gao et al.,
2021) se obtienen rendimientos de recuperacion de proteinas del 81,4%, empleando las
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condiciones de pH 12, ajustado con NaOH 10M, potencia 20kHz, variando el tiempo
empleado para el ultrasonido (24 min), ademas los autores demostraron que este metodo
mejora la deshidratacion de los fangos lo que favorece los tratamientos posteriores.
(Martin Juarez et al., 2019), obtuvieron mejoras significativas en el rendimiento proteico
de recuperacion al aumentar el tiempo de ultrasonidos de 5 minutos (479W) a 21 minutos
(115W). Este método US+ALK (a 0.5M y 1M de NaOH), logro recuperar 1.6 veces mas
péptidos en comparacion con el método US-C, a su vez fue 1.2 veces mas eficiente que
HT+ALK, sin embargo, al analizar las diferencias en los rendimientos proteicos de
recuperacion entre los tratamientos HT+ALK y ALK, se observa que solo existen
diferencias significativas al variar la temperatura del proceso, y no cuando se varian las
concentraciones. La misma tendencia siguen los tratamientos HT+AC y AC, ya que no
se aprecian aumentos considerables de recuperacion de proteinas al aumentar las
concentraciones bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempo. Los métodos
acidos, en cualquiera de sus variantes no tuvieron elevados rendimientos de recuperacion

siendo estos inferiores, en todos los casos, al 45%.

Al analizar la figura 5.5, se observa que el método US+ALK a 1M es el de mayor
solubilizacion de proteinas lo que se tradujo en un elevado rendimiento de recuperacion
de péptidos, sin embargo, sus pérdidas son mas elevadas que su similar a 0.5M, aunque
no existen diferencias considerables entre lo obtenido con cada uno de los métodos
respecto a las solubilizaciones y las recuperaciones, si las hay entre las pérdidas de
componente ya que con 0.5M hay aproximadamente un 40% menos de pérdida de
componente con respecto a lo obtenido a 1M.

Los métodos HT+ALK y ALK tienen bajas recuperaciones si el patron de comparacion
es US+ALK 1M, sin embargo, las pérdidas son bajas (al igual que en HT+AC y AC a
1M), lo que indica el efecto esterilizante que se ha producido por la combinacion del lcali
y las elevadas temperaturas. En un estudio realizado sobre biomasa de microalgas
cultivadas en aguas residuales realizado por el grupo de investigacién, obtuvieron que el
efecto esterilizante se produjo en los métodos HT+AC y HT+ALK, ambos a 2M, 121°C,
1h, debido a que no encontraron ADN bacteriano en las muestras hidrolizadas producto
de la total desintegracion de las estructuras bacterianas y le atribuyen las pérdidas a la
ocurrencia de reacciones quimicas secundarias que pueden establecerse como las
reacciones de Maillard (Martin Juérez et al., 2016; Rojo et al., 2021b). Estas reacciones

son complejas y afectan en mayor medida los tratamientos basicos siendo el pH, las
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elevadas temperaturas y la elevada composicion en monosacéaridos factores importantes
para que estas ocurran (Yang et al., 2022a, 2022b), estas afectan la calidad y cantidad de
las proteinas que se logran recuperar, por lo que es un elemento importante a tener en

cuenta en el momento de aplicar los tratamientos.

De forma general el método US+ALK a 1M fue el que mejores rendimientos de
recuperacion ofrecid. Las pérdidas mas bajas se obtuvieron con US+ALK a 0.5M. Con el
empleo de la combinacion de Ultrasonidos con Alcalis se consigue: aumentar la
liberacion de las proteinas al medio, disminuir las degradaciones que se producen cuando
no se logra destruir las estructuras bacterianas y se consumen los productos de la
solubilizacion como accién de los microorganismos para mantener si integridad y se

disminuyen las reacciones paralelas debido al empleo de temperaturas inferiores.
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Composicion de los péptidos y evaluacion de los tamafios obtenidos de los mismos.

El perfil de Aminoacidos del CRS inicial, asi como el de las fracciones liquidas obtenidas

tras los tratamientos de hidrolisis y pretratamientos, se muestran en la Tabla Ill.

El método US+ALK (1M NaOH, 50°C,1h), es en el que se recuperaron mayor cantidad
de péptidos de tamafios considerables, comprendidos en los rangos de 70 a 214 kDa, lo
cual esta relacionado con que este método fue el de mayor rendimiento de recuperacion
de péptidos, ademas segun su perfil de AA este se compuso por un 40% de EAA y un
60% de NeAA

En orden decreciente de tamafio de péptidos obtenidos, le siguen los métodos HT-ALK y
ALK, obteniéndose los tamafios mas considerables con el método HT+ALK (1M, 1h,
121°C), al compararlos con los obtenidos a la misma concentracion, pero diferentes
temperaturas y tiempos, se aprecia que no existen diferencias significativas en el tamafio
de los péptidos recuperados, y al igual que los tratamientos US+ALK estos fueron mas

abundantes en NeAA que en AA.

Se comprueba ademas que las hidrolisis &cidas, en cualquiera de sus variantes, no reporta
péptidos, por lo que cabe esperar que todas las fracciones proteicas recuperadas se
encuentren en forma de aminoacidos. Esto demuestra el grado alto de hidrolisis que se
obtuvo con los tratamientos &cidos, que provocé una degradacion de las proteinas. ( En
la tabla I11 no se ofrecen los datos de AA libres, debido a que en el marco del desarrollo
de este trabajo no se analizaron, en desarrollos posteriores de la investigacion por parte

del grupo de trabajo se profundizara en esta area)

Los tratamientos AH, US+AH y HT, recuperaron péptidos de bajo tamafio, en todos los
casos, el perfil de AA fue predominante en EAA, lo que es favorable en el disefio de
fertilizantes, sin embargo, estos métodos no logran obtener un rendimiento de

solubilizacion o recuperacion de proteinas considerables.

El tamafio de los polipéptidos recuperados proporciona las propiedades funcionales
necesarias para su aplicacion industrial (20kDa a 450 kDa), favoreciendo por ejemplo la
formacion de espumas. Estos resultados muestran que estos péptidos recuperados tras los
métodos de hidrdlisis US+ALK (NaOH 0.5M y 1M, 50°C, 1h, 140W, 20 kHz,
50%Amplitud), HT+ALK (1M, 121°C, 1h) puedan ser considerados por sus cantidad y
calidad, como adhesivo para madera, agente extintor de incendios, agente espumante del

hormigdn e inhibidor de la corrosion, etc.(Hui et al., 2022d).
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Tabla I1l: Tamafio y composicion de péptidos determinada en las fracciones liquidas obtenidas en los experimentos de hidrolisis segin metodologia

aplicada.
AH AH + US HT Alcalino (NaOH) Acido (HCI) US + ALK
pH45 | pH pH |pH65 | pH12 05M 1M 05M 1M pH | 05 [ 1M
6.5 4.5 6.5 M
Aminoécidos (AA) | % 50°C | 50°C | 50°C | 50°C | 121°C | 50°C | 121°C | 50° | 121°C | 50°C | 121°C | 50°C | 121°C | 50°C | 50°C | 50°
AA C C
CR 3h 3h 3h 3h 1h 3h 1h 3h 1h 3h 1h 3h 1h 1h 1h 1h
S
ASP 37.3 8.5 7.3 111 12.1 140 13.3 13.9 13.7 14.9 9.7 17.4 5.9 17.2 111 | 209 | 129
GLU 410 | 135 124 13.9 14.0 125 13.6 14.8 13.9 155 14.8 15.8 11.2 16.5 123 | 124 | 139
SER 16.7 21 2.2 4.4 5.0 52 4.8 18 4.8 1.8 4.3 6.5 2.8 8.0 45 2.9 2.8
HIS* 8.9 14 1.7 2.9 2.6 2.3 25 24 2.7 1.8 25 7.8 21 3.9 2.0 14 2.1
GLY 21.6 9.2 9.9 6.7 7.0 6.8 7.0 10.3 7.3 10.9 6.1 6.3 3.5 5.1 7.1 7.1 3.2
THR* 14.8 4.3 2.2 6.0 6.4 5.7 4.0 0.9 3.8 0.8 5.0 6.7 31 8.2 6.6 19 2.7
ARG* 15.6 35 3.0 24 1.9 4.7 45 0.8 3.8 04 4.0 52 7.7 3.9 12 2.3 3.0
ALA 41.0 8.5 8.2 11.3 11.0 8.9 9.6 10.8 9.9 11.6 104 4.2 7.3 0.9 104 9.9 10.0
TYR 105 14 1.7 4.2 4.4 3.9 3.8 43 41 4.4 3.2 25 30.9 54 35 4.6 4.8
CYS 7.7 2.8 3.4 2.1 25 2.3 1.8 2.8 21 2.9 4.3 52 1.0 3.1 5.6 49 6.0
VAL* 186 | 11.4 10.3 7.2 7.3 5.5 5.6 6.3 5.8 5.8 5.7 34 35 3.7 6.8 5.6 6.3
MET* 7.2 4.3 3.9 2.6 2.8 2.6 3.0 3.2 3.1 3.3 3.2 44 6.6 4.1 25 2.4 2.9
TRP 13.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
PHE* 13.9 3.5 3.9 3.9 4.1 4.2 45 4.7 4.4 44 2.8 3.3 14 5.4 45 4.2 4.8
ILE* 7.2 6.4 6.0 4.6 4.7 3.4 3.8 31 3.8 2.2 3.6 3.8 21 44 4.1 3.6 4.3
LEU* 269 | 10.6 10.3 8.6 8.7 7.6 8.3 8.9 8.4 8.6 6.8 4.1 4.2 24 8.1 75 8.8
LYS* 199 | 64 6.4 4.2 35 6.0 5.9 6.8 6.1 6.9 7.5 25 5.6 37 4.8 4.1 5.0
PRO 8.2 21 7.3 3.8 2.0 4.3 4.0 4.3 25 3.8 5.7 0.3 0.3 3.6 4.8 4.3 6.7
Eaa (%) 51.7 47.6 42.5 42.0 42.0 42.0 37.1 41.7 34.1 414 414 36.6 40.0 406 | 329 | 39.7
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NEaa (%) 482 | 524 | 574 | 579 | 579 | 579 | 629 |583 | 658 | 586 | 585 | 633 | 60.0 | 593 | 67.0 | 60.2
Eaa/Neaa 11 | 09 | 07 | 07 | 07 | 07 | 06 |07 | 05 | 07 | 07 | 05 | 06 | 06 | 05 | 07
HPB/TAA 04 | 04 | 03 | 03 | 03 | 03 | 03 | 03] 03 | 03] 02 | 05 | 03 | 03 | 03 | 04
Tamarios de péptidos | <20 | 90-20 | 80- | 80-10 | 80-7 | <86 | <93 | <106 | <156 | - - - - <68 | <10 | 214
(kDa) 10 0 | -70

Asp: Acido aspartico; Glu: 4cido glutamico; Ser: Serina; His: Histidina; Gly:Glicina; THR: threonina; Arg: Arginina; Ala: Alanina; Tyr: Tirosina; Cys: Cisteina;

Val: Valina; Met: Metionina; TRP: Triptéfano; Phe: Fenilalanina; Ile: Isoleucina; Lys: Lisina; Pro: Prolina. * Aminoacidos esenciales (Eaa); NEaa: Aminoacidos

no eesencial; HPB: Aminoacidos hidrofébicos; TAA: Total Aminoacidos;
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Todo lo contrario, ocurre si lo que se desea es la reutilizacion de los péptidos recuperados
como fertilizante foliar o como alimentacion animal, en este caso, se prefieren soluciones
con elevada cantidad de péptidos de menor tamario, y con una composicion de los mismos
elevada en AA esenciales para el crecimiento y maduracion de las plantas, por lo que en
este caso se pudieran escoger las metodologias ALK (0.5M y 1M, 50°C, 3h) y HT+ALK
(0.5My 1M, 1h, 121°C)
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5.4.  Recuperacion de Monosacaridos.

En la figura 5.7, 5.8 y 5.9 se muestran los porcentajes de recuperacion de carbohidratos

como monosacéridos fermentables, de solubilizacidn, recuperacion y pérdidas de glucosa

y xilosa respectivamente

Recuperacion de Carbohidratos. ..
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Figura 5.7: Rendimientos de recuperacion % de monosacaridos en referencia a la fraccion liquida

obtenida tras los tratamientos y rendimientos de solubilizacién % en referencia a la concentracion

inicial de carbohidratos en la biomasa centrifugada (CRS) tras los tratamientos de hidrolisis
aplicados (3.7% w/w). Tratamiento Bio-enzimatico: Autohidrélisis (AH): pH 6.5; pH 4.5; 50°C;
3h. Tratamiento térmico (HT): 121°C; 1h. Hidrdlisis alcalina y térmico-alcalino asistido: NaOH
(0.5M y 1M) a 50°C 3h y NaOH (0.5M y 1M), 121°C, 1h. Hidrdlisis acida y térmico-acido
asistido: HCI (0.5M y 1M) 50°C, 3h y HCI (0.5M y 1M), 121°C,1h. Método fisico: Ultrasonidos
(US-C, 20kHz,140 W, 50% Amplitud, pH 6.5); Ultrasonido Alcalino Asistido (US+ALK): NaOH
(0.5My 1M), expresados como * la media de dos mediciones analiticas.
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Figura 5.8: Rendimientos de solubilizacion, recuperacién % y pérdidas de glucosa (3.7% w/w).
Tratamiento Bio-enzimatico: Autohidrolisis (AH): pH 6.5; pH 4.5; 50°C; 3h. Tratamiento
térmico (HT): 121°C; 1h. Hidrdlisis alcalina y térmico-alcalino asistido: NaOH (0.5M y 1M) a
50°C 3h y NaOH (0.5M y 1M), 121°C, 1h. Hidrolisis &cida y térmico-4cido asistido: HCI (0.5M
y 1M) 50°C, 3h y HCI (0.5M y 1M), 121°C,1h. Método fisico: Ultrasonidos (US-C, 20kHz,140
W, 50% Amplitud, pH 6.5); Ultrasonido Alcalino Asistido (US+ALK): NaOH (0.5M y 1M),

expresados como + la media de dos mediciones analiticas.
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Figura 5.9: Rendimientos de solubilizacion, recuperacion % y pérdidas de glucosa (3.7% w/w).
Tratamiento Bio-enzimatico: Autohidrdlisis (AH): pH 6.5; pH 4.5; 50°C; 3h. Tratamiento
térmico (HT): 121°C; 1h. Hidrdlisis alcalina y térmico-alcalino asistido: NaOH (0.5M y 1M) a
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50°C 3hy NaOH (0.5M y 1M), 121°C, 1h. Hidrolisis &cida y térmico-4cido asistido: HCI (0.5M
y 1M) 50°C, 3h y HCI (0.5M y 1M), 121°C,1h. Método fisico: Ultrasonidos (US-C, 20kHz,140
W, 50% Amplitud, pH 6.5); Ultrasonido Alcalino Asistido (US+ALK): NaOH (0.5M y 1M),

expresados como + la media de dos mediciones analiticas.

Se analizaron las concentraciones de los monosacaridos mas abundantes (glucosa y
xilosa) recuperados en las fracciones liquidas tras los pretratamientos aplicados a la

biomasa para evaluar las posibles alternativas de valorizacion de los carbohidratos.

Segun (Martin-Juarez et al., 2019), las condiciones Optimas para lograr una elevada
recuperacion de monosacaridos fermentables a partir de biomasa algal cultivada en aguas
residuales, son HCI 2M y 120°C de temperatura, demostrando que lo factores que tiene
efecto en el rendimiento de recuperacion de los mismos, serian el tipo de agente quimico,
la concentracion y la temperatura. En este trabajo, y teniendo en cuenta las diferencias en
las caracteristicas de la biomasa, el factor que esta relacionado con el aumento de
recuperacion de monosacéridos fermentables son el tiempo empleado y la temperatura
para ambos monosacaridos. La recuperacion de glucosay xilosa sigue un comportamiento
similar a lo expuesto en el acépite de solubilizacion de carbohidratos, donde se observo
que los tratamientos acidos era mas efectivos que los basicos y los fisicos individuales
para el caso de la hexosa, sin embargo esta figura muestra que también la recuperacion
de xilosa parece estar ligada a la de péptidos, viéndose favorecida por el empleo de
ultrasonido y pudiendo arribar a una hipotesis de que la pentosa debe estar formando
glucoproteinas en las estructuras celulares que actian como adhesion celular dentro de
los floculos de los WAS, por lo que con el empleo de métodos que sean selectivos a la
liberacion y posterior recuperacion de péptidos, también se van a obtener monosacaridos

fermentables en forma de xilosa.
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Conclusiones

En la liberacion efectiva de macrocompuestos a partir de biomasa procedente de fangos
residuales secundarios, el método de hidrdlisis de mayor eficiencia fue el método de
Ultrasonidos combinado con Hidrolisis Alcalina en las siguientes condiciones: NaOH
1M, 50°C, 1lhora, 140W, 20 kHz, 50% Amplitud, obteniendo rendimientos de
solubilizacion de 94.4% y 97.2% correspondientes a carbohidratos y proteinas
respectivamente. La solubilizacion de xilosa se relacion6 con la liberacion de proteinas,
ya que esta fue superior bajo las mismas condiciones donde la solubilizacién de proteinas
fue elevada.

Relativo al rendimiento de recuperacién de proteinas el método més efectivo fue el
método de Ultrasonidos combinado con Hidrolisis Alcalina en las siguientes condiciones
NaOH 1M, 50°C, 1h, 140W, 20kHz, 50% Amplitud, obteniéndose el 75.1% de péptidos
recuperados, siendo este 1.4 veces mas eficiente que la Hidrdlisis Alcalina de forma
individual a la misma concentracion y 5.4 que el método de Ultrasonidos por si solo.
Respecto a la recuperacion de carbohidratos, la hidrélisis que proporciond los mejores
resultados fue la Hidrolisis Acida + Tratamiento Térmico, llegando a recuperar el 80.6%

de los carbohidratos.

Se recuperaron péptidos de tamafios variables, entre 7kDa y 214 kDa, siendo el método
de Ultrasonidos combinado con Hidrolisis Alcalina el que proporciona péptidos con
tamanos entre 70 kDa y 214 kDa.

La hidrdlisis US+ALK proporciond los mejores resultados en cuanto a la cantidad (73%
de recuperacion a 0.5M y 75% a 1M) de polipéptidos que se encuentran en la solucién
recuperada. Con el empleo de esta metodologia se produce un efecto sinérgico al
combinar ALK con US, debido a que se aumenta los rendimientos de recuperacion y se
disminuyen las pérdidas de componentes debido al efecto esterilizante del medio alcalino,
se disminuyen los efectos asociados a la corrosion de la instrumentacion producto del
empleo de elevadas concentraciones de alcalis y la ocurrencia de reacciones paralelas.
Los péptidos obtenidos pudieran emplearse en la industria como agentes espumantes

(propiedades tensoactivas) y hormigon celular.
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Las Hidrolisis Alcalinas y Alcalinas-Térmicas son recomendables para recuperar
péptidos en los que existe abundancia de EAA (41%) y a su vez son elevadas las
recuperaciones de péptidos de tamarfios variables (recomendables para la produccion de

fertilizantes foliares o alimentacion animal.

En la siguiente tabla se muestra un resumen de los principales resultados obtenidos.

Métodos  Solubilizacion Recuperacion Tamafio %EAA Solubilizacién Recuperacion Relacion
proteinas % Péptidos %  Péptidos Carbohidratos xilosa % Glucosa/Xilosa
(kDa) % recuperada
US+ALK 98.1 75.1 70-214 39.7 94.4 0.0 1.0
1M
NaOH
US+ALK 92.9 73.0 <100 32.9 91.2 24.7 1.0
0.5M
NaOH
HT+ALK 92.2 61.2 <156 35.0 78.1 0.0 0.9
1M
NaOH
HT+AC 78.8 43.7 ND 40.0 94.1 57.7 11
1M HCI
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Anexos

Tabla I: Calibrado Monosacaridos

CALIBRADO MONOSACARIDOS (HPLC Waters)

Monosacarido Recta Pendiente Ordenada R?

GLUCOSA |y=216388x-1034,3| 216388 | -1034,3 |0,9999

XILOSA |y=211088x-396,38| 211088 | -396,38 |0,9999

ARABINOSA | y=215083x-1124,1| 215083 | -1124,1 |0,9998

CELOBIOSA |y=220549x-987,65 | 220549 | -987,65 1

Tabla Il: Factor de degradacion.

FACTOR DEGRADACION

Monosacéarido Factor
GLUCOSA 1,05
XILOSA 1,04
ARABINOSA 1,04

CELOBIOSA 0,72




25 4 ° y =-1.939x + 2.7463
I ° R? =0.9935
2 e..,
g ...,.'...
i ®..,
n0.5 ®.....
S “®-..,
1 - @
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Figura 1A: Calibrado segin Rf (distancia de migracion de la proteina/ distancia de

migracion del estandar)
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