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Summary

This Work presents a preliminary experimental study of bioplastic production
and peptide recovery from microalgae and bacteria biomass, grown in pig purine

treatment photobioreactors.

The biomass has been hydrolyzed by different methods, obtaining the
highest solubilizations with acid and alkaline hydrolysis at 121°C (~15 g/L of TOC
and 4 g/L of TN), approximately double that with enzymatic hydrolysis assisted
with ultrasound. The best growth results of the microorganism Paracoccus
denitrificans, an organism capable of accumulating polyhydroxyalkanoates, were
obtained with hydrolyzed acid diluted to 10% (1.68 g/L). The degradation
compounds generated in the chemical hydrolyses inhibited the growth of the
microorganism in alkaline hydrolyzate. The enzymatic hydrolyzate provided
lower concentrations of microorganisms (0.95 g/L) but larger peptides, which
could be separated by different techniques. Approximately 50% of the peptides
in the enzymatic hydrolyzate were precipitated with acetone, ethanol, and

ammonium sulfate.

Keywords: Bioplastics, carbohydrates, microalgae, piggery wastewater proteins,

recovery, valorization.



Resumen

Este Trabajo presenta un estudio experimental preliminar de produccion de
bioplasticos y recuperacion de péptidos a partir de biomasa de microalgas y

bacterias, crecida en fotobiorreactores de tratamiento de purines de cerdo.

La biomasa ha sido hidrolizada por distintos métodos, obteniendo las
mayores solubilizaciones con hidrdlisis acida y alcalina a 121°C (~15 g/L de TOC
y 4 g/L de TN), aproximadamente el doble que con hidrdlisis enzimatica asistida
con ultrasonidos. Los mejores resultados de crecimiento del microorganismo
Paracoccus denitrificans, organismo capaz de acumular polihidroxialcanoatos,
se obtuvieron con hidrolizado acido diluido al 10% (1,68 g/L). Los compuestos
de degradacién generados en las hidrdlisis quimicas inhibieron el crecimiento del
microorganismo en hidrolizado alcalino. El hidrolizado enzimatico proporciono
menores concentraciones de microrganismo (0,95 g/L) pero péptidos de mayor
tamano, que pudieron separarse por distintas técnicas. Aproximadamente el
50% de los péptidos del hidrolizado enzimatico precipitaron con acetona, etanol

y sulfato de amonio.

Palabras clave: Bioplasticos, carbohidratos, microalgas, proteinas, purines de

cerdo, recuperacion, valorizacion.
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Capitulo 1

1 Introduccion

El aumento de la poblacién mundial, junto con la agricultura y la ganaderia
intensivas y la rapida industrializacién, esta provocando un incremento significativo en
la generacion de aguas residuales, lo cual, sumado a los problemas de suministro de
agua limpia en paises subdesarrollados, esta planteando un grave problema para la
sociedad (Sousa et al., 2018). Estas aguas contienen un gran numero de
contaminantes organicos e inorganicos, elevada demanda bioldgica y quimica de
oxigeno (DBO y DQO), ademas de otros compuestos como microplasticos, metales
pesados, nitratos y fosfatos entre otros, influyendo directamente en la calidad del agua
de consumo contribuyendo a la generacion de problemas relacionados con la salud
humana en zonas aledafias a la descarga de efluente (Wollmann et al., 2019, Chai et
al., 2021).

Tradicionalmente, el tratamiento de aguas residuales se realiza en tres etapas
(Figura 1). Una primera etapa de eliminacion de materiales por sedimentacion,
seguida por la segunda etapa de eliminacion de la materia organica por degradacién-
oxidacion mediante procesos fisicos o bioldgicos (Rambabu et al., 2021). La tercera 'y
ultima etapa consiste en la reduccion de nitratos, fosfatos y el resto de la materia
organica, etapa esencial para obtener efluentes de agua limpia e inocuos (Chai et al.,
2021). La principal limitante de estos procesos es el elevado costo energético o el
impacto ambiental (alta huella de carbono y pérdida de nutrientes) que supone,
sumado a los altos costes que conlleva la eliminacion de nitrégeno o fosforo, lo que
hace que exista una elevada demanda de procesos de tratamiento de aguas

residuales alternativos (Mohamad et al., 2017).
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Figura 1. Diagrama general de tratamiento de aguas residuales (LLuesma Vidal,2022)

La producciéon ganadera, especialmente en el sector porcino, genera grandes
volumenes de aguas residuales que presentan una alta carga de materia organica y
elevadas concentraciones de nitrogeno. Este hecho ha llevado a un creciente interés
en la gestidn y tratamiento de estas aguas para prevenir problemas ambientales y
aprovechar sus nutrientes (Su et al., 2020). La utilizacion de microalgas en
biorreactores fotosintéticos se ha propuesto como una alternativa innovadora a los
métodos tradicionales, como el tratamiento con fangos activos, debido a su capacidad
para recuperar nutrientes, como nitrégeno y fosforo, y su potencial para generar
biomasa valiosa (Garcia et al., 2018). El tratamiento de aguas residuales con
microalgas no solo ayuda a reducir la contaminacién, sino que también puede
contribuir a la produccién de biocombustibles, fertilizantes, piensos u otros productos
de valor afadido. Asi, el uso de biorreactores fotosintéticos se presenta como una
solucion eficiente para la gestion de residuos en la industria porcina, alineandose con

las politicas de economia circular y sostenibilidad ambiental.

Es cierto que la utilizacion de microalgas en el tratamiento de aguas residuales
implica una interaccion compleja entre estos organismos y las bacterias presentes en
el medio, dando lugar a la formacion de un consorcio microalga-bacteria. (Shahid et
al., 2020). Dado que en estos sistemas no se pueden mantener condiciones estériles,
el consorcio que predominara en los reactores sera aquel que se forme de manera
natural, dependiendo de la composicion del agua residual, las condiciones
ambientales, el disefio del reactor y las condiciones de operacion (Acién Fernandez
et al., 2018).
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En este sentido, los fotobiorreactores en los que crecen simbidticamente
microalgas y bacterias surgen como una alternativa prometedora en el tratamiento de
aguas residuales con elevado contenido de nitrogeno y fosforo (Figura 2). Las
microalgas requieren de nitrogeno y fésforo para la sintesis de proteinas y metales,
como micronutrientes para su crecimiento, por lo que muestran una gran capacidad
de absorcion de nutrientes. En numerosas investigaciones realizadas se ha observado
una considerable disminucién del nivel de metales pesados, nitratos y fosfatos en las
aguas residuales que han estado en contacto con microalgas (Chai et al., 2021). Estos
sistemas proporcionan también elevadas eliminaciones de microcontaminantes
pesados, debido a la compleja variedad de grupos funcionales presentes en las

paredes celulares (Plohn et al., 2021).

Figura 2. Fotobiorreactor cerrado para el crecimiento de microalgas (Estévez et al, ,2021)

En términos de economia circular, la biomasa producida en plantas de
tratamiento de aguas residuales tiene la caracteristica de ser mas sostenible. Durante
los tratamientos aerdbicos bioldgicos, las microalgas pueden fijar el CO2 y, al mismo
tiempo, producen el O2 que necesitan las bacterias aerdbicas, ahorrando costos de
aireacion y fijando el CO2 en el proceso. Esta tecnologia y, en concreto, la biomasa
generada se ha revelado como una fuente prometedora de carbono y nutrientes utiles
para la obtencion de bioproductos valiosos. En este marco, la biomasa de microalgas
cultivada en fotobiorreactores de tratamiento de aguas residuales es una fuente
potencial de carbono para la produccibn de Dbioplasticos como los

polihidroxialcanoatos (PHAs) y de péptidos de interés agricola o industrial.
3
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1.1 La biomasa microalgal

Las microalgas son organismos fotosintéticos compuestos por proteinas,
carbohidratos o lipidos, entre otros productos organicos generados utilizando energia
solar, CO2 y nutrientes de un medio acuatico (Rojo et al., 2023). Uno de los primeros
usos de la biomasa de algas se dio a principio de 1950 como fuente de proteinas
alternativa, y en esos aflos comenzo6 a utilizarse también en la limpieza de aguas
residuales en Estados Unidos. Pero no fue hasta la década del sesenta que comenzo6

la produccién a gran escala (Spolaore et al., 2006).

Respecto a su composicion, las microalgas, y especialmente las crecidas en
aguas residuales, tienen un elevado contenido en proteinas, con un patron de
aminoacidos que en la mayoria de casos se asemeja al de las proteinas alimentarias
(Guil Guerrero et al., 2004). Respecto a su contenido en hidratos de carbono, los
principales que se encuentran son almidén, glucosa y diversos azucares y
polisacaridos, con una digestibilidad global alta (Spolaore et al., 2006). El contenido
en lipidos de las microalgas es muy variable, pudiendo ir desde el 1% hasta el 70%,
aunque suele encontrase en concentraciones entorno al 10% en biomasa algal crecida
en aguas residuales. Los lipidos que aparecen en las microalgas son principalmente
glicerol, y también aparecen bases esterificadas en acidos grasos saturados o
insaturados (Brown et al., 1997). Las microalgas tienen un elevado contenido de
muchas vitaminas esenciales, como la A, B1, B2, B6, B12, C o E, asi como biotina o
acido félico, entre otras (Brown et al., 1999). Las microalgas son también ricas en
diversos pigmentos, como pueden ser la clorofila o los carotenoides (Spolaore et al.,
20006).

La riqueza de la biomasa de microalgas la convierte en una fuente susceptible
de utilizacion en numerosos procesos, por ello, los procesos de biorrefineria de
microalgas se han propuesto como una alternativa muy prometedora para extraer
biocompuestos de forma secuencial (Ansari et al. 2017; Vanthoor-Koopmans et al.
2013). El primer paso para una valorizacion integral de la biomasa algal es la ruptura

de la pared celular con el objetivo de maximizar la solubilizacion de los componentes

4



PROPHACTION

intracelulares minimizando las pérdidas y la degradacion de los componentes a
extraer (Rojo et al., 2021).

1.2 Hidrolisis de biomasa algal

Las microalgas se han utilizado en los ultimos afnos como fuente de carbono para
la fermentacion de microorganismos (Kumar et al., 2020; Kusmayadi et al., 2023). La
falta de lignina en la pared celular de las microalgas permite una extraccion de azucar
mas sencilla en comparacion con la biomasa lignocelulésica, pero es necesario un
pretratamiento para hidrolizar los macrocomponentes como proteinas y polisacaridos
y liberar los péptidos y azucares fermentables, aumentando la accesibilidad al carbono
para el crecimiento de los microorganismos (Kumar et al., 2020a; Pittmann &
Steinmetz, 2016).

En comparacion con los carbohidratos y los lipidos, la extraccion y estabilizacion
de la fraccion proteica puede ser mas desafiante debido a su sensibilidad a las
condiciones extremas como el pH bajo y altas temperaturas, sumado al hecho de que
las proteinas presentes en la biomasa pueden ser valiosas desde un punto de vista

econdmico y nutricional (Lorenzo-Hernando et al., 2019).

La extraccidon de proteinas a partir de biomasa cultivada en agua residual es un
enfoque valioso dentro de las biorrefinerias, aunque presenta ciertas limitaciones para
el uso de estas proteinas en el consumo humano debido a la calidad del medio. Sin
embargo, estas proteinas pueden ser utilizadas en diversas aplicaciones comerciales.
Por ejemplo, pueden servir como alimento para animales, o que ayudaria a mejorar
la sostenibilidad de la produccion ganadera al aprovechar recursos que de otro modo
se desperdiciarian (Hashemian et al., 2019). También pueden ser transformadas en
biofertilizantes, contribuyendo a la agricultura sostenible al devolver nutrientes al suelo
(Bleakley y Hayes, 2017; Lorenzo-Hernando et al.,, 2019). De hecho, estudios
recientes han demostrado que la mejor secuencia de biorrefineria de biomasa de
microalgas es sin duda una extraccion primaria de proteinas seguida de la extraccion
de lipidos y carbohidratos, esta secuencia disminuye las pérdidas de proteinas,

mejorando la calidad de los productos obtenidos (Amorim et al., 2021).
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Teniendo en cuenta la posibilidad de utilizar los azucares fermentables,
obtenidos de la hidrélisis de la biomasa, para la sintesis de polimeros valiosos, la
relacion carbono/nitrogeno (C/N) en el medio de cultivo es un factor crucial a
considerar. Cuando se eliminan las proteinas, que son una fuente rica en nitrogeno,
se incrementa la relacion C/N del medio. Este aumento puede favorecer la
acumulaciéon de polihidroxialcanoatos (PHAs), ya que muchos microorganismos
utilizan el exceso de carbono para sintetizar este biopolimero en condiciones de

limitacion de nitrogeno (Valencia et al., 2021).

Rojo et al., (2023) compararon diferentes métodos de hidrdlisis del consorcio
microalga-bacteria cultivado en aguas residuales de purines, informando
recuperaciones elevadas de monosacaridos, 86,8% para hidrdlisis acida y 82,3% para
hidrdlisis alcalina. En relacidon a la fraccidon peptidica, la hidrolisis alcalina es la que
reporto mayores valores de recuperacion (81%) mientras que la acida resultdé en
elevada rotura de las proteinas, dando lugar a un elevado porcentaje de aminoacidos

en el hidrolizado.

Otro método, la extraccion enzimatica asistida por ultrasonidos (UAEE), resulté
en recuperaciones de monosacaridos mas bajas (45,2%) pero permitid la
recuperacion del 43,6% de las proteinas como péptidos, con la ventaja adicional de
ser de gran tamafo (135 kDa) y un 46,7% de pureza peptidica. Los péptidos de
elevado tamafo presentan propiedades funcionales muy interesantes para su
aplicacion a nivel industrial. Esta alternativa podria ser de gran interés en un enfoque
de biorrefineria que integre la valorizacion fraccionada de los diferentes componentes
de la biomasa de microalgas, ya que permitiria aprovechar buenos retornos
economicos de la produccidon de péptidos de alto tamafo molecular, a la par que se
podrian utilizar los azucares fermentables en la sintesis de polimeros por fermentacion

microbiana (Rojo et al., 2023).
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1.3 Separacion de péptidos

La separacion de los péptidos provenientes de la liberacion de la fraccion
proteica de la biomasa algal de otros componentes liberados, como carbohidratos y
lipidos, es un proceso crucial en la valorizacidén de estas biomoléculas. Una estrategia
ampliamente utilizada se basa en alterar la solubilidad de las proteinas en agua, para
conseguir la precipitacion y separacion de estas biomoléculas por centrifugacion

posterior (Amorim et al., 2021).

La dispersabilidad de las proteinas en agua depende, basicamente, de la
relacion entre las interacciones proteina-proteina y proteina-agua, y los factores que
disminuyen las interacciones proteina-agua o aumentan las interacciones proteina-
proteina inducen la agregacion de las proteinas. Los parametros mas importantes
para alterar estas interacciones son la fuerza i6nica y el pH. En sistemas con altas
concentraciones de sales, las proteinas compiten con las sales por las moléculas de
agua reduciendo las interacciones proteina-agua y la dispersabilidad de las proteinas,
esto se llama salting out (Corréa et al.,2020). El ajuste del pH es un proceso simple y
de bajo costo con gran escalabilidad que mejora la dispersion de las proteinas. El
grado de dispersabilidad de las proteinas disminuye a medida que el pH esta cerca
de sus puntos isoeléctricos lo que resulta en mayores interacciones entre estas
(Amorim et al., 2021).

Otra propiedad que es ampliamente utilizada para separar proteinas es la
precipitacion por desnaturalizacion mediando el agregado de acido tricloroacético
(TCA). ElI TCA es un agente desnaturalizante que provoca la coagulaciéon de las
proteinas. Cuando se afiade a una solucion que contiene proteinas, el cambio en la
pH y el aumento de la concentracién de acido conducen a la desnaturalizacién de las
proteinas, lo que hace que pierdan su conformacion nativa. Esto promueve la
agregacion de las proteinas (Spinola et al., 2023). El agregado de solventes organicos
(acetona, etanol, entre otros) tienen también la propiedad de deshidratar y

desnaturalizar las proteinas.
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Estos solventes tienden a romper las interacciones no covalentes, como los
enlaces de hidrégeno, las interacciones hidrofébicas y las interacciones i6nicas que
mantienen la estructura tridimensional de las proteinas. La aplicacion de estos
solventes a baja temperatura puede ser particularmente beneficiosa. A temperaturas
mas bajas, la actividad térmica se reduce, lo que puede ayudar a preservar ciertas
caracteristicas estructurales de la proteina, permitiendo una mejor manipulacion de la
estructura (Wang et al., 2003). Esto puede ser crucial en la purificaciéon o en la
extraccion de proteinas, donde se busca mantener la actividad biol6gica de la proteina

(Grossmann et al., 2018).

En conclusion, el control de la solubilidad y la manipulacidn de las condiciones
del medio son herramientas clave para la separacién eficiente de proteinas de
microalgas, permitiendo su aprovechamiento en diversas aplicaciones biotecnologicas

y alimentarias.

1.4 Hidrolizados de biomasa algal: sustrato para producir PHAs

A pesar de la gran versatilidad de esta biomasa, la informacion disponible sobre
la utilizacion de biomasa de microalgas para la produccion de PHAs es bastante
limitada. En este sentido, Kumar et al., (2020) utilizando biomasa de microalgas
desgrasada (DAB) de un consorcio compuesto por Chlorella sp. y Scenedesmus sp.
reportaron una produccion de 0,42 g PHB/g DAB utilizando consorcio bacteriano mixto
enriquecido. Por otro lado, Kusmayadi et al., (2023) utilizaron Chlorella sorokiniana
SU-1 cultivada en fotobiorreactor utilizando aguas residuales diarias como medio de
cultivo, la biomasa de microalgas se hidrolizé con acido sulfurico y se utilizé como
medio de cultivo para la fermentaciéon por levaduras (Rodotorula glutinis) reportando
una produccion de 1,85 g/L PHB. Sin embargo, a pesar del alto porcentaje de
solubilizacion de carbohidratos reportado en la bibliografia (Lorenzo-Hernando et al.,
2019; Martin-Juarez et al., 2019; Martin Juarez et al., 2021; Rojo et al., 2023) no se
encontré informacién sobre tecnologias que realicen el aprovechamiento integral del
hidrolizado de biomasa de consorcios microalgales-bacterias, cultivadas en
fotobiorreactores utilizados para la remediacion de aguas residuales, como sustrato

para la fermentacion bacteriana y produccion de PHAs.
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1.5 Polimeros biodegradables

Los polimeros biodegradables podrian producirse, a partir de biomasa residual,
uno de los recursos mas abundantes renovables y sostenibles en un proceso neutral
de carbono. En este sentido, en los ultimos afos se han alcanzado avances
significativos en biotecnologia para la produccidn de polimeros biodegradables a partir
de recursos renovables con el objetivo de cero residuos plasticos y cero emisiones

netas de carbono (Sohn et al., 2022).

Los bioplasticos aparecen en el mercado como una alternativa tentadora para
reemplazar a los plasticos convencionales, siendo los polihidroxialcanoatos (PHAS)
unos de los principales bioplasticos. En la decimoquinta conferencia de European
Bioplastics se ha realizado un analisis de mercado que pronostica el crecimiento de la
produccion global de los bioplasticos durante los proximos 5 afos, que se muestra

Figura 3:
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Figura 3. Produccion global de bioplasticos 2023-2028. (European Bioplastics-nova-Institute,2023)

1.6 Polihidroxialcanoatos

Los PHAs son una familia de polimeros biodegradables, que son acumulados
por una amplia gama de bacterias como compuestos de almacenamiento, cuando se
cultivan en condiciones de exceso de carbono y nitrégeno limitado (Kumar et al., 2020;
Bordel et al., 2021).
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Se caracterizan por su rapida y completa biodegradabilidad en el medio ambiente
sin la generacion de compuestos toxicos (Kalaiyezhini & Ramachandran, 2015).
Ademas, son biocompatibles y su produccion es natural (Bordel et al., 2021). En la
Figura 4, se muestra la estructura general de un monémero de PHA (Dobrogojski et
al., 2018).
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Figura 4. Estructura general de un monémero de PHA (Dobrogojski et al.,2018)

Existen mas de 150 tipos de PHA, entre los que el polihidroxibutirato (PHB) es
el mas abundante y ampliamente estudiado (Kusmayadi et al., 2023). Los PHAs,
muestran un gran potencial como sustituto de los plasticos derivados del petréleo, ya
qgue son respetuosos con el medio ambiente, no tdxicos y biocompatibles (Kumar et
al., 2020a). A pesar de todas las ventajas de los PHAs sobre los plasticos
convencionales, la produccion a gran escala es limitada debido a sus altos costos
productivos, lo que representa la principal barrera en la expansion del mercado de
PHA (Chavan et al., 2021; Kalia et al., 2021).

El costo de las materias primas, principalmente la fuente de carbono utilizada
como medio de cultivo de microorganismos, representa la principal limitacion para la
produccion de PHA, contribuyendo hasta el 30-50% de los costos generales de
produccion de PHA (Crutchik et al., 2020; Kourmentza et al., 2018).

Para superar estos problemas, se han explorado fuentes alternativas de carbono
para usar como sustrato, como glicerol crudo, acidos grasos de biodiesel, desechos
de origen animal, aceite de cocina usado, destilado de aceite de oliva, efluente de
molienda de aceite de palma, jugo de prensa de pasto ensilado rico en manitol o

subproductos de la produccion de sidra y caucho.
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Todas estas fuentes se han utilizado de manera efectiva en la produccion de
copolimeros (Andler et al., 2019; Cerrone et al., 2015; Choonut et al., 2020; Muhr et
al., 2013; Pereira et al., 2019; Urbina et al., 2019).

Microorganismos productores de PHAs

Ciertos microorganismos pueden experimentar acumulacién de PHAs en
respuesta a condiciones de estrés ambiental, siendo una relacion C/N elevada uno de
los factores de crecimiento determinantes (Bordel et al., 2021). Los PHAs pueden ser
producidos por cianobacterias, microalgas y bacterias y se utilizan comunmente como

biopolimeros de reserva energética ante situaciones de estrés nutricional.

Paracoccus denitrificans ha sido ampliamente estudiado por su capacidad de
producir PHA, hasta un 70% de su peso, a partir de diferentes fuentes de carbono
(Rueda et al., 2023). En este contexto, Moungprayoon et al. (2024) obtuvieron 47,8 g
de PHAJ/L a partir de hidrolizado de pulpa de yuca utilizando Paracoccus sp; Kumary
Kim (2019) informaron que el mismo microorganismo sintetizdé 1 g de PHA/L utilizando
aceite de cocina usado como fuente de carbono, Tanaka et al. (2016), obtuvieron 2,66
g de PHB utilizando CO2 como unica fuente de carbono con Paracoccus denitrificans,
Kalaiyezhini y Ramachandran, (2015) utilizaron glicerol y obtuvieron 10,7 g de PHA/L.
Los residuos utilizados para el crecimiento de los productores de PHA provienen

principalmente de plantas de tratamiento de residuos o industrias alimentarias.
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Capitulo 2
2 Objetivos

Con base en la discusion anterior, el objetivo del presente trabajo fue estudiar el

uso potencial de diferentes hidrolizados de biomasa de microalgas, producidas en un

fotobiorreactor de tratamiento de aguas residuales porcinas, como materia prima

alternativa para la produccién de PHAs por Paracoccus denitrificans. Se estudiara

también, la recuperacion previa de la fraccion proteica del hidrolizado de biomasa

microalgal, de un elevado valor, para aumentar la relacion C/N del sustrato. Este

trabajo se enmarca en los objetivos del proyecto Retos 2020 PROPHACTION:

“‘Recovery of proteins and PHA production from biomass grown in wastewater

treatment plants”, financiado por el MICINN.

Para conseguir este objetivo global, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

Seleccionar el tipo de hidrdlisis que proporcione el medio de cultivo mas

adecuado para el crecimiento de P. denitrificans.

Estudiar el crecimiento de P. denitrificans en funcion del tipo de hidrdlisis

y concentracion del medio de cultivo.

Evaluar alternativas de separacion de la fraccién proteica presente en el

hidrolizado.
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3 Materiales y métodos

Este Trabajo de Fin de Master es un estudio preliminar que no culmina con la
produccion de PHAs. El estudio se centra principalmente en los ensayos de diferentes
tipos de hidrdlisis, el crecimiento de un microorganismo capaz de acumular PHAs en
el hidrolizado agotado y la separacion de los péptidos presentes en el hidrolizado.
Estudios posteriores optimizaran la produccién y acumulacion de PHAs y su

extraccion y purificacion.

3.1 Biomasa microalgal empleada

La biomasa liofilizada de microalgas utilizada en este trabajo fue proporcionada
por la Universidad de Almeria (Espafa). La biomasa fue un consorcio de microalgas
y bacterias cultivadas en un fotobiorreactor de capa fina utilizado para la remediacién
de aguas residuales de granjas porcinas, cosechadas por centrifugacion, liofilizadas y
almacenadas a 4 °C hasta su uso posterior. La especie de microalga mas abundante
en la biomasa fue Scenedesmus almeriensis. La composicion macromolecular de esta
biomasa se determiné como 22,7 % de carbohidratos, 41,3 % de proteinas 'y 6,7 % de
lipidos en una base de masa seca libre de cenizas (Rojo et al., 2023). Debido a la baja
concentracion de lipidos en la biomasa inicial, el estudio se centré en el seguimiento
de carbohidratos y proteinas. La determinacion del carbono organico total (TOC) y
nitrégeno total (TN) fueron 0,376 £ 0,018 g/g de TOC y 0,076 + 0,001 g/g de TN.

A continuacion, se han ensayado varios metodos, entre los cuales destacan en
este trabajo los métodos quimicos (hidrdlisis acida y alcalina) y los biologicos

(hidrdlisis enzimatica) asistidos con ultrasonidos (Nitsos et al., 2020)

3.2 Hidrdlisis de biomasa algal

De acuerdo con estudios previos, se seleccionaron tres métodos de hidrdlisis
para solubilizar los macrocomponentes de la biomasa de microalgas, dos quimicos

que han proporcionado elevados rendimientos de solubilizacion y una hidrdlisis
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enzimatica asistida por ultrasonido que permite la recuperacién de péptidos de alto
tamafno molecular (Martin Juarez et al., 2021; Rojo et al., 2023). Todos los
experimentos se llevaron a cabo por duplicado con una concentracion de biomasa del
5% (m/m), en un erlermeyer de 0,5 L con un volumen de trabajo de 0,25 L. Después
de la hidrdlisis, las suspensiones se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 mina 4 °C
en una centrifuga Thermo Scientific Sorvall X4 Pro para separar las fracciones sélida
y liquida. En la fraccion liquida, se analizaron las concentraciones de carbono organico
total (TOC) y nitrégeno total (TN) para determinar la solubilizacion. También se
midieron los monosacaridos y los péptidos (aminoacidos), para conocer la
disponibilidad de carbono y nitrégeno y evaluar su posible utilizacién como medio para
el crecimiento de Paracoccus denitrificans, utilizando los compuestos liberados con la
hidrolisis de la biomasa como fuente de carbono. No fue posible medir el nitrégeno

amoniacal debido a la interferencia de los cloruros presentes en el hidrolizado.

Los métodos de hidrélisis seleccionados para este estudio fueron:
Hidrolisis quimica: acida y alcalina

La hidrolisis quimica se entiende como un pretratamiento, que implica una accion
del agua sobre otras especies, modificando sus propiedades acido-base, o bien
provocando la ruptura de determinados enlaces, fragmentando la molécula o dando

lugar a otras especies distintas a la molécula original.

Las hidrolisis acida y alcalina se hicieron siguiendo el procedimiento descrito y
optimizado por Rojo et al. (2023). La biomasa de microalgas se prepar6 al 5% m/m
afiadiendo NaOH 2 M o HCI 2 M, segun corresponda. Los ensayos de hidrdlisis se
realizaron en autoclave a 121 °C y 1 atm de presion, durante 1 hora, precalentando la

suspension hasta 80°C antes de la adicion de los reactivos.

Dicha temperatura se empled porque proporcionaba altos rendimientos de

solubilizacion en trabajos previos y biomasas similares. (Martin Juarez et al., (2021)).
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Experimentos de extraccion enzimatica asistida por ultrasonido (UAEE)

La hidrdlisis enzimatica se llevdo a cabo utilizando 1:100 m/m de la enzima
comercial Protamex proporcionada por Novozymes A/S (Bagsvaerd, Dinamarca). Se
utilizaron las condiciones enzimaticas 6ptimas proporcionadas por el fabricante de
50°C y pH de 6,5, no siendo necesaria la adicion de buffer. Para mejorar la
solubilizacion de los macrocomponentes, la hidrolisis enzimatica fue asistida por
ultrasonidos (UAEE) y los experimentos se llevaron a cabo en un equipo de
ultrasonidos (UIP1000HD, 1000W, 20 kHz, Hielscher Ultrasound Technology,
Alemania) durante 1 h, trabajando al 50% de amplitud (Rojo et al., 2023).

La enzima Protamex es una endoproteasa formada por una mezcla de Alcalasa
y Neutrasa con 1,5 Au-A/g de actividad enzimatica. Ademas, proporciona rendimientos
moderados de solubilizacidon de proteinas y carbohidratos, pero tamafos de péptidos

considerables en biomasas de algas similares. (Rojo et al., 2021).

3.3 Experimentos de crecimiento de microorganismos

Para investigar la viabilidad de los diferentes hidrolizados de biomasa de
microalgas como sustrato, se cultivo un inéculo de P. denitrificans al 5% (v/v) utilizando
hidrolizado como fuente de carbono y medio de sal mineral (MSM) en diferentes
proporciones de composicion. La composicién de MSM por litro fue (NH4)2SO4 (0,68
g/L), K2HPO4 (5 g/L), KH2PO4 (0,5 g/L), CaCl2.2H20 (20 mg/L), MgS04.7H20 (1 g/L)

y solucion de oligoelementos (2 mL/L).

La composicion de la solucion de oligoelementos es la siguiente: FeSO4 7H20
4,98 g/L, ZnCl2 7H20 0,44 g/L, CuSO4 5H20 0,78 g/L, Na2MoO4 2H20 0,24 g/L, MnSO4
4H20 0,81 g/L (Harms et al., 1985) Todos los componentes utilizados, con una pureza

superior al 95%, se adquirieron a Sigma Aldrich (Espaia).

Se probaron diferentes proporciones para cada hidrolizado: 10, 20 y 30% de
hidrolizado para hidrdlisis acida y alcalina y 10, 20, 30, 40 y 50% de hidrolizado para
experimentos UAEE. El pH del medio de fermentacion se ajusté a 7 antes de la

esterilizacion, utilizando NaOH o HCI 6M para hidrolizados quimicos.
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Después de la neutralizacion de los hidrolizados de microalgas, el precipitado se
elimind por centrifugacién a 6500 rpm durante 10 min y se esterilizé durante 15 min

en autoclave a 121°C (Kusmayadi et al., 2023).

Los cultivos de P. denitrificans se incubaron a 37°C en matraces agitados de 0,25
L de volumen con 0,1 L de volumen de trabajo, con 5% (v/v) de inéculo, a 150 rpm
durante 24 horas. Al final del experimento, los cultivos se centrifugaron a 10000 rpm
durante 10 min. Se determin6é el TOC, TN, monosacaridos y péptidos en la fase
liquida, y el pellet se liofilizé hasta peso constante. Finalmente, el crecimiento

bacteriano se determind gravimétricamente.

3.4 Métodos de separacion de péptidos

Dependiendo de la técnica de disrupcion aplicada a las células de microalgas, el
medio puede presentar proteinas de moderado peso molecular, péptidos,
aminoacidos, monosacaridos, acidos grasos y otros subproductos (Law et al., 2018).
Al ser considerada la fraccion de mayor valor comercial por su potencial utilidad se
plantean distintos métodos de separacion de los péptidos liberados de los hidrolizados

obtenidos previamente.

Separacion por el agregado de agentes desnaturalizantes

La precipitacion de péptidos a través de desnaturalizacion es una técnica que
viene resultando efectiva para su separaciéon. Este proceso implica que los péptidos

pierdan su conformacion nativa, favoreciendo su agregacion y posterior precipitacion.

- Solventes organicos en frio: A 10 mL del hidrolizado se afadieron tres
volumenes de acetona o etanol a -20°C (Wang et al., 2003), segun corresponda y
se mantuvo a 4°C durante la noche. La muestra se centrifugd a 10 000 g, 4 °C

durante 10 min. Se separaron ambas fracciones para su posterior analisis.

- Precipitacion con Acido Tricloroacético (TCA): A 10 mL de hidrolizado y
se anadieron tres volumenes de TCA al 10 % p/v. La mezcla se incubd durante la
noche a 4°C y se centrifugd a 10 000 g, 4 °C durante 10 min. Se separaron ambas

fracciones para su posterior analisis (Wang et al., 2003).
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Salting out

El salting out es un método ampliamente utilizado para la purificacion y el estudio
de péptidos, basado en la influencia del agregado de sales en la solubilidad. Se evalué
la efectividad de dos sales ampliamente utilizadas en la separacion de proteinas
(Sankaran et al., 2018).

A 10 mL del hidrolizado se agregaron 5 mL de sulfato de amonio o cloruro de
calcio 1 M, segun corresponda. La mezcla se agito suavemente durante 10 min.
Posteriormente se centrifugaron a 10 000 g, 4 °C durante 10 min. Se separaron ambas

fracciones para su posterior analisis

Precipitacion basada en el punto isoeléctrico

La técnica de separaciéon de péptidos por variacion del pH se basa en el principio
del punto isoeléctrico (pl) de las proteinas. Cada proteina tiene un pH especifico en el
cual su carga neta es cero, lo que se conoce como su punto isoeléctrico. Cuando el
pH de una solucién se ajusta al valor del pl de la proteina, esta adquiere una carga
neta y, por lo tanto, puede ser separada de la solucién por precipitacidn. Inicialmente,
se probd la precipitacion del punto isoeléctrico para separar las proteinas de la
solucion. Al estar trabajando con tres hidrolizados con distintos valores de pH inicial
(hidrolizado acido pH =1; hidrolizado alcalino pH=10, hidrolizado enzimatico pH= 7) la
variacion del pH dependia las caracteristicas del hidrolizado de partida. En el
hidrolizado acido se aument6 hasta pH=8 usando NaOH 0,5 M, mientras que en el
alcalino se disminuy6 hasta pH=2 usando HCI 0,5 M, para el enzimatico se probaron

ambas variaciones.

En todos los casos se siguio el procedimiento reportado por Grossmann et al.
(2018). A 10 mL del hidrolizado se agregd gota a gota NaOH o HCI (0,5 M) segun
corresponda, midiendo el pH de la solucion in situ, al alcanzar el valor de pH deseado
las muestras se mantuvieron en agitacién durante 30 min, luego se centrifugaron a 10

000 g, 4 °C durante 10 min. Se separaron ambas fracciones para su posterior analisis.

Se obtuvieron dos fracciones después de la centrifugacion para cada ensayo: un

precipitado de péptidos (PP) y un sobrenadante o fraccion liquida (FL).
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Se determinaron monosacaridos y péptidos en la FL. El PP se secd hasta peso
constante, posteriormente se resuspendieron los péptidos en 3 mL de HCI 0,1 M para
su posterior determinacion de nitrégeno. Finalmente, el porcentaje de precipitacion de

péptidos en cada ensayo se determiné de la siguiente manera:

g péptidos en PP

% Precipitacion de péptidos = x 100 Eq.1

g péptidos en hidrolizado inicial

3.5 Métodos analiticos

Los carbohidratos en la biomasa inicial se solubilizaron mediante hidrolisis acida
con H2SO4 durante 1 h a 30°C siguiendo el protocolo descrito por Rojo et al. (2021).
A continuacion, se determinaron los monosacaridos en el sobrenadante utilizando un
modulo de separacion HPLC Shimadzu LC-2050C equipado con un detector de indice
de refracciéon (RID) y una columna Aminex® HPX-87H (Bio-Rad), utilizando una
solucion de acido sulfurico 25 mM (calidad HPLC) con un caudal de 0,6 mL/min como
eluyente. Se utilizaron estandares externos de glucosa, xilosa, arabinosa y celobiosa
como soluciones de calibracion multiestandar disponibles comercialmente con una

pureza > 95% (Sigma, Aldrich, Espafa).

Los lipidos en la biomasa inicial se determinaron utilizando el método de Kochert

(1978) con una modificacién en la relacién cloroformo-metanol (2:1) (Rojo et al., 2021).

El contenido de nitrdgeno organico de la biomasa cruda, de los hidrolizados y de
las fracciones solidas y liquidas después de la separacion de péptidos se determind

mediante el método del nitrogeno total Kjeldahl.

El método consta de 3 etapas: -digestion: Un tratamiento con H2SOg4
concentrado, en presencia de un catalizador y ebullicion convierte el nitrégeno
organico en ion amonio; -destilacion: Se alcaliniza la muestra digerida con NaOH vy el
nitrogeno se desprende en forma de amoniaco. El amoniaco destilado se recoge
sobre un exceso de acido borico; -valoracion: La cuantificacion del nitrégeno

amoniacal se realiza por medio de una volumetria acido-base del ion borato formado,
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equivalente al nitrégeno presente en la muestra, empleando acido sulfurico como

valorante.

Finalmente, el contenido de proteinas de la biomasa inicial, asi como de las
fracciones liquidas y solidas después de cada tratamiento se calculd aplicando la
relacion nitrégeno: proteina (factor N/P) de 4.3 calculada a partir del perfil de
aminoacidos obtenido en la biomasa inicial por HPLC segun Rojo et al., (2021). Los
péptidos o el perfil de aminoacidos de las fracciones liquidas se determinaron por
HPLC utilizando un método analitico interno estandar, del Laboratorio de Técnicas
Instrumentales (LTI-UVa) con un Zorbax Eclipse AAA y detector UV (Rojo et al., 2021).
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4 Resultados y discusidn

En esta seccion se presentan y comentan los resultados de las anteriores

secciones.

4.1 Composicion de la biomasa

La composicion de la biomasa inicial se muestra en la Tabla 1. Se puede
observar que presenta un 14,4% de cenizas, valor que esta dentro del esperado para
consorcios de microalga-bacteria crecida en plantas de tratamiento de purines, debido
a la presencia de Ca?*, K*, Mg*, Na* y metales como Cu* y Zn*? segun lo descrito por
Hernandez et al., (2018). Los calculos de la composicidn de la biomasa se realizan en
base seca libre de cenizas, del cual se obtiene una composicion macromolecular de
22,6% de carbohidratos (compuesto por un 11.1% de glucosa, 10.5% de xilosa, < 1%

de celobiosa y arabinosa), un 41,3% de proteinas y un 7,2% de lipidos.

Tabla 1. Composicion macromolecular en % base seca del consorcio microalgas-bacterias (Elaboracién propia)

MACROMOLECULA* % en base seca % en base seca libre de cenizas
PROTEINAS 35,4 41,3
CARBOHIDRATOS 19,3 22,6
LIiPIDOS 6,1 7,2
CENIZAS 14,4 -

* los resultados se expresan como medias + desviaciones estandar de 2 determinaciones analiticas.

El bajo contenido de lipidos, moderado de carbohidratos y elevado contenido de
proteinas de la biomasa utilizada podria deberse a los nutrientes presentes en los
purines utilizados como medio de cultivo. Los purines son efluentes con elevado
contenido de P y N, nutrientes que contribuyen a la sintesis de proteinas y
carbohidratos por parte de las microalgas, por el contrario, la produccién de lipidos se
ve favorecida en medios de cultivo con contenidos de N y P limitados (Sanchez-Bayo
et al.,2020; Rehman et al., 2022; Yaakob et al., 2021).

Estos resultados concuerdan con los reportados previamente en la bibliografia que
establecen la fuerte relacion entre la composicion de la biomasa en macronutrientes
con las condiciones de cultivo, con un elevado contenido de proteinas en biomasa
algal procedente de plantas de tratamiento de aguas residuales (Rojo et al., 2021).
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4.2 Composicion de los hidrolizados

El primer paso para investigar la viabilidad de utilizar hidrolizado de microalgas
como sustrato para el crecimiento bacteriano es determinar la composicién del
hidrolizado obtenido por los tres tratamientos. La Figura 5 muestra el TOC y TN de
las diferentes hidrdlisis. Los resultados se expresan como media + desviacion
estandar de 2 determinaciones analiticas. Las lineas de intervalo verticales

representan la desviacion estandar de las medias.
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Figura 5. Composicion del carbono organico total y nitrogeno total en hidrolizados (g/ L) (Elaboracién propia).

Estos resultados muestran que la composicién de los hidrolizados depende de
los tratamientos, aumentando la disrupcion celular con la severidad del tratamiento
(Kusmayadi et al., 2023). Como se esperaba, las hidrolisis acida y alcalina
proporcionaron mayores solubilizaciones en comparacion con la hidrélisis enzimatica,
pero con mayor concentracion de compuestos de degradacion. La hidrdlisis quimica
descompone la celulosa y la hemicelulosa presentes en la biomasa, lo que resulta en

la liberacion de azucares simples y otros subproductos.

La composicion de azucares obtenida concordd con los resultados previamente
reportados en la bibliografia, compuesta por glucosa (1,95 g/L), xilosa (1,68 g/L), 5-
hidroximetil furfural (0,35 g/L) y furfural (0,14 g/L). La hidrdlisis alcalina proporcioné
hidrolizados con composiciones de azucar similares (glucosa 1,69 g/L y xilosa 1,32
g/L), la UAEE result6 en valores mas bajos de recuperacion para ambos
monosacaridos (glucosa 1,02 g/L y xilosa 0,91 g/L), no se encontraron furfural ni 5-

hidroximetil furfural en ambas hidrdlisis (Rojo et al., 2023).
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En cuanto al contenido de nitrégeno presente en los hidrolizados, no hay
diferencias significativas (p<0,5) entre los valores encontrados en la hidrolisis quimica
(3,9 g/L para hidrolisis alcalina y 3,4 g/L para hidrolisis acida). En cambio, en el
hidrolizado enzimatico se encontro el valor mas bajo de TN (1,4 g/L). Estas tendencias
coinciden con las reportadas previamente en la bibliografia (Lorenzo-Hernando et al.,
2019; Rojo et al., 2023).

Para analizar y comprar la severidad de los tratamientos empleados, en relacion
a la fraccion proteica, es necesario analizar el perfil de aminoacidos. Los perfiles de

aminoacidos de la fraccién liquida para tres hidrolizados se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Perfil de aminoéacidos presentes en los tres tipos de hidrolizados de biomasa algal (Elaboracion propia).

Aminoacidos Hidrolizado Hidrolizado

(g/L) acido alcalino UAEE
Acido aspartico (Asp) 0,4 2,24 0,30
Acido glutamico (Glu) 1,05 2,68 0,60
Serina (Ser) 0,05 0,29 0,02
Glicina (Gly) 0,75 1,69 0,03
Arginina (Arg) 0,05 0,04 0,02
Alanina (Ale) 0,90 2,12 0,45
Valina (Val) 0,30 0,87 0,15
Leucina (Leu) 0,60 1,64 0,30
Lisina (Lys) 0,45 0,88 0,30
Prolina (Pro) 0,17 0,71 0,12
Treonina (THR) 0,03 0,04 ND
Tirosina (Tyr) 0,15 0,82 ND
Fenilalanina (Phe) 0,30 0,95 ND
Isoleucina (lle) 0,15 0,21 ND
Total AA 5,35 15,18 2,29

La hidrdlisis alcalina proporciona la maxima recuperacion de aminoacidos, con
acido glutamico (2,68 g/L), acido aspartico (2,24 g/L) y alanina (2,21 g/L) como
componentes principales, la glicina (1,69 g/L) y la leucina (1,64 g/L) contribuyeron
significativamente al contenido total. La recuperacion total de aminoacidos obtenida
en la hidrdlisis alcalina fue de 15,18 g/L, valores similares fueron publicados por Rojo
et al., 2023.

Por otro lado, en la hidrdlisis acida, el total de aminoacidos obtenidos fue de 5,35
g/L, con acido glutamico (1,05 g/L) y alanina (0,9 g/L), como aminoacidos principales.
En cambio, la UAEE presenta 2,29 g/L de aminoacidos, siendo el acido glutamico (0,6
g/L) el principal. Los tres hidrolizados exhibieron diferencias notables. La literatura
reportdé que la mayor solubilizacion de aminoacidos en la hidrélisis alcalina podria
estar relacionada con la ruptura de enlaces disulfuro y la desintegracién celular por

saponificacion de lipidos en la membrana/pared celular (Rojo et al., 2023).
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Por otro lado, la baja recuperacion de aminoacidos obtenida con la hidrolisis
acida podria estar relacionada con pérdidas por degradacion de aminoacidos o
péptidos solubilizados para dar lugar a amonio o amidas (Planyavsky et al., 2015).
Aunque la UAEE da como resultado una menor tasa de solubilizacion de aminoacidos,
esta hidrdlisis proporciona una alta pureza de péptidos. Rojo et al. (2023) demuestran
que la hidrélisis enzimatica asistida por ultrasonidos utilizando Protamex resulté en

péptidos con tamanos moleculares de 11 kDa a 135 kDa utilizando SDS-page.

Evaluacion del efecto de la concentracion de hidrolizado de microalgas
sobre el crecimiento bacteriano

La dependencia de la concentracion de azucares en el crecimiento de P.
denitrificans ha sido ampliamente demostrada en la literatura (Khomlaem et al., 2020;
Sawant et al, 2015). La concentracion inicial de azucares puede afectar
significativamente la produccién de biomasa, ya que estos compuestos son una fuente
crucial de carbono y energia para las bacterias. Sin embargo, es importante considerar
que no solo la cantidad de azucares, sino también la calidad y la ausencia de
inhibidores son determinantes en el proceso de crecimiento. Por lo tanto, realizar una
dilucién adecuada de los hidrolizados puede ser una estrategia efectiva para minimizar

estos efectos adversos y favorecer una alta produccion de biomasa.

En este sentido, se probaron diferentes concentraciones de los hidrolizados
(acido, alcalino y enzimatico) obtenidos al variar la relacién hidrolizado-medio mineral,
como medios de cultivo para P. denitrificans, con el fin de encontrar la concentracion
optima de hidrolizado para el crecimiento del microorganismo. Los experimentos se
llevaron a cabo a un pH inicial de 7, temperatura controlada a 37 °C, a una velocidad
de agitacion de 150 rpm, durante 24 h. Mas tarde, se midio la biomasa total producida.
La eficiencia de utilizacién del caldo hidrolizado se determiné en términos de

crecimiento de biomasa. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Crecimiento de Paracoccus denitrificans en diferentes tipos de hidrolizados a distintas concentraciones
(Elaboracion propia).

Hidrolizado  dilucion 2;’(/)8 (;/T_) Carb?;\lil-d)ratos éA:i1cllr:)(s) denitrll;;icans
b (g/L) (g/L)
10 1,447+0,4 0,37810,1 0,361+0,1 0,499+0,1 1,68+0,3
Acido 20 3,032+0,4 0,627+0,1 0,665+0,10 1,033+0,2 0,7510,3
30 5,213£0,5 0,914+0,3 0,91840,2 1,412+0,4 0,4410,2
10 2,229+0,2 0,416810,2 0,29910,1 1,48710,2 -
Alcalino 20 4,258+0,5 0,785%0,3 0,579+0,1 3,012+,2 -
30 6,125+0,9 1,12510,2 0,877+0,10 4,825+,3 -
10 0,776+0,3 0,179+0,1 0,179+0,1 0,261+0,1 0,91+0,1
20 1,4441+0,4 0,3240,2 0,329+0,1 0,52310,1 0,9510,2
UAEE 30 2,338+0,6  0,509+0,2 0,537+0,1 0,78940,2 0,7810,6
40 2,991+0,9 0,64610,1 0,701+0,2 0,99510,2 0,71+£0,2
50 3,375£0,9 0,782+0,3 0,911+0,2 1,316x0,3 0,610,2

Como se muestra en la Tabla 3 Paracoccus denitrificans presenta una tasa de
crecimiento diferente en cada hidrolizado. Se encontré que el hidrolizado acido al 10%

es el que presenta mayor rendimiento de biomasa (1,68 g/L).

A medida que aumenta la concentracion de hidrolizado, y por consiguiente de
azucares, se esperaba un mayor crecimiento, en cambio la menor produccidon de

biomasa se encontrd cuando se utilizdé hidrolizado acido al 30%.

Esto podria atribuirse a que con un aumento en la concentracién de hidrolizado
no solo aumentan los azucares presentes, sino también los compuestos inhibidores
de la fermentacion microbiana como el 5-hidroximetil furfural y el furfural (Kusmayadi
et al., 2023). Por otro lado, para la hidrdlisis enzimatica, la biomasa obtenida al 20%
fue la mas alta (0,95 g/L), seguida por la del 10% (0,91 g/L). La hidrdlisis alcalina no
permiti6 el crecimiento bacteriano, lo que podria estar relacionado con la

saponificacion de lipidos de la pared celular (Khueychai et al., 2018).
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Ademas de la fuente de carbono, el nitrégeno es un parametro importante no
solo para el crecimiento de P. denitrificans, sino también para la sintesis de PHAs, ya
que un suministro limitado de nitrégeno y un exceso de carbono son favorables para
la produccién de PHAs (Moungprayoon et al., 2024). A pesar de que el hidrolizado
alcalino presenta valores de nitrdgeno mas altos, también podria haber compuestos
inhibidores que no permitan el crecimiento de Paracoccus denitrificans, como se

menciono anteriormente.

Los resultados del analisis ANOVA indicaron una diferencia significativa en la
produccion de biomasa (p < 0,05) al comparar el crecimiento de P. denitrificans

utilizando hidrolizados acidos y enzimaticos.

Por lo tanto, la hidrdlisis acida al 10% y la UAEE al 20% ofrecieron la mayor
produccion de biomasa, con una composicion similar de macrocomponentes (TOC y
TN), lo que indica que esta es la relacion C/N Optima para el crecimiento de P.
denitrificans utilizando el consorcio microalgal-bacteriano hidrolizado como sustrato.
En consecuencia, estos hidrolizados podrian utilizarse como sustratos para la

produccion de PHAs.

4.3 Precipitacion de péptidos en los hidrolizados de microalgas

Con el objetivo de, en un proceso de biorrefineria posterior, poder recuperar los
péptidos solubilizados, y aumentar la relaciéon C/N en los hidrolizados, potenciando la
acumulacion de PHAs, se realizaron ensayos preliminares de precipitacion de
péptidos. Se realizaron ensayos de precipitacion de péptidos por: aumento de la
fuerza idnica de la solucion (CaClz); salting out (TCA y sulfato de amonio); el punto
isoeléctrico de los péptidos (aumento y disminucion del pH) y con el agregado de

solventes organicos en frio (acetona y etanol a -20°C).

Las determinaciones se realizaron a la fraccién liquida y sélida obtenida luego
de la separacion por centrifugacion. Los resultados obtenidos se presentan a

continuacion en la Figura 6.
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Figura 6. Péptidos (g/L) presentes en las fracciones liquidas (FL) y precipitado proteico (PP)* (Elaboracion
propia).

*A- Hidrélisis enzimatica asistida Protamex (1:100 g/g, 50 °C, 1h) asistido por ultrasonidos (1h, 50% amplitud
J/s, 34560 J/gbiomasa); B y C-Hidrdlisis quimica: 1 h con NaOH y HCI 2M a 120°C, respectivamente. Los
resultados se muestran como la media de dos determinaciones.
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En la Figura 6A, se evidencia la efectividad de varios agentes precipitantes en
la precipitacion de péptidos de un hidrolizado enzimatico. Los hallazgos concuerdan
con lo que han reportado Rojo et al. (2023), que concluyeron que la hidrdlisis
enzimatica genera péptidos mas grandes, favoreciendo su separacion mediante
diversos precipitantes. Un analisis mas detallado sefala que todos los agentes
precipitantes evaluados logran separar péptidos del hidrolizado enzimatico. Los
resultados obtenidos con el sulfato de amonio presentan interferencias en las
mediciones de nitrégeno total por el método de Kjeldahl, por lo que estos datos fueron
corregidos teniendo en cuanta el sulfato de amonio adicionado, tras lo cual se
determind un 45% de precipitacion de péptidos, en relacion a los péptidos presentes
en el hidrolizado enzimatico. Los solventes organicos en frio mostraron buenos
rendimientos en la precipitacion de péptidos. Con acetona, se logré una precipitacion
del 57% de los péptidos presentes en el hidrolizado enzimatico iniciales, mientras que
el etanol alcanzé un 47%. En comparacion, los agentes precipitantes basados en
sales, como CaClz2 y TCA, lograron separaciones significativamente menores, con un

17% y un 25% respectivamente.

En el analisis de los hidrolizados de péptidos obtenidos por métodos quimicos,
como se observa en las Figuras 6 B y C, es evidente que no todos los agentes

utilizados logran separar péptidos de manera efectiva en ambas fracciones.

En la fraccion alcalina, la separacion de péptidos del hidrolizado se muestra
como un desafio, ya que los solventes organicos y el sulfato de amonio no logran
precipitar estos péptidos de manera efectiva. En contraste, el cloruro de calcio y el
acido tricloroacético (TCA) demuestran una cierta eficacia, obteniendo un 10,6% y
23,5% de precipitacion de péptidos respecto a las presentes en el hidrolizado alcalino

respectivamente.

Esta discrepancia en la eficiencia de los agentes precipitantes podria estar

relacionada con la naturaleza de los compuestos resultantes de la hidrolisis alcalina.
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En este contexto, es importante sefialar que la hidrolisis alcalina genera la
hidrolisis por saponificacion de la pared celular. La saponificacion implica la formacion
de sales de acidos grasos y glicerol, lo que puede dificultar la disponibilidad de estos
compuestos para procesos de precipitacion (Viegas et al., 2015; Khueychai et al.,
2018). Esto sugiere que los productos obtenidos tras una hidrolisis alcalina pueden
presentar caracteristicas que los hacen menos accesibles a los métodos de
separacion convencionales. Por lo tanto, la combinacién de estos factores puede
explicar la baja efectividad en la separacién de péptidos en la fraccion alcalina,
resaltando la necesidad de considerar diferentes enfoques o condiciones para mejorar

los rendimientos de separacién en futuros experimentos.

En la fraccion acida (Figura 6C), se observa que algunas sales como el sulfato
de amonio y el TCA no consiguen separar los péptidos del hidrolizado, mientras que
acetona, etanol y el cloruro de calcio si muestran resultados significativos, obteniendo
un 29,2%, un 25,0% y un 29,5% de eficiencia en la separacion en relacion al contenido
de péptidos presentes en el hidrolizado acido, respectivamente. Esta variabilidad en
la eficacia de separacion puede atribuirse a la naturaleza de los productos generados
durante la hidrdlisis acida. Este proceso tiende a ser mas severo, generando péptidos

mas pequenos y, en algunos casos, aminoacidos libres (Rojo et al., 2023).

Estos compuestos resultantes, debido a su bajo peso molecular y a su
solubilidad, son mas dificiles de separar por, lo que explica la ausencia de
precipitacion de péptidos (evidenciada por la falta de precipitado luego de la
centrifugacion) al usar ciertos agentes como el sulfato de amonio, que normalmente
son mas efectivos para precipitar péptidos de mayor tamafo y complejidad estructural
(Corréa et al., 2020).

En resumen, los tres hidrolizados estudiados presentan diferente
comportamiento frente a los mismos agentes precipitantes, propiedad que estaria
directamente relacionada con la naturaleza de los péptidos y aminoacidos y otros

posibles compuestos de degradacion nitrogenados que los componen.
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Este comportamiento subraya la importancia de seleccionar adecuadamente los
métodos y agentes de separacion en funcion de la naturaleza del hidrolizado y el

objetivo especifico del analisis.
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Capitulo 3

5 Conclusiones

Las conclusiones que se obtienen de este Trabajo de Fin de Master una vez se
ha realizado el estudio de los hidrolizados de biomasa algal y se han analizado los

resultados, son las siguientes:

Los hidrolizados de biomasa de microalgas, obtenidos de fotobiorreactores de
tratamiento de aguas residuales porcinas son una materia prima prometedora para la
produccion de PHAs por Paracoccus denitrificans. La hidrdlisis quimica a elevada
temperatura proporciona hidrolizados con elevados rendimientos de solubilizacién de
carbono organico y nutrientes, pero con formacién de compuestos inhibidores del

crecimiento de Paracoccus denitrificans.

El hidrolizado acido (HCI 2M, 121°C, 1 h) resulté un sustrato adecuado para el
crecimiento de Paracoccus denitrificans, pero resultd necesario trabajar con una
dilucién al 10% para conseguir concentraciones de microorganismos de 1,68 g/L. La
hidrolisis basica (NaOH 2M, 121°C, 1h) proporcion6 hidrolizados con elevadas
concentraciones de carbono y nitrégeno, pero con elevada presencia de inhibidores
en los que no crecié Paracoccus denitrificans ni siquiera con diluciones del 10%. La
hidrolisis enzimatica asistida por ultrasonidos consiguié bajas solubilizaciones, y
reducidos crecimientos de Paracoccus denitrificans, alcanzandose concentraciones
de 0,95 g/L en diluciones al 20%.

A través del estudio de la separacion de la fraccion proteica en los tipos de
hidrolizados, se encontr6 una escasa O nula precipitacion de péptidos en los
hidrolizados quimicos, atribuida al reducido tamafno molecular de los péptidos o
incluso aminoacidos obtenidos por estos métodos. En el caso de la hidrdlisis alcalina,
solo se obtuvieron reducidas precipitaciones de péptidos por adicién de tricloro acético
(23,5%) y cloruro de calcio (10,6%), mientras que etanol, acetona y cloruro de calcio
consiguieron precipitar algunos de los péptidos liberados por la hidrélisis acida (25-
30%).
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Todos los métodos ensayados consiguieron precipitar una fraccion de los
péptidos liberados por hidrdlisis enzimatica (posiblemente por su mayor tamafo),

obteniendo los mejores resultados (~50%) con sulfato de amonio, acetona y etanol.

Los resultados obtenidos abren nuevos caminos para la producciéon de
biopolimeros de origen bioldgico. Los hallazgos de este estudio podrian facilitar la
transicion hacia sistemas de produccion mas circulares, donde los residuos
agroindustriales se transforman en recursos valiosos, apoyando asi tanto la economia

como el medio ambiente.
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6 Anexos

Primeramente, se presentan las tablas del Ensayo 1y el Ensayo 2, correspondientes
a la las 3 hidrdlisis realizadas y a la precipitacién de los péptidos de los hidrolizados

con su codigo:

Tabla 4. Ensayo 1: Hidrélisis. (Elaboracion propia)

Codigo Tratamiento T (°C) Enzima/Reactivo C enzimas/reactivo Tiempo (h) Lugar
50
E1 Hidrolisis Enzimatica | (optima Protamex (proteasa) 1:100 w/w 1 Ultrasonido
enzima)
E2 Hidrolisis quimica 120 NaOH 2M 1 Autoclave
E3 Hidrdlisis quimica 120 HCI 2M 1 Autoclave

*En todos los tratamientos: 5% de biomasa en base seca (12,5 g biomasa en 250 g de solucion).

Tabla 5. Ensayo 2: Precipitacion de los péptidos de los hidrolizados. (Elaboracion propia)

Caodigo | Procedimiento Concentracion Fraccion | Cédigo s/fraccion | Hidrolisis
E1 Control E1
Solido E1P1S
E1P1 Acetona
Liquido E1P1L
Solido E1P2S
E1P2 Etanol
Liquido E1P2L
Solido E1P3S
E1P3 CaCl2 1™
Liquido E1P3L
Hidrolisis
Solido E1P4S Enzimatica
E1P4 S‘f'fatf’ de 1™
aluminio Liquido E1P4L
A i Solido E1P5S
E1ps | Addo 1M
tricloroacético Liquido E1P5L
Solido E1P6S
E1P6 lpH =2
Liquido E1P6L
Solido E1P7S
E1P7 1pH =8
Liquido E1P7L
E2 Control E2
Solido E2P1S
E2P1 Acetona
Liquido E2P1L
Solido E2P2S Hidrolisis
E2P2 Etanol Acida
Liquido E2P2L
Solido E2P3S
E2P3 CaCl2 1™
Liquido E2P3L
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Eopa Sullfatp qe 1M Solido E2P4S
aluminio Liquido E2P4L
Aci Solido E2P5S
E2P5 ' AC|do, . 1M
tricloroacético Liquido E2P5L
Solido E2P6S
E2P6 lpH =2
Liquido E2P6L
Solido E2P7S
E2P7 TpH =8
Liquido E2P7L
E3P1 Control E3
Solido E3P1S
E3P1 Acetona
Liquido E3P1L
Solido E3P2S
E3P2 Etanol
Liquido E3P2L
Solido E3P3S
E3P3 CaCl2
Liquido E3P3L
; Hidrolisis
E3pa Sulfato de Solido E3P4S Alcalina
aluminio Liquido E3P4L
Aci Solido E3P5S
E3P5 _ AC|do’ _
tricloroacético Liquido E3PSL
Solido E3P6S
E3P6 lpH
Liquido E3P6L
Solido E3P7S
E3P7 TpH
Liquido E3P7L

A continuacién, se muestran las tablas correspondientes a las caracteristicas de la

biomasa del estudio y las composiciones en base seca y en cenizas.

Tabla 6. Ejemplos de composiciones de biomasa de plantas de aguas residuales como porcentajes de masa en
base seca. (Elaboracion propia)

N P Proteinas Carbohidratos Lipidos Referencias
Lodo secundario | 2.4-5 | 0.6-2.3 32-41 6.1-0.8 212 Gherghel et al, 2019
Suarez-Iglesias et al., 2017
Biomasa algal 5-8 1-2 30-60 13-25 4-24 Martin et al., 2016

Tabla 7. Caracteristicas de los lipidos de la masa algal del estudio. (Elaboracién propia)

Lipidos
Masa alga (g) ST (%) m alga real (g) m bote (g) m bote + lipidos (g) % L
0,108 93,93 0,1014 17,1045 17,1098 5,22
0,1894 93,93 0,1779 17,2982 17,3107 7,03
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Tabla 8. Caracteristicas de las proteinas de la masa algal del estudio. (Elaboracién propia)

Proteinas
Masa alga (g) ST (%) m alga real (g) V valorante (mL) M valorante % N % P
0,1018 93,93 0,0956 5,76 0,1 8,434 36,60
0,1014 93,93 0,0952 5,35 0,1 7,864 34,13
Tabla 9. Caracteristicas de los carbohidratos de la masa algal del estudio. (Elaboracion propia)
Carbohidratos
Masa alga (g) ST (%) m alga real (g) m CH (mg) % CH % Glucosa % Xilosa
0,3028 93,93 0,284 55,24 19,42 9,68 9,10
0,301 93,93 0,283 54,46 19,26 9,36 8,96
Tabla 10. Caracteristicas de los sdlidos de la masa algal del estudio. (Elaboracién propia)
Sélidos
m crisol (g) m crisol + alga (g) m 105° (g) m 550°C (g) ST (%) Cenizas (%) SV (%)
17,8517 18,1085 18,0929 17,8864 93,93 14,39 80,41
Tabla 11. Caracteristicas de los sdlidos de la masa algal del estudio. (Elaboracién propia)
Aminoacido (mg/g)
Acido aspartico 37,34
Acido glutamico 49,28
Serina 20,04
Histidina 7,61
Glicina 23,32
Treonina 16,61
Arginina 22,8
Alanina 34,27
Tirosina 13,1
Cisteina 3,11
Valina 14,49
Metionina 7,85
Fenilalanina 18,45
Isoleucina 10,94
Leucina 31,52
Lisina 22,58
Prolina 20,01
353,32
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Tabla 12. Composicion en base seca de la masa algal. (Elaboracién propia)

Composicion base seca (%)

Seca (%) 93,93
Lipidos (%) 6,13
Proteinas (%) 35,37
Carbohidratos (%) 19,34
Cenizas (%) 14,39
Glucosa (%) 9,62
Xilosa (%) 9,03
Celobiosa (%) 0,65

Tabla 13. Composicion en base seca sin cenizas. (Elaboracién propia)

Composicion base seca sin cenizas (%)

Lipidos (%) 7,16
Proteinas (%) 41,31
Carbohidratos (%) 22,59
Glucosa 11,11
Xilosa 10,54
Celobiosa (%) 0,76

Tabla 14. Concentraciones de Carbohidratos. (Elaboracion propia)

Cogido Ensayo | Conc. Celobiosa | Conc. Glucosa Conc. Xilosa Conc. Arabinosa Total
E1 0,2450 10,2450 | 1,1420 1,1420 0,0500 0,0500 1,4370 | 1,4370
IEIS (9070 e |26T2 anes| S92 e s 0728 s
P2 (9070 s |V | SO piomseas 0595 1504
P DO zuer | 9100 s | AT aeanar 0210 s
0SS {000 00 | 04710 sone| 92y onss 0599 1 s
TS |00 o 95112 1ares| TS o 035! |1
HECCStE (91 aammn 955 soom| BB vz 0755 79
E2 0,2740 0,2740 | 4,1600 4,1600 3,3280 3,3280 0,2360 0,2360 |4,6700 | 4,6700
Eoral | one0 O16 | 50020 031 | soneg ez 0012407908 | o550 0708 |51y | 43667
E?:’gf 5,0257 5,0257 ;%gf 4,8033 ;g;gg?g;gg 648980,4153 0,0136 0,0136 g;;g? 9,8425
E3 0,6500 0,6500 |1,6100 1,6100 | 8990,1969 8990,1969 | 0,185 0,1185 | 2,3785|2,3785
Sl L L oA R g L e
ConeS | U0 oanen (28599 wrio| [SOIEL  rmaseanes | 0935 osast 0281 22
orss [ s |93 o) TBEZ susnoms | g, 0170 |10 o
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Tabla 15. Determinacion de TOC, Carbono Inorganico y NT. (Elaboracion propia)

PROPHACTION

Muestra Dilucié  Carbono Total Carbono Organico Carbono Inorganico Nitrégeno Total
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
E1 0,02 6984 6625 359 1858,2
E1P1S 0,05 5338,676 5320 18,676 988,6
E1P1L No se puede inyectar en el equipo porque esta en solvente organico alto en C y satura
E1P2S 0,05 812,96 803,2 9,76 577,5
E1P2L No se puede inyectar en el equipo porque esta en solvente organico alto en C y satura
E1P3S 0,02 638,48 618,4 20,08 497,05
E1P3L 0,02 6032,4 5630 402,4 1420,5
E1P4S 0,02 821,424 814,2 7,224 579
E1P4L 0,02 2663,3 2605,6 57,7 9580
E1P5S 0,02 5966,18 5920 46,18 1153
E1P5L 0,1 4036 6,85 1865
HE CC
0,45 3402 2640 762 1362
HE PERM
0,45 1010,7392 1010,4 0,3392 1281
E2 16546,52 16530 16,52 4047,5
E2P3S 5901,5 5810 91,5 1248
E2P3L 0,02 11078,6 10610 468,6
E2P5S
E2P5L 17243,36 17225 18,36 2811
E3 22291,5 21670 621,5 4168,5
E3P1S 0,02 4803,95 4745 58,95 932,5
E3P1L No se puede inyectar en el equipo porque esta en solvente organico alto en C y satura
E3P2S 0,02 1890,75 1756 134,75 936,5
E3P2L No se puede inyectar en el equipo porque esta en solvente organico alto en C y satura
E3P3S 0,02 6636,325 6600 36,325 1384,5
E3P3L 0,02 14582,5 14170 412,5 2934
X1 (HE
nuevo) 0,02 8008,22 8000 8,22 1867
X2 (HE
congelado
) 0,02 7923,044 7915 8,044 1877,5
X3(HE
perm 0,45) 0,02 9315,97 9310 5,97 2048,5
X4 (HE
perm 0,22) 0,02 6994,554 6985 9,554 1674
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Tabla 16. Fraccion liquida de los hidrolizados después de la precipitacion. (Elaboracion propia)

MUESTRA: FRACCION LIQUIDA DE LOS HIDROLIZADOS LUEGO DE LA PRECIPITACION
\'} C H2S04 V H2S04 C Total
AT (biomasa)/mL (N) ImL C(r:)1/pp (Proteina)/ppm R (ppm)
2 0,1 3,68 2576,00 11076,80
E1 1097141 10971,45
2 0,1 3,61 2527,00 10866,10
2 0,1 2,05 1435,00 6170,50
E1P1S 6260,80
2 0,1 2,11 1477,00 6351,10
Acetona 10715,60
2 0,1 155 1085,00 4665,50
E1P1L ’ 4454,80
2 0,1 1,41 987,00 424410
2 0,1 1,51 1057,00 4545,10
E1P2S 4484,90
2 0,1 1,47 1029,00 442470
Etanol 10655,40
2 0,1 2,09 1463,00 6290,90
E1P2L 6170,50
2 0,1 2,01 1407,00 6050,10
2 0,1 065 455,00 1956,50
E1P3S ’ 1926,40
2 0,1 063 441,00 1896,30
CaCl, * 11031,65
2 0,1 3,05 2135,00 9180,50
E1P3L 9105,25
2 0,1 3 2100,00 9030,00
2 0,1 1,6 1120,00 4816,00
E1P4S 4951,45
Sulfato 2 0,1 169 1183,00 5086,90
de 2 0,1 6’03 4221,00 18150,30 2299640
amonio E1P4L ) ) ) ) 180544,9
2 0,1 5,96 4172,00 17939,60
2 0,1 093 651,00 2799,30
E1P5S ’ 2844,45
A i 2 0,1 672,00 2889,60
ATCC':‘X’ 0.9 10625,30
2 0,1 263 1841,00 7916,30
E1P5L ’ 7780,85
2 0,1 254 1778,00 7645,40
2 0,1 236 1652,00 7103,60
HE CC 0,45 ! 7269,15 | 11904,55
2 0,1 2.47 1729,00 7434,70
2 0,1 1183,00 5086,90
HEOP2I52RM 1,69 5162,15
, 2 0,1 1,74 1218,00 5237,40
2 0,1 1071,00 4605,30
H5EOPKEDRM 1,53 4635,40
a 2 0,1 1,55 1085,00 4665,50
2 0,1
2 0,1 0,00 0,00
2 0,1 6,33 4431,00 19053,30
E2 1834591 18345,95
2 0,1 5,86 4102,00 17638,60
2 0,1 0,66 462,00 1986,60
E2P3S 1941,45
2 0,1 0,63 441,00 1896,30
2 0,1 3,61 2527,00 10866,10 12943,00
E2P3L ’ ’ ’ ) 110;)1 5
2 0,1 3,7 2590,00 11137,00
E2P5S 2 0,1 1,33 931,00 4003,30 4334,40 | 11859,40
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2 01 155 108500 466550
2 01 259 181300 779590
E2P5L 7525,00
2 01 241 1687,00  7254,10
2 01 g5g; 410900  17668,70
E3 ’ 17292,45 17292,45
2 01 5g 393400  16916,20
2 01 4173 1211,00  5207,30
E3P1S : 5041,75
2 01 162 113400  4876,20
: 15832,60
2 01 351 2457,00  10565,10
E3P1L ’ 10790,85
2 01 3p5 256200  11016,60
2 01 145 101500  4364,50
E3P2S : 4319,35
2 01 142 994,00 4274,20
: 16374,40
2 01 401 280700  12070,10
E3P2L : 12055,05
2 01 4 280000  12040,00
2 01 4173 1211,00  5207,30
E3P3S : 5101,95
2 01 4165 116200  4996,60
: 16976,40
2 01 401 280700  12070,10
E3P3L ’ 11874,45
2 01 g3gg 271600  11678,80

Tabla 17. Caracterizacién muestra. (Elaboracion propia)

Determinacion de € Determinacion de N
Muestra (me/L)
TOC Carbohidratos NKT (mg prot) NT (mg/L)
E1 8008,22 1586,42 2551,50 1844,2
E1P1S 5320 572,52 1456,00 988,6
E1P1L - 995,18 1036,00 -
E1P2S 803,2 359,57 1043,00 577,5
E1P2L - 958,25 1435,00 -
E1P3S 618,4 128,17 448,00 497,05
E1P3L 5630 1183,96 2117,50 1420,5
E1P4S 814,2 486,37 1151,50 579
E1P4L 2605,6 1269,72 4196,50 9580
E1P5S 5920 818,91 661,50 1153
E1P5L 4036 17846,48 1809,50 1865
HE CC0,45 7923,044 735,20 1690,50 1362
HE PERM 0,45 9315,97 1055,69 1200,50 1281
HE 0,22 6994,554 970,55 1078,00 1674
E2 16530 7046,20 4266,50 4047,5
E2P3S 5810 1703,18 451,50 1248
E2P3L 10610 5113,65 2558,50
E2P5S 6890 6156,80 1008,00
E2P5L 17225 27635,78 1750,00 2811
E3 21670 2094,26 4021,50 4168,5
E3P1S 4745 413,91 1172,50 932,5
E3P1L - 1514,76 2509,50
E3P2S 1756 350,25 1004,50 936,5
E3P2L - 1471,78 2803,50
E3P3S 6600 741,81 1186,50 1384,5
E3P3L 14170 1436,56 2761,50 2934
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