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Resumen: En este trabajo se estudia la solubilidad de tres enzimas amidohidroliticos
(ureasa, asparaginasa y glutaminasa) presentes en un lodo especifico de depuradora
industrial, asi como su purificacion mediante procesos de ultrafiltracion tangencial y
precipitacion fraccionada con (NH;"),SO.. Se consiguieron incrementos del 465.8%
para la ureasa, del 769.3% para la asparaginasa y del 311.7% para la glutaminasa
cuando se utilizaron procesos de ultrafiltracion. Del fraccionamiento con (NH;"),SO, se
deduce que las amidohidrolasas precipitan preferentemente cuando en e medio existe
una concentracion salina del orden del 60-80%.

INTRODUCCION

Numerosos microorganismos, especialmente Rizobium y otros fijadores de N, propios
del suelo se inhiben ante la adicion de lodos de depuradora. Estos contienen una variada
gama de componentes que son potencialmente toxicos: sales solubles en niveles
fitotoxicos, metales pesados y compuestos organicos sintéticos (Madariaga and Angele,
1992); sin embargo también contienen numerosos compuestos impulsores del desarrollo
microbiano: micronutrientes inorganicos, nutrientes organicos, factores de crecimiento
(Bouldin et al, 1985; Pichtel and Hayes, 1990 y Epstein et al, 1976) sobre todo s la
adicion se realiza siguiendo las pautas de la normativa UE actual en vigor y mucho
mejor con las nuevas normas en preparacion. Junto a esta discrepancia en €
comportamiento del Rizobium en suelos enmendados con lodos es adecuado recordar



que € proceso de fijacion del N, en cuanto a su eficacia viene limitado por la
disponibilidad de N-mineralizado existente en el suelo.

En otro orden de actuacion, se reconoce la riqueza de N-organico gue poseen los lodos
de depuradora y su posibilidad de mineralizacion, de tal forma que el limite establecido
se determina por un parametro derivado de su comportamiento en el suelo como es el
control de potabilizacion de N-NO3™ en las aguas potables (segiin la O.M.S.11,3 mgl™),
Fried, 1991 prevee, que como consecuencia del conjunto de adiciones de compuestos
nitrogenados de muy diversa naturaleza, el 20% de la poblacion de Francia, € 5% de
Alemaniay e 8% de Holanda dispondran Unicamente de agua contaminada en N-NOs
en proporciones por encima del citado limite con consecuencias sanitarias y medio
ambientales imprevisibles.

Segun Spalding et al, 1993 una de estas fuentes conocida y evaluada ambientalmente
son los N-NOg3™ presentes en € abonado inorganico tanto en cultivos intensivos como
extensivos.

Ronen and Margarite, 1985 evallan la capacidad contaminante de los fitoprotectores
nitrogenados utilizados.

Los propios cultivos de leguminosas producen lixiviados muy ricos en NOs',(Burden,
1982); de la misma forma que pastizales irrigados y suelos dedicados a la horticultura,
(Spalding and Exner, 1993). Incidiendo en este tema de focos de contaminacion
Spalding et a 1993 establecen que los residuos sdlidos urbanos y los lodos de
depuradora son capaces de generar niveles de contaminacion nitrogenada por N-NO3®
muy elevados. (Los suelos del entorno de las ciudades incrementan su contenido en N-
NOs" un 10% de forma sistemética).

Toda adicion de residuos organicos de ciudad tiene pues, la capacidad de aportar al
suelo un N organico, cuya evolucion bioquimicay posterior mineralizacion y oxidacion
reside en capacidades bioquimicas presentes tanto en e residuo como en € suelo
receptor. La intensidad simultanea de estas actividades (del lodo y del suelo)
condicionan la velocidad del proceso proteolitico y de lisis de acidos nucleicos y
simulténeamente la amoniolisis (liberacién de N-NH,") condiciona a su vez tanto la
fijacion de N, por Rizobium, como la nitrificacién. Una preservacion del medio
ambiente natural, en lo que a aguas subterrdneas y superficiales se refiere debera de
pasar obligatoriamente por € conocimiento de esas potencialidades biogquimicas de
lodos y suelos en su caso de su regulacion, tanto en los lodos de adicién como en los
suelos receptores. De esta forma el dilema inhibicién del Rizobium quedara delimitado
en su problemética respecto al N disponible.

OBJETIVOS



En este trabajo se pretende conocer e potencial enzimético existente en lodos
industriales, en € punto clave de la mineralizacion del N: la liberacion de N-NH," por
amidasas.

Como objetivos generales se proponen |os siguientes:

1. Conocer los niveles de actividad amidasica (ureasa, asparaginasa y glutaminasa) en
los lodos industriales.

2. Evaluar las actividades enziméticas amidihidroliticas movilizables y retenidas por la
matriz del lodo.

3. Desarrollar la posibilidad de purificacion de estas amidasas.

MATERIAL Y METODOS

Lodosresiduales

Los lodos residuales utilizados en este experimento proceden de la fraccion solida que
se separa en €l tratamiento bioldgico de |as aguas residuales de una empresa ubicada en
Burgos dedicada a la sintesis de metionina con fines alimentarios en el sector ganadero
(Rhéne-Poulenc). Es un sblido pulverulento oscuro, de aspecto poroso y de gran dureza
cuando se seca. Enlastablas 1y 2 se presenta el contenido de metal es pesados de estos
lodos y sus caracteristicas quimicas.

M etodologia de trabajo.
Preparacion de la muestra.

Una vez recogidos los lodos de los tanques de la depuradora se sometieron a una
filtracion a vacio con el fin de éiminar la mayor cantidad de agua posible. Se
extendieron sobre papel de filtro y se degjaron secar en habitacion aireada a una
temperatura de 20-25°C. Una vez secados a temperatura ambiente se pulverizaron en un
molino de bolas (Pulversitte mod. 6 Fristch). Molturada la muestra, se congelo a -20°C,
hasta su utilizacion.

En todas las pruebas realizadas se determind segun € método Guitian y Carballas,
(1976) la humedad de la muestra con objeto de referir todos los resultados a unidad en
peso de lodo seco.

Método de extraccion



La extraccion de fraccion organica con actividad enzimética se aborda mediante los
métodos de extraccion de complejos huimicos-enzimaticos, revisados exhaustivamente
por Jasdol (1985), siendo el pirofosfato (PP) y el fosfato, los extractantes maés
utilizados.

Para ello se toma una muestra de 10 g. de lodo, mezclados con 100 ml. de extractante
(NaH-P,0, 0,1 M, pH 8), en un bote de centrifuga de 250 ml. Dicha mezcla se agita
vibracionalmente (vibrador Selecta mod. vibromatic) a intensidad media (200 osc. min-
1.) durante 30 minutos. A continuacion la muestra se centrifuga 30 min. a 9.000 g.
(centrifuga Kubota 2.000 C, refrigerada a 4°C.).

Purificacion del extracto.

La purificacion del extracto se realizO mediante micro y ultrafiltracién tangencial,
siguiendo los esquemas establecidosen lasFiguras 1y 2.

Determinacion de proteinas.
L as proteinas fueron determinadas segin € método descrito por Lowry y al. (1951)
Determinacion de la actividad Ureasica.

La mayor parte de los métodos empleados en la determinacion de la actividad uredsica
incluyen e andlisis cuantitativo del N-NH," liberado en la reaccion del lodo en solucion
tamponaday utilizando como sustrato la urea (Zantuay Bremner, 1975).

De todos los métodos presentes en la bibliografia optamos por la medida colorimétrica
de la actividad ureasica propuesta por Hoffmann y Teicher (1961) y modificada por
Gonzalez Carcedo y Barriuso (1982).

Determinacion de la actividad Glutaminasica.

Se basa en la determinacion del ion amonio liberado, a partir de la glutamina, por la
actividad glutaminasica del lodo. Se sigue el método de Galstyan y Saakyan, (1973)
modificado por Gonzalez Carcedo y GarciaMelus ()

Determinacion de la actividad asparaginasica.

Para su determinacion se utiliz6 e mismo méodo que en € caso de la actividad
glutaminasica modificando exlusivamente la presencia y concentracion del sustrato
enziméatico: asparragina.



RESULTADOSY DISCUSION

Extraccion de |as amidohidrol asas.

Una vez establecido el extractante y las condiciones Optimas de extraccion (Lopez
Fernandez, 1993) para el conjunto de los tres enzimas (pirofosfato sodico, 0,1M y pH
8), se aplicaron a la extraccion del lodo para establecer los balances de actividad. Los
valores obtenidos en €l lodo, extracto bruto y residuo (Tabla 3) nos permitié establecer
porcentajes de eficacia de extraccion por un lado y de retencion por otro.

Destaca €l nivel porcentual que adquiere la suma de extracto més residuo en cada una
de las tres actividades amidohidrolasicas estudiadas, |as cuales, aunque tengan distinta
localizaciOon parecen comportarse de manera similar a estos efectos.

De entre las tres amidohidrolasas se sigue respetando € orden de €ficacia hidrolitica
gue apareciaen € lodo inicial; e orden de eficacia que se establece es el siguiente:

Ureasa > Glutaminasa > Asparaginasa (3,7: 3: 1).

Esta relacion de eficacia hidrolitica no se mantiene en el residuo de extraccion, ya que
ureasa y glutaminasa adquieren valores muy proximos de actividad (3,7: 3,5: 1). Ello
nos hace pensar que la ureasa, si bien es el enzima mas abundante también es el méas
movil y posiblemente el méas sensible a procesos de degradacion proteolitica y/o
desnaturalizacion.

Purificacion.

El proceso de purificacion se inicia aplicando la técnica de ultrafiltracion tangencial
(Figura 1) a objeto de poder fraccionar los compuestos organicos movilizados por €
pirofosfato y simultaneamente acumular en la fraccion de tamafio inferior a 10.000
Dalton al citado extractante y a moléculas de pequefio tamafio molecular que pudieran
generar inhibicion enziméatica.

Para las actividades asparaginasica y glutaminasica (figuras 3 y 4) en el extracto se
desarrolla un importante proceso de inhibicion, posiblemente por exceso de producto,
gue limita el valor de la medida redizada ya que en ambos casos, la suma de las
actividades encontradas en UF, y UFs. supera a la encontrada en €l extracto. (Actividad
glutaminasica: 112.8% y actividad glutaminasica: 160.3%).

Estos porcentajes se incrementan cuando el punto de referencia es el lodo, ya que la
suma de ambas fracciones es para la glutaminasa 262,4% y para la asparaginasa
377,2%.

La actividad ureésica (figura 5) tal como se viene diciendo, es un enzima méas 1abil en
este medio salino, y como consecuencia, las medidas obtenidas entre UF, y UF3 no



alcanzan la actividad inicial del extracto, perdiéndose en & proceso de ultrafiltracion
tangencia e 9,74%. Sin embargo, hay que resaltar que € tamafio molecular
predominante se encuentra entre 10.000 Dalton y 0,45 um (UF,).

En todos los casos hay que sefialar que se ha realizado una auténtica purificacion, de lo
cual es reflgjo el incremento de la actividad especifica que se resume en la tabla 4,
sobre todo en la fraccién de menor tamafio molecular tipicamente exocelular (ureasa 'y
glutaminasa) y en lafraccion UF; paralos enzimas de membranas (asparaginasa).

Un segundo paso de purificacion se desarroll6 volviendo a realizar el proceso de
ultrafiltracion completo sobre la fraccion UF,, (figura 6) una vez comprobado que es
alli donde se encuentran retenidos los mayores niveles de cada actividad.

Se sefidla gue este paso se dio transcurridos siete dias, a la espera de que, durante ese
tiempo, las fracciones guardadas en frigorifico han podido sufrir procesos de hidrolisis
parcial y reagrupamiento molecular solo esto puede justificar el hecho de que aparezcan
actividades enziméticas en todas | as subfracciones conseguidas.

Este nuevo paso de ultrafiltracion nos muestra la intensidad con que alin en extractos
ultrafiltrados se encuentra inhibida la actividad enzimética (tabla 5), pues de la suma
total de las nuevas subfracciones se consiguen incrementos que suponen el 465,8% para
lauredsica, e 769,3% parala asparaginasicay € 311,7% parala glutaminasica.

En todos los casos la fraccion donde se acumula fundamentalmente la actividad
enzimatica es la fraccion UF,, 1o cual indica que las amido-hidrolasas procedentes de
este lodo, tienen un tamafio molecular, entre 10.000 y 30.000 Dalton, sin olvidar que las
fracciones concomitantes UF,; y UF,3 tienen valores que se aproximan y superan a la
actividad medidainicialmente en €l lodo.

Comprobando s este nuevo paso por ultrafiltracion nos ha generado también un
incremento de los valores en la actividad especifica (tabla 6) nos encontramos en primer
lugar con que respecto a la tabla 3, se han elevado sustancialmente los valores de
actividad especifica que ya obteniamos en €l ultrafiltrado UF..

Sin embargo no es coincidente € hecho de la purificacién con e de la acumulacion de
actividad enzimética salvo, para la actividad uredsica y la actividad glutaminasica,
enzimas de |os cuales ya hemos indicado su caracter exocelular.

Un tercer paso de purificacion selectiva se aplico sobre la fraccion mas rica en actividad
enzimatica, la UF,, tamafio molecular entre 100.000-30.000 Dalton con €l fin de separar
por precipitacion fraccionada la materia organica extraida que no presenta actividad
enzimatica.

L as tres amidohidrol asas presentan un punto de acumulacion cuando en €l medio existe
una concentracion de sulfato amonico del 60% que se acomparia con cantidades muy



elevadas de actividad en e 70 y 80%. Por debgo de esta concentracion de sulfato
amonico, s bien hay niveles de actividades enzimaticas significativas se reducen
considerablemente éstos.

S representamos las actividades especificas (figura 7), nos encontramos un
comportamiento paralelo de purificacion con maximos de actividad especifica
acumulada entre el 60 y 80% de sulfato amonico.

A pesar de los bgos niveles de actividad especifica que adquiere la actividad
asparaginasica se ha multiplicado por 81,4 veces la pureza de este enzima, s o
comparamos con la actividad especifica encontrada en e extracto, seguida de la
actividad glutaminésica que incrementa el valor de actividad especificaen 70 vecesy la
uredsica 40 veces.

CONCLUSIONES

Como conclusiones globales de todo € estudio de extraccién y purificacién sobre un
lodo de depuradoraindustrial especifico, podemos realizar las siguientes:

1.- Una vez efectuada la extraccion la materia organica residual (residuo) retiene entre
el 57y e 37% de las actividades enzimaticas evaluadas (ureasica, glutaminasica y
asparaginasica) directamente en € lodo, incrementandose notoriamente los niveles de
actividad en el extracto 234,8%.

2.- Redizada una primera ultrafiltracion aparece, como norma general, una
acumulacion de la actividad enzimética en la fraccion cuyo tamafio molecular medio
entre 10.000 Daltony 0,45 L.

3.- Redlizado un segundo paso de purificacion en base a repetir € proceso de
ultrafiltracion sobre la fraccion UF,, podemos puntualizar que las amidohidrolasas
manifiestan tener un tamafno molecular entre 100.000 y 30.000 Dalton (UF»y).

4.- El fraccionamiento con sulfato amoénico nos muestra que las tres amidohidrolasas
precipitan preferencialmente entre el 60 y el 80% de concentracion de sulfato amoénico,
hecho ya detectado para otros enzimas en lodos de depuradora urbana.

5.- El seguimiento del proceso de purificacion tiene como referencia los valores que
adquieren las actividades especificas, nos permite afirmar que gracias a este proceso se
puede conseguir purificar la asparaginasa 80 veces, la glutaminasa 70 veces y la ureasa
40 veces.



6.- Este trabajo permite un cierto optimismo a la hora de obtener amidohidrolasas, de
gran interés en edafologia'y biogeoquimica
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Tablasy Figuras.
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Figura 3. Porcentaje de 2ctividad A=paragind=ica tra=s =1 fproce=a de

purificacidn.
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Figura 4. Porcentaje de Actiwidad Glutamind=ica tras =1 proceso de

purificacidmn.
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Figura 5. PForcentaje de 2ctividad Ureds=sica +ra=z =21 proce=so de

purificacidmn.
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Figura 5. Porcentaje de 2ctividad Ensimdtica cobtenida tras el proces=o

de purificacién con Zulfate amdnice.

200 7

100 7

¥ & Enz. precipitada

TJE-22 20 a0 40 =11 (=1 70 a0 an 100
% de Cone. de Sulfato amonico.



Figura 7. &ctiwvidades Ensimdticas Especifica=s obtenidas f&ras el

proce=e de purificaciém conm Bulfate aminice.
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