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RESUMEN

El principal residuo de las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales
(EDARS), los lodos activos (LA), suponen uno de los mayores desafios a nivel de gestion
ambiental, debido a su elevada generacion, asi como a su contenido en patdgenos y otros
compuestos toxicos. Sin embargo, los biopolimeros presentes en su estructura resultan
una valiosa fuente de nutrientes para la obtencion de productos de valor afiadido, tales
como las enzimas, una vez se produzca su solubilizacion. Por ello, el presente estudio se
centré en el empleo de LA como biomasa residual renovable para la produccién de

proteasas mediante fermentacion con Bacillus licheniformis.

Para ello, se evaluo el uso tanto de la hidrdlisis térmica (HT) como la oxidacion
himeda (OH), como estrategias para la solubilizacion de dichos compuestos valiosos,
obteniéndose hasta 11,3 + 0,8 g/L de biomoléculas solubilizadas tras 60 minutos de
tratamiento a 140°C y 20 bar.

Los resultados relativos a la fermentacion con B. licheniformis revelaron que el
grado de asimilacion de las biomoléculas fue similar para ambos lodos tratados
hidrotérmicamente a un pH de 6,5 y tras 72 horas de fermentacién. Sin embargo, la
actividad de la proteasa fue mayor en el lodo tratado por OH que por HT, obteniéndose
valores de 620 + 17 U/mL y 370 £ 15 U/mL, respectivamente.

El tratamiento de purificacion de la enzima cruda més eficaz, obtenida tras
fermentar el lodo tratado por OH, result6 ser la combinacién de precipitacion con sulfato
de amonio seguido de filtracidn por centrifugacion con un tamafio de poro de 30 kDa, Asi

se obtuvo un valor de proteasa de 806 + 16 U/mL.

En el estudio de detergencia se encontré que la aplicaciéon de proteasa (50 pL)
sobre la tela y el posterior lavado con agua (100 mL) y detergente (100 uL) fue la
combinacion mas efectiva para eliminar manchas de sangre tanto en tela de algodén como
de lino. Aplicando dicha combinacion, se observd el valor mas elevado de intensidad de
blanco (91,7 para algodon y 89,8 para lino) y el més bajo de intensidad de amarillo (1,8
para algodén y -4,8 para lino), asi como la menor diferencia de color respecto al blanco

(8,3 para el algoddn y 10,2 para el lino), lo que indica una correcta limpieza.



ABSTRACT

The main waste of wastewater treatment plants (WWTPs), activated sludge (AS),
represents one of the biggest challenges in environmental management due to its high
generation and its content of pathogens and other toxic compounds. However, the
biopolymers present in its structure are a valuable source of nutrients for obtaining added-
value products, such as enzymes, once they are solubilised. Therefore, this study focused
on the use of AS as a renewable residual biomass to produce proteases through

fermentation with Bacillus licheniformis.

To this end, both thermal hydrolysis (TH) and wet oxidation (WQO) were evaluated
as strategies for solubilizing the valuable compounds, obtaining up to 11,3 g/L of
solubilized biomolecules after 60 minutes of treatment at 140°C and 20 bar.

The results related to the fermentation with B. licheniformis revealed that the
degree of assimilation of the biomolecules was similar for both hydrothermally treated
sludges at a pH of 6.5 and after 72 hours of fermentation. However, protease activity was
higher in the sludge treated by WO than by TH, obtaining values of 620 £ 17 U/mL and
370 = 15 U/mL, respectively.

The most effective purification treatment of the crude enzyme, obtained after the
fermentation of the sludge treated by WO, was the combination of ammonium sulfate
precipitation followed by centrifugation filtration with a pore size of 30 kDa, resulting in

a protease value of 806 + 16 U/mL.

In the detergency study, it was found that the application of protease (50 uL) on
the fabric followed by washing with water (100 mL) and detergent (100 uL) was the most
effective combination for removing blood stains on both cotton and linen fabrics.
Applying this combination, the highest white intensity values are observed (91.7 for
cotton and 89.8 for linen) and the lowest yellow intensity values (1.8 for cotton and -4.8
for linen), as well as the smallest color difference from white (8.3 for cotton and 10.2 for

linen), indicating proper cleaning.
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1. INTRODUCCION

El cambio climético es uno de los principales problemas que debe afrontar la
sociedad, no solo por la rapidez de su avance, sino también por la posible irreversibilidad
de los dafios causados en un futuro. En los dltimos tiempos, dicha emergencia climatica
ha instado a intensificar la busqueda de opciones para el control de residuos, tanto
industriales como urbanos. El manejo inadecuado de dichos residuos produce efectos
negativos en los entornos receptores, pudiendo causar contaminacién en el suelo, agua y
aire, contribuyendo asi al cambio climatico y afectando a los ecosistemas y a la salud
humana. No obstante, si estos residuos se gestionan y tratan de forma adecuada es posible

obtener recursos con alto valor afiadido.

En Espafia se genera de media un volumen de aguas residuales de unas 13.361.642
toneladas al afio, de las cuales, en torno al 30% son urbanas (INE). Estas aguas residuales
se someten a un proceso de depuracién antes de su vertido al medio receptor, con el
objetivo de garantizar el menor impacto posible sobre la masa de agua receptora
(MITECO). Concretamente, las aguas residuales son tratadas en Estaciones Depuradoras
de Aguas Residuales (EDARs), donde se aplican tratamientos bioldgicos, generando
cantidades significativas de lodos activos residuales (LA) (Zhang et al., 2023). Asi, en
Espafa se generaron en 2020 1.148.222 toneladas de lodos procedentes del tratamiento
de aguas residuales urbanas (INE). Esto, sumado a la presencia de sustancias peligrosas
enlos LA, los elevados costes de eliminacion y las estrictas regulaciones gubernamentales
para su gestion, ha generado un grave problema ambiental. Por ello, representa uno de los
principales desafios en las plantas de tratamiento de aguas residuales (Moreno et al.,
2024). En la actualidad, aunque las tasas y métodos de eliminacién varian entre paises,
los principales enfoques de gestion de LA contintan siendo el uso agricola, el compostaje,
la disposicion en vertederos o la incineracion, suponiendo no solo riesgos significativos
para el medio ambiente y la salud publica, sino que también conllevan el desperdicio de
recursos renovables (Nufiez et al., 2022). En contraposicion a los métodos de gestion
previamente mencionados, las investigaciones actuales se centran en la revalorizacion de
lodos mediante la produccion de compuestos de interés tecnoldgico con numerosas
aplicaciones (Muras et al., 2021; Moreno et al., 2024; Valdez-Chavez et al., 2019). Este
proceso no solo reduce la cantidad de residuos, sino que también puede generar productos
utiles como biomoléculas (proteinas, acidos humicos y carbohidratos), bioplasticos y

enzimas de interés industrial.
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En este sentido, los procesos de tratamiento hidrotérmicos, basados en la
utilizacion de un disolvente acuoso a elevadas temperaturas y presiones con el proposito
de obtener compuestos solubles de valor resultan de interés (Urrea et al., 2018). Estos
tratamientos, realizados bajo una atmosfera inerte (Hidrdélisis Térmica, HT) u oxidante
(Oxidacién Humeda, OH), producen una corriente tratada rica en compuestos organicos
biodegradables en tiempos de residencia cortos. Ademas, el efluente resultante presenta
condiciones estériles, lo que lo hace adecuado para su uso posterior como medio de

cultivo microbiano (Moreno et al., 2024).

En este contexto, el uso de microorganismos del género Bacilo, como Bacillus
licheniformis, ha demostrado ser particularmente eficaz para la obtencién de
biocompuestos. Esta bacteria, clasificada como GRAS (Generally Recognized As Safe)
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), se
caracteriza por su capacidad para degradar hasta el 90% de los nutrientes presentes en los
lodos, transformandolos en productos de valor afiadido, como enzimas de valor industrial
(Moreno et al., 2024). Esto, junto con su elevada tasa de crecimiento la hacen ideal para
procesos industriales de fermentacion (Parrado et al., 2014). Entre las enzimas producidas
por Bacillus licheniformis resultan de interés las proteasas. Estas enzimas son de tipo
hidrolitico y catalizan la ruptura de enlaces peptidicos, presentando numerosas
aplicaciones en industrias alimentarias, farmacéuticas y de limpieza (Hamza, 2017,
Supuran et al., 2001; Tavano et al., 2018). Estas enzimas abarcan aproximadamente el
60% del mercado global, siendo su principal aplicacion la industria de detergentes, la cual
genera alrededor de mil millones de euros en ventas anuales (Baweja et al., 2016; Reddy
etal., 2022).

Por todo ello, el objetivo del presente trabajo fue la revalorizacion de los lodos de
depuradora generados durante el tratamiento de aguas residuales urbanas como recurso
renovable para la obtencion de productos de valor afiadido. Con este fin, el lodo se
sometio a tratamientos hidrotérmicos, como la hidrolisis térmica y la oxidacion himeda,
con el objeto de solubilizar las biomoléculas presentes en el lodo. Posteriormente, el lodo
tratado se emple6 como sustrato en un proceso de fermentacion con Bacillus
licheniformis, a fin de obtener enzimas de interés industrial: proteasas. Por ultimo, para
evaluar su efectividad como agente detergente, las proteasas fueron purificadas y

empleadas en procesos de limpieza de muestras de tela manchadas con sangre animal.
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2. CONSIDERACIONES TEORICAS
2.1.Aguas residuales.

Las aguas residuales son aquellas aguas alteradas en su composicion por el uso
al que han sido sometidas, lo que conlleva una pérdida de calidad y una necesidad de
tratamiento o depuracion (MITECO). El vertido de dichos efluentes sin tratar supone un
fuerte impacto ambiental, asi como un riesgo para la salud debido al elevado contenido
en microorganismos y contaminantes que posee (Alcalde Sanz, 2012). Los principales
tipos de aguas residuales son las urbanas y las industriales, teniendo importantes
diferencias en su composicién. Las aguas urbanas son aquellas que proceden de los
nacleos de poblacion, mientras que las industriales son aquellas que proceden de
cualquier actividad o negocio en cuyo proceso de produccién, transformacién o
manipulacion se emplee agua (Mufioz Cuz, 2008). De esta forma, el tratamiento de las
aguas industriales dependera de la composicion de estas, dado que su riesgo sera distinto

dependiendo de su procedencia (European Enviroment Agency, 2019).

Las aguas residuales urbanas, una vez que se producen, son conducida hacia las
EDARs para ser tratadas en distintas etapas. Esta puede definirse como el conjunto de
instalaciones que tiene por objeto la reduccion de la contaminacion de las aguas residuales
hasta limites aceptables para el cauce receptor. Ademas, deben tratar los fangos
producidos en los procesos de depuracion del agua residual, a fin de conseguir un
producto que cumpla con las condiciones exigidas para el destino que se les vaya a dar
(MITECO).

La primera etapa del proceso es el tratamiento preliminar, destinado a preparar las
aguas residuales, proteger la instalacion y reducir condiciones indeseables (Rojas, 2002).
Tras esto, el tratamiento primario, cuyo objetivo es la eliminacion por medios fisicos o
mecanicos de parte del material sedimentable o flotante, seguido del tratamiento
secundario, encargado de reducir los compuestos organicos presentes en el agua residual
por procesos bioldgicos. Finalmente, se lleva a cabo el tratamiento terciario o avanzado,
cuyo fin es complementar los procesos anteriormente indicados para lograr efluentes mas
puros (Figura 1) (Rojas, 2002: Ramalho, 2021). Tras ser tratadas, las aguas ya clarificadas
y no potables pueden ser vertidas al medio con la pertinente autorizacién de las
autoridades (MITECO).
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Figura 1. Diagrama de flujo del tratamiento de aguas residuales (MITECO).

Al finalizar el tratamiento, se obtiene el agua tratada y los lodos activos como
residuo. En cuanto a los lodos, la cantidad que se produce en las EDARS viene
condicionada por el tamafio de la poblacion y el nimero de habitantes para los que haya

sido disefiada.
2.2.Lodos activos.

En el afio 2020, en Espafia se generaron 1.148.222 toneladas de lodos provenientes
del tratamiento de aguas residuales urbanas (INE). Los lodos consisten en una mezcla de
agua y solidos obtenida tras el tratamiento del agua residual, como resultado de procesos
naturales o artificiales (MITECO). Los lodos se denominan “primarios” si proceden del
tratamiento primario (compuestos principalmente por solidos pesados y aceites) y
“secundarios” o “activados” si proceden del tratamiento bioldgico, compuestos por
microorganismos (Suarez-Iglesias et al., 2017). EIl principio basico de la depuracion
bioldgica se fundamenta en la biofloculacion, que consiste en una agregacion de
particulas finamente suspendidas en el medio liquido de origen la cual conduce a la
formacion de estructuras cuyas dimensiones y peso especifico permiten su separacion del

medio liquido por decantacién (Di Marzio, 2004).
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Los fl6culos consisten en la separacion de la biomasa formada del efluente tratado.
Estos presentan en su composicion células bacterianas y particulas organicas e
inorgénicas, asi como sustancias poliméricas extracelulares (SPE), cuyo tamafio varia
entre 1 micra 'y 1000 micras aproximadamente (Figura 2) (Moeller et al., 2004; Ye et al.,
2022). Entre estas, destacan las SPE, ya que son los constituyentes principales de los
lodos activos representando en torno al 80% de la masa total, siendo el porcentaje restante
las células viables (Moeller et al., 2004; Tian et al., 2006). Las SPE son una mezcla de
macromoléculas de elevado peso molecular y de origen bioldgico presentes en el interior
de los agregados microbianos (Alonso et al., 2011) y que se componen de proteinas,
carbohidratos y &cidos humicos, ademéas de materia organica y otros elementos traza
(Tiruneh et al., 2014; Urrea et al., 2017).

Figura 2. Fléculos formados durante el tratamiento bioldgico.

2.2.1. Gestion de lodo.

Conforme a la Ley 7/2022 del 8 de abril sobre residuos y suelos contaminados
para una economia circular, el productor inicial u otro poseedor de residuos esta obligado
a asegurar el tratamiento adecuado de estos, disponiendo de opciones como tratar los
residuos por si mismo, encargar el tratamiento de sus residuos a un negociante registrado
0 a un gestor de residuos autorizado o, por otro lado, a una entidad publica o privada de
recogida de residuos. Cabe sefialar que los lodos también pueden presentar en su
composicion metales pesados, patdgenos y contaminantes organicos, lo que limita su
aplicacion debido a las estrictas regulaciones medioambientales (Romero et al., 2023).
Es por ello por lo que los lodos han de ser tratados para asegurar un destino final
adecuado. En el caso de los LA, son las EDAR las encargadas de su correcta gestion, ya

que son estas las que los producen.
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Cabe sefalar que los lodos también pueden presentar en su composicion metales
pesados, patdgenos y contaminantes organicos, lo que limita su aplicacion debido a las
estrictas regulaciones medioambientales (Romero et al., 2023). Es por ello por lo que los

lodos han de ser tratados para asegurar un destino final adecuado.

Segun el Registro Nacional de Lodos, el destino principal de los lodos de
depuradora es la aplicacién en suelos agricolas (aproximadamente un 80% de los lodos
generados). Su empleo resulta beneficioso a la hora de reponer materia orgénica y otros
compuestos como nitrogeno y fosforo al suelo (Delibacak et al., 2020). Sin embargo, su
aplicacion supone una serie de modificaciones en la composicion, textura, actividad
bioldgica del suelo y, en algunos casos, la presencia de microcontaminantes toxicos
(Carbonell et al., 2009). Estos contaminantes pueden suponer potencial dafio, causando
la eutrofizacion del suelo, asi como la elevada acumulacién de nutrientes en un
ecosistema interfiriendo con las condiciones naturales del habitat (Conci et al., 2022). En
términos de salud humana, existen riesgos significativos, como la propagacion de
enfermedades a través de virus, bacterias o priones; el deterioro cognitivo debido a la
acumulacién de plomo y la afeccidn al sistema hormonal por la presencia de disruptores
endocrinos (Oberg & Mason-Renton, 2018). A ello se le suma la creciente problematica
relacionada con la resistencia a antibiéticos, donde el abuso y el mal uso de estos conduce
a la descarga continua al medio ambiente y propaga el crecimiento global de bacterias

resistentes a antibioticos (Xu et al., 2029).

Para paliar algunos de dichos problemas, uno de los métodos mas empleados es
la incineracién. En este proceso, se emplea un incinerador para calentar y secar los lodos
de depuradora, y luego se adoptan altas temperaturas para oxidar la materia organica en
los lodos a fin de lograr su reduccion, estabilizacién e inocuidad (Liang et al., 2021). Sin
embargo, una importante desventaja de este método es el elevado coste de los controles
de contaminacion en las emisiones producidas al aire (Fericelli, 2011). Ademas, las
cenizas generadas pueden contener metales pesados que son susceptibles de solubilizarse
en las condiciones adecuadas, aumentando el riesgo para la salud (Toledo Filho & Fontes,
2022).

Frente a los métodos de gestion ya mencionados, las investigaciones actuales se
dirigen hacia los tratamientos de tipo hidrotérmico, cuya tecnologia se basa en el empleo

de un disolvente acuoso a altas temperaturas y presiones con el fin de obtener compuestos
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solubles valiosos. Estas reacciones pueden darse bajo atmosferas inertes (hidrolisis
térmica) u oxidantes (oxidacién hiumeda) (Urrea et al., 2018) cuyas condiciones de
operacion pueden optimizarse a fin de favorecer la produccién de diferentes tipos de

compuestos valiosos (Moreno et al., 2024).
2.2.2. Revalorizacion de lodos

El tratamiento de revalorizacién de lodos se refiere a los procesos mediante los
cuales los lodos generados en las EDARs se transforman en productos de valor afadido,
en lugar de ser simplemente desechados. EI Programa Estatal de Prevencion de Residuos
se configura en torno a cuatro lineas estratégicas destinadas a incidir en los elementos
clave de la prevencion de residuos. Estas son la reduccion de la cantidad de residuos, la
reutilizacion y alargamiento de la vida util de los productos, la reduccion del contenido
de sustancias nocivas en materiales y productos, y reduccién de los impactos adversos
sobre la salud humana y el medio ambiente de los residuos generados (MITECO). Se
destaca la estrategia de reutilizacion, donde no solo se generan menos residuos, sino que

se obtiene un beneficio econdémico extra de su recuperacion.

En el caso de los lodos, como ya se mencion6 anteriormente, entre su composicion
destacan biomoléculas como materia organica, proteinas, carbohidratos y acidos humicos,
ademas de otros elementos traza (Tiruneh et al., 2014; Urrea et al., 2017). Dada su
composicion es posible obtener numerosos subproductos en funcién del tratamiento que
se apligue. Una de las técnicas de revalorizacion mas empleada es el compostaje, donde
los lodos se mezclan con material estructural y se someten a un proceso de degradacién
aerobia, para emplearse posteriormente como compost en el suelo agricola (Song y Lee,
2010). Los lodos también se emplean en la produccion de materiales de construccion,
utilizando las cenizas obtenidas en la incineracion como materia prima para el
ecocemento o como aditivo en otro materiales (Chang et al., 2020). Asimismo, el lodo
puede ser utilizado en la produccién de combustibles como el biogas, obtenido mediante
digestion anaerobia de la materia orgénica de los lodos (Demirbas et al., 2016). Sin
embargo, resulta mas interesantes las aplicaciones no energéticas centradas en la
obtencion de productos de alto valor afiadido como pueden ser los biopolimeros (Urrea
etal., 2018), bioplasticos (Romero et al., 2024) o biocompuestos como enzimas de interés
industrial (Moreno et al., 2024; Ghani et al., 2013).
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Por ello, en vista de su composicion, el lodo tratado hidrotérmicamente podria
utilizarse para la produccion de enzimas hidroliticas, como las proteasas, empleando
microorganismos capaces de utilizarlo como sustrato en procesos fermentativos, entre los

que se incluye el Bacillus licheniformis (Raheem et al., 2018).
2.3.Bacillus licheniformis.

Descrita por primera vez en 1898 por Weigmann, la especie Bacillus licheniformis
es una bacteria Gram + con forma bacilar cuya jerarquia taxonémica se ve reflejada en la
Tabla 1 (ITIS). Se trata de un organismo de morfologia bacilar irregular, cuyo ancho no
es superior a 1 pum (Figura 3) (Campafia Vardesoto, 2018). Requiere temperaturas
minimas de crecimiento de 15°C y méaximas de 55°C, ademas de pHs ligeramente &cidos,
en torno a 5,7-6,8 (Garrity et al., 2008). Anaerobio facultativo, moévil y formador de
esporas resistentes, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, especialmente

en suelo y plantas (Guo et al.,2016; Muras et al., 2021).

Tabla 1. Jerarquia taxondmica de Bacillus licheniformis (ITIS).

Reino Bacteria
Subreino Posibacterias
Filo Firmicutes

Clase Bacilli

Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie Bacillus licheniformis
R oral

{\D‘\Y‘ "-“? )?;:;ff &7

~ a2 R f:&?"uig

[_.‘,,\ .:.‘"i . .Q.\.ff

Figura 3. Observacion de Bacillus licheniformis tras aplicar el método de tincion.
(Sathiyanarayanan et al., 2013)
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Con los afios, esta bacteria ha generado gran interés en el ambito de la
biotecnologia debido al amplio campo de operacion en procesos como la obtencion de
antibioticos (Valdez-Chavez et al., 2019), compuestos bioactivos (Muras et al., 2021) o
biocompuestos como enzimas de interés industrial (Moreno et al., 2024; Ghani et al.,
2013). En estudios recientes acerca del reciclado de residuos provenientes del tratamiento
de aguas residuales, se ha observado que el uso de bacterias del género Bacillus, entre las
que se encuentra Bacillus licheniformis, supone la digestion del 90% de los nutrientes
(carbohidratos, lipidos y proteinas) presentes en el residuo (Moreno et al., 2024; Seo et
al., 2022).

Bacillus licheniformis es una bacteria clasificada como GRAS (Generally
Recognized As Safe) por la FDA, lo que permite su uso en aplicaciones alimentarias y
farmacéuticas. Ademas, se trata de organismos industrialmente activos dadas sus altas
tasas de crecimiento y sus cortos tiempos de fermentacion, presentando también
capacidad para secretar proteinas extracelulares (Parrado et al., 2014). En resumen,
Bacillus licheniformis es una bacteria versatil y robusta y de gran utilidad para
aplicaciones industriales y biotecnologicas, especialmente por su capacidad para producir

enzimas de valor comercial.
2.3.1. Proteasa

Las proteasas se incluyen en el grupo de las hidrolasas, las cuales son enzimas
cuya finalidad es degradar el sustrato catalizando la hidrdlisis de los enlaces quimicos.
En el caso de las proteasas, también conocidas como peptidasas, catalizan la hidrolisis de
enlaces peptidicos (Holmberg, 2018). Estos enlaces peptidicos constituyen la union entre
los aminoéacidos que conforman las proteinas. Dicha unién se forma por la reaccién de
sintesis entre el grupo carboxilo (R:-COOH) del primer aminoacido con el grupo amino
(R2-NH>) del segundo amino&cido (Guillén, 2009). Para su degradacion, las proteasas
activan un nucleofilo que ataca el carbono del enlace peptidico causando la migracion de
los electrones del doble enlace carbono-oxigeno hacia el oxigeno, lo que genera un
intermedio de alta energia. Este intermedio se estabiliza gracias a la accion de la proteasa

hasta que finalmente se produce la ruptura del enlace (Tavano et al., 2018).

Las proteasas pueden ser de origen animal, vegetal o microbiano. Las proteasas

bacterianas son uno de los grupos mas importantes de enzimas, debido a su implicacion
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en numerosos procesos industriales alimentarios (Tavano et al., 2018) y farmacéuticos
(Supuran et al., 2001) o en la elaboracion de cuero, textil y lana, entre otros (Hamza,
2017). Otra &rea de aplicacion prometedora es la gestion de residuos industriales y
domeésticos (Moreno et al., 2024) asi como la produccion de detergentes (Saeki et al.,
2007; Vojcic et al., 2015).

Considerando su potencial biotecnolégico, resulta crucial explorar nuevos tipos
de proteasas que puedan generar beneficios tangibles en las sociedades industriales. En
el panorama actual, es de gran importancia la investigacion de proteasas provenientes de
fuentes novedosas, con el fin de optimizar los procesos industriales de manera sostenible
con el medio ambiente. En este sentido, el enfoque de este estudio se ha dirigido hacia la
revalorizacion de lodos activados tratados hidrotérmicamente para la produccion de
enzimas (proteasas) mediante procesos de fermentacién y la posterior utilizacion de

dichas enzimas como detergentes.
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3. METODOLOGIA EMPLEADA
3.1.Metodologia bibliogréafica

Con el proposito de reunir informacion previa a la realizacion del experimento, se
realizé una basqueda bibliografica en linea, apoyandose en diversos motores de busqueda
como ScienceDirect, PubChem, PubMed, Google Scholar, Royal Society of Chemistry,
Scientific Reports, Eurostat Metadata y MDPI. Para llevar a cabo dichas busquedas se
seleccionaron una serie de palabras clave! y se acotaron los datos teniendo en cuenta la
fecha de publicacion, valorando positivamente los articulos publicados mas
recientemente. No obstante, se tuvieron en cuenta los resultados de publicaciones previas

que han permitido el avance y desarrollo de la materia a tratar.

Para fijar conceptos, se llevaron a cabo busquedas generales de informacion
acerca de las aguas residuales, lodos activos, Bacillus licheniformis y las proteasas.
Posteriormente, se amplié dicha informacion teniendo en cuenta aspectos como el
tratamiento de las aguas residuales, la gestién de los lodos y los tratamientos de
revalorizacion de estos, asi como las caracteristicas del Bacillus licheniformis y los
productos resultantes de su metabolismo. Se recopild informacion acerca de las
caracteristicas y funciones de las proteasas, ademas de sus posibles usos en procesos

industriales, especialmente en el &mbito alimentario.

!palabras clave: aguas residuales, tratamiento de aguas residuales, lodos activos,

revalorizacion de lodos, Bacillus licheniformis, proteasa.
3.2.Material y métodos

Para la puesta en marcha de la parte experimental del presente trabajo y a fin de
cumplir los objetivos propuestos, se emplearon los materiales y métodos que se describen
a continuacion. Todo el trabajo experimental se realizd en el Departamento de Ingenieria
Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente de la Facultad de Quimica, asi como en la
Planta Piloto “Jos¢ Coca” de la misma facultad, pertenecientes a la Universidad de

Oviedo.
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3.2.1. Lodos activos.

Los lodos activos empleados en este trabajo han sido facilitados por una EDAR
ubicada en Mieres (Asturias), Espafia. Las muestras se transportaron hasta el laboratorio
en botes de 2,5 L en condiciones de refrigeracion (Figura 4). Una vez en el laboratorio,
se llevo a cabo la caracterizacion previa del lodo activo en la que se determind el pH, los
solidos suspendidos totales y volatiles, materia orgénica (medida como DQO total y

soluble) y las biomoléculas solubles. Estos datos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion del lodo activo inicial.

Pardmetro Valor
pH 6,75 + 0,07
Solidos suspendidos totales (SST) (g/L) 34,60 + 0,07

Solidos suspendidos volatiles (SSV) (g/L) 25,350 + 0,002
DQO total* (g/L) 34+ 4
DQO soluble* (g/L) 1,0£0,5

Carbohidratos solubles (g/L) 0,28 £ 0,02
Proteinas solubles (g/L) 0,96 + 0,05
Acidos Hamicos solubles (g/L) 0,17 £0,01

*DQO: Demanda Quimica de Oxigeno

Figura 4. Muestras de lodos activos recogidas en una EDAR de Mieres, Asturias.
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3.2.2. Tratamiento hidrotérmico del lodo.

Los tratamientos hidrotérmicos a los que se someten los lodos activos, hidrolisis
térmica (HT) y oxidacion humeda (OH), se llevaron a cabo en un reactor de tipo
semicontinuo modelo PARR T316SS (Parr Instrument Co Moline, Illinois, Estados
Unidos) con capacidad de un litro (Figura 5), el cual se cargd al 70% para garantizar
condiciones de operacion seguras. Este cuenta con un agitador de turbina con seis palas,
una camisa térmica y un sistema de control que permite mantener constantes las
condiciones de trabajo. Las condiciones de operacion que se aplican en cada uno de los
tratamientos se muestran en la Tabla 3, siendo estos los valores optimos de trabajo

obtenidos por el grupo en estudios previos (Moreno et al., 2024).

Tabla 3. Condiciones de operacion de los tratamientos hidrotérmicos.

Tratamiento Atmésfera Temperatura = Presion Tiempo = Agitacién Flujo
HT Inerte (N2) 140°C 20 bar 60 min 300 rpm 1.200 mL/min
OH Oxidante (O2) 140°C 20 bar 60 min 300 rpm  1.200 mL/min

Figura 5. Reactor discontinuo modelo PARR T316SS (Parr Instrument Co
Moline) con el que se llevaron a cabo los tratamientos hidrotérmicos.

22



El lodo tratado tanto por hidrolisis como por oxidacion se recogié en botes
estériles y se centrifug6 a 10.000 x g durante 20 minutos a fin de eliminar los s6lidos
presentes, empleando la centrifuga Compact High Speed Refrigerated Centrifuge Model
6500 (Kubota Laboratory Centrifugues, Japon). Por otro lado, se procedié a su

caracterizacion en la que se determino el pH y las biomoléculas solubles (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas de los lodos tras los tratamientos hidrotérmicos.

Lodo sometidoaOH  Lodo sometidoa HT

pH 4,7+0,2 6,1+0,2
Carbohidratos solubles (g/L) 31+0,1 2,21 + 0,03
Proteinas solubles (g/L) 42+0,1 39+0,6
Acidos Hamicos solubles (g/L) 40+0,6 50%0,2
DQO total (g/L) 14,7+0,3 15,9+ 0,5

3.2.3. Cultivo de Bacillus licheniformis.

La cepa de Bacillus licheniformis que se empled en el proceso de fermentacion
pertenece a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), concretamente, es la CECT
20, siendo su designacion NCTC 10341 y sus condiciones éptimas de cultivo a 37°C

durante 48 horas en aerobiosis.

La cepa de B. licheniformis se cultivo siguiendo las indicaciones del CECT. En
primer lugar, la cepa se sembré en estria en placas de agar con la siguiente composicion:
5 g/L de peptona, 5 g/L de NaCl, 1 g/L de extracto de carne, 1 g/L de extracto de levadura
y 20 g/L de agar (Figura 6). Tras incubar las placas durante 48 horas a 37°C, se procedio
arealizar el preindculo, revitalizando 3 0 4 colonias en medio estéril y manteniéndolas en
condiciones aerobias a 37°C y 150 rpm durante 12 horas. Se emplearon 100 mL de medio
liquido (Figura 7), el cual presenta la misma composicion que el medio sélido, a

excepcion del agar.
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Figura 7. Preinoculo de Bacillus licheniformis en medio liquido tras 12 horas de incubacion a
37°C y 150 rpm.

3.2.4. Ajuste de pH del lodo a fermentar

El lodo empleado como sustrato para la fermentacion ha de presentar un pH
Optimo para el crecimiento de B. licheniformis. Para ello, se determina y ajusta el pH en
condiciones estériles empleando un pH-metro senslON+ pH3 (Hach, Estados Unidos) y
las disoluciones HCI 2 My NaOH 1 M. El pH o6ptimo para el crecimiento de Bacillus
licheniformis en estas condiciones es de 6,5. De esta forma, se ajusta Unicamente el pH
del lodo oxidado (pH 4,7) ya que el hidrolizado (pH 6,1) presenta un valor préximo al

Optimo de crecimiento.
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3.2.5. Fermentacion del lodo

La fermentacion se llevo a cabo en matraces de 500 mL a los que se adiciond 100
mL de lodo tratado por HT y por OH. Estos se cubren con tapones de algodén y con papel

aluminio y se esterilizan para evitar la contaminacion del medio (Figura 8).

Figura 8. Matraces de fermentacién en la campana de flujo laminar en el
momento de realizar la toma de muestra.

Para llevar a cabo la inoculacién de los medios ya estériles, se adicionan 10 mL
del preindculo a un tubo Falcon estéril de 50 mL y se centrifugaron a 12.000 x g durante
10 minutos, empleando la centrifuga Hareus Multifuge X1 Centrifuge Series, (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos). Tras esto, el sobrenadante se deseché y el pellet
obtenido se resuspendié en 5 mL del lodo estéril que se empleard como medio de
fermentacion. La suspension se homogeniza con ayuda de un vortex y posteriormente se
adiciona al matraz de 500 mL con el medio estéril. Se incuban a 37°C y 150 rpm con

ayuda de un agitador orbital (New Brunswick Sci, Estados Unidos).

Durante la fermentacion se llevo a cabo la toma de muestras para conocer la
evolucion de dicho proceso. Las muestras se tomaron por duplicado recogiendo 1 mL de
muestra en un Eppendorf de 2 mL estéril (Figura 9). Tras esto, las muestras se
centrifugaron a 13.500 rpm durante 10 minutos en una microcentrifuga 5424 (Eppendorf,
Alemania). El sobrenadante obtenido se recogié en nuevos Eppendorf y se emple6
posteriormente para el analisis de la proteasa. Por otro lado, el pellet se resuspendio en 1
mL de NaCl 0,7% (p/v) para determinar el crecimiento de la biomasa (densidad oOptica).
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Figura 9. Eppendorfs con la muestra de fermentacion tras la centrifugacion en los que se
observa el pellet de Bacillus licheniformis y el sobrenadante tras la centrifugacion.

3.2.6. Determinacioén del crecimiento de biomasa

Para la determinacion del crecimiento de biomasa, se analiza la densidad 6ptica
(DO) de las células de B. licheniformis, previamente resuspendidas en NaCl 0,7% (p/v),
midiendo la absorbancia a 600 nm. Para evitar interferencias, aquellas muestras cuya
absorbancia es superior a 0,3 u.a., son diluidas en concentraciéon 1:10. La medida de la
absorbancia se lleva a cabo en un espectrofotometro UV-Visible Genesys 150 (Thermo

Fisher Scientific, Estados Unidos) (Figura 10).

Figura 10. Espectrofotometro UV-Visible Genesys 150 de Thermo Fisher Scientific.
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Para determinar el peso seco de las células y obtener la concentracion celular, se
centrifugaron 5 mL de cultivo (13000 rpm, 10 min). Las células recolectadas se lavaron
con una disolucién acuosa de NaCl al 0,7% (p/v) y posteriormente se secaron a 80 °C

hasta alcanzar un peso constante.
3.2.7. Determinacioén de la concentraciéon de carbohidratos

Para la determinacion de la concentracion de carbohidratos se emple6 el método
de Dubois (Dubois et al., 1956) relativo al andlisis de polisacaridos solubles. Empleando
D-glucosa como patron, se obtuvo la curva de calibrado del proceso. Las muestras
estudiadas se diluyeron en una concentraciéon de 1:100 y se tomé 1 mL. A estas se le
adicionan 0,5 mL de fenol al 5% vy, seguidamente 2,5 mL de &cido sulfarico al 96%. Se
agitaron y se dejaron reposar durante una hora a oscuras (Figura 11). Finalmente, se mide

la absorbancia a 492 nm en el espectrofotometro UV-Visible Genesys 150 Thermo

Scientific, (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

Figura 11. Muestras tras la adicion de reactivos para la determinacién de carbohidratos.

3.2.8. Determinacion de la concentracion de proteinas y acido humicos

Para la determinacion de proteinas y acidos humicos se llevo a cabo el método de
Lowry modificado (Lowry et al., 1951). Este método se basa en medir la absorbancia
total y la absorbancia ciega en presencia o ausencia de sulfato cuprico. Empleando
albumina de suero bovino y &cido himico como patrones, se obtuvieron las curvas de
calibrado de los procesos. Para el calculo de la absorbancia se tuvo en cuenta la relacion
entre las proteinas y los acidos humicos, la cual se detalla en las siguientes ecuaciones,
donde ABS hace referencia a la absorbancia:
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ABS (Proteina) = 1,25 - (ABS Total — ABS Ciega)

ABS (Acido Humico) = ABS Ciega — (0,2 - ABS Proteina)

Para calcular la absorbancia total, se prepar6 el reactivo 1 mediante la
combinacion de tartrato sédico potasico al 2%, sulfato cuprico pentahidratado al 1%, y
una disolucién de carbonato sodico al 2% y NaOH 1 M, en una proporcion de 50:0,5:0,5.
Para determinar la absorbancia ciega, se prepard el reactivo 2 siguiendo el mismo

procedimiento, pero sustituyendo el sulfato ctprico pentahidratado por agua destilada.

Tras esto, a 1 mL de muestra se le adicionaron 5 mL de los reactivos 1 0 2 y se
mantuvo en oscuridad durante 15 minutos a fin de que se llevara a cabo la reaccion.
Pasado el tiempo, se agregaron 300 uL del reactivo Folin-Ciocalteu, previamente diluido
en agua destilada (en una proporcion de 1:2), y se dejo reaccionar durante 30 minutos
mas en la oscuridad (Figura 12). Finalmente, se midio la absorbancia a 580 nm utilizando

el mismo espectrofotometro empleado para la determinacion de la concentraciéon de

I

carbohidratos.

|
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Figura 12. Muestras tras la adicion de reactivos para la determinacion de
proteinas y acidos humicos.

3.2.9. Determinacién de SST y SSV.

Se llevd a cabo la determinacion del contenido en soélidos suspendidos totales
(SST) y sélidos suspendidos volatiles (SSV) de los lodos activados. Para ello, se pes6 un
Falcon de 50 mL vacio, y se anot6 tanto el peso de la tapa como el del tubo. Se adicionaron
30 mL de muestra en el Falcon y se centrifugd durante 20 minutos a 10.000 x g,
empleando la centrifuga Hareus Multifuge X1 Centrifuge Series, (Thermo Fisher

Scientific, Estados Unidos). El sobrenadante obtenido se desechd y el pellet obtenido se
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seco en la estufa durante 2 horas a 105°C. Una vez transcurrido el tiempo, se saco de la
estufa y se dejé enfriar. Una vez frio, se procedio a medir su peso de nuevo, obteniendo
asi el valor de los sélidos suspendidos totales (SST).

Tras esto, los solidos secados a 105°C se pasaron a crisoles de ceramica pesados
previamente, los cuales fueron introducidos en una mufla durante 5 horas a 550°C. Una
vez transcurrido el tiempo, se sacaron de la mufla y se dejaron enfriar. Una vez frios, se
procede de nuevo a medir su peso, obteniendo asi el valor de los sélidos suspendidos fijos
(SSF). Tras esto, para obtener el valor de los solidos suspendidos volatiles (SSV), se
calcula la diferencia entre los SST y los SSF. Las ecuaciones empleadas para obtener

dichos valores son las siguientes:

SST (g/L) = Peso Falcon tras 24 horas a 105°C (g) — Peso del Falcon vacio (g)/Volumen
muestra (L)
SSF (g/L) = (Peso crisol + muestra) (g) — Peso crisol 5 h mufla 550°C (g)/Volumen
muestra (L)
SSV (g/L) = (SST — SSF) / Volumen muestra (L)

3.2.10. Determinacién de la actividad proteasa

Para la determinacion de la actividad proteasa se llevé a cabo una dilucion 1:20
de la muestra en un buffer de tris-glicina 0,2 M. Se tomaron 120 pL de dicha dilucion y
se afiadieron 480 pL de azocaseina al 1%, dejandolo reaccionar durante 1 hora a 45°C.
Pasado el tiempo, se adicionaron 600 pL de &cido tricloroacético al 10% y se
centrifugaron las muestras a 16.000 x g durante 10 minutos. Tras centrifugar, se
pipetearon 800 L del sobrenadante en 200 pL de NaOH 1,8 My se midid la absorbancia
a 420 nm, para la cual se empleo el espectrofotometro UV-Visible Genesys 150 Thermo
Scientific, (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). Para la realizacién del blanco, se
procedio de la misma manera sustituyendo los 120 puL de muestra por 120 pL de buffer

tris-glicina. Tras esto, se llevo a cabo el mismo protocolo que para las muestras.

Se debe tener en cuenta que una unidad de actividad proteolitica se definié como
la cantidad de enzima necesaria para aumentar la absorbancia a 420 nm en 0,1 unidades
en 1 h (Moreno et al., 2024).
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3.2.11. Purificacion de proteasa por precipitacion

Las proteasas fueron parcialmente purificadas por el método de precipitacion con
sulfato de amonio. Se seleccioné este procedimiento debido a su simplicidad, bajo coste,
corto tiempo de separacion de fases e idoneidad para operacion continua, lo que lo hace

factible para su uso a escala industrial (Hyde et al., 2017; Kumar et al., 2020).

Una vez alcanzados los picos maximos de actividad enzimatica en los medios de
cultivo, estos se trasvasaron a tubos Falcon estériles de 50 mL y se centrifugaron durante
10 minutos a 13.000 rpm para eliminar las células de B. licheniformis. Tras esto, se afiadid
sulfato de amonio a 100 mL de sobrenadante hasta una saturacion del 80% a 20°C. El
precipitado resultante fue recogido por centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 minutos
y posteriormente redisuelto en 25 mL de tampdn fosfato 0,05 M. Finalmente, este extracto
enzimatico se dializé con el mismo tampén fosfato empleado anteriormente a 4°C en
condiciones de agitacion para eliminar el sulfato de amonio. Por tanto, el liquido

recuperado de la bolsa de diélisis se consider6 proteasa parcialmente purificada.
3.2.12. Purificacién de proteasa por filtracién

La proteasa fue purificada empleando filtros para centrifuga Amicon Ultra-15
(Millipore, Irlanda) con tamafios de poro de 3, 30, 50 y 100 kDa. Una vez alcanzados los
picos maximos de actividad enzimética en los medios de cultivo, estos se trasvasaron a
tubos Falcon estériles de 50 mL y se centrifugaron durante 10 minutos a 13.000 rpm para
eliminar las células de B. licheniformis, empleando la centrifuga Hareus Multifuge X1

Centrifuge Series, (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

Tras esto, se introdujeron 10 mL de sobrenadante en cada filtro para centrifuga
Amicon Ultra-15 y se centrifugaron a 6.500 x g durante 30 minutos empleando la misma
centrifuga. Tras la centrifugacion, se obtiene un retenido y un permeado cuya actividad
proteasa vario en funcion del tamafio de poro empleado. Para las muestras purificadas por
precipitacion con sulfato amonio se aplicé el mismo procedimiento de filtracion descrito

anteriormente.

3.2.13. Determinacion de la capacidad de detergencia de la proteasa

La capacidad de detergencia de la proteasa para eliminar las manchas de sangre

de la ropa se estudio utilizando diferentes telas manchadas de sangre de vaca segun el
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método sugerido por Liya et al., 2023. La sangre de vaca utilizada en este estudio se

obtuvo del Matadero Central de Asturias.

Para ello, se emplearon telas de algodon y de lino de un tamafio de 5 cm x 5 cm
que se tifieron con 100 pL de sangre de vaca y se dejaron secar al aire a temperatura

ambiente (20°C) durante 24 horas. Las configuraciones experimentales incluyen:
- Configuracion 1: tela manchada sumergida en 100 mL de agua destilada.

- Configuracion 2: tela manchada sumergida en 100 mL de agua destilada con 100

pL de detergente y 50 uL. de enzima purificada.

- Configuracion 3: tela manchada sumergida en 100 mL de agua destilada con 100
pL de detergente y 50 uL. de enzima purificada, que se afiadieron previamente a

la tela antes de sumergirla.

- Configuracion 4: tela manchada sumergida en 100 mL de agua destilada y 50 pL

de enzima purificada.

Las telas se lavaron durante una hora a 45°C empleando cada una de las
disoluciones detergentes. Pasado el tiempo, las telas se extraen de las diferentes
disoluciones limpiadoras y se dejan secar al aire durante 24 horas. Finalmente, se
determina el color residual de la tela tras el lavado con un colorimetro LC 100 (Lovibond,
Reino Unido). Tras obtenerse los valores de L* (luminosidad), a* (coordenadas
rojo/verde) y b* (coordenadas amarillo/azul) en la escala CIELAB, se calculd la
diferencia del color de la muestra con respecto al estandar/patron (tela sin manchar) (AE),
la intensidad de amarillo (1A) y la intensidad de blanco (IB). Las ecuaciones empleadas

para obtener dichos valores son las siguientes:

AE=/((L* — L*3)?* + (a*y —a*3)? + (b*; — b*;)?)

IA= (142,86 * b) / L*

IB= 100 - J(100 — 1924 a*? + b*?
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4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADQOS
4.1.Anélisis del crecimiento de B. licheniformis.

Para la obtencion de la proteasa, se Ilevo a cabo la fermentacion empleando como
sustrato tanto el lodo sometido a hidrolisis térmica como el lodo sometido a oxidacion
himeda. Para ello, se inocul6 Bacillus licheniformis en ambos medios, ajustados a pH
6,5, obteniéndose asi sus respectivas curvas de crecimiento (Figura 13). Las curvas de
crecimiento presentan ciertas diferencias en funcién del microorganismo empleado y de
las condiciones de cultivo que se apliquen; sin embargo, todas tienen en comun una serie
de fases. Primero, esta la fase de latencia o adaptacion al medio, seguida de la fase

exponencial o logaritmica, luego la fase estacionaria y, finalmente, de la fase de muerte.

2,5
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Figura 13. Crecimiento de B. licheniformis durante la fermentacién con lodo hidrolizado
(m) y lodo oxidado (#) a 37°C, 150 rpmy pH 6,5.

El proceso comienza en la fase de latencia. En base a la Figura 13, cabe sefialar
que dicha fase tiene una duracién menor (6 horas) cuando se emple6 el lodo hidrolizado
como sustrato, siendo de 8 horas para el lodo oxidado. Ello puede ser debido a la presencia
de compuestos inhibidores, tales como &cidos organicos (&cido acetico, acido formico y
otros acidos de cadena corta) o compuestos de tipo fendlico (furfural e
hidroximetilfurfural), en el lodo oxidado (Wang et al., 2018). La concentracion celular
final que se obtuvo fue de 2,1 £ 0,2 g/L. Con relacion a la fase exponencial, esta comienza
pasadas las 6 horas para el lodo hidrolizado y las 8 horas para el oxidado, y se extiende
hasta las 40 horas. Este crecimiento acelerado se debe a las reacciones correspondientes

con el metabolismo primario, que tienen lugar en la fase exponencial, donde el
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microorganismo sintetiza moléculas de bajo peso molecular que se comportan como
productos finales o intermedios en las distintas rutas anabdlicas o catabdlicas, siendo, por

tanto, esenciales para el crecimiento.

Por otro lado, durante la fase estacionaria, comienza a disminuir la velocidad de
crecimiento hasta hacerse nula debido a que se produce o bien el agotamiento del
suministro de algn nutriente esencial, por acumulacion de productos metabdlicos que
sean toxicos o por disminucion de la oxigenacion, o cambios en las condiciones de pH
del medio de cultivo (Benintende, S., & Sanchez, C., 2002). En esta fase se dan reacciones
del metabolismo secundario, donde se sintetizan moléculas que no estan implicadas en
funciones de crecimiento, pero que forman parte de grupos de compuestos quimicamente
relacionados entre si y producidos por un grupo reducido de microorganismos (Madigan,
2015). Finalmente, se dio la fase de muerte, en la cual se puso fin al proceso de
fermentacion. Esto es debido a la disminucion de células viables de B. licheniformis y,
por tanto, la nula sintesis de compuestos. La concentracion celular final que se obtuvo fue
de1,5+£0,1¢g/L.

Los valores obtenidos se compararon con obtenidos por otros autores. Estos
autores emplearon diferentes sustratos durante la fermentacion de B. licheniformis, tales
como medio salino (De Macedo et al., 2002) o medio enriquecido en glicerol (KO y
Gross, 1998), los cuales mostraron un amplio rango de valores de concentracion celular
(entre 2,34 g/L y hasta 20,5 g/L). Asi, los valores obtenidos en el presente estudio sen
encuentran dentro de los valores observados en otros estudios similares, demostrandose

que ambos sustratos son adecuados para el crecimiento de B. licheniformis.
4.2. Evolucion de la concentracion de nutrientes.

La fermentacion depende de varios factores, siendo la concentracion del sustrato
uno de los mas importantes. Por ello, es fundamental determinar el tiempo Optimo de
pretratamiento de LA para maximizar la concentracion de biopolimeros obtenidos. Los
principales biopolimeros analizados fueron carbohidratos, proteinas y cidos humicos, ya
gue todos estos pueden ser metabolizados en mayor o menor medida por B. licheniformis.
Tanto en la HT como en la OH se observé un aumento notable en la concentracion de

biopolimeros solubles debido a la ruptura y solubilizacién de los floculos de LA.
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En base a las Tablas 2 y 4, la concentracién de carbohidratos aumenté de 0,28 +
0,01g/La3,1+0,1g/L (60 min) aplicando el tratamiento en presencia de oxigeno y hasta
2,21 0,03 g/L (60 min) en su ausencia. Estos datos son similares a los obtenidos en otros
estudios, donde se observé un rango de valores desde 1,16 + 0,07 hasta 2,5 £ 0,1 g/L
(Romero et al., 2024). Con relacion a las proteinas (Tablas 2 y 4), la concentracion
aumentd de 0,96 + 0,05 g/L a 4,2 + 0,1 g/L (60 min) aplicando el tratamiento en presencia
de oxigeno y hasta 3,9 + 0,6 g/L (60 min) en su ausencia. Estos datos son similares a los
obtenidos en otros estudios, donde se observd un rango de valores desde 2,0 £ 0,1
(Moreno et al., 2024) y hasta 6,50 + 0,03 g/L (Romero et al., 2024). Finalmente, en
referencia a la concentracién de acidos himicos (Tablas 2 y 4), esta aumento6 de 0,17 +
0,01 g/L a4,0+0,6 g/L (60 min) aplicando el tratamiento en presencia de oxigeno y hasta

5,0 £ 0,2 g/L (60 min) en su ausencia.

Asi, se obtuvieron 11,1+ 0,8 g/L y 11,3 £ 0,8 g/L de biopolimeros tras 60 minutos
de tratamiento por hidrolisis térmica (HT) y oxidacién himeda (OH), respectivamente, a
140°C y 20 bar. Estos datos se encuentran dentro del rango de valores obtenidos en otros
estudios empleando diferentes sustratos (entre 0,6 g/L hasta 14 g/L) (Romero et al., 2024;
Sanchez et al., 2020; Shih et al., 2001). De esta forma, se puede determinar que los
tratamientos hidrotérmicos resultan adecuados para la solubilizacion de los biopolimeros
presentes en los lodos.

4.3. Evolucioén de la concentracion de carbohidratos durante la fermentacion

El consumo de carbohidratos (Figura 14) en el lodo oxidado fue muy bajo, en
torno al 7% durante la fase exponencial de B. licheniformis. Durante la fase estacionaria,
el consumo fue similar, en torno al 9%. Asi, al final del proceso, la concentracion de
carbohidratos fue de 2,57 = 0,01 g/L, lo que supone un descenso de un 16% con respecto
a la concentracion inicial. El consumo de carbohidratos fue similar al obtenido en otros
estudios con B. licheniformis en los que se reportaron asimilaciones entre el 6,5% vy el
54,7% (Parrado et al., 2014; Romero et al., 2024).

Por el contrario, en el lodo hidrolizado, el consumo de carbohidratos se inicid
desde la fase de latencia, alcanzandose durante la misma un consumo del 18,8%. El mayor
consumo se observo durante la fase exponencial (33,5%), obteniéndose al final de la
misma una asimilacion del 52,3%. Durante la fase estacionaria, el consumo fue mucho

menor (6,5%). Ello puede ser debido a un elevado consumo de oxigeno dada la alta
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densidad celular, lo que puede limitar el metabolismo aerobio (Huang y Tang, 2007). Al
final de la fermentacion, la concentracion de carbohidratos descendio un 58,7% respecto

de la concentracion inicial, con un valor de 0,9 + 0,1 g/L.

De esta forma, se observé un mayor consumo de carbohidratos empleando lodo
HT frente a los OH. Esto se explica debido a la rapida asimilacion de los azucares simples
presentes en el lodo hidrolizado por parte de B. licheniformis tanto para el mantenimiento
celular como para su crecimiento. Sin embargo, no ocurre de igual manera durante la
fermentacion con lodo OH como sustrato, o que se debe a las reacciones previas de

oxido-reduccidén que dificultan el metabolismo de los azlcares (Arias y Lopez, 2019).

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (Horas)

Figura 14. Evolucién de la concentracion de carbohidratos (CH) durante la fermentacion
con lodo hidrolizado (m) y lodo oxidado (#) a 37°C, 150 rpmy pH 6,5.

4.4. Evolucion de la concentracion de proteinas durante la fermentacion

Las proteinas presentes en lodo oxidado comienzan a ser consumidas por B.
licheniformis durante la fase de latencia, alcanzandose un consumo del 9% al finalizar
esta fase (Figura 15). Dicho consumo resultdé ser muy significativo durante la fase
exponencial, especialmente hasta las 22 horas, donde se consumio el 68,7% con respecto
a la concentracion inicial. Esto puede ser debido al diferente tamafio y estructura del
biopolimero, resultante de los diversos pretratamientos hidrotermales (Moreno et al.,
2024), sumado al hecho de que la oxidacion genere proteinas de menor tamafio y mas
facilmente asimilables (Wang et al., 2018). Ademas, indica la preferencia metabdlica de
B. licheniformis por consumir proteinas y carbohidratos como fuente de carbono y energia
(Moreno et al., 2024).
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A partir de estas 22 horas y hasta el fin de la fase exponencial (40 horas), el
consumo fue muy bajo (4,5%), siendo el consumo total asociado a esta fase del 73,2%.
Ello implica una répida asimilacion de las proteinas por parte de B. licheniformis y la
formacion de productos metabdlicos (Moreno et al., 2024). Durante la fase estacionaria
el consumo fue minimo (1,3%) lo que puede estar asociado a una via metabdlica de
mantenimiento (Voigt et al., 2004). La concentracion final de proteina tras la
fermentacion del lodo oxidado resulté ser 0,79 £ 0,05 g/L, lo que implico una asimilacion
del 74,5% respecto a la proteina inicial. Estos datos estan en concordancia con los
obtenidos en estudios con B. licheniformis, donde se dieron reducciones entre el 44% y
el 91% (Romero et al., 2024).

Con relacion al comportamiento del lodo hidrolizado como sustrato, la evolucion
de las proteinas durante la fase de latencia (hasta 6 horas) fue similar a la observada en el
caso del lodo oxidado, siendo su consumo del 7,8%. Sin embargo, durante la fase
exponencial, la asimilacion fue progresiva durante las 40 horas que duré dicha fase, sin
observarse ningun periodo donde su consumo fuera especialmente significativo. En este
sentido, el consumo a las 22 horas resulto ser 2,4 veces menor que el obtenido cuando se
empled lodo oxidado (68,7%). Al final de la fase de exponencial, la asimilacion fue del
59%, siendo este valor 1.24 veces menor que el obtenido para el lodo oxidado. En base a
estos resultados la metabolizacion de las proteinas por parte B. Licheniformis también fue
relativamente rapida. En la fase estacionaria, siguié observandose un moderado consumo
de proteinas (20,8%). En este caso, la concentracion final obtenida fue 1,1 + 0,3 g/L,

resultando una asimilacién del 80% de las proteinas.

El consumo de proteinas empleando como sustrato lodo oxidado fue ligeramente
inferior al obtenido para el lodo hidrolizado. Ello puede atribuirse a la presencia de un
entorno menos favorable debido a los compuestos inhibidores, lo que lleva a B.
licheniformis a activar mecanismos de supervivencia en condiciones de estrés que
implican la utilizacion de proteinas como fuente de energia y nutrientes (Wang et al.,
2018). Asi mismo, el consumo se ve influido por la concentracién inicial, siendo mayor
en el lodo oxidado (4,2 = 0,1 g/L) que en el hidrolizado (3,9 + 0,6 g/L). Esto conllevo a
una mayor asimilacion de las proteinas en el lodo hidrolizado, debido a que su

concentracion inicial era menor y por tanto se consumio mas respecto al lodo oxidado.
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Figura 15. Evolucién de la concentracion de proteinas durante la fermentacion con lodo
hidrolizado (m) y lodo oxidado (#) a 37°C, 150 rpm y pH 6,5.

4.5. Evolucion de la concentracion de acidos himicos durante la fermentacién

El consumo final relativo a los &cidos humicos fue muy similar para ambos tipos
de lodos tratados (Figura 16). Asi, para el lodo tratado por HT fue del 59% y para el
tratado por OH del 62%. Sin embargo, la evolucion del consumo fue muy diferente
durante la fase de latencia y la estacionaria. Asi, el consumo observado durante la fase de
latencia fue de un 8,6% para el lodo hidrolizado (tras 6 horas), mientras que para el lodo
oxidado el valor resulté ser del 26,1% (tras 8 horas). Para la fase estacionaria,
practicamente no hubo consumo (0,9%) cuando se emple6 el lodo oxidado, mientras que,
para el lodo hidrolizado el valor fue de 14%, en ambos casos tras 72 horas de
fermentacion. En a la fase exponencial, la evolucion fue similar, aunque el consumo
obtenido fue mayor para el lodo oxidado (56,5%) que para el hidrolizado (45,2%). Si se
observa la evolucion del consumo de proteinas (Figura 15), cabe sefialar que los acidos
himicos se siguieron consumiendo tras 22 horas, 1o que coincide con el periodo de
agotamiento proteico. Estos resultados sugieren una mayor afinidad de B. licheniformis
por proteinas que por &cidos humicos, posiblemente debido a que es mas facilmente
metabolizable (Romero et al., 2024). Estos resultados son consistentes con los valores
reportados por otros estudios, donde para lodos oxidados se observo una reduccion del
53% en la concentracion de acidos humicos (Urrea et al., 2017) y para lodos hidrolizados
40,2% (Romero et al., 2024).
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Figura 16. Evolucidn de la concentracion de acidos humicos durante la fermentacion
con lodo hidrolizado (m) y lodo oxidado (¢) a 37°C, 150 rpmy pH 6,5.

4.6. Analisis de la actividad proteasa

La actividad proteasa va ligada al crecimiento de B. licheniformis, ya que es un
metabolito primario que se excreta simultaneamente con el crecimiento del
microorganismo (Parrado et al., 2014). La produccion de proteasa esté influida por la
velocidad de consumo de proteinas (Baweja et al., 2016), viéndose favorecida la
biosintesis de proteasas con un acelerado consumo de las proteinas durante la
fermentacion. Asi mismo, diversos autores indicaron que B. licheniformis posee la
capacidad de adquirir nitrégeno de diversas fuentes como proteinas para la biosintesis de
enzimas (Espoui et al., 2022; Lomthong et al., 2022).

De esta forma, se observd que la concentracion de proteasa en el lodo oxidado
presentd un crecimiento significativo durante la fase de crecimiento exponencial de B.
licheniformis, observandose un aumento del 89,3% respecto a la concentracion inicial.
Este aumento en la produccion de proteasa se produce cuando las proteinas comienzan a
consumirse (Figura 15), liberdndose asi el nitrégeno y favoreciendo la sintesis de
proteasa. Durante la fase estacionaria la produccion de proteasa fue menos acusada lo que
puede estar asociado a una via metabdlica de mantenimiento (Voigt et al., 2004). La

concentracion final de proteasa que se obtuvo fue de 630 + 17 U/mL (Figura 17).

Con relacion al comportamiento del lodo hidrolizado como sustrato, la evolucion
de las proteasas durante la fase exponencial se dio de manera progresiva durante las 40
horas que duré dicha fase. Se observo un aumento del 59,9%, sin contemplar ningun

periodo donde su produccion fuera especialmente significativa. Esto puede deberse a la
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asimilacion progresiva de las proteinas que se da durante la fase exponencial (Figura 15),
lo que generé una menor sintesis de proteasa. En la fase estacionaria, se observo un
aumento exponencial en la produccion de proteasa, obteniendo una concentracion final
de 370 = 15 U/mL (Figura 17).

En el presente estudio, la enzima cruda que mostré mayor actividad fue la obtenida
tras la fermentacion del lodo tratado con OH. La diferencia observada en los valores
obtenidos puede deberse al rdpido consumo de proteinas en el lodo oxidado respecto al
consumo en el lodo hidrolizado, donde se observo que el consumo a las 22 horas resulto
ser 2,4 veces menor en el HT que el OH. Esto puede deberse al consumo progresivo de
las proteinas en medio hidrolizado, provocando una menor liberacion de nitrégeno al
medio y por tanto una menor sintesis de proteasa (Baweja et al., 2016; Espoui et al., 2022;
Lomthong et al., 2022).

Los datos obtenidos en la fermentacion empleando como sustrato lodo oxidado
concuerdan con los reportados por Romero et al. (2024), los cuales obtuvieron valores de
actividad de proteasa entre 390 U/mL y 700 U/mL. Sin embargo, se observaron estudios
realizados con B. licheniformis sobre diferentes sustratos, donde los valores recogidos (57
U/mL y 230 U/mL) (Zhou et al., 2012; Parrado et al., 2014) son inferiores a los obtenidos
en el presente estudio. Por ello, se considera que la proteasa obtenida con el lodo tratado
por OH podria ser de interés en diversas aplicaciones industriales.
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Figura 17. Evolucion de la actividad proteasa durante la fermentacion con lodo hidrolizado (m)
y lodo oxidado (#) a 37°C, 150 rpmy pH 6,5.
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4.7. Purificacién

Dado que la actividad proteasa obtenida fue mayor en el lodo tratado por OH, los
estudios de purificacion de la proteasa se llevaron a cabo con la enzima cruda obtenida
con dicho lodo. Como se indicé anteriormente, la fraccion liquida de los lodos después
del proceso de fermentacion estd compuesta principalmente por las enzimas producidas
(proteasas) y los biopolimeros residuales. El sobrenadante obtenido tras separar las
células bacterianas se emple6 como fraccidn enzimatica cruda y se sometié a dos procesos

diferentes de purificacion como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Esquema de los procesos de purificacion llevados a cabo sobre la fraccion enzimatica
cruda para obtener proteasa pura. Imagen creada con BioRender.com.

En la primera purificacion enzimética, Unicamente se emplearon filtros para
centrifuga Amicon Ultra-15 (Millipore, Ireland) con diferentes tamafios de poro (3, 30,
50y 100 kDa). En la segunda purificacion, tras la precipitacion de la proteasa con sulfato
de amonio, se llevo a cabo el mismo proceso de filtracion ya explicado. Tras finalizar
ambas filtraciones, se determin0 la actividad proteasa tanto del permeado como del
retenido, observando que para ambos procesos el retenido obtenido con el filtro de 30
kDa es el que presenta la mayor actividad proteasa (Figuras 19 y 20). Aplicando
unicamente filtracion se obtuvo un valor maximo para la actividad proteasa de 565 + 53
U/mL, mientras que combinando la precipitacion con la filtracion se obtuvo una actividad
proteasa de 701 £ 40 U/mL (Figura 20).
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Figura 20. Actividad proteasa del permeado aplicando unicamente filtracion (m)
y aplicando previamente precipitacion y luego filtracién (m).
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Figura 19. Actividad proteasa del retenido aplicando Unicamente filtracion (m) y
aplicando previamente precipitacion y luego filtracion (m).
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Asi, se observé que el tamafio de la proteasa era superior a 30 kDa e inferior a 50
kDa, valores que concuerdan con los reflejados en otros estudios (Kim et al., 2001; Orhan
et al., 2005; Sathishkumar et al., 2015). A fin de aumentar la concentracion de proteasa,
el permeado obtenido con los filtros de 50 kDa de tamarfio de poro se pasé de nuevo por
filtros de 30 kDa. Aplicando unicamente filtracion se obtuvo un valor maximo para la
actividad proteasa de 420 + 45 U/mL, mientras que combinando la precipitacion con la

filtracion se obtuvo una actividad proteasa de 806 + 16 U/mL (Figura 21).

900
800
700
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400

Actividad proteasa (U/mL)

300

200

100

Filtracién Precipitacion + Filtracion

Figura 21. Actividad proteasa del retenido obtenido tras pasar el permeado de 50 kDa por el
filtro de 30 aplicando Unicamente filtracion (m) y aplicando previamente precipitacion y luego
filtracion (m).

Los resultados obtenidos se compararon con los llevados a cabo por otros autores.
Estos autores aplicaron diferentes métodos de purificacion de enzimas, tales como
cromatografia (Souza et al., 2017; Suberu et al., 2019), precipitacion (Sathishkumar et
al., 2015) y filtracién (Naidu, 2011), los cuales mostraron diferentes valores de actividad
de proteasa (entre 4,6 + 2 U/mL y 903 £ 4 U/mL), siendo inferiores a los obtenidos en el
presente estudio. Sin embargo, en ciertos estudios donde se empled la precipitacion, se
observaron valores de actividad proteasas similares a los obtenidos en el presente estudio
(Moreno et al., 2024; Sathishkumar et al., 2015). En consecuencia, se considera que un
tratamiento previo de precipitacién de la proteasa permite un aumento importante la

actividad tras el proceso de filtracion.
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4.8. Determinacion de la capacidad de detergencia de la proteasa

Las pruebas para evaluar la capacidad de detergencia se llevaron a cabo con la
enzima purificada mediante precipitacion y filtracion con las diferentes configuraciones
indicadas en el apartado 3.2.12. Tras llevar a cabo dichas pruebas, se calcul6 la diferencia
de color de la muestra frente al patron o blanco (tela sin manchar) (AE), la intensidad de
amarillo (IA) y la intensidad de blanco (IB) en los diferentes trozos de tela de lino y
algodon (Figura 21), obteniéndose los datos que mostrados en las Tablas 5y 6. La
configuracién mas efectiva fue aquella que presentd menores valores de AE, puesto que,
a mayor valor de esta, mayor diferencia de color entre la muestra y el blanco (Arroyo
Figueroa et al., 2018). Asi mismo, se buscan valores para la intensidad de amarillo
relativamente bajos y para la intensidad de blanco altos, puesto que buscamos que la tela

no adquiera el color del sustrato y ademas se limpie.

Figura 22. Muestras de tela de lino (a) sin manchar (a.1), tras ser manchada (a.2), aplicando la
configuracion 1 (a.3), aplicando la configuracién 2 (a.4), aplicando la configuracién 3 (a.5) y aplicando la
configuracién 4 (a.6) y en tela de algodén (b) sin manchar (b.1), tras ser manchada (b.2), aplicando la
configuracion 1 (b.3), aplicando la configuracion 2 (b.4), aplicando la configuracion 3 (b.5) y aplicando
la configuracion 4 (b.6).
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Se observo que la configuracion 3 (en la que se adiciono el enzima directamente
a la mancha) es la mas efectiva tanto en las pruebas realizadas en algodon como en las
realizadas en lino. Los valores de AE aplicando la configuracion 3 para lavar tanto la tela
de algodén como la de lino fueron de 8,3 y 10,2 respectivamente. Esto indica que la
diferencia de color en la tela respecto al blanco tras el lavado es minima. Asi mismo, los
valores de IA son de 1,8 y -4,8 respectivamente, mostrando el escaso amarilleamiento de
la tela tras el lavado. Finalmente, los valores obtenidos para IB fueron de 91,7 para el

algodon y 89,8 para el lino, lo que muestra el poder blanqueante de la configuracion 3.

Tabla 5. Valores de AE, IA e IB obtenidos en las diferentes muestras realizadas en tela de
algoddn antes de lavar y tras el lavado.

AE 1A 1B
Blanco (tela sin manchar) 0 -20,7 85,4
Tela manchada con sangre 61,9 64,3 38,1
Configuracion 1 (H20) 18,5 19,2 81,5
Configuracion 2 (H20 + DET® + ENZ®) 9,7 1,1 90,3
Configuracion 3 (H20 + DET® + ENZ®)) 8,3 1,8 91,7
Configuracion 4 (H20 + ENZ®)) 17,0 15,4 83,0

@ Detergente; ® Enzima (proteasa)

Tabla 6. Valores de AE, IA e IB obtenidos en las diferentes muestras realizadas en tela de lino
de antes de lavar y tras el lavado.

AE Yl Wi

BLANCO (tela sin manchar) 0 -22,5 83,9
SANGRE 71,8 514 28,2

Configuracion 1 (H20) 15,0 8,6 88,0
Configuracion 2 (H20 + DET® + ENZ®) 12,6 53 87,4
Configuracion 3 (H20 + DET® + ENZ®)) 10,2 -4,8 89,8
Configuracion 4 (H20 + ENZ®)) 10,7 -3,3 89,3

@ Detergente; ® Enzima (proteasa)
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Los resultados del presente estudio indicaron que la proteasa purificada podria
usarse como aditivo detergente en el sector de lavanderia. La eficacia de las proteasas
microbianas para la eliminacion de manchas proteicas, especialmente de sangre, ha sido
documentada en la literatura, tanto utilizando la enzima en su forma cruda como
purificada (Liya et al., 2023; Contesini et al., 2018). La aplicacion de proteasa fangica
sobre sustratos proteicos en combinacion con una determinada concentracion detergente
era efectiva para eliminar manchas de sangre humana de telas de algoddn, lo que sugiere

su posible aplicacion como aditivo en detergentes (Chimbekujwo et al., 2020).
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio demostrd que los tratamientos hidrotérmicos de los lodos
activos resultaron adecuados para obtener sustratos de interés para la biosintesis de
proteasas a través de la fermentacion bacteriana con B. licheniformis. Asi, se obtuvieron
11,1 £+ 0,8 g/L y 11,3 = 0,8 g/L de biopolimeros tras 60 minutos de tratamiento por
hidrolisis térmica (HT) y oxidacion humeda (OH), respectivamente, a 140°C y 20 bar. En
lo relativo a la fermentacion con B. licheniformis, los mejores resultados se obtuvieron
con el lodo tratado mediante OH, alcanzandose una actividad de proteasa de 620 + 17
U/mL.

El empleo de la precipitacion con sulfato de amonio seguido de filtracion por
centrifugacion con un tamafio de poro de 30 kDa result6 ser el método mas adecuado para
la purificacion de las proteasas, obteniéndose actividades de proteasas de 806 + 16 U/mL.
Estos extractos enzimaticos purificados pueden considerarse candidatos prometedores
para su empleo en aplicaciones de detergencia o limpieza, concretamente para la

eliminacién de manchas de sangre en diferentes tipos de telas (algodén y lino).

Por lo tanto, los tratamientos hidrotérmicos de los lodos activos de depuradora y
su posterior fermentacion con B. licheniformis se considera una estrategia prometedora

para la gestién de dichos lodos, asi como la obtencion de productos de alto valor afiadido.
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6. SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

ABS Absorbancia

DO Densidad 6ptica

DQO Demanda quimica de oxigeno
EDAR Estacion de Depuracién de aguas residuales
GRAS Generally Recognized As Safe

IA Intensidad de amarillo

IB Intensidad de blanco

LA Lodos activos residuales

OH Oxidacion humeda

HT Hidrolisis térmica

SPE Sustancias poliméricas extracelulares
SSF Solidos suspendidos fijos

SST Sélidos suspendidos totales

SSV Solidos suspendidos volatiles

Simbolos griegos:

AE Diferencia del color de la muestra frente al patrén
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