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l. INTRODUCCION 

En los últimos años en M~xico, se tienen dificultades para o~ 

tener agua en cantidad y calidad adecuadas para las diversas 
' 

actividades del hombre¡ por ello, se ha pensado seriamente en 

la reutilizaci6n del agua de desecho, siendo un requisito in-

dispensable para ello, el tratamiento previo (Norouzian, 

1984¡ Aguirre, 1986). El tratamiento biol6gico de aguas de 

desecho, persigue eliminar la materia biodegradable de las 

aguas residuales y consiste en acelerar el desarrollo de los 

microorganismos encargados de efectuar los procesos naturales 

de autodepuraci6n de los cuerpos de agua (Montejano, et al, 

1968¡ Kornegay, ·1968¡ Norouzian, 1984). 

Los procesos biol6gicos de película para el tratamiento de 

aguas de desecho han tenido gran ~xito en los últimos años, 

desde que la utilizaci6n de materiales plásticos se ha vuelto 
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prlictica comCin. Estos procesos han. demostrado.' s~n~illez y s~ 

guridad en su Óperaci6n con respecto. a.· otró~ '.~.i
0

~t~~a:~· '~on~en:.. 
cionalei uha'revisi6n cronol6gica d~ • l~s desarrollos ~~ogresi 

· · :,;·;e,_-;• • ·,;·:, · · · · ·· , .• 

vos de las pf!ií_c.ula:s fijas,· nos da una· r.elaci6n· hist6rica sis. 
. ··- . .. . ·. ' . 

nificati~~tri)~~~jf~~ri~~'t;~;.de al:gu~a in~nera el futuro de la 

aplicaci6n dé,'las!Iliismas:¿(Béneff~ld, ···1980; Brayers 1 19 82 ¡ Gra 
·, •,• -·._· :·.-,_ . .-.- .::·;:::~·~,>:::,\~;:·':~f;/.~;;.::;:>~~~~i-~i:f{:llf?:)~)\"~~~;::'.-. - .. ·,_ .. _- .. :_-- '". ' 

dy, 1982; Peters:;y.':Alleman•;-~·1982) ¡ · el presente estudio se en-
.·". < - _.:~· :.::_.::-.. ?:··_:'. 1:~_~:!_ .. ::_-;:;:f(::;;;::i:;;~~r'.:--~~~H,:-~~:;~:-.. '. -·- ": . · -

foca a en procesos'•l:Íiol6giccis de película fija rotatoria. 
. ·:~: :-;~-:-};;~~¡1~~~~:··0:.·_:_-~: __ ,,~. ·_'. 

La utilizaci6n de aguas de desecho en riego de áreas verdes y 

bosques, en irrigaci6n de ciertos campos agrícolas y en algu-

nos procesos industriales, presenta problemas generados en el 

desconocimiento de algunos de los procesos básicos involucra-

dos en el tratamiento biol6gico (Metcalf ;& Eddy, 1977). 

La cantidad de informaci6n generada por la investigaci6n des-

de 1970 es superior a la generada durante el resto del siglo 

20, exclusivamente en películas biol6gicas. A pesar de esto, 

'el conocimiento que se tiene sobre los mecanismos involucra-

dos en la utilizaci6n de nutrientes (eliminaci6n de contami-

nantes) en películas biol6gicas aún presenta muchas interro-

gantes, originadas en muchos casos por la carencia de un mét~ 

do eficiente para la determinaci6n de parámetros cinéticos. 

El conocimiento de la cinética de los procesos biol6gicos es 

esencial para la comprensi6n de los mecanismos de la degrada­

ción de sustratos y de los factores que los afectan. Asimis-
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mo, permite al investigador desarrollar procedimientos de di­

seño adecuados al caso· por tratar (i:or7is,. l976; Grady, 19 82) • 
; '' ·~_.; ··' ., ; : .y;:-' >." ' . '' ·.-·: . ': : . 

. '' : .,.-, .. 
. . ~- ;; -: 

·, .. 
.. . -.«:· 

El objeto ~e e~tudio •de• la presenj:e i,~~E!~ti'gii'ci6n es }.~,)1E!t~r · · 

minación de la' cinética de pE!ll:cuÍas bioi6gi~~~~ ·. ·~!l ~a pi~-:•'·•·· 
•( . :_\::,. 

sen te tés is se abordan dos aspectos de tal dE!tE!ririina~fón: . }l 

se desarrolla y concreta un método para hacer. determiA~~ibI1~~< 
, .. ,. 

de la cinética de la degradación de sustratos en pelí~l.lia'~ . 

biológicas aerobias; y 2) se determinará en. primera.· instan.;; 
.--- .. ' 

cia dicha cinética. 

." , .. 

Dentro de los alcances del trabajo se consideran: 1) la 

construcción del aparato que permita c·Ónocer los pasos de la 

degradación de sustratos a través de la medición del oxígeno 

consumido durante la degradación. Con objeto de que las pelf 

culas utilizadas durante la experimentación tengan las mismas 

características que las películas utilizadas en plantas para 

tratamiento de aguas de desecho domésticas, serán generadas en 

el biodisco que se encuentra en la Planta para Tratamiento de 

Aguas de Desecho de Ciudad Universitaria; y 2) la determi-

nación, en una primera aproximaci6n, de la cinética de la de-

gradación de sustratos -acetato de sodio.y glocosa- por pelí­

culas biológicas fijas rotatorias. 

Se sugiere un diseño experimental empleando el modelo aquí de 

sarrollado para determinar en forma más precisa y confiable 
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la cinética de la degradaci6n de sustratos utilizando acetato 

de sodio y aguas de desecho domésticas, de la Planta de Trata 

miento de Aguas de Desecho de Ciudad Universtiaria. 



2. CINETICA ENZIMATICA EN PELICULAS BIOLOGICAS 

Las bacterias abarcan una cantidad enorme de actividades meta 

b6licas y se ajustan rápidamente a los cambios del medio. La 

gran diversidad metab6lica presentada por los microorganismos 

asegura que la mayoría de las sustancias orgánicas naturales, 

introducidas en un medio acuático, sean utilizadas y transfo~ 

madas por los microorganismos. No ocurre lo mismo con las 

sustancias recalcitrantes o de lenta degradaci6n, como son 

los detergentes, herbicidas, pesticidas y otros productos in­

dustriales sintéticos. 

Algunas bacterias presentes en ecosistemas acuáticos natura­

les se adhieren a superficies s6lidas como los cascos de los 

barcos, muelles, embarcaderos, rocas, y plantas y animales 

acuáticos, formando sobre ellos una película biol6gica cuan­

do hay cantidades adecuadas de nutrientes orgánicos, sales 
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minerales y oxígeno disponible •. · Estas. comunidades se caracte 

rizan por· vi~ir dentro 'de •una ~atiii. gel,, tinos a, producida 

por los' mismos nÍic~oorgaríismos ;' algiino~.'ae los cuales 
' ·- ' ' . --- ' -· 

::,- :~i .;,.-.!'.· ·: ;c.·:."-' 

pueden 

moverse libremente dentí:(). de!'ella::·•{El' crecimiento de la pel_f 

cula continúa hasta que ·{a·~G~~~f;l;2f~s6lida está totalmel\te 

cubi~rta (Hoehn y Ray, 19,~}\1;~~~E-,{~82). 

2. 1 Pel-lc.ulaó b-l~l6g{c.a~i,,~¡\!h;úte~1aó de .tJLa.tam-len.to de aguaó 
-·-i' -. ,., 

de de-1> echo.· ·"· · 

Las películas biol6gicas utilizadas en sistemas de tratamien­

to de aguas de desecho son similares a las que se desarrollan 

sobre piedras que se encuentran en el fondo de algún río o 

arroyo que recibe una descarga de aguas de desecho. Los pro­

cesos biol6gicos son parecidos en los dos casos. 

La película biol6gica efectúa la degradaci6n del material or-

gánico soluble y coloidal que se encuentra como contaminante 

de las aguas de desecho, además de poder llevar a cabo los 

procesos de oxidaci6n de amoniaco (nitrificaci6n) cuando exis 

te un exceso de oxígeno disuelto en el agua. 

Como ejemplo de películas anaerobias, se pueden mencionar los 

reactores empacados anaerobios y los de cama fluidizada. 

Existen sistemas de tratamiento de aguas de desecho con pelí-
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. . 

cula biol6gica aerobia o con película .anaerobia. Los proce-
, -, .. ·-.-;:; . :;; 

sos biol6gicos que :s·e i:ei:i.iiz~l'lieri ~ada urio de ellos son total 
;'~:. :--_\·· __ :'/'. .,, .. ;,_ . -

mente diferentes , __ ·i'jeinp1()'de películas aerobias son los que 
'. . ,_" -_- .'; :_·-~ -: : ·-_·::_ :_}!/:. '.i'.t:_'.; --~':':-·:.-'i~:-','. ·: 

se desarrollan en filtros·percOladores biol6gicos o en contac 
. .. .. h::::~'.;);:_':-:·,-;·{)~-~-_-;:·:·. ·-· . -

tores biol6gicos ::rotatorios, 
... ·.--.¡.;_~,· 

.. _-- _- -T::-.:r:~;-~-'.-_:::(>< . ~ -

Los filtros ana~rbb~~s empacados consisten en un cilindro 11~ 
no de algún material inerte sobre cuya superficie se desarro-

lla la película biol6gica. De forma diferente al filtro per-

colador biol6gico, la película se encuentra sumergida en el 

agua de desecho, ·1a cual puede circular de forma ascendente o 

descendente. 

Los reactores de cama fluidizada son cilindros en los cuales 

el agua de desecho siempre fluye de forma ascendente con obj~ 

to de mantener en suspensi6n al material inerte que sirve de 

soporte a la película. Es otro ejemplo de sistemas anaerobios. 

Los filtros percola_dores biol6gicos tienen corno soporte de la 

película algún material inerte sobre el cual se rocía el agua 

de desecho, la cual escurre sobre la película biol6gica, en-

trando en co~tacto con ella. Por el volumen libre entre el 

material de soporte circula aire para proveer de oxígeno a 

los microorganismos. Es un sistema aerobio muy difundido. 
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Los contactares biol6gicos rotatorios o biodiscos constan de 

una serie de discos de material inerte, montados sobre una 

flecha"común y sobre un tanque de tal forma que los discos se 

encuentran parcialmente sumergidos en las aguas de desecho. 

Al girar el tren de discos, la película biol6gica que crece 

sobre· los discos entra, de forma alternada, en contacto con 

el aire y con el agua de desecho. 

Una gran parte de los estudios realizados con biopelículas en 

sistemas de tratamiento de aguas de desecho se ha enfocado 

principalmente a la degradaci6n de la materia orgánica y a su 

relaci6n con el crecimiento y formaci6n de la película (Hoen 

y Ray, 1973; Bryers, 1982; Grady, 1982). 

2. 2 Fo1t.ma.c.i.6n de. la. b.i.ope.l.lcu.ea. 

La formaci6n de una biopelícula sobre una superficie expuesta 

continuamente a un líquido que contiene nutrientes es el re­

sultado neto de procesos físicos, químicos y biol6gicos, ta­

les como: 

Transporte y adsorci6n de mol~culas orgánicas en la su­

perficie. 
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Transporte de microorganismos hasta la superficie. 

Adhesi6n de los microorganismos a la superficie. 

Transformaciones microbianas producto de la actividad 
, 

metab6lica: crecimiento y producci6n de polimeros e~-

tracelulares, los cuales produce la biopelicula. 

Separaci6n parcial de la pelicula causada por la fuerza 

cortante del agua sobre la película. 

Los tres primeros puntos comprenden la etapa de inducci6n e~ 

racterizada por la formaci6n de una capa primaria de microoE 

ganismos sobre la superficie s6lida inerte. La segunda eta­

pa es la de acumulaci6n, la cual se caracteriza por dos fa-

ses: la primera, de acumulaci6n por crecimiento hasta alean-

zar la segunda fase, de acumulaci6n constante, en la cual el 

espesor de la película es constante debido al equilibrio que 

se establece entre desprendimiento y crecimiento {Truelar y 

Characlis, 1982). 

De lo anterior se desprende que el espesor de la película de­

pende de la rapidez de crecimiento de los microorganismos y 

de la acci6n mecánica (fricci6n) que existe entre la pelicula 

y el agua. Los procesos anteriormente descritos se encuen-

tran representados en la Fig 2.1. La acci6n de organismos de 
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predadores, o de organismos que utilicen la biopelícula como 

fuente de alimento, puede afectar tanto el desarrollo de una 

película, como la forma de crecimiento de los ll\icroorganismos 

y el espesor de la misma. 

Tle.IPO 

FIGURA 2.1. Desarrollo de la biopelícula 
(Hoebn y Ray_, 1973) • 

2. 3 A.tgu110<1 11<1pee:to<1 de la m.i.1!11.ob.i.olog.<.a de'pe.f..<.C.~l~<I b.i.o.t6-

g.i.e11<1 en <1.i.<1:tem11<1 de b.i.od.i.<1 eo · 

Observaciones al microscopio de películas formadas en siste­

mas de biodisco, revelan que están constituidas por estratos 

de organismos morfol6gicarnente diferentes, entre ellos, 90 a 

99% son bacterias. La capa más superficial de la película 

esta compuesta de bacterias filamentosas entretejidas, y la 

capa basal presenta bacilos y riquetsias (Alleman, 1982; No-
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rouzian y Deloya, .1984i Rittman.y McCarty, 1980a); · 
:,·, . 

•.... .. , .. '._f/'-i'. ';¿ :~··: _·:;·:·;. < 

Norouzian (1964) y Norouzian y ~~loY.ai(l~B}l'.(en estudios acer 

ca de la microbiología de hio~i,~~~~~?~;Tu~:k~:~~·ax~.~ 'presencia de 

bacterias organotróficas, ni trifica!\:t:einy eureolíticas, repr~ 

sentada, cada una de ellas, por· varias .. especies. 

Las bacterias organotróf icas requieren componentes orgánicos 

como fuente de carbón y energía; son un grupo muy importante 

en términos de tratamiento de agua de desecho doméstico, dado 

que son los responsables de la degradación de la materia erg! 

nica; entre ellas se encuentran las bacterias filamentosas 

Spha.e.1tot.U.u1i 11a.ta.111i, Noea.Jtd.la. 1ipp., Th.lotlt1t.lx 1ipp., Nolitoeo.l­

da. l.lm.leola., Ha.l.llieome.11oba.ete1t ltyd1to1i1i.l1i, y M.le1to.tlt1t.lx pa.1tv.l-

e.ella.; las bacterias nitrificantes son responsables del proc~ 

so{d~ '1a nitrificaci6n, proceso muy importante en el trata­

mi.emt.00de agua. La oxidación de amonia a ni tri to y finalmen­

te, :a. 11.l.t1ta..to,involucra bacterias de los géneros N.l.t1toeoeee1.11i, 

N.lt1to1ioma.1i y N.lt1toba.ete.1t; y en la tercera categoría importante 

de bacterias, las ureolíticas, encontramos al género P1to.te.1.11i 

como el más conocido e importante (Norouzian, 1984). 

Los microorganismos que llevan a cabo los procesos de degrada­

ción de materia orgánica son, principalmente, las bacterias; 

no obstante, los procesos de la película se ven afectados tam­

bién por hongos, protozoarios y algunos metazoarios como nemá-



12 

todos, rotíferos, crustáceos y gusanos planos, (Moreno, 1985 y 

Norouzian, 1984). 

Los hongos degradan materia orgánica y, en las últimas etapas 

del biodisco son fuente de alimento para los protozoarios, ro 

tíferos y gusanos planos (Moreno, 1985 y Norouzian, 1984). 

Los protozoarios juegan un papel importante en la remoci6n de 

materia orgánica s6lida. Muchos"ciliados y amibas, al igual 

que algunos flagelados, engloban partículas de detritus (Mor~ 

no, 19 85 y Norol,lzian, 1984) • Este importante grupo es indica 

dor del nivel de contaminaci6n del agua; así, los desechos p~ 

bremente degradados presentan mayor abundancia' de ellos y, me 

nor, cuando los desechos están muy degradados. La presencia 

de ciliados indica un ambiente estable (Norouzian, 1984). 

Un gran número de especies de protozoarios se alimentan de 

bacte:i;ias, controlando así el grosor de la película (Norou­

zian, 1984). 

Los nemátodos, los ritíferos y los crustáceos juegan un papel 

importante en los procesos de la película fija. Algunos de 

ellos se alimentan de bacterias controlando, consecuentemente 

el grosor de la película (Moreno, 1985). 

Los metazoarios agregaros en la biopelícula son todos aero-
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bios estrictos y, por lo tanto, se establecen en la superfi­

cie de la misma. Los rotíferos son los metazoarios dominan­

tes y consumen numerosos cfunulos de bacterias (Moreno, 1985). 

Al remover constantemente la película a causa de su movimien­

to, los gusanos planos, ,permiten la difusi6n de oxígeno a las 

capas más profundas, favoreciendo consecuentemente la descom­

posici6n de materia orgánica por vía aerobia (Moreno, 1985) • 

'La microbiología de los biodiscos está solo parcialmente est~ 

diada, se sabe sin embargo, que los microorganismos de pelíc~ 

la fija son similares a aquellos de lodos activados; la dife­

rencia estriba en la sucesi6n de comunidades que se genera en 

los sistemas de película fija {biodisco, filtros percoladores) 

a diferencia de las poblaciones uniformemente mixtas de los 

lodos activados (Moreno, 1985). 

En los casos de los contactores biol6gicos rotatorios, la pe­

lícula biol6gica se encuentra en contacto, de forma alterna­

da, tanto con el agua de desecho contenida en el tanque del 

sistema, como con el oxígeno del aire. Esto origina que la 

película siempre esté cubierta de una capa de agua a través 

de la cual se difunden los nutrientes: material orgánico e 

inorgánico contenido en las aguas de desecho y oxígeno molecu 
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bios estric.tos y, por lo tanto, se establecen en la superfi­

cie de la misma. Los rotíferos son los metazoarios dominan­

tes y consumen numerosos ct'.unulos de bacterias (Moreno, 1985). 

Al remover constantemente la película a causa de su movimien­

to, los gusanos planos, .Permiten la difusi6n de oxígeno a las 
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posici6n de materia orgánica por vía aerobia (Moreno, 1985) . 

'La microbiología de los biodiscos está solo parcialmente est~ 

diada, se sabe sin embargo, que los microorganismos de pelíc~ 

la fija son similares a aquellos de lodos activados; la dife­

rencia estriba en la sucesi6n de comunidades que se genera en 

los sistemas de película fija {biodisco, filtros percoladores) 

a diferencia de las poblaciones uniformemente mixtas de los 

lodos activados (Moreno, 1985). 

2; 4 V.l6tth.l6n de 1rntll..le11.te.1 ett pel.Cc.ula.h a.eJt.obia.h 

En los casos de los contactores biol6gicos rotatorios, la pe­

lícula biol6gica se encuentra en contacto, de forma alterna­

da, tanto con el agua de desecho contenida en el tanque del 

sistema, como con el oxígeno del aire. Esto origina que la 

película siempre esté cubierta de una capa de agua a través 

de la cual se difunden los nutrientes: material orgánico e 

inorgánico contenido en las aguas de desecho y oxígeno molecu 
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lar (ver figura 2.2). 

AJRE AGJA DE 
1 

PELIC\JLA PELICULA 
" DESEOO 

1 
LIQUIDA " BIOLOGICA '• f 1 

'• . ' .: 
º2 nutrientes: ' •' 

donadores yl difusi6n .r .. 
aceptores ~en la .. 
de electro- pelicul ;, difusi6n 

nes -...:liquida en la 
1 ·. pelicula 

1 1 ~· biol6gica ~ 
,, ~ '6 

1 
·'' reacc1 n 
:; difusi6n f ..... 

1 'en la ¡<;lifusi6n 
hen la . pelicula 

productos ~ pelicula : biol6gica 

COz :: 
• 

1 
liquida !• 

1 ~ 
~ 

FIGURA 2.2. Diagrama de los procesos involucrados en el 
transporte de nutrientes y productos en la bio 
película (Harremoes, 1978) . 

El agua de desecho contiene los nutrientes, los cuales· se di-

funden a través de la película líquida que se forma sobre la 

película biol6gica. De forma similar el oxígeno del aire se 

difunde a través de la película líquida para, junto con los 

nutrientes, alcanzar la película biol6gica en la cual se di-

fundir~n hasta las paredes de las células. Posteriormente, 

los nutrientes son introducidos a la célula para ser utiliza-

dos generalmente por medio de reacciones redox. La célula 

expulsa los productos del metabolismo que ya no le son 6ti-
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les, los cuales se difundirán, primero a través de la pelicu­

la biol6gica, y posteriormente, a través de la pelicula liqui 

da para quedar en suspensi6n o soluci6n o para ser arrojados 

al aire. 

2.5 Metaboliamo ae~obio 

Algunos autores describen el proceso de utilizaci6n de sustra 

tos acompañados de la utilizaci6n de oxigeno molecular en 

reacciones aerobias (Gaudy et al, _1973; Williamson y McCarty, 

1976a; Williamson y Mccarty, 1976b; La Motta, 1976; Rittman y 

McCarty, 1978; Harremoes, 1978; Rittman y McCarty, 1980a; 

Rittman y McCarty, 1980b; Bryers, 1982). 

Las reacciones metab6licas que se llevan a cabo durante la 

utilizaci6n aerobia de nutrientes son diversas y muy comple­

jas. En la figura 2.3 se presentan en forma esquemática, los 

principales pasos del metabolismo aerobio y la importancia 

del oxigeno molecular dentro del proceso. 

La Motta, 1976; Williamson y McCarty, 1976a; Williamson y Mc­

Carty, 1976b; Trulear y Characlis,1982; Bryers, 1982 y Harre­

moes, 1978 señalan que las reacciones enzimáticas que se lle­

van a cabo dentro de la célula son reacciones de saturaci6n 

que se comportan según la teoria de Michaelis y Menten. 
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Como se observa en la Fig 2.2los pasos involucrados en el 

aprovechamiento de nutrientes por unapelículabiol6gica afeE_ 

tan la reacci6n global de difer~~t~s idilll~~f-.t~reacci6n glo 
. ' - . ; ;. ;:·_,'>_~:·_·~---' -:·. _,-._ ?:<·:' : .•: . . -

bal que conduce a la eliminaci6n Cie•nutri\irltes involucra la 
·_. - '.:<:;~~:~~~~;~~¡;:i:~l;;:~~:-~-\._:_c_..-' : 

difusi6n tanto de donadores de electrones f. (material orgánico) 
.. · .·:;:f_:/~{;-~\f~~c\:.C::::,-·;- ·;,-_:_::·- ·· · 

como de aceptares de electrones· (oxígeno),•a través de la pelí 
.'-":-~:~·._y,\'"• . . . -

cula líquida que se forma sobre·la película biol6gica, difu-.. ·· - . -.' .-· ,_, ,··"•' 

si6n de los mismos hacia el interior:;'de._la película biol6gica, 

la reacci6n enzimática fuera y dentro. de las células, la di fu 

si6n de productos metab6licos hacia el exterior de la pelícu­

la líquida. Har~emoes (1978) menciona que cualquiera de es­

tos pasos, principalmente'la difusi6n de nutrientes y la reac 

ci6n metab6lica, pueden afectar el proceso global de forma 

importante, por lo cual se debe considerar y analizar el efec 

to de cada uno de dichos pasos sobre la rapidez de la reac-

ci6n global. 

2. 6 Cútét.lc.a. e11z.lm<1t.lc.a. e11 pel-Lc.ula.ó a.e11.ob.la.ó 

Harremoes (1978), señala que, cuando el espesor de la pelícu­

la es lo suficientemente pequeño para que permita la difusi6n 

de nutrientes hasta el fondo, los efectos de la difusi6n se 

vuelven despreciables y solamente la reacci6n enzimática con­

trola la reacci6n global. Esta afirmaci6n concuerda con los 

resultados de los trabajos de Hartmann et al (1971) y de En-

gelmann (1978), los cuales fueron realizados con fl6culos sus 
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pendidos y no con pel!culas •. El hecho de,que se haya trabaja­

do con flóculos y no con pel!culas no invalida la comparación, 

ya que en flóculos también se observan los mismos fen6menos de 

difusión en pel!culas. 

Considerando que el paso que controla la rapidez del proceso 

degradativo es la ·reacción enzimática, entonces el proceso pu~ 

de describirse por medio de la teor!a de Michaelis y Menten. 

Aunque durante los procesos metabólicos intervienen una gran 

cantidad de enzimas, solamente una de todas las reacciones en-

zimáticas contro~ará, nuevamente, los procesos enzimáticos, 

principio que se conoce corno del m!nimo esfuerzo de Liebig 

(Hartmann, 1971; Wilderer, 1976). 

Michaelis-Menten postulan que un sustrato reacciona con una en 

zirna para formar un complejo enzima-sustrato, el cual puede 

descomponerse para formar nuevamente la enzima más el sustrato 

o para formar la enzima más un producto. A continuación se 

presenta el postulado de la reacción. 

E + S ----· ES ~ E + P 11 ) 

La ecuación que se obtiene de la reacción anteriormente prese~ 

tada es 
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FIGURA 2.3. Principales pasos en el metabolismo aerobio 
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1 

dS S · 
= V = VmaX 

d.t Km +. S 

donde 

v rapidez de reacci6n¡ 

Vmax rapidez máxima de la reacci6n; 

Km constante del valor medio¡ 

S concentraci6n de sustrato; 

.t tiempo. 

19 

( 2) 

La representaci6n gráfica de la ecuación de Michaelis-Menten 

es una hip~rbola_y, dependiendo de la concentraci6n de sustra 

to, la reacci6n puede presentar 6rdenes de reacción que osci-

lan entre O y 1 (ver Fig 2.4). 

V tangente inicial: 

vmax 
reacción de primer orden 

asíntota: 
reacción de 
orden cero 

s 

FIGURA 2.4. Hip~rbola de Michaelis-Menten 
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Con objeto de simplificar el manejo de los datos, Lineweaver 

y Burk proponen utilizar una forma linearizada de la ecua­

cilSn de Michaelis-Menten: (Segel, 1976, Christensen y Palmer, 

19 BO l . 

: 

V 

1 

s 
+ l 3) 

Graficando l/v contra l/S se obtiene una recta cuya pendiente 

es Km/Vmá~ y la ordenada al origen 1/Vmáx (ver Figura 2.5). 

1 

V 

1 

1 

s 

FIGURA 2.5. Gráfica de la forma linearizada de la ecuacilSn 
de Michaelis-Menten por Lineaweaver y Burk. 

Al integrar la ecuacilSn de Michaelis-Henten, considerando las 



condiciones iniciales S = S
0 

y t = O se obtiene la ecuaci6n 

de Henri: 

21 

Graficando {S
0 

:' S) /t contra ,t'ii'(s.;t:s)¡t se obtiene una recta 

con pendiente ig~al a -Km y orden~d.a al origeri Vmáx ·· (ver Fig 

2. 6) . 

S -S o 

t . 

1. so 
ln 

···t s 

FIGURA 2. 6. ¡,e¡;.resentación gráíica. Ce la ecuación C:e Walker 



3. ' RESPIROMETRIA 

. 
_': .--.-.-'(· :-·" - - .. - .' 

La respi~~;~~f,}'\h~;.;~A~~; ~t;;~ª,di·id~. ?; .. ~~,;~.o,s,~~ra. llevar· a 
cabo estudios•,,:ciriéticos.,'relacioria'dós "con ;el>. consumo· O•,lapr.9_ 

du~ci6.n:~f_\~::::~f/ff~i!,.~f :Jiff~a~~~~~;J[~~i~~:~~.!~~f~··pÜiq~~··su· ··prin~ 
cipal 'aplicac16n'1es'!~laióinedici6n2!del'; coíisümo o' demanda de oxí 

geno poi·~fg~-~~~fJ~K;,f;~~g~·(~J{,)~~g~I/iWlf~~~?q~~ ~tiiizan el oxíg~ 
, · ~- ,,·, '')';:-~,:~1 "':r~~~~tf;·':~;:;··<"·~:~s:;~~-:t~ ~,t::"-,,_.,, __ ,_":~~~J;_--;>\::.::.'. :_ : .. ;. ;:',: ·· 

no atmosférico':' comór:óxidante; ,/1/ ·j ,·,. 
--'.._ :._:-:,~~:tb{;:f ~?~1-~~~fi:f ;h1~'.;~~i\)~~:-~:Y:'., :-;:~~,·:~:i:?:. · :~~-:: .: :_:·: __ ~:~_-) ·: -

._ ·; ,;;-;~-- ·~:: :;::.~~,~~~~ ;;_~; !~-~;.~~~ ~:-~:~~".:~-r~ ;~~x::: ___ ,; ,._. · 
Las. pr1meras·.med1c1ones realizádas para 'determinar la cinéti 
. -_. :·. _': -:·J; .. ::_'.::'.1.;:·_;_;,:~:;:~\i:\~~:\:)·:t~-~~-;>·!;(. _'.·:,: ;·. ---.' ..... '• ': 

ca .de·•absoi:ci6n:,de• oxígeno .en gl6bulos rojos la realiz6 WaE_ 
'-._-,,_.·. ' -- . 

bu~g aJr~Üf~· la :primera mitad de .los años veinte en Alemania 
• - ''--, ,.,_ ,_,e_.' • .- <•.; _., , • 

(Lehriirige~; 1976) .. Para efectuar sus Ínedié:iOnes, Warburg d~ 
··-,· ._ ,: .' :·'• ·_:-> - ·:-- ·- ._· 

sarr~ll6 un aparato. que posteriormente se llamó "Respir6me-

tro wa·rburg" Y. que en la actualidad se sigue utilizando. 

Desde su desarrollo, el respir6metro Warburg ha sido utiliza 



do en innumerables. estudios de c-i~ética .. enzimática. Dentro-· 
( 

de los estudioscrealizádos :.eri aguas de. desecho•: ha sido utiÚ . . -. ' ....... , ..... - -·-·-· .. "- '. '··. ,'• ,- -, . -... - ' ' -'. .- - ·:-

23 
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consumen también oxígeno. .Así, la respiración endógena de p~ 
. . . ' ' 

blaci~nes ~iktas se consiera cómo: la respiración.·. originada 

por. la.· .Pº~f{.~.·~~f),~.~~~~;I~~);i?r~(f·;·~f~i~,~(~~~·'.~r R~~~ .. f~it~enen 
acceso ª' nutrientesSexógérios ;<'\ La;h:espiraé:'iói'l endógena• no tie 

. , _ .:·, -- ~-: . :' : -: ,;;:·'.:_:~;~~:::~_-,'./i-iki~~~~-f _;{Y~f ;~;~:~:.f~:-~{~,rf :}~%:)t7t t~ :f -~~;}:':;)-/t;:·t:~-~~'.'.-:.'.~·fr~?;; fa~;ó;:1i1i'ii1~~::gi~rt\L:~¡.;i:?;f :>y:{(_::::::·-__ .-.-: - - -
ne un.· val.C?I _co11sta,11te;;par.a•\un~•.'c1~.1:e;rrninac1a]pOblación,ya ·.que 

~-:_,;:; :~ ~;~: \~4fr;~LX ;~~;t:~:-X~:-:i-t'.~;;;.};'.~-~'./t~;:i::{~.-~:: ._:~~};'.;;.~~::f~;;~~- i¡~:t; :?~~~'.if.i{~:;·_:·~-~~!~:_;.~J~~)ifti~~}L:t::i.:~·.,~'.:,~ -:-_, - -, 
cambia, ;dependiendo,::dél;\éstado::;•fisiológfco .. \'de'7los.organisrnos . 

.. . ···.· . ·.·.·· · .. : "~~ {~··.ir~;,::~~\:i;.~.r~~~/;\·Yf::.~t1·i~~'.?~1f1{~·~~;~r :: ... : · · ·· · 
se .. ha obseí:vadéi~,é;iu.e ·el-':valor'~'de,:'Ta,·respi'ración~·de· una.· célula 

- . -: _:~-- :-~: ... _:~-::.-~}'.:~ ;~&~-~;:;\t:~;i~f~tt_~;t;~;·:;~~~~;f;1~::0-~~:J~:t{;~'.~~: :~i;:~:~~~t~~~?~~'.t1~~k~~:t~~tJ~f~ii;;/.1}_~ ·:;\:;; .. :.-::-:;·:~ ! -_ 

a urnenta ·::considerablemerite)'en~!,el:)'m()inehtc:i7~e'iifel~:;qUe;.se ... 1e pro-
-·:. · · · : -:.:_'-"--_:·'_·' '.' >.--~j,! :1_-.j1'.:: ::: 1:?;~~:-~\::f t~~~~-~~i~ _;:¿~:~~:~!;;~2f_~:~)¡;::~:;-:::{~-~~-'.;;~;~;:7~~{:f ~.1~?~~·~0Jjf 1ii·~i!it1~J(f ;;z:~~;\:·f ~;'iD!:i:_~.'.;~¡ :;·--'~> ,·-_-. 

porci.ona .iUnfsUstratotenergétic_o:•,, (por:C:ejernplc:iii.9 l.ucc:isá o ·aceta 
. ': ..:- :,- >'.:::-~t{:'.~'¡;:~~~~~'.~~Y;:~:y~~~;~;ii)~~rit~~~}}};·:-~;~~7JS~~Y{;;~~,¡.~Jd·~){t~!~;1~}~t~il;i~~~~f ;~ff :?~~:~<~:lJ;~1;trt·~'.-,_'.,:-: ~ ;': ;_· .--' ( ~ 

to de sodio) ·.;,·;.;ElT:valc:irfdé•llá':respira·cióri'l)'set"inant:iene. sobre· 
·' -:- -.: . _ ._ --:\~:~1f \~t:.:'.s:t:!~ ::~:!:f ~\:it~7~~~~Ó~;}~'.;~~:_¡;~'.,f t~-é~~~~{?;;~~g~i(_f :~.1'.~f~}~·;!/~~).~~;~:~i:~0~fr~~~,~:t-~:::?~~~:::·P· ::;:. :_:_ .. --~- .. - _. · 

el· valo,r ·_dejla' respiración;hendógená:~hastá:•~que·:¡.el'.i;sustrato. exó 
· · ··: :. ·. :.;'_:.- -~:::~;;':::~-~:?:~~: 't~~~~-~i~:;;~::~;5_:~;!tri:.~~:~1m~;~~~~z~~!~?~:~~é~,J~~fr~~t~.~~~t~t~?·~~v:0H~~~;1:·~:·~~\}_?·'.~¡~!~.: -",~~:- ·_ -. 

geno. se .. ·•agc:ita'Cy';•:•J.entopces;5r,r~gr_ee;a~~¡¡l'g;.yalp¡:~;.dej:Ta•respiración 

endógena ...•... · ... -~a;;·~~1~:~~ti~~~i;~~~;tt~~í~~~~~~~i~~~~~t~~f ?:f~i~-~,d~cc ión 
celular durante'!é.E'experirnentc:i,'.\(Wunrinan'n/;rl9.6,4 r·;! "'La• respira-

-~ ~- ··~.-:·:>'.;: ,_.·~-r-r~\:t:~li~~f :~ptt:~:t(j~~f3~~~:~·:~g,::1.~~t?:~};·::.-::~~f ::/ ~-i':::::}'/;:}-:~? :· '.::~-:;;_-;:_~;::f}t/:~)f;':~_:,~;;_;~-:: :::<: :~--::·.~-- ·'.-: .. : . ' ' 
ción de • sustrat6'¡es(;:cons fderada•,-.··para· f.ines·"prácticos, ·corno 

, . :<' :.:;:;;~-.¿:·:_:·;·:.~r:;::\~;:J~'.);~:?:~4\:;:-~ffi~'.~}'. . .'.'f;\~~:~::'.)f~//;'?f:'_· ·:··.:_..-~·<_ -:'.:'· . . ·_·:·:· __ ~._-,_'.·::·:;):-::.:<~ :. ·-:- .· .. 
la diferenc_ia/qu~}:existe•,entre la•.' respiración de .. una pobla-

.. _ .: ~-.-·--~ ~·.·.~, : ... ~~:~.~~-':";:./:\':'U\.{·X;/ .. ,- :-·~_:_;,-.- :':-~,;~, .. _._.:: :- -· - .. _ ·.. . . ·:: _ :. : .- < - · · _ . : .. /_· ·: · 

ción cuando';tiene• un-'5u5'trato. exógeno disponible y la ¡:espir~ 
.... -"·': --.. '<·~ .: '~<·-·,,.,_-;_:,--:};~·_,-· ----~ :;:;;-·,'e.o: 

ción eria69~h~>C· Y> ._, ,.,, . ,,._._, ~'.--" ,.. .r::·: 
~--«_, ,-,. ~<::' 

··-.--.· 

Durante'lad~~i~daéiónaerobia· de· un sustrato en un.sistema 

discontin~C:, se puede observár.la disrninución·de·l~ ~o~centra­

ci6n del sustrato y el aumento de la suma acumulativa de la 

demanda de oxígeno (ver Fig 3;1). 
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. ·. . ·.· 

En caso de. considerar a Tos contamina'ntes .orgánicos collteni-

dos en. un agua ~e:fesery~~; .• c;~º ·j~~~f ª~~{;;};,rf 5~·~!.n.ta~ n~.si. 
· problemas: a>i. •10:: ~~~:;1fi~aCi6ndelá c~~cen:r~.716n.' del sus .•. 

trato,,.·es .problemática.>debido·· a ias·'C:arac'teri:st.i.C:iis'.del -~¡{te:.: 

r ial C>r9á;ii'd~··;~·:~j'.'~§t·.~i./~h·~~~f~~~ ~u~ºª. ~;s • 6ons1l~id6 ~n¿sh to-·.· .. 

talidad; .{~; •. ··q~e•or'igfrii;, ·un i:e¡{¡anente del material ria biodegr~ 
. . . ,, . ~· - ,, '". ; - ~ .. "._ . ' . 

·l.-<'.:'·=: ... 

dable.· 

so lllOF 

-------- - - - --- ------------

i ~ 
iil ~ 
U.l 8 <=> 

15 ~ .... 
8 1 El 
Q 

8 s se 15 
•Jl 

~ 
TIEMPO 

FIGURA 3.1. Relaci6n entre consumo de sustrato y de oxíge­
no 

En la Fig 3.1 se describe c6mo un sustrato con una concentra 

ci6n inicial S
0 

para un tiempo inicial t
0 

= O es degradado 

hasta alcanzar un valor final SE f O'. Al mismo tiempo que 

se consume el sustrato se lleva a cabo la demanda bioquímica 



26 

de oxígeno efectuada (VBOe)' el cual alcanza un vale~ máximo 

final (VBOF) cuando el sustrato ha sido llletaboli.za.do coinple~ 

tamente. De tal forma puede ol:Ísef~arseque el sustrato con-. 

sumido IS
0 

- SE) es equivalente ·al oxígeno demandado IVBOF) 

y entonces 

La VEO representa la cantidad de oxígeno requerido para oxi­

dar por medios bioquímicos una determinada cantidad de sus-

trato. 

De la Fig 3.1 se puede concluir que 

17) 

donde la VBOPL se conoce como la demanda bioquímica de oxí­

geno P la.tea.u. 

Entonces la ecuaci6n de Michaelis-Menten puede ser expresada 

en términos de demanda de oxígeno 

V = dlVBO) 
= 

VBO l 8) 
d.t 

La forma linearizada, según Lineweaver-Burk, queda 



1 

Km 1 
= -- + 

V V max VBO 

. . . 

y la ecuaci6nde·Heinri· 

~,,: < '. 
VBOPL ~so 

. ·.t. 
= V . . ·•· .··~ 

max 

o, expresado de otra· forma, 

VBO e = 

.t 
V - K max m .t 

( 9 1 
V max· 

( 1 o 1 

l 11 ) 

VBOF 
( 1 2 J 

.. · VBO ·····~··. VBO · . F: e 

Esta llltima forma de la ecuaci6n·.linearizada de Henri es la 

más usual, ya que permite la utilizaci6n directa de los da­

tos obtenidos en un respir6metro. 

A continuaci6n se describen dos aparatos utilizados para la 

cuantif icaci6n del oxígeno consumido por microorganismos 

aerobios: el respir6metro de Warburg que se basa en medi-

cienes por diferencias de presi6n y el SAPROMAT que se basa 

en mediciones a presi6n casi constante. 

27 
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3. 2 Reóp.i.1t6met1to. de Wa1tbu1tg 

El respir6me~~d de Warbufg· se ~asa en la. cuantificaci6n del 
\.. ".,.- •• ··{ ;:. > •'• ·,.,.-, ' • • 

oxí.gen? ..• ~.º~}~m~~~~;G0~{~·~h~~g~d; .·por. microorgani.smo,s•.·~idiendo ··.· 
.la diferéncia•.de'j:presi6ii; originada por la disminuci6n de la 

.- ., -· -~--< · _:-~~-'--~:-:::.s~:_;·~_'./;~i±;,;::::°'}~::,:-::1~~:::\(:{L'~_ff'.:}·_:_J.~-',_'_·:'.; · - · 
·cantidad · de'(,oxígeno ::en:; el :·frasco de .reacci6n. 

····•· ..••.•.•. · :•::·~'.}.'I·}:¡~~'..~i~J~,!)J;¡;'.~·:·~·· ...... . 
·.La •figura•t3'o2<,muestra.el diagrama de una unidad que consta 
. . ,:>-·;:\.-_\'}:;'..'.'.~}i'$\·_~~l4.~_~}?'-~~J~f~~;~-'I'.}:;,~:;_-~:, __ ~:'. ._:: 
de dos·'part'es'/p'r'inc:i.pales: man6metro y frasco de reacci6n • 

. _ ... : . ' .. ·:_;·~~-1-?)::·~~~:~~::}3:}·:t~~~1{~~'.:-_:_.·\·;~,- ._.· ~- -,._ 
En el .frasco<aé:;reacci6n se coloca un volumen conocido de 

, ' .:'.'.'..::-~·::·-';·.::_'_,:::(:\-}j:·:~::;::!~\~~:~,i,0~;-::~::'.··_:·· - ;·_:.- '' -- -
una suspens:i.6n{é:le':rniéroorganismos en soluci6n amortiguadora 

. . . -- ,·-_,_:_ >::}/,s:;::·~:/j:{'.'.'-~1t·t;:ij::_;;·_ ;_ ··:. . 
de pH (3: .. 6A::ml)'i'.§'en el recipiente central se coloca una pe-

-... _:: .. ,~_:;::'.;C;¿:,.\'.~Wi~;2~:- ... ·. 
queña tirade.',pápel filtro empapado de una soluci6n de hidr6 

. ·,,-'' 

xido de ·p~~asio; al 10% y, en el brazo, se coloca la soluci6n 

con el sustrato por estudiarse. Sin cerrar a la atm6sfera 

la llave de tres pasos, se coloca el sistema de tal forma 

que el frasco de reacci6n quede totalmente sumergido en un 

baño de agua a temperatura constante. Por medio de un siste 

ma mecánico, el man6metro y el frasco de reacci6n se mueven 

para propiciar agitaci6n dentro del frasco de reacci6n. Has 

ta después de aproximadamente 30 minutos, tiempo suficiente 

para que la temperatura en el frasco de reacción se estabili 

ce, se inclina el respir6metro para que la soluci6n de sus-

trato contenida en el brazo resbale hacia el fondo del fras-

co y entre en contacto con los microorganismos. De forma si 

multánea se cierra la llave, conectando el man6metro con el 
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frasco de reacci6n y aislando el sistema de ia .atm6sfera. La 

agitaci6n continúa hasta la terminaci6n de la reacci6n. 

·,.... llLJvc de tres ví.:is 

nivel de agua 

taplin lateral con venteo 

frasco de reacción 
--..._ pozo central (para filcali) 

--..._ maniSmetro 

,,.. recipiente flexible de fluido 
" y prensa de torni lle 

Figura 3.2. Diagrama del respir6metro Warburg 

Durante la utilizaci6n del sustrato los organismos consumen 

oxígeno haciendo que la presi6n dentro del sistema disminuya 

y que la columna de soluci6n dentro del lado izquierdo del 

man6metro suba. Por medio de la perilla de la prensa se ha-

ce bajar el nivel hasta la referencia y se toma la lectura 

en el lado izquierdo del man6metro. 

Como el consumo de sustrato está en funci6n del tiempo, la 

disminuc.i6n de la presi6n, también. Las lecturas del man6me 

tro se efectúan en intervalos de tiempo conocidos y así se 
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puede conoceF la demanda de oxígeno con respecto al tiempo. 

La demanda de oxígeno se calcula por medio de la ecuaci6n 13. 

Oxlgeno demandado = K • 6P ( 131 

donde 

K constante del frase.o;. dé reacci6n< (mg0
2
/1·rnrn); 

6 P diferencia de presl6h ¡nt:i:e lect:\l~ás' (mm); 

.. -, 

K o. 14 3 (V • 273 .. 
1 1 = + V ªo G T 

. F 
2 V R 

( 141 

donde 

VG volumen del gas dentro del frasco y en el man6metro has­

ta la marca de referencia (ml) ; 

VR volumen de la suspensi6n de microorganismos mas el volu­

men del sustrato (ml); 

VF volumen de las soluciones de potasio y de sustrato mas 

el volumen de la suspensi6n de microorganismos (ml) ; 

T temperatura (ºK); 

a 0 coeficiente de difusi6n del oxígeno en agua a la temper~ 
2 

tura de experimentaci6n. 
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Al ser tan sensible . el procedimient;o de lllkaicibnes;: es· necesa .-, ' -

rio hacer ajustes para elimÍ.~arlos efe6~b~[c:l.~ ios cambios 
' .'e::.~;:: 

de la pre~i'<Sn atmosférica sobre los frascos dé . reacci6n. Es 
·-- -

to se logra utilizando un man6metro con·· frasco de reacci6n 

que contenga una pequeña cantidad de agua. A este man6metro 

se le denomina termobar6metro. Al mismo tiempo se toman lec 

turas en· el frasco de reacci6n y se calcula la VBOe por me­

dio de la ecuaci6n 13. 

Dentro de la problemática que presenta el método de Warburg 

para efectuar determinaciones de la cinética de utilizaci6n 

de sustrato por microorganismos está el hecho de que en un 

frasco de reacci6n solamente se puede tener una sola concen-

traci6n de sustrato. De la ecuaci6n de Michaelis-Menten se 

observa que son necesarios valores de demanda de oxígeno pa­

ra varias concentraciones para así proceder al cálculo de 

las constantes correspondientes. 

Para solucionar este problema se utilizan varios frascos de 

reacci6n con sus correspondientes man6metros, más el termob~ 

r6metro. En cada frasco se coloca la misma suspensi6n de mf. 

croorganismos y diferente concentraci6n del sustrato por es-

tudiar. 

De las curvas de VBOe contra tiempo se determina la pendien­

te inicial, la cual corresponde a una concentraci6n inicial 
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de sustrato y se grafican según se indica en el capítulo 3.1. 

3, 3 Sapitama.t 

Sapromat es un nombre comercial del respir6metro que vende la 

compañía VOITH en la República Federal Alemana. Este apara­

to, diseñado para hacer estudios de respirometría en trata­

miento de aguas de desecho, se basa en un principio diferente 

al de Warburg. El sapromat repone, en un frasco de reacci6n, 

el oxígeno demandado por las bacterias y otros microorganis­

mos y lo cuantifica. 

Los aparatos Sapromat pueden tener 6 6 12 frascos de reac­

ción, lbs cuales pueden, a su vez, tener un volumen de reac­

ción de 250 a 1000 ml. El principio de funcionamiento se des 

cribe en la figura 3.3. 

El frasco de reacci6n A contiene la suspensión de organismos 

en una solución nutritiva y es agitado con un agitador magné­

tico. En la tapa se tiene un pequeño recipiente con una sus­

tancia absorbedora de co 2• El recipiente de reacci6n se en­

cuentra conectado al frasco generador de oxígeno por medio de 

una manguera y el frasco generador se encuentra unido por 

otra manguera a un recipiente indicador de presión. Cuando 

la presión baja por la demanda de oxígeno dentro del frasco 

A, el indicador de presi6n envía una señal para que el frasco 
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B produzca oxígeno por medio.de una reacción electrolíticá. 

La presión 'aumenta al aumentar la cantidad de oxíg~nJ lla~tá • • 
. - ' ,·_- .:- '.:- -·-'. ·,:·:_;':j<·::--:-,·,·,·.,, __ '~- ·- ">" ... '·::,·· .- - - : -::·-, .>.\..:_:··_::'_·' __ -~\~(/:::);,~.~;i~:,;;~:_:_~: -.;_ 

alcanzar la. pres:i.6n\atmos:flr!rica .(presión cuando .seicerr6. el 
''•':.· ··.;,._.- .-·, J';: ': .. ::·>···-:,v,_,, 

sistema)~> E:1 pr()C:~~6i~·rep
1

:i.te' hasta que•'él. e~p~ri~~rito se 

suspenda; 

e 

A = recipiente de 
reacci6n 

1. agitador magnético 
2. 1t1Jestra 
3. absorbedor de co2 

B 

.·::;í;_. 

~7 

A 

B = generador de 
oxígeno 

e = indicador de 
presión 

4. indicador de presi6n 
5. electroli to 
6. electrodos 

7. registrador 

FIGURA 3.3. Diagrama del SAPROMAT. 

Este método presenta las ventajas de que la experimentaci6n 
' 

se puede prolongar durante tiempo indefinido y de que no es 

sensible a los cambios de la presi6n atmosférica. 

Otra gran ventaja es que el sistema de adquisici6n de info~ 

maci6n a través del graficador es totalmente automático y 

no requiere mantenimiento mientras se efectúa la experimen-
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ci6n .. 

Tiene la desventaja de·. que: la• respuesta a la demanda de oxíg~ 

no es lenta y, si .la concentraci6n de sustrato es muy alta, 

la demanda de oxígeno puede ser. más.r1ipida que la producci6n 

electrolítica. 

Los frascos A, B y e se encuentran parcialmente sumergidos en 

un baño de agua a temperatura constante <±. O. l°C) , lo cual g! 

rantiza que no existan desviaciones por cambios de temperatu-

ra. 

Los valores que proporciona el Sapromat se dan en mg de oxíg~ 

no demandado por litro de muestra. 



4. METODO EXPERIMENTAL 

4.1 Vlaefto del Aeelplente de Aeaeel6i y del 6l6tema de tAae 

el6n 

Se parti6 de la base de que los microorganismos forman una 

película, por lo tanto, fue necesario tener un medio rígido 

sobre el cual se formara película. Por otro lado se hizo 

la consideraci6n de que el mezclado requerido para poner en 

contacto la película con un sustrato debe proporcionarse 

por medio de acci6n mecánica y así poder despreciar los efe~ 

tos de los procesos de difusi6n del sustrato hacia la pelíc~ 

la. 

Partiendo de las consideraciones anteriores se decidi6 la 

utilizaci6n de discos como soporte de la película. Se selec 

cion6 al vidrio con superficie esmerilada por ser un mate-
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rial inerte a.la acci6n metab6lica y la superficie esmerila­

da permite una mejor adherencia de los organismos. 

. . . . - ' 

Poste~¡ormente se consider6 queise.pi.i~de hacer girar al dis­

co ~entro de una soluci6n ll~ti'it:i~~{~~ii:'¡);ller ·en contacto 
.. · .. <-:;-:.'· ·.'.:<·- . 

la película,biól6gica con eL si.istrito, ~l 11\ismo tiempo que 

sepro~uc~~~;~~~~1ad.() eficiente. De esta forma se lleg6, 
' ,, . ··, ;, ·. : -~~-· :,,>-: :". 

por· ~ill\pú.cid.;_d, al símil con los sistemas de biodiscos para 

el tratamiento de· aguas de desecho doméstico. 

El paso siguien~e consisti6 en el diseño de un recipiente 

que permitiera el montaje de los discos, así como de un sis­

tema de tracci6n que hiciera girar los discos dentro del re-

cipiente. · 

Como los sistemas respirom€tricos para efectuar determinaci~ 

nes cin€ticas han probado ser eficientes y confiables, se 

lleg6 a la conclusi6n de que el recipiente debía permitir el 

aislamiento de la película biol6gica del medio circundante 

para así, como un sistema cerrado, estudiar la cin€tica de 

la degradaci6n de sustratos a trav€s del consumo de oxígeno 

(ver Capítulo 3). 

Como punto de partida para el diseño final se seleccionaron 

discos de vidrio con superficie esmerilada de 10 cm de diá-

metro y con un espesor de 3 mm. Cada disco con una perfor~ 
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ci6n en el centro para poderlos sujetar a una pequeña flecha 

sobre la cual pudieran girar. 

El sistema de tracci6n se seleccion6 de tipo'fuágÍ'í~~i.C:O'para 
o.-. '. . .'.'-· -- "-;_."--> ' . 

poder impulsar los discos desde el exterior d~l ;'reÓi~i~rite · .· 

sin tener necesidad de sellos herml:iticos .en la parte de la 
-.• -- .. , '· -- :.- ~ _" .. • 

flecha. 

Después de consultar con expertos en soplado.de.'vidrio se 

descart6 la posibilidad de utilizar el .vidrio p~r la comple-
.. :.··, .. 

jidad de la forma que debiera tener el recipiente y se dis.e-

ñaron y construyeron finalmente 6 recipientes ~guales en 

acrílico transparente. La figura 4.1 detalla las dimensio-

nes de cada uno de los recipientes y de cada una de las par­

tes que los componen. También se especifica en la Figura 

4.1 el funcionamiento de cada una de las partes. 

En su parte inferior el recipiente está dividido en dos: 

una parte sirve para colocar la soluci6n con sustrato y la 

otra proporciona el espacio necesario para que gire el magn~ 

to interno. Al introducirse el disco queda colocado de tal 

forma 'que la película biológica se sumerge en la soluci6n nu 

tritiva aproximadamente 40% de su superficie. En la parte 

superior interna se colocó un soporte para un pequeño reci-

piente de vidrio el cual se utiliza como contenedor de KOH 

para absorber el C0 2 producido durante las reacciones bioquf 
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micas. 

La tapa está !?revista dedos perforaciones para tornillos que 

tienen por objeto sujetar!~; Tambi€m .tiene otras que dos peE_ 

foraciones: una de: ellas sirve': para conectar el recipiente 

al equipo de. medicióri y ia.btr~· ~iene un tap6n con cuerda pa-

ra introducirla soiuC:.i.6~.riutriti~a después de haberse estabi 

lizado .la temperatura: 

El sistema de tracci6n consiste de 6 poleas de aluminio colo­

cadas en forma vertical y separadas entre ellas 20 cm de cen­

tro a centro. Sobre cada polea se fijó un magneto permanente 

para que, al girar; por medio de una banda accionada por un 

motor de velocidad variable, impulsen los magnetos acoplados 

a la flecha dentro del recipiente. 

Los 6 recipientes se colocaron dentro de un tanque rectangu­

lar, el cual, además de los frascos, contiene agua y un disp~ 

sitivo que permite el mezclado del agua y la mantiene a temp~ 

ratura constante. De esta forma se logra que la reacción se 

lleve a temperatura constante. 

Para lograr que los discos de vidrio se. cubrieran con una pe-

lícula de microorganismos, éstos se colocaron, por medio de 
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soportes construídos exprofeso, sobre el empaque plástico de 

la primera et~pa delsist~made l:>i6d.isco que se encuentra en 
-· .... - -··.--:,_,- <">·'-_'.; ,,_. - . " 

la Planta· para.Tra~1frniento>d~ Agti~s de Desecho de Ciudad Uni 
'i::':::L~: . ·. -. ·'· -_, . . - -- .. -

. vers i tar ia. •· .i.>;~~: 'J.J~~·~1,·~%()t·:;:; . 
. >>_:<: :··:/.-:~:~:-':::2·.\,i:,_;if·~'.<~:u::. :'p~< 

Por medio del'é·rnicrosccipio se, determin6 el espesor de las pe-
-:' ~ -~ _· . :{-'.:·.:,::_:,~::'.,_~-~-)'.~f;:;~-1~.::'?;:~~~-<-·::;_·;_\" :~:~: ' :_ 

lículas, las ;cua:ré~''variaban entre 25 y 150 micras. 
';·.·:· :-,.; -: ,,.,, 

4. 3 

Originalmente el SAPROMAT 1 · al. igual que el WARBURG, fue di se 
• ' .. ,,_ \ > ·" •': -

ñado para efectuar estudioscÍ.r1€tib~s·en sistemas microbia-,., ·-''· '· ·:-'' 

nos en suspensi6n. Tiene url b~¡j_'{de ·tempera tura constante 
'. ' ' - ' 1 ·.-,. 

para frascos de forma cilírldri~~. por lo cual no pudo ser 

utilizado dicho baño. De l~s frascos de generaci6n de oxíg~ 

no se prolongaron los conductos de oxígeno por medio de man­

gueras de plástico transparente para poder conectar cada uní 

dad generadora a uno de los recipientes descritos en el capf 

tulo 4.1. Los frascos de reacci6n se colocan en el baño de 

agua para que los discos sean impulsados por el sistema de 

tracción. 

De acuerdo con el funcionamiento del SAPROMAT el aparato pr~ 

porciona el oxígeno que requieren los microorganismos y lo 

cuantifica y grafica con respecto al tiempo. Este aparato 

tiene la gran ventaja de ser automático (ver capítulo 3.3). 



Soluci6n de 
Brodie 

jeringa 

tornillo 

'" ~,, 

"\ 
' 
\ 
\. 
\ 
1 

prensa 

llave de tres vías 

,,,., junta esmerilada 
./ semicircular 

/nivel de 
referencia 

frasco de 
/ reacci6n 

':=------+-= _ . :...y_;_. -

/ 

// 
baño de agua a 
temperatura constante 

Figura 4.2 Adaptaci6n.del respir6rnetro de Warburg 
para determinaciones en películas 
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4. ~ · Ut.t.t.izar.ú5n del 11.e~p.i11.6met11.o Wa11.bu11.g . 

Como no se 

tipo que se 

fabrican.comercialmenf~ t~spi:r'6~etros Warburg del 

requería, ·. se co!lst.~~yerbrl ~·m~n6metros con una 
.. -. _ .. ·..-·--:10: .. ~.---··;('. -.:-·.-:-~ .. -~'", • 

longitud de tubos de 40 cm. En ia(p~it~:il"lferi~r se ajust6 . ''·,·- - ' . . ' 

una jeringa como recipi~nte de' solubi6n de Brodie accionada 

por una pequeña prensa de toinillo qúe permite mover el ~mb~ 
.. 

lo de la jeringa y así ajustar·losniveles de líquido en el 

man6metro (ver figura 4 :2·.) ; 

En el capítulo 3.2 se describe.el funcionamiento del respir~ 

metro Warburg y la forma de cálculo. 

4.5 Vete11.m.inar..ione~ r.inét.ir.a~ 

Según las bases de la cin~tica enzimática descritas en el ca 

pítulo 3,es necesario utilizar varios frascos de reacci6n 

con objeto de tener el seguimiento de la degradaci6n de un 

sustrato a diferentes concentraciones. El m~todo de Linewea 

ver y Burk requiere de un mínimo de 3 diferentes concentra-

ciones y el m~todo de Walker una sola. 

Debe de considerarse, además de los 3 frascos de reacci6n p~ 

ra degradaci6n de sustrato, un frasco más para cuantificar 

la respiraci6n end6gena (ver capítulo 2) y poder restarla a 

la respiraci6n combinada de los frascos con sustrato. El 
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producto.de la resta.de larespiraci6n end6gena de la respi­

raci6n,comb:Í.;;ada,e~l~ resJ?iraci6nde sustrato, a' partir de 
- . ' ' . ,' .·_;· ., ' . '(-,;' ~ : -:.'.-:,,.: >-.--, . ' .. '' . ' ·-·, 

la' cual se efe6t~~n' losfcá1dúr6's d~ l'o'~ ,~ar~metros' cinéticos. 
· ·:_··:-:-:·: -<.· :_'_<'.'.:,./~-··./:·,:-~h:<::,',· .•. ·,.-,·/.:,c;-~ _:-~_-:. -.. 

. , .• -'•.' .'-·,··-~-· ¡ - ,, _ .. ;,,, 

. : ,• •',• ·. -.· ~--· -. ·, _. __ ,_·,:,<,'~-~-;/~~',~':.:.:;~:~\il~::"~~}~\(_)~:;~:_:t;, '·'. :',-;-: .. -.. '. 
seguridad:y para';auméntarf la' precisi6n se utilizaron 4 Por 

.. "-~--- .·-. - ... ''·:· -~~:,-- -: _: 

frascos para estudio'de la respiraci6n por sustrato y uno 
- . " "" 

más para la respiraci6n end6gena. 

En el caso del aparato de Warburg es necesario un frasco más 

que se utiliza como termobar6metro para compensar las varia-

ciones de las mediciones considerando los cambios en la pre-

si6n atmosférica (ver capítulo 3) • 

4.6 Tempe~atu~a ~ pH 

En todos los experimentos se ajust6 la temperatura a 20 6 25 

ºC por medio de un baño de agua y un termostato. El valor 

del pH fue ajustado a 7.2 por medio de una soluci6n amorti-

guadora de fosfatos básico y dibásico de potasio en la cual 

se solubiliz6 la sustancia nutritiva (sustrato) • 

Con objeto de favorecer la demanda de oxígeno se utilizaron , 

dos sustratos de fácil degradaci6n: acetato de sodio y glu-

cosa. 



5. RESULTADOS Y DISCUSION 

En este capítulo se presentan los resultados de la experime~ 

taci6n realizada en el SAPROMAT y en el respir6metro diseña­

do según se especifica en el capítulo 4. 

5. 1 Expe1t..lme11tac.i.611 con el SAPROMAT 

Las primeras pruebas se efectuaron utilizando el SAFROMAT p~ 

ra cuantificar la demanda de oxígeno. 

La figura 5.1 muestra dos curvas correspondientes a la resp~ 

ración de acetato de sodio después de haber restado la resp~ 

:ración endógena. La temperatura experimental fue de 20ºC, ... 

el pH de 7.2 y el grosor de las películas de 80 µ,· Las con-­

~entraciones iniciales de acetato de sodio fueron 2140.y 

2860 mg/l. ' En la figura 5·.l ·se .observa que la pendiente .ini , ·.·.; , " 
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cial ·{rapidez de reacci6n) de la curv.a d~ mayor coricentraci6n 

es menor que la curva de menor conceh~~aC:i6~ .lo .cual no con-
.'·'.'·· .. ,.,.,: .·' 

cuerda con la teoría de Michaei:UiMJhterii . SegGn dicha teoría 
.·:.·,,' 

la rapidez de reacci6n {pendiente' iríici~l) debe aumentar al 
.. " ._ --·--·. 

aumentar la concentraci6~. {nicia.l de· sustrato hasta que se al 

can za la asíntota de la curva (valor de· V m<fxl (ver figura 

2.4) en donde la rapidez ~e reacci6n no aumenta al incrementar 

la concentraci6ri de· sustrato. 

El compor,ta~i~~to descrito en la figu~a;:S;l es un caso de in-
, ·-.-,:, .,~_,:_:'<:·· "··"' 

hibicil5n. I>6r ~xceso desustra~o¡ .• tai ~~i'iio·lo describe Wilde-
".'';. ·- :·_·.' : . . ·.: ' . ''·\_:·: .. ~;<_::-,~::;.:·;_:_·_;·.<_·,_:':>:,.Jt;'.:_-·: __ :_:_.,. ·.:· .. 

rer (197,6) . Conforme. aumerita:Ta\cóncentraci6n inicial de sus 
·.,.-,•, .. 

trato disminuye la pendiente inicial de las curvas, lo cual 

no afecta el consumo fi~al de oxígeno (PBOFI' La figura 5.2 

muestra los valores de VBOF para las dos curvas contra la con 

centraci6n inicial de sustrato. Se observa que los dos valo-

res caen sobre una recta que pasa por cero y cuya pendiente 

es de 0.27 mg0 2 demandado por cada mg de acetato consumido. 

Las figuras 5.3 y 5.4 muestran las gráficas de la ecuaci6n de 

Henri linearizada, también conocida como ecuaci6n de Walker. 

Después de efectuar una regresi6n lineal se obtiene una recta 

para cada una de las dos ~urvas a partir de las cuales es po­

sible obtener los valores de V y de Km. Los resultados se· max 
resumen en la Tabla I. t (· . ' ~ . : .•·. 
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Figura 5.2. Determinación del consumo específico de oxígeno. 
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6 

Diagrama de Walker para una concentraci6n inicial 
de 2140 mg/l de acetato de sodio. 

Pendiente 
Ordenada 
Coef.Corr. 

Vmax = 0.43 mgOzll·min 

Km = 43 mgOzll 

0.5 1.0 1.5 

1 DBOF 
- ln X 

t DBOF-DBOe 

= -43.2 
= 0.43 
= -0.947 

• 

2.0 2.5 

.·•· 

.Figura 5. 4 Diagrama de Walker para una concentración .inicial,,.-... ,, ... -;, 
de 2860 mg/l de acetato de sodio. 
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TABLA l. VALORES DE Vmáx y Km DE LAS CURVAS OBTENIDAS EN 
EL SAPROMAT DURANTE LA DEGRADACION DE ACETATO DE 

SODIO 

Cbncentraci6n inicial Pendiente vmáx K 
de acetato de sodio inicial m 

(mg/l) lmg02 /l· m-0) (mg02 /l· min) lmg02/l) 

2140 0.406 0.62 38 

2860 0.384 0.43. 43 

La diferencia entre los valores de Km es tan pequeña que pue­

den considerarse corno error del rn~todo experimental. No suce 

de lo mismo con los valores de Vmáx' 

Cuando se presenta inhibici6n por exceso de sustrato la ecua­

ci6n de Michaelis-Menten se transforman en (Wilderer, 1976¡ 

Segel, 1976): 

vmáx s 
V = l l 5) 

1 + s K + s 
K . m 

.(. 

donde Kl es la constante de inhibici6n. 

El resultado obtenido de las curvas de la figura 5.1 signifi-

ca que los valores de Vmáx son realmente el valor de 

Vmáx/11 + S/Kl) y que dependen de una variable que es la con­

centraci6n d
1
e sustrato. La figura 5. 5 representa el comport~ 

'. 
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miento de la ecuaci6n de·Michaelis;:.Menten utilizando· los va­

lores de la Tabla ·· I ~ E~ la rdisma figura,•se indic~n los va 
'··~<:; ·::._~· ·-~' ··:~_-:·\·;--_:<;,:~-.- ;::_-:<:> :<:-·-,::·:.--;;( _._._.. ··- . -

lores de la pendiente inici'ai de las :dos: curvas y·.· se observa 
.·:,_< .. ,; .. _,_--::-".·;,e-·-·-,>··;,~· . .-.,-·-;.,,.··::-: ··.·: -> ...... ·-.-_,, ·. . 

que se encuentran. más. ~¿J!C:a'cliEia' 'c~rv~ '6o~r¿s~ondiente a la 

concentraci6n inicial d~,~~~f~~o''J~''2s6~ ,mg/l, por lo cual 

se considera que esa última curva es más representativa del 

fen6meno que la de concentraci6n menor. 

0.8 

0.6 

'2 ..... 
! . 0.4 
...... 

i 

Vmax = 0.622 mgOzll·min 

Km = 38 mgOzll 

............................................................................... 
.. ·· ..... ···· 

............................................................................. 
. ·· . 

},:" Vmax = 0.43 mgOzll·min 

500 

Km = 43 mg0/1 

1000 1500 2000 

S (mg/l) 

2500 3000 

Figura S.S. Representaci6n gráfica de la ecuaci6n de Mi­
chaelis-Menten utilizando los valores de la 
Tabla I. 

Por lo anteriormente expuesto se concluye que los valores 

confiables de los parámetros cinéticos corresponden a la cur 

va con concentraci6n inicial de 2860 mg/l. 



Durante la experimentaci6n se pudo observar que el espesor 

de la. película disminuy~en l.ln 70% como.promedio después de 
.• -· . ¡ . -··., 

48 horas • 
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. La disminubi6n se· obs~r~6 en · 16s f~asc6s con aceta to de so­

dio y en el de.tesp.iraci6nie'~aige~f~ Por lo anterior se con 
' ,. ,-. 1~' ... :;·.; ·.,, •'(··"·: 

cluye que las concentra¿i~h~t;}a.~ ~cetato de sodio deben ser 

menores para que el tiempo que;dur~ la r~acci6n también sea 

menor y no sea necesario trabajar con la incertidumbre de 

que el espesor de la película sea un factor que afecte el 

aniilisis de la cinética. Como el SAPROMAT no permite redu­

cir los tiempos de reacci6n a algunas horas, se continuó la 

experimentaci6n utilizando el respir6metro WARBURG construi-

do especialmente para el caso. 

5. 2 Ex P'?'L.lm entac.l61t con el IL eh pi.IL6m e.tilo WARBURG 

Se efectuaron pruebas de respirometría en el WARBURG utili-

zando dos sustratos: acetato de sodio y glucosa. 

5.2.l Degradación de acetato de sodio 

Se hizo experimentación utilizando acetato de sodio como sus 

trato y se obtuvieron curvas de.consumo de oxígeno para dif~ 

rentes concentraciones del mismo (ver figura 5.6). La pelí-

cula biológica utilizada tuvo en promedio un espesor de 30 µ; 



1 
f 

51 

35 

+ 
+ + 

+ 
+ 
120 mg/1 

25 • • o 

o .. o 

20 

15 

A A A 

10 

5 

o 
o 40 60 80 100 120 140 

TIEMPO (min) 

Figura 5.6. Curvas de demanda de oxígeno para diferentes 
concentraciones de acetato de sodio. T = 20ºC, 
pH = 7.2. 
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la temperatura se mantuvo constante a 25 º.e y el pH fue de 

7. 2. ) 
. . . , : --

En. la figura's. 6 .se observ~que la demanda bioquímica de oxí 
. ,. . . - -_ ,. ' ,-., __ ,,:.: ... ·- - >-~.•.•.·.·'; ·, :· .. < -.- ' '._;_ '>' - ', '·.- ,_. />' __ · · __ ...... _. 

geno (VBO l. aumenta· al aument~l"·Í~ 6ori6entriiéi.6n. de sustrato • 
. :' :· . -· . . - .' _' ._,---~:'··_· __ :.·>_:~:::~::_:;:;:;:~=;<i.>::::·;:·.~~:«'.'':~i-.-;}.: .;<-: ",;· _· -

De igual forma se observa ·que'·la'·•peridiente'•inicial de las 

mm ª~'"~ al ª~'~'ª.'~l1lt~1~~f~~Jr~ ;,"Tabla u; 

TABLA II. VALORES DE OBOF¡;X,:\PE>V);O~TENIDOS A PARTIR DE LA 
FIGURA 5.6; .. · ;:,w0·x: • .... · 

OJncentraci6n inicial 
de acetato de sodio 

(mg/.t) 

30 

60 

90 

120 

' • ·_•,:;!:· '!-'•) •. . _· .. -.-, 
... \·'.,":.:)};,: ,r •. 

Pendiente 
V 

(mg02/.t) • (~902 /.t·m.út) 

3~5 .·.·. 
,-,_ 

. 9;5 ·.• ' 
i1.s ••· .. ·.·· 

23.0 

0.136 .. 

0.213 

0.364 
. 0.444 

Inicial 
<befi. OJrr. 

0.976 

0.991 

0.993 

0.993 

Graficando los valores de VBOF de la figura 5.6 contra la 

concentraci6n inicial de sustrato se obtienen la figura 5.7 

de la Tabla !I. La pendiente de la recta que forman los 

puntos da el valor del consumo específico de oxígeno para la 

degradaci6n de acetato de sodio. El hecho de que la ordena-

da al origen tenga un valor negativo significa que la respi-

raci6n end6gena no es exactamente igual con o sin sustrato; 

cuando los microorganismos degradan acetato de sodio la res-



30 

Pendiente = 0.221 
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Figura 5.7 Obtenci6n del consumo especifico de ox!geno 
(CEO) para acetato de sodio. 
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Figura 5.B Representaci6n gráfica de la linearizaci6n de 
Linewaeaver-Burk a partir de los datos de la 
figura 5.6 y de la Tabla II. 
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Figura 5.9 curvas de demanda de oxigeno durante la degrada­
ci6n de glucosa. T = 25°C, pH = 7.2. 
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En la figura 5.10 se,múestran los valores de.PBOJ.contra la 

concentraci6n inÍ~Í.~1 (ver Tabla III) • El va.idi de;~61'lsúíno .· 

específico .. de ~;{.~~:~~~i.~.B}~~-~°:;.'~iJ~~o2y;g •••.•. ~iu:~§~'~ i•.•··~~'.C~J·~de·• · 
observar que es' mayori.'que;:para ;el' acetato· de, sodio,: lo cual 

. . . ;~,:~ :···.V?:.~~;·,~·~.)~'.::;: V.~{·~\ ;~f{\}~:.G~:r~}Y.'.··.~:·~:~:.::,fW', :·,/t:.:t·· :·~·:··.> :·~. .. _ ._: ·. _ ·_ . .:..~ .. --:·/~:': .: .. ::_· -- :: ·. -~:_·- ~ ·. - . 
significa que los,; microorganismos .requieren una· mayor canti-

.. ' . - ,.-. ,,.;,.- .• __ •. ,. .. :.,.,.,.,,,,¡.,,~·., ·' ,_ "·'• ,_. .. ' . 
. ·' ·.··· ;:·.:-"~~ . .'_'-~·-,;~e ','.; ,''_;··-ó.···"• 

dad de oxígeno•pará\degradarglucosa que acetato de sodio. 
' "·. ,. _, -·,--: ,.--~. ·:· -: . .. ;, -.. ':-· -- . .:· .. -.· '· 

De forma similar 'al\;~·g~~¡to 'de sodio, la ordenada al origen 

es negativa. E~to'"signifi.ca que la respiraci6n end6gena es 
··-·-, '•. 

superior cuando l~s-,microorganismos no tienen un sustrato 

que degradar o bien, dicho de otra forma, la respiraci6n en­

d6gena se ve abatida cuando hay un sustrato en el medio. 

TABLA III. VALORES DE VBOF Y DE V OBTENIDOS A PARTIR DE LA 
FIGURA 5.9. 

Concentraci6n inicial 
de glucosa 

lmg/l) 

100 

150 

200 

.14.5 

33.0 
,- ',_ 

~s-9·-~:o :~,-; --~ .. :::-·-;_ -:_ --

Pendiente Inicial 
V Coef. Corr. 

lmg0
2 

/l· n0t) 

0.1426 

. 0.208 

0.238 

0.995 

0.998 

0.999 

La figura 5. li muestra l~ gr1ifi'ca de los valore·s de los in-

versos de las pendientes iniciales contra las concentracio­

nes iniciales según la linearizaci6n de Lineweaver y Burk. 

De esta figura se obtienen los valores de 0.84 para Vmáx y 

de 483 para Km. Al ser la molécula de glucosa más compleja 
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que la de acetato de sodio es de esperarse que el valor de 

Km sea mayor para glucosa que para acetato de sodio, ya que 

requiere más pasos para su degradaci6n. De la misma forma 

se tiene que la rapidez de degradaci6n no puede ser superior 

a la del acetato de sodio y eso se refleja en los valores de 

V ~ : la rapidez de degradaci6n de glucosa debe ser menor mux 

que la de acetato de sodio. 
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Figura 5.10. Obtención del Consumo Específico de Oxígeno 
(CEO) para glucosa. 
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Figura 5.11. Representación de Lineweaver-Burk para gluco­
sa. A partir de los datos de la figura 5.9 y 
de la Tabla III. 



6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Las conclusiones que se desprenden de este trabajo son: 

l. Las películas biol6gicas generadas sobre los discos de 

vidrio esmerilado tienen una buena adhesi6n y aunque su 

homogeneidad no es completamente satisfactoria sí es 

igual a la de la película del biodisco. 

2. Los recipientes diseñados como frascos de reacci6n, los 

discos de vidrio esmerilado y el sistema de tracci6n tie 

nen un funcionamiento satisfactorio. 

3. El sistema productor y medidor de oxígeno del Sapromat 

reacciona lentamente no permitiendo efectuar mediciones 

en tiempos menores de B a 10 horas. Este hecho obliga a 
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la utilización de altas concentraciones de sustrato pa­

ra prolongar el.tiempo de reacción. 
,- ' -· '· ., ___ '.· 

. : . ' . ' - ,_ 

4. La. medición d.'el ~~ígen~ ·'.demandado por medio de manóme-

5. 

. tros ·· (principio 

. . . : _·::·:_·:_; ~:::·>:\: ~~:!~_:;::~~{i~~-~[t~~-:~:··~;~:'.. ·, ~ ·, -_ 
El m~todo desarrollado permite~·;úializar ·confiablemente 

, . '_:":·.:·.-~~,--:-~_:,;,~·x:~~:'.e·,-~_.). __ <' -- --~---

el comportamiento de pelíclli~s ifiÓiÍSgi~as durante la de 
• :.-• . • .- -_¡ < ·-<· 

gradación de sustratos. 

Con objeto de obtener más informaci6n sobre la cinética de 

películas biológicas durante la degradación de sustratos com 

plejos, tales como los contenidos en aguas de desecho, se ha 

cen las siguientes recomendaciones: 

l. Para evitar posibles problemas de fugas en los frascos 

de reacción se recomienda construirlos con vidrio o de 

una sola pieza con materiales sintéticos (acrílico o re 

sinas) • 

2. Es necesario e'studiar los efectos de la difusión de sus 

trato al interior de la película de forma simultánea con 

su degradación. 



De las determinaciones cinéticas realizadas se desprende la 

siguiente informac.i6n: 
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Degradaci6.n, .d~.;~~'.t:~~.~~i;~~~If7i.d?~Zi ~ij:;~xces·~·····de .. sustrato pue-

de inhibir; la. r~~f~t6~1;0·a:~.f;};;~.~YV~!,/ ~e :.ve•· disminuída. Esto, 
• . : .··: ·~:.-. .. ::, ·:··. __ :_: º- ,,_:_,-~·__.<f(~-':~_.->:_.~-~;;.~:.~::,-:·::,; .~:~.,,~:-1::~~~-:;.'.~}>:.:,-'.: ~_;:_.,·. ,_ ·: : ·::_ ' ·>.<, ' - . . - . 

hace necesario eL cambio ,.del;cres.pir6metro al Warburg, donde ... - " - - - ' .,, .. ,, --- .. ·,- - "'" .. 
"~-'-'. -·'·-··. ..,_,., ,._. ' ' . 

se hacen medicioh~~ iá~t~~s; 296 ;3 °ho,ras con .cantidades pequ~ 
ñas de sustrato;-· 

El tiempo requerido en el·sapromat,aproximadamente 36 horas, 

permite la disminuci6n dél' grosor de la película durante la 
. ' ;·,,·;·" ". 

experimentaci6n, • introdÜC:iendCl un fac.tor de incertidumbre. 

V e.tl!llm.lnac.<'.onú c.l~é.t.lca4 con el Wa11.bu.11.g 

Degradaci6n de acetato de sodio. Se llev6 a cabo la experi-

mentaci6n en un tiempo razonablemente corto -140 minutos-; 

así se evita la disminuci6n del grosor de la película elimi-

nando ese factor de incertidumbre. Se puede trabajar con con 

centraciones pequeñas de sustrato evitando la inhibici6n de 

la reacci6n por exceso del mismo. 

Dado que se trabaj6 a 25ºC (a diferencia de 20ªC en el Sapro-
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mat) con el fin de acelerar la re'\cc.~6~, .'.iH; .. obtuvo UnaVmih 

de concentraciones muy bajas (wiiii¡~~~n<·~ ·.M~ Ca·;ty, 1976a); 
. ' ·:\ '~:,~~,'.: .. ~:.:,;~_.;.~~-~1,-~:-~~1~:._<'.·.;,~\-~:(:.:~: .. _,_._.:"· -·· 

cuando las concentraciones. de:.:süstráto·;·:;:,eri"(cambio, son muy 
-,- .: ._; ,:~~~;~-:-\:r.·;:>t".' ,;-',' ~-S:~::''f('·.:-:~.::;<·<·~: ;'':' '" ' . '-

al tas, puede presentarse el fen6meno·de inhibici6n.de la·reac . . . ' ' ' -
ci6n de la degradaci6n (Wilderer: Í~76¡ . ·. \·j .. ·: ' < . 

. -.. --. 
. :: .. 

Existe evidencia de que el grosor de la películaesÜ.n\fáct.ci~ 

que afecta la cinética de la degradaci6n de sustratos; ~o~· 
teorías se han propuesto para determinar los efectos del gro­

sor de la biopelícula sobre la remoci6n de nutrientes: la 

primera, propuesta por Sanders (citado por Hoehn y Ray, 1973), 

considera que cuando la película es gruesa y presenta una ca­

pa basal anaerobia, la fermentaci6n de los productos libera­

dos por los organismos basales, pueden llegar a las capas 

aerobias proveyendo sustrato, sumándose al que la película ob 

tiene a través de su superficie proveniente del exterior; y, 

la segunda, propuesta por Maier; Kornegoy y Andrews; y Tom-

linson y Sanddon, (citados por Hoehn y Ray, 1973), propone 

que hay un grosor limitante al cual la tasa de remoci6n de nu 

trientes será máxima y permanecerá constante más allá de ese 

grosor, porque existe una capa activa de microorganismos en 

la superficie de la película que es responsable del total de 

la remoci6n de sustrato que ocurre. Las dos teorías no son 

mutuamente excluyentes. 

Se considera que la película biol6gica alcanza el estado ca-



Siguiendo las recornend~ciories. al método y tornando en cuenta 

las determinaciones cinéticas preliminares, se desprende la 
",-\ . . . 

necesidad de precisar resúlúi.dosi·~ásí,· se propone un diseño 

experimental utilizando corno siistratos· al acetato de sodio . 6 
porque su degradaci6n es más rápida que la de la glucosa; y 

al agua de desecho domi!istico de la planta de tratamiento de 
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Ciudad Universitaria por fines prácticos por su posible apli 

caci6n en el diseño de operaci6n del biodisco de dicha plan-

ta. 

El objeto de estudio de nuestra investigaci6n es la.determi­

naci6n de la cinética de películas biol6gicas; así, se reco-

rnienda un estudio complementario alrededor de dicha determi­

naci6n. Los objetivos de la investigación que se plantea 

son: 1) Utilizando la ecuación de Michaelis-Menten, descri 
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bir la influencia de, la concentraci6n de acetato de sodio y 

aguas residuales. domésticas sobr~ >l~'i~ine~ida de· degradaci6n 

de sustratos por películas biol6gicas:~oI:torias; y, 2) de 

terminar el efecto del grosor de la ~~iic~i/bi~l6~ica en la 

cinética de degradaci6n de sustratos.· 

Utilizando el método desarrollado, constru'l'.cioi/probado 
,-- . .-; - ~-;,._::::.;)~\-,-:.·:-: . . 

en la 

presente tesis, será posible estudiar y·doii.éid~~'la cinética 
--- ·¡' '>•' •• ';-·· - -

de degradaci6n de sustratos por películas biCil6gicas utiliza . -
das en sistemas de biodisco para el tratamiento de agua de 

desecho doméstico. Se considera que los conocimientos resul 

tantes serán un valioso aporte en el diseño y operaci6n de 

éstos sistemas. 



7. APENDICE 

El objeto de estudio delá tesis aqut p;esentada es la deter 
. ', ,' 

minaci6n de la cinética de pelícll.i~~bi.;].6gi~as; aquí se pr~ 
pone una investigaci6n complementaria;'i.bsobjetivos del es­

tudio que se plantea son: 1) utilizando la ecuaci6n de Mi­

chaelis-Menten, describir la influencia' de la concentraci6n 

de acetato de sodio y aguas residuales domésticas sobre la 

cinética de degradaci6n de sustratos por películas biol6gi-

cas rotatorias; y, 2) determinar el efecto del grosor de 

la película biol6gica en la cinética de degradaci6n de sus-

tratos. 

Existe un gran número de estudios re,lacionados con la deter­

minaci6n de coeficientes globales cinéticos en contactores 

biol6gicos rotatorios (biodisco) • La forma general de des-

cribir la cinética global de estos sistemas, se basa en la 
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aplicaci6n de· balances. de. materia en el sistema completo (N~ 
:/·:·,.'·-··· 

rouzian,. y. Deloya\··.l,984). ·• 
. ,·:·.}; .,.--,. ;;: .. :.:-_·, .:,.-, -.-;· ., ''.,,_,> . - . 

;.- .. ::}-... \:¡ ,, •'.;e • ' •• - • ' •: • ·, -- • 

Pocas ··in~e~f ¡~~~ái~1;1 ~~·. ht~ 'llevado.; ~···cabo p~ra:estudiar· el . · ... 

com~or:~mf~A'.fif::[;·~~%.~~~~~;~;~~;;~;:~iPª.l.tc~l .. ~s .. ·t~:~7.~:r.t~~s .•.•. !.~7.:u.na~· .. 
de ellas ;han'/sicl.oiJ:ealiiádas':para. ari'alizar:::los ~efectcis físi-

. "·: _ ·:-~ _:· .. \_ ·,:_/··.\/<<~xs~ _; )jif .. :::~':-?/;\:~ >:-~::;_,t~:;~:~~~~??~:'.j;·~1;;i:~~-:-~i::~~:_:_·:~: :·:: .~~~-'.i_:[t,y;·:r;_:t2;-x:&~':::~J:~:-~: '.::'.:~/:~t:·:/}~: ~< ~: ?; . :·-?t:_:-;:·::-~ :: 
cos · sobre.oela'z película•Utales.; cqmo,'.'.la'J;f ricci6n::de1,líquido ·so 

_ _ . --·_ ·,·;_ .. :=:- ~::~~:··:'.:>~~-:-~~-,:~~(~:'.if ~~\~"-~~i1f :!i;;s.::.:;~:; ~~::?~~ J;+\~·,;:'.'{~f .~~~::~\f!i;Jt;~!~~~~~~:~;:}•gx{1~1~~:~:k;xz~:,~:1:\%:-;~~S;'.;:\:.;,_ /: : '-~ ;i _~ :,, .. 
bre : lós.·· coéf icienteis(di'fusi6náles . .ién ,:ellá\:(Truelar ;y··'Chara:,;. 

, -• _ :;,,~·-:·.-v r'\~:~_:'!~'r;,{;;i·r~~~}~~~:1t~ti~Gf i~;;~jJ;·l:{r~~i;~~.~-~;~~5::'~~~~~~J~~~::tt:tl~{~S!tt{?~'.f _~~1~z:: :~:-~::if_,~;}~~ }:r.:::: :-:'· :-_-:~ :·.:.-_ .. _ ·_ · .. : ·· 
clis, ';1982) .,;:'O: para.:,:ánálizar.> er;consumo};de:::nutrientes· a. tra-

, . -?-::·_ ::-¿~~:-2{ S::~-~;:~;~~~~,'.-~~~;~;~f ~~;;~:~{;;;:~i.\"{~·~4;:'.~;f~;~~~~~¿-::~~t:::~!_:~f:.~'~):~{~;~i~~~l~~·>;.:¿_\~ :_-\'.~(_:.}_:~- _· . _-:.:: · .... 
vés .de la' película::,;cons:i:derando\•la;t~ctiy::i,dad,· microbiana como 

<ootor 

1 ~<;•%~l~i~f ~itif t~~~' .. 
De los· modelos · encon trádós·,,:en\laili ter a tura, los más genera-

les son· los d~}~~~~i~~;~~·;~ª~~~~~fi(~;J{9;~i) . Ninguno de los 

modelos cinéti~o's: iricl~y'e ,eh::·s~~:~i~cllsi6n una determinaci6n 
.......... 

experimental. en. uri modelo físic~i~ual o similar al real o 

bien, una aplicaci6n posterior que permita la optimizaci6n 

del diseño de los sistemas de tratamientos estudiados. 

Las. concentraciones muy bajas de sustrato pueden ser facto-

res limitantes de la degradaci6n dado que no hay actividad 

significativa de la película por su incapacidad de extraer 
.... 

energía (Hoehn y Ray, i973J • El estado estable corresponde 

a un estado definido microbiol6gicamente de una poblaci6n¡ 

constituye un valioso''°insti:umento experimental y es una con-
. -· ··'':. 

dici6n que se. encuentra': en los medios más estables como el 
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mar profundo o el• suelo bajo un bosque maduro. (Odum, 1982) • 

V.U. eiio · e~pell.,lmen.tal 

Pri~ero, se llevan a cabo varias series (je experimentos; cada 

una de ellas con diferente grosor de película, utilizando ace 
. -. '. 

tato de sodio como sustrato. Posteriormente, ·se realizan 

otras series, cambiando el sustrato por diferentes diluciones 

de agua de desecho dom€stico de la Planta de Tratamiento de 

Aguas de Desecho de Ciudad Universitaria. 

Determinaci6n de la concentración de~ sustrato y del 9ro~or 

de la película 

Se sugieren concentraciones de 30, 60, 90. y 120 mg/l de aceta 

to de sodio porque ya fueron probadas en esta tesis; se evita 

de esta manera la inhibición de la rapidez de reacci6n por 

exceso del mismo (Wilderer, 1976); y, se asegura que la con-' 

centraci6n menor no sea tan pequeña que pueda resultar.un fac 

tor limitante de la reacción (Williamson y Me Carty, 1976b). 

Las diluciones de agua residual se calcularán a partir de ex-

perimentos preliminares. 

Se sugiere asimismo, que el grosor de la película sea de SO, 

100, 200, 300 y 400 µ se considera que.a los 300 6 400 µla 
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película se encuentra en estado casi-estable (Hoehn y Ray, 

1973). 

La biopelícula se genera en la primera etapa del biodisco de 
• 

la Planta de Ciudad Universitaria, para que tenga las carac~ 

terísticas de dicho sistema, en esa etapa. 

Se mantendrán como constantes la temperatura (25ºC) y el pH 

(7.2). 

Utilizando el método desarrollado en la presente tesis será 

posible conocer más ampliamente el comportamiento cinético de 

películas biol6gicas rotatorias utilizadas en el tratamiento 

de aguas de desecho domésticas. 

Se considera que los resultados del estudio propuesto serán 

un valioso aporte en el diseño y operaci6n de sistemas de bio 

disco para tratamiento de agua de desecho doméstico. 
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