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1, INTRODUCCION

En 105 ﬁltlmos anos en Méxlco, se tlenen dificultades para ob
tener agua en cantldad y calldad adecuadas para las diversas
act1v1dades del hombre- por ello, se ha pensado seriamente en
1a reutlllzac16n del_agua de desecho, siendo un requisito in-
dispensablé para ello, el.tratamiento previo (Norouzian,
1984; Aguirfe,'1986). El tratamiento biol6gico de aguas de
desecho, persigque eliminar la materia biodegradable de las
aguas residuales y consiste en acelerar el desarrollo de los
microorganismos encargados de efectuar los procesos naturales
de autodepuracién de los cuerpos de agua (Montejano, et af,

1968; Kornegay, 1968; Norouzian, 1984).

Los procesos biolbgicos de pelicula para el tratamiento de
aguas de desecho han tenido gran éx1to en 1os filtimos afios,

desde que la utilizacién de materlales pléstlcos se ha vuelto



cionales'u

nificativa

nefleld 1980, Brayers, 1982-'Gra

dy, 1982,f_fm‘ J_el presente estudio se en-

'foca a en procesos bloléglcos de pelicula fija rotatoria.

La utilizacién dé;géués?dé.déseého en riego de &reas verdes y
bosgues, en irriéaci3n dé:¢iertos campos agricolas y en algu-
nos procesos ind;striales, presenta problemas generados en el
desconocimiento de algunos.de los.procesos bdsicos involucra-

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

La cantidad de informacién generada por la investigacién des-
de 1970 es superior a la generada durante el resto del siglo
20, exclusivamente en peliculas biol6gicas. A pesar de esto,
'elfédhocimiento que se tiene sobre los mecanismos involucra-
dos en la utilizaci6n de nutrientes (eliminaci6n de contami-
nantes) en peliculas biolbgicas afin presenta muchas interro-
gantes, originadas en muchos casos por la carencia de un méto
do eficiente para la determinacibn de par&metros cinéticos.
El conocimiento de la cinética de los procesos biolbgicos es
esencial para la comprensifn de los mecanismos de la degrada-

cibn de sustratos y de los factores que los afectan. Asimis-



mo, permlte al 1nvest1gador desarrollar procedlmlentos de dl—_ﬁ:‘.

se desarrolla Yy concreta un . método para hacer determ1nac1one§

de 1a Clnétlca de la degradac16n de sustratos en”pel_c

biolbgicas aeroblas; y 2) se determlnar& en;p;;me;a instan--

cia dicha cinética.

Dentro de los alcances del trabajo Se c0251deran. l) 1la

construcc16n del aparato que permlta conOCef.los pasos de la

degradacifn de sustratos a través de la‘med1c16n del oxigeno

consumido durante la degradacibn. Con'bbjeto de que las pell
culas utilizadas durante la experimentacifén tengan las mismas
caracteristicas que ias peliculas utilizadas en plantas para

tratamiento de aguas de desecho domésticas, ser@n generadas en
el biodisco que se encuentra en la Planta para Tratamiento de
Aguas de Desecho de Ciudad Univeréitaria; y 2) 1la determi-
nacidn, en una primera aproximagién;_de;la cinética de la de-
gradacifn de sustratos —acetat¢ éef§q@ip.y glocosa- por peli-

culas biol6gicas fijas rotatorias. =

Se sugiere un disefio experimental empleando el modelo aqui de

sarrollado para determinar en forma mis precisa y confiable



N

g |

la cinética de la degradacifn 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 abarxcan una cantidad enorme de actividades meta
bblicas y se ajustan rapidamente a los cambios del medio. ILa
gran diversidad metabSlica presentada por los microorganismos
asegura gue la mayoria de las sustancias org&nicas naturales,
introducidas en un medio acudtico, sean utilizadas y transfor
" madas por los microorganismos. No ocurre lo mismo con las

sustancias recalcitrantes o de lenta degradacién, como son

los detergentes, herbicidas, pesticidas y otros productos in-

dustriales sint&ticos.

Algunas bacterias presentes en ecosistemas acufticos natura-
les se adhieren a superficies sflidas como los cascos de los
barcos, muelles, embarcaderos, rocas, y plantas y animales

acudticos, formando sobre ellos una pelicula biolb6gica cuan-

do hay cantidades adecuadas de nutrientes org@nicos, sales



mlnerales y oxigeno dlsponlble’“ Estas comunldades se caracte

rlzan por v1v1r dentro de"una matriz gelatlnosa, producida

por los mlsmos mlcroorganlsmos .de;los,cuales pueden

2.1 PeﬁicuﬂaQ-Biéﬂﬁg. 'ﬁdifdé InaIam£enIa de aguas

de deéedhoffff

Las peliculéé_bibiGgiCas ﬁtilizadas en sistemas de tratamien-
to de agﬁas_ae”déSécho son similares a las que se desarrollan
sobre.piedras_que se encuentran en el fondo de algﬁn rio o

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

cesos biol6égicos son parecidos en los dos casos.

La pelicula biolbgica efectfia la degradacibn del material or-
gdnico soluble y coloidal que se encuentra como contaminante
de las aguas de desecho, ademids de poder llevar a cabo los
procesos de oxidacifn de amoniaco (nitrificacidén) cuando exis

te un exceso de oxigeno disuelto en el agua.

Como ejemplo de peliculas anaerobias, se pueden mencionar los

reactores empacados anaerobios y los de cama fluidizada.

Existen sistemas de tratamiento de aguas de desecho con peli-



cula bloléglca aerobla 0. con”pelicula anaerobla."

~cadahuno de ellos son total.-

Los flltros anaeroblos empaﬁados consisten en un cilindro lle
no de algﬁn materlal 1nerte sobre cuya superficie se desarro-
lla la pelicula bloléglca. De forma diferente al f£iltro per-
colador bioldgico, la pelicuia'ée encuentra sumergida en el

agua de desecho, "la cual puedé.¢irpular 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 obje
to de mantener en suspensifn al material inerte gue sirve de

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

Los filtros percoladores biolSgicos tienen como soporte de la
pelicula alglin material inerte sobre el cual se rocia el agua
de desecho, la cual escurre sobre la pelicula biolSgica, en-
trando en contacto con ella. Por el volumen libre entre el
material de soporte circula aire para proveer de oxigeno a

los microorganismos. Es un sistema aerocbio muy difundido.

Los. pfoce-*f '



.

Los contéqtoreslbiélégicos rotatorios o biocdiscos constan de
una‘sérieide discbs de material inerte, montados sobre una
fleqhafcomﬁh y sobre un tangue de tal forma que los discos se
enéuéﬁtfan parcialmente sumergidos en las aguas de desecho.
Alﬂgiféfrel”tren de discos, la pelicula biolégica 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 biopeliculas en
sistemas de tratamiento de aguas de deéecho se ha enfocado
principalmente a la degradacifn de la materia orgénica Yy a su
relacibén con el érecimienﬁo y formacién de la pelfcula (Hoen

y Ray, 1973; Bryers,. 1982; Grady, 1982}.
2.2 Fohmacddn de La biopellfcuta

La formacién de una biopelicula sobre una superficie expuesta
continuamente a un liquido gue contiene nutrientes es el re-
sultado neto de procesos fisicos, quimicos y biolégicos, ta-

les como:

. Transporte y adsorcién de moléculas orgénicas en la su-

perficie.



. Transporte de microorganismos hasta la superficie.
. Adhesibn de los.microorganismos a la superficie.

Transformaciones microbianas producto de la actividad

metabblica: 'cfécimiénto'y'produccién de polimeros %

tracelulares, los cuales produce la biopelicula.

. Separacifn parcial de la pelicula causada por la fuerza

cortante del agua sobre la pelicula.

Los tres primero; puntos comprenden la etapa de induccibn ca .
racterizada por la formacibén de una capa primaria de microor
ganismos sobre la superficie s6lida inerte. ILa segunda eta-
pa es la de acumulacibn, la cual se caracteriza por dos fa-
ses: la primera, de acumulacién por crecimiento hasta alcan-
zar la segunda fase, de acumulacibn constante, en la cual el
espesor de la pelicula 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 pelicula de-
pende de la rapidez de crecimiento de los microorganismos y
de la accifn meclnica (friccifn) que existe entre la pelicula
y el agua. Los procesos anteriormente descritos se encuen-

tran representados en la Fig 2.1. La accifn de organismos de
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predadores, o de organismos que utlllcen 1a blopelicula como
fuente de alimento, puede afectar tanto el desarrollo de una
pelicula, como la forma de cr301mlentq_de'los mlcroorganlsmos

y el espesor de la misma.

ESPESOR DE LA PELICULA

TIEMPO

FIGURA 2.1. Desarrollo de la blopelicula )
(Hoehn y Ray, 1973)_ T

2.3 Algunos aspectos de £a'mic&ob{oﬂdgiqzdéfﬁéﬁiéﬂﬁa#ﬂbio£6;

gicas en sistemas de-biodisco-

Observaciones al microscopio de peliculas formadas en siste-
mas de biodisco, revelan que est&n constituidas por estratos
de organismos morfolbgicamente diferentes, entre ellos, 90 a
99% soh bacterias. La capa mis superficial de la pelicula

esta compuesta de bacterias filamentosas entretejidas, y la

capa basal presenta bacilos y riquetsias (Alleman, 1982; No-
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rouzian y Deloya, 1984 thtman y McCarty, lQBDa)

Norouzian (1984) y Norouz;an y:Deloya: {1984} 'en: estudlos acer

ca de la mlcroblologia de blod co

<A

(a;presenc1a de

bacterias organotréflcas, n1tr1f1 ‘eureoliticas, repre

sentada, cada una de ellas, pornva;;ggiuspeciés,

Las bacterias organotr&Sficas reguieren componentes orgénicos
como fuente de carb6n y energia; son un grupo muy. importante
en términos de tratamiento de agua de desecho doméstico, dado
que son los responsables de la degradacifn de la materia orgéd
nica; entre ellas se encuentran las bacterias filamentosas
Sphaenotilus natans, Nocardia spp., Thiothrix spp., Nostocod-
da ﬂimicoﬂa, Haliscomenobacten hydnossis, y Michothrix parvi-

cetta‘;las bacterlas nitrificantes son responsables del proce

'Qsd‘ e- 1ain1tr1f1ca016n, proceso muy importante en el trata-

2=mient9;de agua. ‘La oxidaci6n de amonla a8 nitrito y finalmen-

. te; a mitrato,involucra bacterias de los géneros Nitrococccus,
Nitrosomas'y Nitrobacten; y en la tercera categorfa importante
de bacterias, las ureoliticas, encontramos al gé&nero Profeus

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

Los microorganismos que llevan a cabo los procesos de degrada-
cién de materia orgénica son, principalmente, las bacterias;
no obstante, los procesos de la pelicula se ven afectados tan-

bién por hongos, protozoarios y algunos metazoarios como nemi-
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todos,: rotiferos, crustéceos y'gusanos:planbsf(ﬂd#eﬁb;IIQGS_Y
Norouzian, 1984). N o
Lbé;hangds degradan materia orgénica y, en las Gltimas etapas
del biodisco son fuente de alimento para los protozoarios, ro

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

Los protozoarios juegan un papel importante en la remocién de
materia orglnica s6lida. Muchos ciliados y amibas, al igual

que algunos flagelados, engloban particulas de detritus (More
no, 1985 y Norouzian, 1984). Este importante grupo es indica
dor del nivel de contaminacifn del agua; asi, los desechos po
bremente degradados presentan mayor abundancia de ellos vy, me
nor, cuando los desechos esti&n muy degradades. La presencia

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

Un gran nGmero de especies de protdzoarios se alimentan de
bacterias, controlando asi el grosor de la pelicula (Norou-

zian, 1984).

Los nemitodos, los ritiferos y los crust@ceos juegan un papel
importante en los procesos de la pelicula fija. Algunos de
ellos se alimentan de bacterias controlando, consecuentemente

el grosor de la pelicula (Moreno, 1985),

Los metazoarios agregaros en la biopelicula son todos aero-
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bios estrictos y, por lo tanto, se establecen en la superfi--
cie de la misma. Los rotiferos son los metézbarios,dominan#“

tes y consumen numerosos clmulos de bacterias {Moreno, 1985},

Al remover constantemente la pelicula a causa de su movimien-
to, los gusanos planos, permiten la difusifn de oxfigeno a las
capas mis profundas, favoreciendo consecuentemente la descom-

posici6n de materia orgdénica por via aerobia (Moreno, 1985).

"La microbiologia de los biodiscos esté solo parcialmente estu

diada, se sabe sin embargo, gue los microorganismos de pelicu
la fija son similares a aguellos de lodos activados; la dife-
rencia estriba en la sucesién de comunidades gue se genera en
los sistemas de pelicula fija {biodiscb, filtros percoladores)
a diferencia de las poblaciones uniformemente mixtas de los

lodos activados {(Moreno, 1985),
2.4 Difusidn de nutadlenies en pellfcufas aenobias

En los casos de los contactores biol6gicos rotatorios, la pe-
licula biolbgica se encuentra en contacto, de forma alterna-
da, tanto con el agua de desecho contenida en el tangue del
sistema, como con el oxigeno del aire. Esto origina que la
pelicula siempre est& cubierta de una capa de agua a través
de la cual se difunden los nutrientes: material orgénico e

inorgédnico contenido en las aguas de desecho y oxigeno molecu
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lar (ver figura 2.2).

AIRE AGUA DE PHJGRA‘. PELICULA
DESECH0 | LIQUIDA } BIOLOGICA ;
1 o H
0, nutrientes: ! J; %
donadores y' difusién [t o
aceptores en la Y et )
- de electro*pelicvl 'g;ﬂl':’ﬁn .
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. difusisn 7/

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

El agua de desecho contiene los nuﬁfientes, los cuales-se di-
funden a través de la pelicula liquida que se forma sobre la
pelicula biolSgica. De forma similar el oxigeno del aire se
difunde a través de la pelficula liquida para, junto con los
nutrientes, alcanzar la pelicula biol6gica en la cual se di-
fundirén hasta las paredes de las c&lulas. Posteriormente,
los nutrientes son introducidos a la c&lula para ser utiliza-
dos generalmente por medio de reacciones redox. La célula

expulsa los productos del metabolismo que ya no le son fiti-
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les, los cuales se difundir&n, primero a través de la pelicu-
la biol6gica, y posteriormente, a través de la pelicula'liqui
~da para quedar en suspensibn o solucifn o para ser arrojados

al aire.

2.5 Metabolismo aenobio

Algunos autores describen el proceéozdéiutilizabién de sustra
tos acompafiados de la utilizac16ﬁ ae'oxigeno-molecular en
reacciones aerobias (Gaudy et al,_1973; Williamson y McCarty,
1976a; Williamson y McCarty, 1976b; La Motta, 1976; Rittman y
McCarty, 1978; Harremoés, 1978; Rittman y.McCarty, 1980a;

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

Las reacciones metab&licas que se llevan a cabo durante la
utilizacién aerobia de nutrientes son diversas y muy comple-
jas. BEn la figura 2.3 se presentan en forma esquemdtica, 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 Characlié,lQBZ; Bryers, 1982 y Harre-
mo&s, 1978 senalan que las reacciones enzimiticas que se lle-
van a cabo dentro de la célula son reacciones de saturacién

que se comportan segfin la teoria de Michaelis y Menten.
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Como se observa en la Fig 2. 2 los pasos 1nvolucrados en el

aprovechamlento de nutrlentes por una:pelicula bloléglca afec

tan la reacci6n global de dlferent ,a?reacc;én glo

bal gque conduce a la ellmlnac16n-def utriEntes?ihéélUCra la
difusi6n tanto de donadores de ele aterlal org&nlco)

como de aceptores de electrones (oxigenot a- través de la peli

cula liquida que se forma sobre 1 pe la blolﬁglca difu-

si6n de los mismos hacia el 1nter10 de. la pelfcula biol8gica,

la reaccibn enzimatica fuera- y dentro‘de las células, la difu
si6n de productos metabéllcps h;q;a el exterlor de la pelicu-
la liquida; Harremoés (1978)Iméhcioha gue cualguiera de es-
tqs”pésos, principalmente ‘la difusibn 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-

cién global.

2.6 Cinética enzdimdidica en peliculas aerobias

H;rremoés (1978), sefiala que, cuando el espesor de la pelicu-
la.és‘lo suficientemente pequefo para que permita la difusibn
de nﬁtrientes hasta el fondo, los efectos de la difusién se
vuelven despreciables y solamente la reaccibn enzimftica con-
trola la reaccién global. Esta afirmacién concuerda con los
resultados de los trabajos de Hartmann et al (1971) y de En-

gelmann (1978), los cuales fueron realizados con fléculos sus
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pendidos y no con'peliculas;~131 h§qho de_que se haya trabaja-
do con f£l6culos y no con peliculas no invalida la comparacibn,
ya dque en f16culos también se observan los mismos fenSmenos de

difusién en peliculas.

Considerando que el paso que controla la rapidez del proceso
degradativo es la reaccibn enzimitica, entonces el proceso pue
de describirse por medio de la teoria de Michaelis y Menten.
Aungue durante los procesos metabblicos intervienen una gran
cantidad de enzimas, solamente una de todas las reacciones en-
zimaticas controlara, nuevamente, los procesos enziméticos,
principio que se conoce como del minimo esfuerzo de Liebig

{({Hartmann, 1971; Wilderer, 1976)}.

Michaelis-Menten postulan gue un sustrato reacciona con una en
zima para formar un complejo enzima-sustrato, el cual puede
descomponerse para formar nuevamente la enzima mis el sustrato
o para formar la enzima mis un producto. A continuacifn se

presenta el postulado de la reaccitn.

1 3
E+S ——=.FS ——= E + P (1)
Ky

La ecuacibén que se obtiene de la reaccibn anteriormente presen

tada es
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FIGURA 2.3. Principales pasos en el metabolismo aerobio
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) i% =V Vmax'K S+ S (2}
T
donde | . :_ f 'f
v rapidez de reaccibn;
Umax rapidez méxima de la :éaéé%éﬁ;';. 1 
Km constante del valor megiqéfi;
S concentracifn de sustfétof""r
1 tiempo. _ : ' ~>

La representacibn gr&fica de la ecuacibn de Michaelis-Menten
es una hipérbola y, dependiendo de la concentracidn de sustra
to, la reaccién puede presentar Srdenes de reaccidn que osci-

lan entre 0 y 1 (ver Fig 2.4).

v tangente inicial:
reaccibn de‘primer orden
vﬁax
asintota:
reaccibn de
orden cero
“mm =
3 l
:
]
|
]
|
Kn S

FIGURA 2.4. Hipérbola de Michaelis-Menten



Con.objeto‘de_simﬁlificar el manejo:de los datos, Lineweaver
y Burk proponen utilizar una forma linearizada de la ecua-
cifbn de Michaelis-Menten: (Segel, 1976, Christensen y Palmer,

1980) .

(3)

Graficando 1/v contra 1/S se obtiene una recta cuya pendiente

es Kmlvmdx y la ordenada al origen ]/Umdx (ver Figura 2.5).

Ll =

FIGURA 2.5. Gr4fica de la forma linearizada de la ecuacifn
de Michaelis-Menten por Lineaweaver y Burk.

Al integrar la ecuacifn de Michaelis-lenten, considerando las
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condiciones iniciales S =8

o Y 1'9,0_se'obtiene la ecuaéién.

de Henri: = .. .

oncentracifn - -

'Arreglando:la eéﬁgéidnﬁf,'

Graficanddf]sa_ﬂ,
‘con pendienté_igqal‘;lfkﬁﬁy;q:ggﬁaaé:aiﬁoffgéhfvgagj(Vér‘Figg

2.6) .

FIGURA 2.6. Representacidn gréfica e la ecuacién ce Walker



3. RESPIROMETRIA

'sarrollé-un aparato que posterlormente se. llamé "Resplrdme-

1tro Warburg“'y que en la actualldad se sigue utlllzando.

Desde su desarrollo, el,réSPirémetro Warburg ha sido utiliza .



Y

zado para.

cuentement:

de‘pbﬁl&ciqnes mix
dédorés;i9a §Q9

rias y hongos, los bacteriéfagos tienen suficiente alimento y




consumen tamblénioxigeno

la dlferenc1a guesexist entreila resp1rac16n:de una pobla—

-ﬁDurante la degradaC16n aerobla de un sustrato en un 51stema

24

Asi- la resp;racxén endégena de pof

blac10nes m a resplra016n orlglnada

'por 1afpob1ac16n.cuando'lasf

Ciéﬁfcua' ene’un sustrato'exﬁgeno dlSpOﬂlblE'y la resplra

cibn endégena

dlscontlnuo se puede observar la d15m1nuc16n de la concentra-

'c16n del sustrato y el aumento de 1a suma acumulatlva de. la

;demanda de oxigeno (ver Plg 3 l)
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En caso de: considerar a los contaminantes orgénicos, conteni~

problemas:

trato. es.problemstica debido

fté;iaéd lo:-que Origipgiﬁnjyémaﬁenﬁé.déi:maﬁefiélfﬁbfﬁiddégrg

dable.

- -—— - [ .
- e m am Er - e - - -

DBO

CONCENTRACION DE SUSTRATO

CONSUMO BIOQULMIZC DE OXIGENO

TIEMPO o

FIGURA 3.1. Relacién entre consumo de sustrato y de oxige-
En la Fig 3.1 se describe cémo un sustrato con una concentra
cibn inicial S, para un tiempo inicial %, = .0 es degradado
hasta alcanzar un valor final SE‘#'O,'-AI mismo tiempo gque

se consume el sustrato se lleva a cabo la demanda bioguimica
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de oxigeno efectuada (DBO ), el cual alcanza un valor m&x;mof*-

flnal {DBOF) cuando el sustratAaha 51do'metabollzado comple-]‘*:

tamente. De tal forma pued'mobservarse que el sustrato con;A, 1':

sumido (S - Sg ) es equ1va1ente al oxigeno demandado (DBO ) o

Yy entonces

DBOn ] DBOF
S-S SO-S

n

= demanda especifica de oxigeno (6)
: |

La DEO representa la cantidad de oxigeno requerido para oxi-
dar por medios bioguimicos una determinada cantidad de sus-

trato.
De la Fig'3.1 se puede concluir que
DBOQ + DBO)L = DBOF = DBOPL | (7]

donde la DBOPL se conoce como la demanda bioquimica de oxf-

geno Platedu.

Entonces la ecuacidn de Michaelis-Menten puede ser expresada

en té&rminos de demanda de oxigeno

, - 4080l _ D80

_— (§)
dz max K. + DBO

La forma linearizada, seglin Lineweaver-Burk, gueda



— - + - '_(91"

_ 4 (DBOPL - 080] S e

0,

(12)

Esta Gltima forma de laiecﬁaciﬁnaiineéfiiada de Henri es la
m&s usual, ya que permite la utilizacibn directa de los da-

tos obtenidos en un respirbmetro.

A continuacibn se describen dos aparatos utilizados para la
cuantificacién del oxigeno consumido por microorganismos

aerobios: el respirbmetro de Warburg gue se basa en medi-
ciones por diferencias de presibn y el SAPROMAT que se basa

en mediciones a presibn casi constante.

27
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3.7 Respinfmetro de Wanbung

El rééﬁiféﬁéﬁ%l a se basa en la cuant1f1cac16n del

‘oxigeno

m ndado por mlcroorganlsmos mldlendo

,1a dlfe'enc1'

accibn. se coloca un volumen conocido de

eimicroorganismos en solucibén amortiguadora

en élffecipiente central se coloca una pe-
guefia tlra P pelfflltro empapado de una solucifn de hidrd

xido deﬂpota51o.al 10% y, en el brazo, se coloca la solucibn

‘con el sustréto por estudiarse. Sin cerrar a la atmbsfera
la llave de tres pasos, se coloca el sistema de tal forma
que el frasco de reaccifn quede totalmente sumergido en un
bafio de agua a temperatura constante. Por medio de un siste
ma meclnico, el manSmetro y el frasco de reaccidn se mueven
para propiciar agitacifn dentro del frasco de reaccibn. Has
ta despuds de aproximadamente 30 minutos, tiempo suficiente
para que la temperatura en el frasco de reaccidn se estabili
ce, se inclina el respirSmetro para gue la solucifn de sus-
trato contenida en el brazo resbale hacia el fondo del fras-
co y entre en contacto con los microorganismos. De forma si

multinea se cierra la llave, conectando el manfmetro con el
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+ N

frasco de reacC16n y aislando el sistema’ de la atm6sfera..-La

agltac16n contlnﬁa hasta la term1nac16n de. la reacc16n..

... 1lave de tres vias
nivel de agua

L tapén lateral con venteo

F recipiente lateral
- bafio de apua

frasco de reaccibn
pozo central (para flcali)

\ manfmetro

) recipiente flexible de fluido
nd y prensa de tornillo

Figura 3.2. Diagrama del respirfmetro Warburg

 Durahte'1a utilizacién del sustrato los-organismos consumen
oxiééno_haciéndo que la presibn dentro del sistema disminuya
¥ qué la columna de solucifn dentro del lado izquierdo del
manbmetro 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 manbmetro.

Como el consumo de sustrato est& en funcibn del tiempo, la
disminucidbn de la presifn, tambi&n. Las lecturas del manbme

tro se efectfian en intervalos de tiempo conocidos y asi se
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puede conocer ;a'éemahda de oxigeﬁ§ con ;espectc ai #i§m?oT
La d?manda'de oxigeno:se célcpla’pqr medid de.1$ éc§éqi6#2i5;._

Oxlgeno demaﬂdado f_k,}:QP‘ !mgofft,f'j ;;}?éi-'::  

donde

K constante_ﬂeifﬁtéééb{d nféaééiéﬁf(ﬁgﬁéjrgmﬁi{"

AP diferenqia;déym‘

1
Va

f+105ﬁ43q (14)

G-__:_T_" F _02’.

donde

Vo  volumen del gas dentro del frascﬂ y en el manbSmetro has-
ta la marca de referencia (mi)f

Ve volumen de la suspensibn de midrdorganismos mids el volu-
men del sustrato (ml);

VF volumen de las soluciones de potasio y de sustrato més
el volumen de la suspensibn de microorganismos (ml);

T temperatura (°K);

@y coeficiente de difusidn del oxigeno en agua a la tempera

"3

tura de experimentacibn.
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Al ser tan senSLble el procedlmlen de’ medlc1ones es necesa

rio. hacer*ajustes para ellmlnar.los efectos denlos camblos

de la pr3516n atmosferlca sobre los frascos_de reaccldn. Es

to se 1ogra utilizando un manémetro con frasco de reaccibn
_que contenga una peqguefia cantidad de'agua. A este manbmetro
se ié-denomina termobarbSmetro. Al mismo tiempo se toman lec
turas en el frasco de reaccibn y se calcula la DBOG por me-

dio de la ecuacibn 13,

Dentro de la problemitica que presenta el mé&todo de Warburg
para efectuar determlnac1ones de la cinética de utilizacibn

de sustrato por microorganismos estd el hecho de que en un

'_&frasoo;de reaccibn solamente se puede tener una sola concen-

“tracibn de sustrato. De la ecuacifn de Michaelis-Menten se
observa que son necesarios valores de demanda de oxigeno pa-
.ra varias concentraciones para asi proceder al célculo de

las constantes correspondientes.

Para solucionar este problema se utilizan varios frascos de

reaccifn con sus correspondientes manbmetros, m&s el termoba
rémetro. En cada frasco se coloca la misma suspensidn de mi
croorgénismos y diferente concentracidn del sustrato por es-

tudiar.

De las curvas de DBOQ contra tiempo se determina la pendien-

te inicial, la cual corresponde a una concentracidn inicial
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de 5ustrato_y se gréfican segfin se indica en el capi#ﬁlo 3.1.
5.3 ‘SaphdmatJ

Saproméﬁ;ééiﬁn nombre comercial del respirbmetro que'vende la
compaﬁié VbITH'en la Repfiblica Federal Alemana. Este apara-
to, diseﬁﬁdd-para hacer estudios de respirometria en trata-
miento_de‘aguas.de desecho, se basa en un pringipié_diférente
alide_Warburg. El sapromat repone, en unhf:;s;d?ﬁé reééci6n,
'el §x£§eho demandado por las bacterias_y éffés'ﬁiérodfganis-

mos  y-lo cuantifica.

: LésVaparatos Sapromat pﬁéden tener 6 6 12 frascos de reac-
ciﬁn;ﬁlbs cuales pueden, a su vez, tener un volumen de reac-
_ cién_de 250 a 1000 ml. El principio de funcionamiento se des

'cribé_en la figura 3.3.

Elff:éé¢p de.reécci6n A.cbntiene la suspensidn de organismos
en uhé:éOiﬁéiﬁn nutriﬁivé“y'és agitado con un agitador magné-
tico. .En-la tapa se tiene un pequefioc recipiente con una sus-
‘tancia absorbedora de COZ' El recipiente de reaccibn se en-
cuentra conectado al frasco generador de oxigeno por medic de
‘una manguera y el frasco generador se encuentra unido por
otra manguera a un recipiente indicador de presibn. Cuando
la presifn baja por la demanda de oxigeno dentro del frasco

A, el indicador de presifn envia una sefial para gue el frasco
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'B produzca oxigeno por medlo de una reacclén electrolitlca “j'-””:'

'suspenda,sff?if
- ' {
W 1
( \\ / i
"
1 P < =17
o1 3
Ny
s G0 2 é
o ! :
E 1
c B A
A = recipiente de B = generador de C = indicador de
reaccin oxigeno presidén
1. agitador magnético 4, indicador de presi6n
2. muestra 5. electrolito

3. absorbedor de CO 6. electrodos

2 7. registrador

FIGURA 3.3. Diagrama del SAPROMAT.

Este método presenta las ventajas de que la experiment§ci6n
se puede prolongar durante tiempo indefinido y de gue no es

sensible a los cambios de la presifén atmosférica.

Otra gran ventaja es gque el sistema de adquisicibn de infor
macibn a través del graficador es totalmente automético y

no requiere mantenimiento mientras se efectfia la experimen-
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cibén.

Tiene la desventaja de que la respuesta a2 la demanda de oxige
no es lenta y, si la concentrac16n de sustrato es muy alta,

la demanda de oxigeno puede ser més r&plda que la produccibn

electrolitlca.

Los frascos A, B y C se encﬁentran'parcialmente sumergidos en
un bano de agua a temperatura constante (+ 0.1°C), lo cual ga
rantiza que no existan desv1ac1ones por camblos de temperatu-

ra.

Los valores que pr0porciona ei'Sapromat se dan en mg de oxige

ne demandado por litro de muestra.



4. METODO EXPERIMENTAL

4.1 Ddiserio del nrecipiente de ne@ccidﬁ g3dé£7éiaﬁéha deianE"_

cdén

Se parti8 de la base de que lbs microorganismos forman una
pelicula, por lo tanto, fue necesario tener un medio rigido
sobre el cual se formara pelicula. Por otro lado se hizo

la consideracifn de que el mezclado requerido para poner en
contacto la pelicula con un sustrato debe proporcionarse

por medio de accibn mecénica y asi poder despreciar los efec
tos de los procesos de difusibn del sustrato hacia la pelicu

la.

Partiendo de las consideraciones anteriores se decidib la
utilizacién de discos como soporte de la pelicula. Se selec

cion6 al vidrio con superficie esmerilada por ser un mate-
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rial 1nerte a la ac016n metabéllca y la superf1c1e esmerila-

‘da permlte una me]or adherencla de 1os organlsmos.

-Posterlormente se con51der6 que S¢ 'acer glrar al dis-

: co dentro de una soluc16n nutrltlva para: dner en contacto

a 'mlsmo tlempo que

b 16glc'icon el sustr“ o;-

ezclado eflclente.; De esta forma se 11eg6

por s;mp11c1dad,_a1 simll con los sxstemas de blOdlSCOS para

o El tratamlento de aguas de desecho doméstico.

Elfpaso“éiguienge consistib en el diseno de un recipiente
que permitiera el montaje de los discos, asi como de un sis-
tema de traccién que hiciera girar los discos dentro del re-

cipiente.

Como los sisteﬁaé respirométricos para efectuar determinacio
nes cinéticas han érobado ser eficientes y confiables, se
llegb a ia conclusién de que el recipiente debia permitir el
~aislamiento de la pelicula biolSgica del medio circundante
‘para asi, como un sistema cerrado, estudiar la cinética de
la degradacién de sustratos a través del consumo de oxfgeno

(ver Capitulo 3).

Como punto de partida para el diseno final se seleccionaron
discos de vidrio con superficie esmerilada de 10 cm de di&-

metro y con un espesor de 3 mm. Cada disco con una perfora
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cibén en el centro para poderlos sujetar a una quuena flecha}q-

sobre la cual. pudleran glrar i

" E1 51stema de traccibn se selecc10n6 de tlpo magnétice para

poder impulsar los discos desde el exterlor,del reclplente ._,lﬁn
sin tener necesidad de sellos hermétlcos en la:pa

flecha.

Después de consultar con expertos en- 50plado de v1drlo se

descartb la pOSlbllldad de utilizar elwrldrlo por'la comple-

jidad de la forma que debiera tener el‘H ”lplente y se dise~-
haron y construyeron finalmente 6 rec1p1entes lguales en
acril;co_transparente. La figura 4.1 detalla las dimensio-
:nes“dé cada uno de los recipienfes Y dé 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.

i.En éu parterinfg;io; el recipiente esti dividido en dos:
'una parte Sirﬁe para colocar la solucibn con sustrato y la
otra proporciona el espacio necesarioc para que gire el magne
to interno.‘ Al introducirse el disco queda colocado de tal
forma ‘que la pelicula biol6gica se sumerge en la solucibn nu
tritiva aproximadamente 40% de su superficie. En la parte
‘superior interna se colocd un soporte para un peguefio reci-
piente de vidrio el cual se utiliza como contenedor de KOH

para absorber el CO? producido durante las reacciones biogui
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micas.

La tapa est& prOV1sta de dos perforac1ones para tornlllos que

tlenen por objeto%sujetarla Témbiéhﬁtiénefqtras qué dos per
forac1ones-* una de: ellas sirve: para conectar el recipiente

al equpo de med1c16n ‘ :ﬁiéhehun.tapﬁn con cuerda pa-

ra- 1ntroduc1r la soluc16n nutritlva después de haberse estabi

1lzado la temperatura.

El sistéma'de tfaééiéﬁicaﬁsiste de 6 poleas de aluminio colo-
cadas en forma vertmcal y separadas entre ellas 20 cm de cen-
tro a centro. Sobre cada pclea se £ij6 un magneto permanente
para que, al glrar, por medio de una banda accionada por un
motor de VElOCldad varlable, impulsen los magnetos acoplados

a la flechafdentroﬁdel recipiente.

Lds.6_fé¢i§ieﬁtés‘se colocaron dentro de un tangue rectangu-
ia#;,éi cuai, ademds de los frascos, contiene agua y un dispo
.sifiﬁo.éué permite el mezclado del agua y la mantiene a tempe
ratﬁta constante, De esta forma se logra que la reaccidn se

lleve a temperatura constante.

4.2 Generacibn de La pelicula biolbgica
Para lograr que los discos de vidrio se cubrieran con una pe-

licula de microorganismos, &stos se colocaron, por medioc de
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soportes construidos exprofeso, sobre el empaque pl&stlco defl

Por medio.del'microscopio se”determmné el espesor de las pe—"'”

1iculas, las;cual aria aq,entre 25 y 150 mlcras;-
4.3 Utilizacifn del SAPROMAT .
Originalmente el’SAPROHKT 'ual que el WARBURG fue dise

fiado para efectuar estudlos cinéticos: en s1stemas mlcrobla—

nos en suspensidn. Tlene -un. bano xe;temperatura constante
para frascos de forma CLiind lca,;pﬁr lo cual no pudo ser
utilizado dicho bafo. De los frascos de generacidn de oxige
no se prolongaron loéjcquuctds de oxigeno por medioc de man-
gueras de plastico trahsﬁérente para poder conectar cada uni
dad generadora a uno de los recipientes descritos en el capi
tulo 4.1. Los frascos de reaccibn se colocan en el bafio de

agua para que los discos sean impulsados por el sistema de

traceibn.

De acuerdo con el funcionamiento del SAPROMAT el aparafo pro
porciona el oxigeno que requieren los microorganismos y lo-
cuantifica y grafica con respecto al tiempo. Este aparato-

tiene la gran ventaja de ser automitico (ver capitulo'3.3).
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, 1lave de tres vias

-~ junta esmerilada

N semicircular
nivel de " frasco de
N~ referencia / reaccibn.
. i r: [N | N L . .
- Solucitn de ; / [ //_J-"?sz-r1 ~'f-
Brodie 4 ‘é [____ e —+ - . Ry s
4 ,.
jeringa ' ? I R
J N—A
tornillo z —— s
N 7
% N 4

bafio de agua a
temperatura constante

Figura 4.2 Adaptacifn.del respirfmetro de Warburg
para determinaciones en pelfculas
biol6gicas.
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4.4 Utilizacin del nespinfmetno Varburg

Como no se fabrlcan comerC1a1mente r6metros Warburg del

tlpo que se requeria, se con ruyeron manémetros con una

longltud de tubos de 40 cm. “BEn‘la parte lnferlor se ajusté

una jeringa como reci?iéﬁfé” : soluc16n[de Brodle accionada
pPOr una pequeifia prensa de tornlllo que permlte mover el &mbo
lo de la jeringa y asi ajustar 105 nlveles de 1iqu1do en el
manémetro {(ver f;gura_432,).;; 3h”u

_ I
En el capitulo 3 2 se descrlbe el funclonamlento del respird

metro Warburg Y. la forma de célculo.
4.5 UDeteaminaciones cinéiicas

Seglin las bases de la cinética.enzimética descritas en el ca
pitulo 3,es necesario utilizar varios frascos de reaccibn
con objeto de tener el seguimiento de la degradacibn de un
sustrato a diferentes concentraciones. El método de Linewea
ver y Burk requiere de un minimo de 3 diferentes concentra-

ciones y el m&todo de Walker una sola.

Debe de considerarse, ademis de los 3 frascos de reaccibn pa
ra degradacibn de sustrato, un frasco més para cuantificar
la respiracién endSfgena (ver capitulo 2) y poder restarla a

la respiracibn combinada de los frascos con sustrato. El



43

| pr@dﬁétoﬁde:la:restékde_la resplra016n endégena de 1a respl-

m'sustrato a partlr de

cdlculos:de lo apar&metpos_c1nét1cos.
Por segurldad y para aumenta N-precisiéhfse:utilizarﬁn*4
frascos- para estud;'

d l resplrac16n por sustrato Y uno

mis para la resplra016n endégena.

En el caso del aparato de Warburg es necesario un frasco mé&s
que se utiliza como termobardmetro para compensar las varia-
ciones de las mediciones considerando los cambios en la pre-

sibn atmosférica (ver capitulo 3).
4.6 Temperatura y pH

En todos los experimentos se ajustd la temperatura a 20 & 25
°C por medio de un bafo de agua y un termostato. El valor

del pH fue ajustado a 7.2 por medio de una solucibn amorti-
guadora de fosfatos basico y dib&sico de potasio en la cual

se solubiliz6 la sustancia nutritiva (sustrato).

4.7 Susthatos

Con objeto de favorecer la demanda de oxigeno se utilizaron .. - -7~

dos sustratos de ficil degradacibn: acetato de sodio y glu-

cosa.



5. RESULTADOS Y DISCUSION :

En este capitulo se bresentanllos resultados de la experimen
tacifn realizada en el SAPROMAT y en el respirbmetro disefia-

do segfin se especifica en el capitulo 4.
5.1 Expeaimentacidn con el SAPROMAT

Las primeras pruebas se efectuaron utilizando el SAFROMAT pa

ra cuantificar la demanda de oxigeno.

La figura 5.1 muestra dos curvas correspondientes a la respi

racién de acetato de sodio despu&s de haber restado la respi

racifn endbgena. La temperatura experimental fue de 20°C, ..

el pH de 7.2 y el grosor de las peliculas de 80 u. Las con-

centraciones iniciales de acetato de sodio fueron 2140 y

2860 mg/l. "En la figura 5.1 se observa gue la pendiente ini.,

Vel S



45

cial (rapidez de reaccibn) de la curva de mayor. concentracién

es menor que la curva de meﬁol racién,: 1o cual no con-
cuerda con la teoria de Mlchaells-Menten ’Sgdﬁnfdicha teoria

la rapidez de reaccibn. (pendlente lnlclal), éﬁé‘aumentar al

aumentar la concentraclén 1n1c1al de sustrato hasta que se al

canza la asintota de la curva (valor de V di) (ver fiqura

2.4) en donde la rapldez de reacc16n no aumenta al incrementar

la concentrac16n de sustrato.

_ El com or amlento descrlto en 1a7f‘ u es:un .caso de in-

h1b1c16 por: exceso de sustrato, tal. como lo<dé5éribe‘Wilde-

'rer (iQTGM A“onforme aumenta 'centrac16n.1n1c1al de sus
trato dlsﬁinuye la Pendlente 1n1c1a1 de las curvas, lo cual
no afecta el consumo flnal de oxigeno (DBO }. La figura 5.2
muestra los_valorgs dE'DBOF para las dos curvas contra la con
centracién iniciai'de sustrato. Se observa que los dos valo-
res éaen sobre;uﬁa recta gue pasa por cero y cuya pendiente

es de 0.27 mg02 demandado poxr cada mg de acetato consumido.

Las figuras 5.3 y 5.4 muestran las grédficas de la ecuacibn de
Henri linearizada, también conocida como ecuacibn de Walker.

Después de efectuar una regresibn lineal se obtiene una recta
para cada una de las dos curvas a partir de las cuales es po-
sible obtener los valores de U ax ¥ de K Los resultados se’

resumen en la Tabla I. Ul R R 1o et b
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Determinacifn del consumo especifico de oxigeno.



0.7
| 0.6
—
S, ~0.5
%
E
)
\GJ 004
g

0.3

Eigura7_5.3

0.45 ¢

0.40

0.35

DBOe/t (mg02/1-min)

0.30

Figura 5.4

.47

s
10,6217
-T05g145-;f

n

Pendientéa 
Ordenada
Coef .Corr,

} R e
Vmax 0 622 mgOz/l mln'__
Km_ - 38 rngOZ/l |
1 DBO S
—1n F _x103 bnin'1)
t DBQﬁ4XDe :

Diagrama de Walker para una concentracifn 1n1c1al
de 2140 mg/l de acetato de sodio. :

Pendiente = -43.2
Ordenada = 0.43
Coef,Corr, =
Vmax = 0.43 mgO,/1.min
kn = 43 mg0,/1
0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

1 DEO
—in —F_ x 10" min’")

t DBO_-DBO
F e

Diagrama de Walker para una concentracién 1n101a1nn v

de 2860 mg/l de acetato de sodio,



48

TABLA I, VALORES.DE dex Y Km DE LAS CURVAS OBTENIDAS EN
' EL SAPROMAT DURANTE LA DEGRADACION DE ACETATO DE

SODIO
Concentracibn inicial Pendiente Umd Km
de acetato de sodio inicial x
{ma /L) (mg0, /£ min | (mg0, /£ min) (mg0, /2]
2140 0.406 062 38

2860 . 0.384 043 43

La diferencia entre los valores de Km‘es tan pequena gue pue-
den considerarse como error del método experimental. No suce
de lo mismo con los valores de Umdx°
Cuando se presenta inhibicién por exceso de sustrato la ecua-
cibn de Michaelis-Menten se transforman en (Wilderer, 1976;

Segel, 1976):

y = : ' L us

donde Ki es la constante de inhibicibn.

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

ca gue los valores de de‘

y son realmente el valor de -

Umdxlll + S/Ki} y que dependen de una variable gue es la con-

centracibn de sustrato. La figura 5.5 representa el comporta
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mlento de la- ecuac16n defniéhaelis?meﬁteﬁjﬁti1izaﬁdbfibs vd?
lores de 1a Tabla I. '
lores de la pend;entef’"“w""

que se encuentran méé

concentracibn 1n1c1al de_acetato de 2860 mg/lsipor 1o cual
se considera que esa ﬁltlma curva es més representatlva del

fenémeno que la de concentrac16n menor.

0.8
Vmax = 0.622 mgoz/l-mn'
) kn = 38 mg0,/1
0.6.# ) . ...-“““"”,,.."....u---n--""'-'"--'-"""'""""'.."'"‘""""""""
!'E\. ,7.. .: .
. -E. ; . : .
o = . 'l' . . veravens cene N s s 4 N
& 0.4.’_ R e ®
.gi’ i Vmax-= 0.43 mgOZ/l-min
E Y Km = 43 mg0,/1
7 0.2 4 |
ok ¢ t - —— 4
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
S (mg/1) |

Figura 5.5. Representacidn grédfica de la ecuacidn de Mi-
chaelis-Menten utilizando los valores de la
Tabla I.

Por lo anteriormente expuesto se concluye gue los valores
confiables de los par@metros ciné&ticos corresponden a la cur

va con concentracién inicial de 2860 mg/l.



50
‘ Durante la exper1mentac16n se - pudo observar que el espesor

b  'de la pelicula_dlsmlnuye en un 70% como promedlo despues de

1La dlsmlnuc16n ‘se. observé-en os’ féécdéféon-acetato de so-

_fdlo y ‘en el de resplra016 'Por lo anterior se con

':cluye que las concentraﬁlone ce:ato de” SOle deben ser
menores para que el tlempo quefdura:la reac016n también sea
menor y no sea necesario trabajar con 1a incertidumbre de
que el espesor de la pelicula.sea-unsfactor que afecte el
anflisis de la cinética. Comézel.SAPROMAT no permite redu-
cir los tiempos.de reaccibn a.élgﬁnas horas, se continub la

experimentacibn utilizando el respirbmetro WARBURG construi-

do especialmente para el caso.
52 Experimentacibn con el ned pialmetro WARBURG

Se efectuaron pruebas de respirometria en el WARBURG utili-

zando dos sustratos: acetato de sodio y glucosa.
5.2.1 Degradacibén de acetato de sodio

Se hizo experimentacifn utilizando acetato de sodio como sug
trato y se obtuvieron curvas de consumo de oxigeno para dife
rentes concentraciones del mismo (ver figura 5.6). La peli-

cula biolbgica utilizada tuvo en promedic un espesor de 30 u;
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OXIGENQ DEMANDADO (mg/1)
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] ‘ | SRS
30 < . ) N ' R +::,.-
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°o o .
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15 4
a b2
10 4'_ 60 mg/l
5.‘r + * s =z n ¥
' x » 30 mg/1
0' +———rt + + —+ t i
0 80 100 120 140

TIEMPO (min)

Figura 5.6. Curvas de demanda de oxigeno para diferentes
concentraciones de acetato de sodio, T = 20°C,
pH = 7.2,
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la temperatura se mantuvo constante a 25°C y el pH fue de

'curvas aumenta.al gumeptar'; _}ﬁnquér'Tébla I1j.

TABLA II. VALORES DE_DBO

TENIDOS A PARTIR DE LA
FIGURA 5.6. S |

Concentracién inicial ,Pendlente Inicial

de acetato de sodio R ODEfl. Corx.
(mg/2)  Img0, /2. |
30 3 0.976
60 9.5 0.991
90 s 0.993
120 B XY 0.993

Graficando los valores de'DBO? de la figura 5.6 contra la
concentracidn inicial de sustrato se obtienen la figura 5.7
de la Tabla II. La pendiente de la recta que forman los
puntos da el valor del consumo especifico de oxigenoc para la
degradacidn de acetato de sodio. El1 hecho de que la ordena-
da al origen tenga un valor negativo significa gue la respi~
racifén endfgena no es exactamente igual con o sin sustrato;

cuando los microorganismos degradan acetato de sodio la res-
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SOT
Pendiente = 0,22
—_ Ordenada = -3.25
- Coef.Corr, = 0,997 :
S 20 L
~ . .
S, CEO = 0.221 mg0,/mgS -
E. p
- o 104
2.
0o
)] Ay " + A B mrat 2o A
0 30 60 50 120

S {mg Acetato de sodio/1)

| Figira 5.7 Obtencién del consumo especfifico de oxfgeno
: ‘ ‘::;'(CEO) para acetato de sodio.

8 .
7 4
-~ 6]
£ 5]
£ -
CeA oL
B 44
o
fii'f,si" / N
e Pendiente = 207
2] Ordenada = 0.677
o Coef.Corr. = 0.986
LI Vmax = 1.48 mg0,/1.min
. kn=305 g0/

0 0.01  0.02  0.03  0.04
1/S (1/mgAcetato de sodio)
'Figura 5.8 Representaciln gré&fica de la linearizacifn 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-

cién de glucosa. T =

25°C, pH = 7,2,
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En la flgura 5 10 se’ muestran 1os valores de Bb‘iédn£ré}iéff.*

concentrac16n 1nlcla1 (ve Tabla
espec1flco de ‘oxigeno:es
_ observar que es

51gn1f1ca qu icroo ganlsmos:rEqu1eren unaimayor cantl- '

dad de oxigeno par egradar glucosa que acetato de sodlo.

De forma szmlla cetatojde sodio, la ordenada al origen

es negatlva,_ Esto 51gn1flca que la resp1rac16n enddgena es

superior cuando losAmlcroorganlsmos no tienen un Sustrato
gque degradar o bien, dicho de otra forma, la respiracién en-

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

TABLA 1III. VALORES DE DBOF ¥ DE v OBTENIDOS A PARTIR DE LA

FIGURA 5.9.
Concentiacién inicial DBOF . Perdiente Inicial
de glucosa v Coef, Corr.
(mg /L) (mgo, /L) (mgozlbnu'nl
100 0.1426 0.985
150 0.208 © 0.998
200 i - 0.238 0.999

‘La. figura ‘5.11 muestra la gréfica de los valores de los in-
versos de las pendientes iniciales contra las concentracio-
nes iniciales segGn la linearizacibn de Lineweaver y Burk.

De esta figura se obtienen los valores de (.84 para Umdx ¥

de 483 para Km. Al ser la molécula de glucosa maAs compleia
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que la de acetato de sodio es de esperarse que el valor de
Km sea mayor para glucosa gue para acetato de sodio, ya que
requiere mé&s pasos para su degradacibn. De la misma forma
se tiene gue la rapidez de degradacibn no puede ser superior
a la del acetato de sodic y eso se refleja en los valores de

v la rapidez de degradacién de glucosa debe ser menor

méx’

gque la de acetato de sodio.
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507
~ 404
e~
N
M 204 .
o) Pendiente = 0.445
10 4 Ordenada = - 31.25
CE20 = 0.41 mgoz/mg S
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Figura 5.10. Obtencibn del ConSumd Eépecifico de Oxigeno
' (CE0) para glucosa.

zb

E‘ 47 Pendiente = 450

'E 3 Ordenada = 5

' 1 |V 4,=0.84 mg0,/1-min
L o2 K= 483 ng0,/1

>

=

2 3 4 5 6 7 8 9 10
o 3J1/S'x 1073 {1/mg glucosa)

Figura 5.11, Répresentaci6n 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:

1. Las peliculas biolfégicas generadas sobre los discos de
vidrio esmerilado tienen una buena adhesidn y aunque su
homogeneidad no es completamente satisfactoria si es

igual a la de la pelicula del bicdisco.

2. Los recipientes disefiados como frascos de reaccibn, los
discos de vidrio esmerilado y el sistema de traccibn tie

nen un funciohamiento satisfactorio.

3. El sistema productor y medidor de oxigeno del Sapromat
reacciona lentamente no permitiendo efectuar mediciones

en tiempos menores de 8 a 10 horas. Este hecho obliga a
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la ut111zac16n de altas concentrac;ones de sustrato pa-

ra,pro;qngarftlttlempo de reacC16n.

:fLa medlc16n del_oxigeno demandado por medlo de mandme-

ftros (prlnc;plordel aparato Warburg) permlte el uso de

"para lograr tiempos

to hasta varlas horas.

ar confiablemente

gradacibn de sustratos.f

Con objeto de obtener mis informacidn sobre la ‘cinética de

peliculas biol6gicas durante la degradacifn de sustratos com

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

cen las sigquientes recomendaciones:

Para evitar posibles problemas de fugas en los frascos
de reaccibn se recomienda construirlos con vidrio o de

una sola pieza con materiales sintéticos (acrilico o re

sinas).

Es necesario estudiar los efectos de la difusibn de sus
trato al interior de la pelicula de forma simult@nea con

su degradacidn.
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De las determ1nac1ones c1net1cas reallzadas se desprende la

51gu13nte 1nformac16n.,,A,j;ﬁ ,s;‘g,;

D et exmin acion es edn;ética

Degrada¢i$n a ﬁéﬁ?éto pue-

de’ihhibi#‘l ‘ al _"Geidiéﬁinﬁida. Esto,

se hacen med1c1ones r&pldas 2003 horas con cantldades peque

nas de sustrato.‘,f
El tiempo requeridb"eh“é Sapromat,aprox1madamente 36 horas,

permite la dlsmlnuc16n del grosor de la pelicula durante la

exper1mentac16n, 1ntroduc1endo un factor de 1ncert1dumbre.

Determinaciones’ cinéticas con el Wanbuag

Degradaciéhfdéxécétato de sodio. Se llevd a cabo la experi-
mentacibn éh.un_tiempo razonablemente corto -140 minutos-;
asf se evita la disminucién del grosor de la pelicula elimi-
nando ese factor de incertidumbre. Se puede trabajar con con
centraciones pequefias de sustrato evitando la inhibicibn de

la reaccifn por exceso del mismo.

Dado que se trabajé a 25°C (a diferencia de 20°C ep'el Sapro-
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Existe evidencia de que el grosor de la pelicula es un factor
que afecta la c1netlca de la degradac16n de sustratos, dos
teorias se han propuesto para determinar los efectos del gro-?h:
sor de la b10pe11cu1a sobre la remocibn de nutr1entes~ la -
primexg;’pxopuesta por Sanders (citado por Hoehn y Ray, 1973),
-.éongiééra.qdésﬁuando la peliéula s gruesa y presenta una ca-

pa basal_ﬁnaefobia, la férmentacién de los productos libera-
dds-pbf los 6rganismos basales, pueden llegar a las capas
aerobias.proveyendo sustrato, sumdndose al gue la pelicula ob
tiene a través de su superficie proveniente del exterior; y,'
la seguﬁdé, propuesta por Maier; Kornegoy y Andrews; y Tom-
iihson y Sanddon, (citados por Hoehn y Ray, 1973), propone
,qué hay un grosor limitante al cual la tasa de remocibn de nu
trientes serd mixima y permaneceri constante mis alli de ese
grosor, porque existe una capa activa de microorganismos en

la superficie de la pelicula que es responsable del total de

la remocién de sustrato que ocurre, Las dos teorias no son

mutuamente excluyentes.

Se considera que la pelicula biolégica-alcénia-el estado ca-
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Siguiendo las recomendaciones.’al 'método y tomando en cuenta

las determinaciones cinéticaétprel;miﬁéfes; se desprende la

necesidad de pre015ar resultados; a51,.se propone un disefio

experimental utlllzando como_sustratos al acetato de sodio

porque su degradac16n es mas’ rapida que 1a de la glucosa; y
al agua de desecho doméstlco.de la planta de tratamiento de
Ciudad Universitaria por fines préctlcos por su p051ble apli

cacibn en el disefio de operacibn del blOdlSCO de dicha plan-

ta.

El objeto de estudio de nuestra inveétigaci6ﬁ es la determi-
nacidn de la cinética de peliculas biol6gicas; asi, se reco-
mienda un estudio complementario alredédof dé dicha determi-
.nacifén. Los objetivos de la investigacién que se plantea

son: 1) Utilizando la ecuacidn de Michaelis-Menten, descri
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bir la 1nfluenc1a de 1a concentraclbn de a etato de SOle y

' aguas re51dua1es doméstlcas sobre :la’ c1néticaﬁde degrada016n

de sustratos por peliculas blolégl a

terminar el efecto del grosor de 1a ‘pelicula biol6glca ‘en. 1a _;'
c1nét1ca de degradacibn de sustratoé. |
‘Utilizando el método desarrollédé,ébﬁé_. fbﬁadé en la
- presente tesis, serd posible estﬁdiaiﬁfz onoc la:cmnetlca
de degradacibn de sustratos por peliculas bmolégicas utiliza
das en sistemas de biodisco para el_t?étémlento de agua de
desecho domé&stico. Se considera que idé‘conocimientos resul

tantes serdn un valioso aporte en el disefioc y operacifn de

éstos sistemas.



7. APENDICE

El obJeto de estudlo de la te51staqu présentada es la deter

.mlnac16n de la c1nét1ca de peliculas'bloléglcas, aqui se pro

pone una 1nvest1gac16n c0mp1ementar1a os Ob]ethOS del es-

tudio que se plantea son: l);-ut;;;z;ndo;la ecuacidn de Mi-
chaelis-Menten, describir la inflﬁéﬁ¢£gfder1a concentracidn
de acetqto'de sodio y aguas resiaﬁalésiééhésticas sobre la

cinética de degradacibn de sustratés poxr peliculas biolbgi-
cas rotatorias; vy, 2) detérﬁinat el efecto del grosor de
la pelicula bioldgica en la cin&tica de degradacibn de sus-

tratos.

Existe un gran nfimero de estudios relacionados con la deter-
minacidn de coeficientes globales cin&ticos en contactores
biolbgicos rotatorios (biodisco). La forma general de des-

cribir la cinética global de estos sistemas, se basa en la
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aplicacién de balances de.materia en el sistema completo (No

11982)'“ Ninguno de los

modelos 01nét1cos 1nc1uye dlscu516n una determinacibn

experlmental en un modelo-f151co‘1gual o 51m11ar al real o

blen, una apllcac16n posterlor que permlta la optimizacidn

del dlseno de los 51stemas de . tratamlentos estudiados.

Laé.doﬁcéntraciones muy bajaS'de'sustrato pueden ser facto-
res- 11m1tantes de la degradac16n dado gue no hay actividad
51gn1f1cat1va de la pellcula por su incapacidad de extraer

energfa (Hoehn y-Ray,;;973). ;El estado estable corresponde

a un estado definidd*hiéfbﬁiélégicamente de una poblacién;

constituye un vallos. nstrumento experimental y es una con-

dicibn gue se encuentra,en los medios m&s estables como el
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" mar p:dfun@ofo é1;sﬁelb bajb‘Qn'bOSQﬁekhadU£bf(Odum;11932).

“Disenio experimental: -

Prlmero,_se llevan a cabo. varlas serles de_ﬂxperlment05° cada

E una’ de ellas con diferente grosor deréei-cula utlllzando ace
tato de sodio como sustrato. Posterlorﬁente, se reallzan
otras series, cambiando el sustrato por dlferentes diluciones
de agua de desecho dom&stico de la Planta de Tratamlento de

Aguas de Desecho de Ciudad UnlverSLtarla,"

Determinacibn de la concentracidn de;fSustiatb;y_del'grogog

de la pelicula

Se sugiéren concentraciones de 30,:60,'§d'y112b mg/l de aceta
to de sodio porque ya fueron probadas én.esta tesis; se evita
de esta manera la inhibicifdn de la rapidez de reaccibn por
exceso del mismo (Wilderer, 1976); y, se asegura gue la con-’
centracibn menor no sea tan pequgﬁa que pueda resultar un fac
tor limitante de la reaccidn (Williamson y Mc Carty, 1976b).
Las diluciones de agua residual se calcularan a partir de ex-
perimentos preliminares.

Se sugiere asimismo, gque el grosor de la pelicula.sea.de 50,

100, 200, 300 y 400 u se considera que a los 300 & 400 p la
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pelicula se encuentra en estado casi-estable (Hoehn y Ray,

11973},

La biopelicula se genera en la primera etapa del biodi§co de
la Planta de Ciudad Universitaria, para que tenga las carac<

teristicas de dicho sistema, en esa etapa.

Se mantendr&n como constantes la temperatura (25°C) y el pH

(7.2).
Alcances

Utilizando el m&todo desarrollado en la preseﬁté tesis serd
posible conocer m&s ampliamente el comportamiento cin&tico de
peliculas biolbgicas rotatorias utilizadas en el tratamiento

de aguas de desecho domésticas.

Se considera gue los resultados del estudio propuesto serén
un valioso aporte en el disefo y operacibn de sistemas de bio

disco para tratamiento de agua de desecho doméstico.
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