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ABSTRACT

This work proposes an experimental method for the determination of the substrate removal
kinetics in biofilms of ammonia and organic pollutants in wastewater. A modified
Warburg respirometer allows the mcasurerhent of resbiration curves of a biofilm when
consuming different substrates. For the experiments, biological films were generated by
placing glass disks with a rough surface on the plastic material of the first and third stages
of an RBC treating wastewater from the main campus of the National University of
Mexico. The tested substrates were sodium acetate, glucose, and municipal wastewater for
a biofilm removing organic material,v and ammonium chloride for a biofilm with
nitrification -activit'};. The kinetic model used is the classic Michaelis-Menten model and
the determined kinetic parameters were Vpax andv kg. It is concluded that: 1) the proposed
modified respirometer allows the kinetic determination of the Michaelis-Menten constants;
2) the Michaelis-Menten constants are affected by ‘ecological, physiological and

biochemical processes in the biofilm.



RESUMEN

Este trabajo propone un método experimental para la determinacién de la cinética de
eliminacién de sustrétos (contaminantes en aguas residuales) organicos y nifrogenados al
ser consumidos por peliculas biol6gicas. Se basa en la utilizacién de un respirémetro
Warburg modificado €l cual permite determinar las curvas de consumo de oxfgeno, y cn
consecuencia, las de consumo de sustrato, asi como de respiracién endégena. Para los
experimentos se utilizaron peliculas biolégicas generadas en la primera y tercera etapas
del biodisco que se encuentré- en la planta para tratamiento de aguas residuales de Ciudad
Universitaria, DF. Los sustratos utilizados fueron acetato de sodio, glucosa y aguas
residuales para peliculas que eliminan material carbonoso, mientras que, para peliculas
nitrificantes, cloruro de amonio y agua de la tercera etapa del sistema. El modelo que se
empled para la determinacion de los pardmetros cinéticos Vméx y kg, es el propuesto por
Michaelis y Menten. Con lo cual se concluye qué: 1) El respiréinetro construido para
realizar este trabajo es una hérramiehta eficiente para la determinacion de la cinética de
éliminacién de sustratos con pelfculas biolégicas; 2) Los valores para las constantes de
Michaelis y Ménten son afectados por gran nimero de procesos bioquimicos, ﬁSiOlégicos
. y' ecolégicos. El conocimiento de la cinética de degradacién de contaminantes por
biopeliculas es importante para un mejor entendimiento de los procesos bioldgicos

involucrados en el tratamiento de aguas residuales.



1. INTRODUCCION

En México, como e¢n muchos paiscs, ¢l suministro de agua es uno de los principales
prbblemas debidos al incremento en la demanda de este recurso en los sectores agficola,
poblacional e industrial. Esto ha traido como consecuencia una sobrexplotacién de los |
mantos freaticos con la COnsiguiente desaparicién de gran parte del sistema lacustre que

existia en la época prehispénica.

El agotamiento de las fuentes de suministro y la posible degradaci6n de la calidad del'\
agua, como resultado de la explotacion 'deb los mantos acuiferos, han complicado el abas-
tecimiento a la ciudad y obligado a utilizar fuentes cada vez mas alejadas para éontribuir .
a satisfacer los requerimientos de la poblacién. La necésidad de égua ha pfebisédo trans-
portarla de cuencas vecinas, prxmero del Lerma y recientemente del Cutzamala, constru-
yéndose infraestructura muy costosa para su captacion y conduccmn (Departamento del

Distrito Federal, 1991).

El problema se agudiza atin mas por el uso irreflexivo del servicio; en este caso, es indis-
pensable establecer una nueva actitud basada en la conviccién de que es posible alcanzar
los mismos niveles de bienestar evitando el desperdicio y utilizando menores cantidades
de agua. Asimismo, las actividades domésticas e industriales producen elevados volime-
nes de agua contaminada, la cual, en la mayoria de los casos, es vertida en cuérpos de
agua, desperdicidndose su potencial y constituyendo una fuente de contaminacién
(ibidem).



A pesar de lo anterior, suministrar este recurso con la calidad que la poblacién requiere,
es una meta factible de lograr si se cuenta con la cooperacion responsable por parte del
usuario y el apoyo de las autoridades para el disefio e implantacién de acciones orienta-

das al mejor aprovechamiento de dicho recurso.

Las opcidnes para el suministro de agua son cadé vez méé imporfantes y particularmente,
¢l tratamiento bioldgico de aguas residuales y el redso de agua tratada, ofrecen amplias
posibilidades para la recuperacion de este recur36 (Comisidn del Plan Nacional Hidrdu-
lico, 1981). |

Los tratamientos biolégicos son, hasta la fecha, los procesos mas utilizados a nivel mun-
dial para el tratamiento de aguas residuales. Por medio de estos y de una posterior de-
sinfeccion de las aguas tratadas es posible utilizarlas para procesos industriales o riego de

areas verdes.

El objetivo principal del tratamiento biologico de aguas rcsiduales cs la eliminacion de
materia orgamca contaminante utxhzando microrganismos. Otra posibilidad de los proce-
S0S blologlcos prmcnpalmente para el tratamiento de aguas res1duales doméstlcas y mu-

nicipales, es la ehmmacxén de compuestos mtrogenados y de fésforo En este proceso, s¢
| involucran necesariamente muchos aspectos entre los c_uales la cinética enzimatica, es

decir el estudio de las reacciones bioquimicas, tiene esencial importancia para:

- Saber que tipo de reaccion enzimdtica se estd llevando.a cabo y conocer la

rapidez con la cual se degradan los contaminantes.

- Conoccr el potencial maximo de eliminacién de materia contaminante en un

sistema especifico.

- El conocimiento de la cinética en peliculas bioldgicas y de la hidrodindmica
del sistema permite llegar a disefios Optimos de sistemas para tratamiento

de aguas residuales (Segel, 1975).



Las formulaciones cinéticas y los modelos pueden llegar a ser ecuaciones predictivas y
son ttiles, como ya se menciond, para el disefio y operacién de los sistemas para trata-

miento de aguas residuales.

Existe gran variedad de métodos fisicos y quimicos, para cuantificar cinética enzimatica;
sin embargo, muchos de ellos no dan resultados reproducibles. La experiencia préctica
puede gu1ar a disefios adecuados y generalmente ‘basados en con31derac1ones de tlpo

conservador pero esto dificulta la optimacién del disefio.

Las primeras determinaciones cinéticas en microrganismos vivos fueron hechas por
Warburg en los afios véinte. Estas se realizaron midiendo la absorcién de oxigeno en glo-
bﬁlos rojos con un respirbmetro, el cual posteriorrhente llevé su nombre. Este aparafo ha
sido ampliamente utilizado en estudios de cinética cnzimdtica en aguas de descého, de-
terminando la cinética de consumo de oxigeno y consecuentemente, la cinética de consu-

mo de sustratos pof organismos aerobios (Gaudy y Gaudy, 1981).

Los filtros rociadokes y biodisco son sistemas para tratamiento de aguas residuales cuyo
disefio origihal y operacién han_Sido tradicionalmente aerobios. Desarrollos recientes de-
sistemas para tratamiento de a‘.guasvresidual'es utilizan también biopeliculas sumergidas
aerobias. Gonzél_ei y Duque (1991) y Gonzilez y Elias (1989) sefialan que algunos auto-
res (Korhegay y Andrews, 1968, Hartmann, 1960, Opatken, 1982 Stover y Kincannon,
1982) obtienen los parametros cmetlcos consxderando estos sistemas como caja negra lo
cual es cuestionable, ya que los 51stemas anteriormente mencionados cons- tan de varias
etapas degradatlvas (degradacmn secuencnal) que difieren entre si en poblacxén micro-

biana, espemahzandose cada una de estas en degradar un sustrato espec1ﬁqo.
Objetivos y alcances

Los objetivos de este trabajo son:



- La implantacion del método de respirometria desarrollado por Warburg para

realizar estudios de cinética enzimética en peliculas biolégicas.

- Determinar la cinética de eliminacién de material carbonoso y compuestos

nitrogenados en peliculas biologicas.

Dentro de los alcances de la investigacion se considera la utilizacién de un respirdmetro
Warburg modificado para la medicién de la cinética de eliminacion de sustratos a través
de medir el consumo de oxigeno. Las evaluaciones cinéticas se realizaran tomando como

base el modelo cinético propuesto por Michaelis y Menten (Segel, 1975).

Como material para el estudio se utilizara la biopelicula generada en el biodisco de la

planta para tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria.



2. TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

Ll tratamicnto dc aguas residuales pucde ser una combinacién de procesos fisicos qui-
micos y biol6gicos que pueden ser utilizados como tratamientos primarios, secundarios .y,

terciarios.  Generalmente, se emplean combinaciones de algunos de ellos en forma

sccuencial, lo cual dependera del tipo de agua residual y de la finalidad que se persiga: -

El objetivo dc los procesos primarios ¢s eliminar los s6lidos de mayor tamafio, asi como,
los més facilmente sedimentables; para lograrlo, se usan métodos como cribado, sedimen-

tacion, flotacion, filtracion, etc.

Lin los procesos secundarios o bioldgicos se utilizan microrganismos para climinar el
material organico disuelto. Estos procesos involucran la intervencion de organismos de
tipo procarionte como bacterias y algas verde-azules y de tipo eucarionte como algas,
hon-gos, protozoarios y metazoarios. Dentro de estos procesos se encuentran: reactores
anacrobios de lecho em_pacado, lagunas facultativas, lodos activados, biodiscos, ﬁltros

percoladores, etc.

Los procesos terciarios sc basan en sistemas fisicos, quimicos y bioldgicos y se aplican
cuando sc desca obtener agua de mejor calidad que la lograda en los tratamientos previos.
A partir de estos procesos es posible eliminar material organico no biodegradable o de

dificil biodegradacion, iones y coloracion del agua (Luna et al, 1990).



2.1 Procesos bioldgicos

Los procesos bioldgicos pueden dividirse en funcién del tipo de metabolismo empleado
por los microrganismos que intervienen en €l. De acuerdo con este concepto existen tres

tipos de procesos: anaerobios, acrobios y mixtos.
2.1.1 Procesos biologicos anaerobios

En estos procesos la remocién de materia orgénica se hé;ce por medio de microrganismos
que no requieren oxigeno molecular libre en solucién. Los reactores anaerobios de lecho

empacado y los de lecho granular son ejemplos de este tipo de proceso. '
2.1.2  Procesos biologicos aerobios

En esta clase de procesos la remocién de material organico soluble se hace por medio de
microrganismos que requicren para su desarrollo de suficiente oxigeno molecular libre en
solucion. Procesos biologicos de estas caracteristicas son lodos activados, biodiscos,

filtros rociadores, etc.
2.1.3 Procesos bioldgicos mixtos o facultativos

Consisten en una combinacién de los procesos anteriores; por tanto, intervienen micror-
ganismos acrobios, microacrofilicos, anacrobios y facultativos. Ejemplo de estos procesos
son las lagunas facultativas y modificaciones del sistema de lodos activados para elimina-

cion de nitrogeno y fosforo.



3. BIODISCOS

El desarrollo moderno de los biodiscos se inicié en Alemania en los afios cincuenta y su’
comercializacién masiva comcnz6 hasta principios de los setenta en' Estados Unidos.
Actualmente, los biodiscos son sistemas ampliamente utilizados y son considerados como

" uno més de los sistemas convencionales para tratamiento de aguas residuales. -

Algunas dé las vcmajas de cste sistema son: bajos rcquerimicntos dc 'cnérgizi', éicmpos de
retenci6n hidrulica cortos, capacidad de soportar cargas orgénicas variables, baja pro-
duccibn de lodos, mantenimiento minimo y no se requicre de personal técnico especiali-
zado para su operacién, ni supervisién frecuente. Sin embargo, la inversién inicial ‘de

capital asociada a su construccion yzarranquc cs alta (Atztdnie, 1975).

3.1 Descripcion del sistema

' Dependiehdo del fabricante y del tamafio de la planta de aguas résidugles, los discos
pucden medir desde 0.5 hasta 5.0 m de didmetro. Los materiales més célﬂuhes para la
fabriéacién del material de soporte dc la biopelicula son pdliestireno, polietileno,
poliurétano y fibra de vidrio. Se encucntran montados sobre un eje horizontal y estén
ubicados sobre un tanque de concreto a través del cual fluyen las aguas residuales. El
tanque se encuentra dividido en 3 6. 4 secciones o etapas, cada una especializada en
degradar un sustrato difer_éntc (Winkler, 1986).
7



El reactor gira lentamente en el tanque, usando sistemas de impulsién mecdnicos o
inducidos por aire. Comunmente, la porcién sumergida de los discos es de aproxi-

madamente 40 por ciento de la superficie total.

Una vez que el sistema comienza a funcionar, los microrganismos presentes en el agua dé
desecho se adhieren al medio de soporte y empiezan a multiplicarse. Gradualmente, la
superficie se va cubriendo de una pelicula biolégica, la cual puede medir de 0.1 a 0.4 mm.
El desarrollo de la biopelicula inicia con el primer contacto del material plastico con el
agua residual; su actividad degradadora de material organico requiere aproximadamente
de una semana (Antonie, 1975), aunque puede tardar meses hasta alcanzar el equilibrio de

las comunidades microbianas.
3.1.1 Formacion de fa pelicula biologica

El procesd de formacion de la pelicula biologica sobre la superficie de los biodiscos se

divide cn tres fases: induccion, acumulacion y cstabilizacion (Luna et al, 1990).

Fase de induccién. Comprende la adsorcion de los compuestos organicos sobre la super-
ficie hiimeda de los discos, la cual se lleva a cabo durante las inmersiones del medio de
soporte en el agua de desecho por tratar. Se¢ considera que la adsorcién o adhesién de los
compuestos orgéanicos en la superficie hiimeda del soporte es un requisito previo para el
desarrollo de la pelic'ula‘ biolégica y la consecuente ﬁj‘aci(’)n de la biomasa (Norouzian y

Deloya, 1984).

Cuando las cantidades adecuadas de nutrientes organicos, salcs minerales y oxigeno estan
disponibles sobre dichas superficies, los microrganismos colonizan las superficies hime-

das sélidas formando una matriz gelatinosa.

Fasc dc acumulacion. En esta fase hay un crecimicnlo logaritmico de los microrganis-
mos continuando asi hasta que el medio de soporte estd completamente cubicrio. Se

observa un periodo de acumulacion constante, el cual termina por efecto del esfuerzo



cortante entre la biopelicula y la superficie del liquido. Este proceso previene la acumu-
lacién de'mayor cantidad de microrganismos. Los nutrientes y el oxigeno se suministran
a través de la pelicula biol6gica por difusion. A medida que el espesor de la pelicula
aumenta, se hace mds factible la generacidn en los estratos mds profundos de zonas con

procesos anaerobios.

Fase de estabilizacion o plateau (meseta). En esta fase la pelicula biolégica desprendida

y la producida se encuentran en equilibrio dinamico, manteniéndose un espesor constante.
| El mantenimiento de la estructura de la biopelicula es el efecto combinado de la
reproduccién celular y el desprendimiento lento de la biopelicula. La condicién de
aumento del espesor por crecimiento persiste hasta que los nutrientes y el oxigeno no
alcanzan a difundirse hasta las capas mas profundas de la biopelicula. Los organismos de
~estas capas modifican sus sistemas enziméticos para continuar sus funciones bajo
condiciones anaerobias (fermentacion); su fuente de alimento es, entonces, el polimero
“que permite la adhesién entre las bacterias. La adhesién entre las bacterias se debilita,
permitiendo que, con la accién de las fuems mecanicas entre la biopelicula y el agua,
fracciones pequeﬁaé dela biopelicula se desprendan, dejando al descubierto las capas mas

- profundas de microrganismos y permitiendo que el proceso de crecimiento se repita.

3.2 Operacion del proceso

El proceso general consta de tres partes principales: sedimentacion primaria para separar
los s6lidos en suspensién que entran con él agua residual cruda; tren de biodiscos para
trasformaci6n del material orgériico éontaminante en sustancias inorgénicas y microrga-
nismos y, por Gltimo, sedimentacién secundaria para separar los microrganismos
formados durante las trasformaciones bioquimicas en la biopelicula de los biodiscos (fig
3.1). | |
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Unidades de biodiscos
Sedimentador primario Sedimentador secundario
- - - -
P 0 £ L\
o >
Agua residual -»> -»> Efluente
e <+

}Y
Lodos

Fig 3.1 Planta para tratamiento de aguas residuales con biodiscos (Autotrol, 1978)

La rotacion del biodisco permite, ademas del mezclado del agua en el tanque, la adheren-
cia de una pelicula de agua sobre la biopelicula. Esta pelicula liquida tiene dos funciones:
sirve cdmo paso intermedio para la difusién del oxigeno étmosfe'rico hasta la capa de
microrganismos y suministra los nutrientes (matérial organico) a los mismos. El proceso
de rotacion es continuo, por tanto, la pelicula liquida se renueva constantemente. El con-
tacto de la biopelicula con el oxigeno del aire y con los nutrientes del agua residual se

alterna al girar continuamente (4nfonie, 1975).

El agua residual tratada y la biomasa que se desprende de la biopelicula pasan a través de
cada una dé las etapas del sistema, incrementéndose el grado de purificacion del agua en
cada una de _-estas;' La configuracion porAetapas garantiza la remocion secuencial de sus;
tratos y conduce al desarrollo de diferentes poblaciones en cada una de ellas, cada una
especializada en la degradacion de las sustancias que no fueron degradadas en las etapas

previas.

La biomasa desprendida y suspendida en el agua sale de la ultima etapa del sistema y

pasa a un sedimentador secundario, donde se separan los sélidos.



4. BIOQUIMICA Y ECOLOGIA DE SISTEMAS MICROBIANOS EN
PELICULAS BIOLOGICAS '

Los procesos bioldgicos involucrados en la degradacién de la materia orgénica en siste-
mas para tratamiento de aguas residuales estin determinados principalmente por meca-
nismos bioquimicos y ecolégicos, por lo que es necesario el conocimiento de estos para

lograr una mejora en la eficiencia del proceso de depuracion.

Las aguas residuales demésticas contienen principalmente residuos del metabolismo hu-
mano y desechos resultantes de otras actividades. La mayor parte del contenido de estos
desechos son carbohidratos tales como glucosa, lactosa, galactosa,: etc (Painter, 1983).
Estos compuestos, junto con otros compuestos solubles como 4cidos orgénicos y aminoa-
cidos, se asimilan mas facilmente por una gran variedad de microrganismos, a diferencia
de otros insolubles, como la celulosa, algunos polipéptidos y grasas, lds cuales son mas

dificiles de degradar.

Algunos investigadores sugieren que todos los compuestos orgénicos contenidos en aguas
de desechos municipales pueden ser metabolizados por microrganismos, a excepcion de
algunas sustancias recalcitrantes, las cuales no son susceptibles de un ataque enzimadtico en

corto plazo (Gonzdlez y Diaz, 1987).

I1
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4.1 Alimentacion y metabolismo

La nutricién y respiracion microbianas se llevan a cabo por medio de procesos de difu-
sién los cuales se muestran en la fig 4.1. Los nutrientes (contaminantes organicos) y el
oxigeno se difunden a través de la interfase entre la biopelicula y la pelicula liquida que se

forma sobre la pelicula bioldgica (Harremdes, 1978).

Aire Agua de Pelicula Pelicula

desecho | liquida biol6gica .-
v l | J
! o
02 Nutrientes: : , i3
. donadores y - Difusion - W oo
aceplores de % enla Difusién . "é
electrones N, pelicula > onla ¥, 8
. ’ ()
o *  biologica Q: ¥ o
1 Reaccion *: E”
& iy 2
| Bifucid Difusibn 4~ =
ifusion N7
. enla -* =
A’I/ enla licul ' b 2
T el ;2 palicua P ©
Productos ‘l/ :?e t:;:’: biologica =
COo : q ::'
| |
I Y

Fig 4.1 Procesos involucrados en el transporte de nutrientes y productos en la pelicula

bioldgica (Harremies, 1978)

'Los compuestos coloidales insolubles y las grandes moléculas orgéanicas que por su tama-
fio no -pué_'den atravesar la pared celular, son hidrolizadas por enzimas extracelulares o
enzimas ligadas a la superficie celular. Las pequefias njoléculas'resultantes de la hidré-
lisis son éntohces introducidas a la célula por diferenteé mecanismos que van desde la
difusion hasta el trahsporte activo por permeasas y transportasas. Una vez en la célula, el
sustrato se trasforma y metaboliza por una serie de sistemas multienziméticos, hidroliticos,

oxidativos y de sintesis.
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4.1.1 Degradacién de material carbonoso

La degradacién de materia drgénica se lleva a cabo durante el metabolismo celular. Meta-
bolismo es un término que involucra a todas las reacciones por medio de las cuales la cé-
‘lula proceéa su alimento para obtener energia y obtiene los compuestos necesarios para
formar nuevos compohentes celulares. Este proceso tiene lugar a través de secuencias de
reacciones consecutivas catalizadas enzimaticamente, en las cuales paﬂiéipan muchos

compuestos intermediarios (Gaudy y Gaudy, 1981).

El metabolismo se divide en catabolismo y anabolismo. El catabolismo se refierc a la fase
degradativa del metabolismo. Las moléculas organicas como carbohidratos, lipidos y pro-
- teinas son degradadas a productos més pequefios y sencillos, por ejemplo, 4cido lactico,

écido acético o biéxido de carbono. El catabolismo va aéompaﬁado de liberacion de la
“energia inherente a la estructura de 1as inolééulas degradadas; esta energia se conserva en

forma de trifosfato de adenosina (ATP) (Lehninger, 1976).

El anabolismo es la fase de construccién o fase de sintesis del metabolismo; también se
llama de biosintesis. En el anabolismo las moléculas pequefias o precursoras se ordenan
‘para llegar a formar los componentes moleculares relativamente grandes de las células,
tales como polisacéridos, dcidos nucleicos, proteinas y lipidos. La biosintesis ocasiona un
incremento en el tamafio y complejidad de la estructura, por tanto, precisa de energia libre,
- la cual es aportada por la escision de ATP. El catabolismo y el anabolismo pueden llevarse |

a cabo de forma simultinea en las células (ibidem).

La degradacion enzimatica de los nutrientes (catabolismo), ya sean polisacaridos, lipidos o
proteinas se lleva a cabo a través de reacciones enzimaticas consecutivas, organizadas en

tres etapas (Lehninger, 1976), las cuales se muestran en la fig 4.2.
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~—  Proteinas Polisacaridos Lipidos  fem
Fase | I/\\%I: +Py ADP + Py ADP + P,
ATP ATP
L Hexosas, Acidos grasos,
Amlnoacldos — pentosas glicerina
ADP +P,
ADP +P ATP
Fase li 1 ADP +P
ATP < !
Pirjvato ATP
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(0] ATP
| 2 ~
NH 3 H20 C02

Fig 4.2 Fases del metabolismo aerobio (Lchninger, 1976)

En la fig 4.2 las flechas descendentes muestran las principales vias catabolicas o de
degradacion. En la primera fase, las macromoléculas se degradan a moléculas mas
pequefias; en la segunda, los productos derivados del paso anterior son convertidos en
compuestos intermediarios que entran a vias centrales catabdlicas o de degradacién. En la
ﬁltima fase o via catabélica comun, los compuestos intermediarios se 6xidan a anhidrido
carbénico y agua. Durante esta tltima etapa se libera gran cantidad de energia que se
conserva en forma de enlace fosfato del adenosin trifosfato. La energia producida se usa
para sintesis de nuevo material celular y para proposito de mantenimiento, como loco-

mocién, calentamiento, ctc.
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La sintesis celular ocurre durante las tres fases. En la misma fig 4.2 las flechas ascen-
dentes sefialan las vias de sintesis 0 anabélicas. La sintesis se inicia en la tercera fase del
metabolismo; en dicha fase se generan moléculas precursoras. En la segunda estas molé-
culas se convierten en moléculas que sirven como base para formar macromoléculas en la

primera fase.
4.1.2 Degradacién de material nitrogenado

- Entre los principales contaminantes de las aguas residuales se-encuentran los.compuestos
nitrogenados. Estos se presentan cn las aguas de:desechos en forma.de amoniaco, nitritos,
__nitratos, compuestos organicos solubles y materia. orgénica cn suspcension o en.forma de

particulas (amino4cidos y protefnas).. .

Durante los procesos catabolicos, .la mayor parte de estos compuestos se degradan y
desaminan para producir anhidrido carbénico y amoniaco (ﬁg 4.2). Parte del amoniaco se
-asimila a la biomasa por medio de procesos anabélicos. Sin embargo, el proceso biol6gi-
co natural mas importante para la eliminacién de amoniaco es la oxidacién bacteriana:del
amoniaco a nitritos y nitratos, denominandose a este proceso nitrificacion. Si bien la nitri-
'ﬂcacién trasforma al amoniaco, no elimina al nitré6geno, sino que lo convierte en una

forma diferente.

Los nitragés y nitritos. pucden ‘ser trasformados mediante accién bioquimica a nitrégeno
;molecula: -gaseoso. : Este. proceso se conoce como:desnitrificacién y se lleva a:cabo
solamente-en ausencia de -dxigeno ‘molecular o cuando su concentracion es muy baja. En
estos casos, uﬁasgranicantidad .dc bacterias puedén romper la'unién quimica entre nitroge-
no y oxigeno para utilizar el oxigeno como réceptor de protones..Se habla entonces derun
proceso de respiracién ch el cual el receptor de protones es el oxigeno de uniones nitroge-

nadas o sulfatadas y no el oxigeno molecular disuelto.

La nitrificacién se realiza en dos pasos por dos especies de bacterias nitrificantes

autotrofas:
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NH4+ 1.5 0y===>NO0,+ 2H* + H,0 : (Nitrosomonas) 4.1)
NO; + 0.50,===>N03 (Nitrobacter) ~  (4.2)

La reaccion global es entonces
NH,*++20,===>N0O; + 2H+ H,0 4.3)

-En la ec 4.1. se observa que dufante la primera etapa se producen protones que acidifican
el inedio, de manera que el pH tendera a bajar durante la nitrificacién. Cuando la alcalini-
dad en el medigi no logre amortiguar los cambios de pH, esto puede traer como
consecuencia una reduccién en la eficiencia de nitrificacién. Asumiendo que el pH es

menor que 8.5, la reaccién que se lleva a cabo con los protones liberados, es

H* +HCO; ===> CO, + H,0 o (4.4)

De esta forma, el anhidrido carbénico producido durante la neutralizacién se desprende del

medio liquido en fqima de burbujas, manteniendo el pH en valores de neutralidad;

4.2 Ecologia microbiana

Los s.istemas'microbiénds que se encuentran en forma natural en éuerp'os de agua y plan-
tas para tratamiento de aguas residuales son producto de complicadas combinaciones de
factores internos y externos, biGticos y abiéticos. La composicién de organismos es pro-
ducto principalmente del alimento disponible y tiene un equilibrio que sufre cambios

dependiendo de los factores que lo afectan,
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4.2.1 Factores que determinan la diversidad y abundancia de especies

Los principales factores que afectan la diversidad y abundancia de los organismos én los
sistemas acuéticos naturales y los sistemas para tratamlento de aguas re51duales son fisi-

cos, quimicos y blologlcos (Hawkes, 1983)

La composwl(m quimica del agua resxdual es determinante para la existencia de los orga-
nismos. Sin embargo, en algunos casos algunos organismos que ongmalmente no estan
presentes en las aguas de desecho se desarrollan a expensas de productos metabohcos de

‘otras especies.

- Los sistemas que tratan aguas residuales domesucas tienen usualmente mayor dlversxdad
de organismos que los que tratan aguas con desechos mdustnales Esto se debe a que
‘generalmente pontlenen sustancias téxicas y/o grandes cantidades de contaminantes que
actian inhibigndo el metabolismo de algunas -especies. Al aumentar la concentracién de
material orgénico seAincrcmenta la abundah_cia de organismos y se reduce su diversidad y

viceversa.

Los factores fisicos mas importantes que afectan la diversidad y abundancia de especies
son las condiciones de operacion del siste_:fna pafa‘ tratamiento de aguas residuales, entre
las que se encuentran, temperatura, oxigeno disuelto, luz, naturaleza del medio de soporte

y velocidad instantédnea del agua dentro del sistema (tiempo de retencién hidréaulica).

" Los principales factores biolégicos que afectan los pardmetros anteriormente menciona-
dos son las relaciones mtraespecxﬁcas e interespecificas de las especies y, dentro de estas

la competencia y depredacién son determinantes en la composwlon de la biopelicula.
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4.2.2 Interaccioncs poblacionales en biodiscos

Desde el punto de vista de la ecologia, los sistemas bioldgicos para tratamiento de aguas
‘residuales representan ambientes microbiologicos muy complejos. El sistema de biodis-

cos conticne ccosistemas en los que la piramide alimenticia est4 bien definida (ver fig 4.3).

La pirdmide indicada en la fig 4.3 representa los diferentes grupos nutricionales en una

comunidad; cada seccién horizontal se conoce como nivel tréfico. Consta de dos partes

principales:

- La base constituida principalmente por materia orgénica y sales minerales.

- La pirdmide la cual representa los diferentes niveles tréficos presentes en el sistema.

Insectos y gusanos
: — Procesos de sintesis
/7 — — -+ Procesos de degradacién
¢ Rotiferos y
nematodos
o /
S
9  Protozoos
Q - .
N / holozoicos
2 / &
S L&
$¥ 0 A
S/ N
pa Bacterias hetertrofas LA £
/ protozoos saprobios :
. hongos \ i
/ ANVARS
| I 7
Agua residual :_, i Sélidos organicos ' l
cruda \ : : i
| - E
: I\ Materia orgénica soluble 1
v .
]—  Materia orgénica degradad
le alena orgenica degracaca Agua tratada
Sales minerales

Fig 4.3 Piramide alimenticia en el biodisco
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, L;<1 base constituye la fueﬁﬁe de alimento de los organismos: sustancias inorganicas y orgé-
nicas. Dichos comp'uestos. forman pérte de la materia contaminante de las aguas de
desechos. Ambos tipos, de coihpuéstos se utilizan para procesos de sintesis (flechas
contmuas ascendentes) Asimismo, como resultado de los procesos de degradacion
(flechas dlscontmuas descendentes) se produce material organico e inorganico. el cual se

desecha en el agua.

La piramide estd constituida por cuatro niveles troficos. Los organismos que ocupan el
mismo nivel tréfico cofnpiten por la misma fuente alimenticia y el resultado de esta
competéncia estd determinado por los factores fisico y quimicos. anteriormente mencio-
nados. Entre cada nivel trofico se establece una relacién presa-depredador y el conjunto de

interrelaciones poblacionales resulta en un balance dinimico de las poblaciones.

"En el prinier nivel tréfico de la pirdmide estan los conSurhidores,pri_marios: bacterias,
protozoos osmotréficos y hongos saprofiticos (HaWkes, 1963). Las bacterias, constituyen
la mayor parte de la biorﬁasa y el priincr paso de la cadena tréfica en los sistemas para
tratamiento de aguas residuales. Las bacterias predominantes son saprofiticas y son res-

ponsables de la degradacién y mineralizacién de compuestos orgénicos en las aguas
residuales. También se encuentran bacterias autétrofas quimiosintéticas (qwmxohtétrofas)

responsables de la oxxdacwndel amoniaco a nitritos y nitratos (Hawkes, 1983).

La principal razon del éxito de las bacterias en la degradacién de materiales de desecho en
coinparacién con otros protistas estd relacionado con su tamafio pequefio y su relati-
vaﬂiente grénd’e area superficial expuesta en proporcién al volumen que ocupan; esto
ihcrementa su capaéidad i)ara intercambio de nutrientes y para la eliminacion de cataboli-
tos (compuestos producidos durante el catabolismo celular). Los hongosy los protozoos
saprobios se encuentran en el mismo nivel que las bacterias; sin embargo, su crecimiento

" noestan rapido (Hawkes, 1963).

En el siguiente nivel estdn los protozoos holozoicos repreSentados principalmente por

ciliados. Estos organismos depredan bacterias y otros protozoarios mas pequefios 1o que en
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la préctica ayuda a eliminar a las bacterias que causan turbiedad en el agua (Hawkes,
1963). |

En la cumbre de la pirdmide estén los organismos que se dedican principalmente a -
depredar la pelicula biolégica. Est4n representados por nematodos, rotiferos, tardigrados y
macrofauna que incluye a anélidos. También se pueden encontrar en el biodisco otros
depredadores como moluscos e insectos. La presencia de los primeros geheralmente se
atribuye a bajas concentraciones de material organico. En cuanto a insectos, muchos tienen
acceso al biodisco pero son pocos los que realmente se establecen en él; por ejemplo,

colémbolos y dipteros (Hawkes, 1963).

La poblacién depredadora puede funcionar como un medio de control del espesor de la
pelicula bioldgica. Bal (1926) y Meiklejohn (1932), citados por Hawkes (1983), han
atribuido a esta actividad la capacidad de incrementar la actividad bacteriana, ya que
conserQan a las bacterias en la fase de crecimiento logaritmico, manteniéndolas en estado

fisiol6gico joven y, por tanto, en actividad maxima.

No ‘tod,a_s las especies de macrofauna son necesariamente consumidoras de la pelicula
biolégica. Por ejemplo, la larvé del diptero Spaziphora hidromyzina se alimenta de la
materia orgdnica que se encuentra en forma de humus (Hawkes, 1983). Las algas estin
restringidas y no son agentes de importancia en la puriﬁcaciéri de las aguas. Su presencia

se puede observar principalmente en las areas de la biopelicula expuestas a la luz.

Las relaciones de sinergismo contribuyen también al equilibrio dindmico dentro de las
| poblaciones del biodisco. Un ejemplo de este tipo de relaciones es descrito por Jones y
Carrington (1972) en Painter (1983). Estos autores encontraron que la bacteria
Acinetobacter no ciecié enun cu_ltivo con glucosa comb unica fuente de carbono ya que es
incapaz de ixtilizar este carbohidrato como alimento; sin embargo, al mezclarla con
bacterias del género Aeromonas en el mismo medio si hubo crecimiento, esto se debe a
que esta ultima bacteria es productora de acetato el cual es ficilmente asimilado por

Acinetobacter,
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423 Especies y su distribucion en bio_discos

La condicion estética.de la pelicula biologica y las diferentes caracteristicas del agua en
~cada una de las etapas del sistema permiten que existan diferentes poblaciones. En cada
etapa se. tendran especzes dominantes, lo cual se debe a un proceso de competencia entre

‘ellas y solamente las especies mds adaptables a las condiciones particulares podrén

~ dominar.

Una combinacién de diferentes especies es mas efectiva para eliminar contaminantes que
~ una sola especie aislada. Esto se debe a que una mezcla de organismos es capaz de meta-
bolizar diferentes compuestos y una sola especie degrada solamente algunos compuestos y

no metaboliza las sustancias excretadas por ella misma.

En las primeras etapas del sistema predominan bacterias heter6trofas, la mayor parte de
“estas son Gram negativas 'y tier;ef_x una temperatura. 6§t_ima para su desarrollo de 22 oC.
" Las pﬁncipales_ especies son Zoogloea ramigera, Sphaerotillus natans,. Beggiatoa sp,
' Aéhro_mobader sp, Pseudomonas sp y Flavobacterium sp. Johnson citado por Hawkes

(1963), considera qué Zoogloea rdmigera eS brobablemente, el organismo mds importante

‘en estas etapas y constituye la base estructural y funcional de la pelicula biolégica.

En las etapas finales se tiene una mezcla de organismos heterétrofos y -autétrofos, donde
las bacterias autétrofaé nitrificantes son o:gahismos que se encuentran en gran namero si
el .diseﬁ_o del sistema asi lo requiere. Pueden disefiarse biodiscos _de tal forma que-la
actividad (nimero) de bacterias autétrofés sea despreciable. Los microrganismos respbn-
sables del. proceso de nitrificacién son las bacterias de los géneros- Nitrosomonas,
Nttrobacter Nitrosococcus y Nttrocysus los dos pnmeros géneros son los que. partncnpan

mas actlvamente (Ramtrez, 1988) e

Los hongos, organismos heter6trofos, se encuentran principalmente en las primeras etapas

del sistema. Los géneros mas comunes son Fusarium sp, Geotrichum sp y Sepedonium

sp.
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Los protozoos también preSéntan una sucesion de especies. Los protozoos de los filos'
Sarcodina y Mastigophora, los cuales se alimentan de sustancias disueltas, se asocian con
aguas de desechos con altas concentracxones de material orgénico, por los cual se les
encuentra en las | pnmeras etapas del biodisco. En las etapas intermedias; debido a sus
caractenstlcas de depredacién, predomman los orgamsmos del filo Ciliophora. Conforme |
- se incrementa la punﬁcac:lén del agua de desecho dlsmmuye la concentramén de material
organico, aumentando el niimero de ciliados holozoicos y de otros ciliados que depredan a

las bacterias de las pehculas b1016g1cas

Dentro de la poblacién dép_redadora, los rotiferos son los organismos mas activos, entre los
cuales se encuentran de forma mas comtn los géneros Philodina y Rotifer. Los pla-
telmintos mas comunes son turbelarios y céstodos, encontrandose pla'ném'as, para el primer

caso y hueve_cillos. de Taenia sp para el segundb caso (Hawkes, 1963).

- En algunos biodiscos los anélidos son abundantes y en otros pueden estar ausentes. Los
' organismos mas usuales son los oligoquetos y los hirudineos. En los primeros la faxhilia
mas comun es lumbricidae con la especie Lumbricus rubellus Entre los hlrudmeos se

pueden encontrar a las especies Erpobdella sp y Glossiphonia sp (ibidem). -

- Las especies de moluscos que se han encontrado' en este tipo de sistema pertenecen a los
géneros Lymmzea y Physa Generalmente en los blodlscos no existen insectos voladores;
sin embargo, pueden llegar a encontrarse dlpteros de la espec1e Psychoda alternata y

colémbolos de los géneros Achorutes, Tomocerus, Folsomia (1b1dem)

El que una especie sea dominante en una etapa del sistema no significa que este organis- |
mo no se encuentre en otras etaj)as; su abundancia decrece en las zonas donde las

condiciones no son adecuadas para su desarrollo.



5. RESPIROMETRIA

La respiromctria se basa en la medicion del consumo de oxigeno por microrganismos o
por enzimas que utilizan el oxigeno atmosférico como ultimo receptor de electrones. Co-
nociendo el consumo de oxigeno con respecto al tiempo es posible determinar la cinética
de eliminacién de sustratos, ya que el consumo de oxigeno es funcién directa del consumo

de sustratos.

‘5.1 Respiracion

La respiracién aerobia se define como la oxidacién de ‘materia orgénica por oxigeno
molecular (Lehninger, 1976). A través de este proceso los microrganismos aerobios en los
sistemas para tratamiento de aguas residuales obtienen energfa al degradar la materia

contaminante.

C_uai;do el agua de‘desecho ehtra en contécfo cbn una poblaéiénybacteriana predominante-
mente heter6trofa, el oxigeno molecular disuelto en el agua se utiliza para oxidar la mate-
_.r'ia orgénica a anhidrido carbonico y agua. La cantidad de oxi'geno consumido y la rapidez
con la que se consume varia considerablemente con cada especie, con la naturaleza del

sustrato y con las condiciones del medio.

23
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5.2 Relacién entre el consumo de sustrato y_de'oxtjgenb

El consumo total de oxigeno durante la degradacién de un sustrato es la suma de la
respiracién endbgena (respiracion de la célula en ausencia de sustratos exdgenos) y la
respiracién exégena ( respiracion para consumir el sustrato). Para cuantificar la respiracién
de un sustrato es necesario restar el valor de respiracion endégena del valor de respiracién

exdgena.

La fig 5.1 muestra la relacién entre el consumo de sustrato y el consumo de oxigeno.

Concentracién de sustrato

Consumo bioquimico de oxigeno

- _ Se

1 -‘. e

Tiempo

Fig 5.1 Relacton entre consumo de sustrato y consumo de oxt’geno
| (Gonzélcz y Diaz, 1987)

La fig 5.1 muestra cémo un sustrato con una concentracion inicial Sg en un tiempo inicial
i.gual‘ a cero se degrada hasta alcanzar una concentracién diferente (Se) después de un
tiempo t Al mismo tiempo que se consume el sustrato se lleva a cabo el consumo
‘ _bloquxmxco de oxigeno (CBO), el cual alcanza un valor maximo (CBOf) cuando el sustra-

to ha sido metabolizado completamente. La relacién de las cantidades de sustrato y
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oxigeno consumidos se mantienen constantes para cualquier tiempo t, lo cual indica que la

relacién entre el consumo de oxigeno y de sustrato es constante y lineal.

~ Cuando el susﬁato ha sido consumido, las células continﬁah'res.pir'ando usando sustancias
almacenadas dentro de la célula. Este metabolismo endégeno es el que le permite sobre-
vivir'e’n,cqndiciones adversas. Los primeros compuestos endégénos 0 -almacénados que se
oxidan son el glucogeno y el PHB (polihidroxibutiratos); otros constituyentes celularés
(amino4cidos, prbteinas y 4cidos nucleicos) pueden ser degradados si la célula carece de

material de reserva.

53 Respirdmetro Wdrburg

El respirémetro Warburg es el dispOsitiv_o mas ampliamente usado para medir cl oxigeno

_cdnsumidd por células. El uso del respirémetro Warburg tiene como ventajas:

- lLa posibil_idad de ef¢¢tuar determinaciones de diversas muestras simultineamente
r_ﬁininﬁzarido los errores de muestreo y los ocasionados por el pipeteado de dilucio-

nes.’
- El valor de consumo de oxigeno se puede calcular sencillamente.

- El respirémetro (fig 5.2) consiste _en un bafio de agua a temperatura constante; un conjunto
. de ‘matraces especiales equipados con manémetros y un mecanismo agitador (Gaudy y
- Gaudy, 1981). | |

'En este reactor se pueden utilizar varios frascos de reaccién al mismo tiempo y su tamafio
- puede‘variar entre 15 y 150 ml. En la parte inferior de‘cada matraz hay un depdsito interno
- central en el que se pone una solucién de hidréxido de potasio, la cual sirve paraabSorber

el anhidrido carbénico generado durante la oxidacién biolégica; la parte externa al deps-
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sito sirve para colocar la suspension de microrganismos o enzimas. En la parte superior

lateral hay otro recipiente donde se pone la solucién de sustrato.

/_ Llave de tres pasos

Nivel inicial en ambos brazos s

~ del manémetro
—\\ - Nivel final de
_ — = lasolucion

Brodie

Recipiente lateral para el
sustrato

h

[

i

Suspensién de microrganismos
0 enzimas ‘

ALLLLLLA R =

Soluci6n Brodie —\ =
Aecipiente central con solucién
~ de hidroxido de potasio para -
absorcion de anhidrido carbonico

\—.Brazo interno

Tornillo para ajustar el nivel
de solucién

LI sy

Brazo externo—\\ :

\

Depésito de solucién

Fig 5.2 Respirémetro Warburg (Gaudy y Gaudy, 1981)

El manémetro tiene una rama abierta y una cerrada que se conecta al matraz; en la parte
superior tiene una valvula de tres pasos. Ambas ramas estan graduadas en milimetros. En
la parte inferior de la unién de las dos ramas del mandémetro se encuentra el dep6sito del

fluido manométrico, el cual, presionado por una pinza de tornillo, hace subir o bajar el

nivel del fluido.

Los fluidos convencionalmente utilizados en los mandmetros son la solucién de Brodie y

la solucion de Kreb.
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El mecanismo agitador realiza movimientos circulares que permiten el mezclado en el

interior del recipiente.
5.3.1 Funcionamiento del respirometro Warburg

Inicialmente hay que seleccionar un punto de referencia en el manémetro (generalmente
250 0 150 mm en la rama cerrada), al cual tendrd que ajustarse el nivel del fluido de esta

misma rama antes de registrar cualquier cambio de presién.

Para iniciar las determinaciones experimentales es necesario que el contenido del matraz
esté mezclado completamente, una vez logrado lo anterior se procede a conectar el manod-

metro al matraz de reaccion.

El recipiente de reaccién se sumerge en el agua a temperatura constante. Una vez
estabilizada la temperatura, el frasco y el manémetro se inclinan para que el sustrato vierta
hacia el compartimiento principal y entre en contacto con la suspensién de micror-

ganismos. Este procedimiento se toma como tiempo de inicio de reaccion (t = 0).

Los cambios genefado_s pof variaciones de temperatura o presi6n son corregidos por un

termobardmetro; este es un matraz que contiene agua destilada. Generalmente, en eSte
matraz se emplea un volumen de agua, igual al que se encuentra en los matraces de
~ reaccion. Si el nivel del liquido en la.rama abierta del termobarémetro se eleva, hay una
disniinucién en la presién ambieﬁte o un incremenfo en la températura del bafio y

viceversa. .

Para la toma de lecturas, se gira la pinza de tornillo sobre.el depésitd de fluido manomé-
trico para llevar su nivel al punto de referencia en la rama conectada a la valvula de tres
pasos y se mantiene esta a prési('m atmosférica, se cierra la vélvula y se toma la lectura de
la rama abierta. Las lecturas se toman generalmente cada 5 minutos, durante este interva-
lo los microrganismbs consumen el oxigeno presente, haciendo que el nivel de fluido suba

cn la rama cerrada y baje en la rama abierta. Nuevamente, se ajusta el nivel de solucion de
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la rama cerrada al nivel de referencia, para mantener constante el volumen de gas en la

rama del matraz y se toma la lectura de la rama abierta.

Como ya se menciond, la respiracién biolégica consume oxigeno y produce anhidrido
carbonico. El agotamiento del oxigeno disuelto hace que el oxigeno del aire existente
sobre el liquido se disuelva en él disminuyendo la presién en el frasco. La cantidad de
oxigeno consumido puede calcularse entonces, por la caida de presién medida por el

manoémetro.
El valor de consumo de oxigeno se obtiene por medio de la férmula 5.1
Consumo de oxigeno (mg de Oy/1) = h (k) 6.1H

donde

h diferencia de presion medida en milimetros

k constante del frasco de reaccion.
La constante de cada frasco se obtiene a través de la formula

k=0.143 | Vg 273/T) + Vg - a-01+(1/Vy) (5.2)

-donde

Vg volumen del gas dentro del frasco y en el manémetro hasta la marca de refe-

rencia (ml)

V; volumen de la suspension de microrganismos mas el volumen del sustrato

(ml)

V¢ volumen de la solucion de potasio y de sustrato mas el volumen de la suspen-

sién de microrganismos (ml)
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T  temperatura (° K)

O coeficiente de difusién de oxigeno en agua a la temperatura de

experimentacion.

La diferencia entre cada lectura de! manémetro representa una cantidad de oxigeno con-
sumido en el periodo estipulado. Las cantidades de oxigeno consumido se van sumando al
valor anterior, coincidiendo con el tiempo de las lecturas correspondientes. Debido a que
el consumo de oxigeno es directamente proporcional al consumo de sustrato exégeno (ver
fig 5.1), el comportamiénto de las curvas de oxigeno consumido son un reflejo del

comportamicnto dcl consumo de sustrato (fig 5.3).

El manejo matematico y la interpretacion de los resultados que se les da a las curvas

obtenidas de esta manera se indica en el cap 6.

Inbeulo + agua residual

al 5% en volumen
inbculo + agua residual / ‘

al 2% en volumen

Consumo de oxigeno, enmg /|

Tiempo, enh v
Fig 5.3 Consumo de oxigeno con diferentes concentraciones de aguas residuales

Como se observa cn la fig 5.3, ¢l comportamiento seguido al inicio de la. degradacién dc
un sustrato es lineal, hésta que se alcanza una estabilizacion en el consumo de oxigeno, en
estc punto no hay consumo de oxigeno, por tanto, el sustrato ha sido degradado. Se puede
obscrvar también que a mayor cantidad de alimento (sustrato), las curvas alcanzan un

valor final mayor.



6. CINETICA ENZIMATICA '

La rapidez de las reacciones que se realizan en sistemas para.tratamiento de aguas residua-
les' de pelicula bioldgica esta limitada por diferentes fen6menos. El sustrato (donadores y
aceptores d_e electrbnes) y los nutrientes ﬁecesitan ser transportados del agua residual a la
pelicula_biolégica donde se lleva a cabo la reaccién. Los productos, éxcepto la biomasa,
tienen que ser expulsados de la célula (Harremoés, 1978). Los fendémenos involucrados

son:

- Transporte de nutrientes del agua residual a la pelicula biolégica

- Difusion de las moléculas nutritivas hacia la célula, a través de la pelicula liquida que
se forma sobre la pélicula biolégica | |

- Fijacién de nutrientes en la superﬁcie‘:ceh'llar

- Hidrélisis de las moléculas fijadas

- Transporte activo, por medio de transferasas, hasta los ,ceniroé de 'procesamiento

- Asimilacién dé sustratos y nutrientes por medio de reacciones enzimaticas. Este
tltimo paso es el mds lento del proceso, poi' tanto, es el que controla la rapidez gldbal
de la reaccion. El proceso.d'egvradvativo por medio del cual se elimina la materia orgd-
‘nica de las agﬁas residﬁales puede describirse por médio dela teoria de Michaelis y

Menten, ya que el paso que controla la rapidez dé' este, es la reacci(’)nvenzimétiéa
(Segel, 1975). |
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6.1 Ecuacion de Mich#elis y Menten

El primer modelo para describir la degradacién enzimética fue propuesto por Henri en
1930. Dicho modelo considera que la rapidez inicial de la reaccion es directamente propor-
cional a la concentracién de enzima, incremeniéndose de manera no lineal con el incremen-
to de la concentracion de sustrato, hasta alcanzarse la rapidez médxima limitante. La ecua-

cion de Henri esta basada en los siguientes postulados (Segel, 1975):

- Laenzima es un catalizador (propuesto en 1835 por Berzelius).
- Laenzimay el sustrato reaccionan rdpidamente para formar un complejo enzima-
~ sustrato (propuesto en 1920 por Brown)

- Solamente se involucran un sustrato y un complejo enzima-sustrato; este complejo
s¢ rompe para formar enzima libre y producto

- Laenzima, el sustrato y el complejo enzima-sustrato estin en equilibrio; esto signi-
fica que la rapidez coh la cual el compiejo enzima-sustrato se disocia a enzima y
vproducto es mas rapida que la velocidad con la cual el complejo enzima-sustrato
sc rompe para formar cnzima y producto '

- La concentracién de sustrato ¢s mucho mayor que la concentracién de enzima, la
formacxon del comple_]o enzima-sustrato no altera la concentraci6n de sustrato

- Larapidez global de la reaccion esta limitada por la ruptura del complejo enzima-
sustrato para formar enzima libre y producto . 4

- La rapidez se mide durante las primeras etapas de la reaccion considerando que la

reaccion inversa es insignificante.

La rcaccion global puede escribirse

k kp |
E+S-k—s->ES———>E+P (6.1)
-8

donde

E enzima total (libre y combinada)
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S sustrato
ES  complejo enzima-sustrato

P producto

ks, k.5 y kp = constantes de rapidez de la reaccién.

La ecuacién obtenida basandose en los postulados anteriores es

_ _K[S]
V= ——
vl+ﬂ

Ks

(6.2)

donde

[S] concentracién de sustrato
\ rapidez inicial de la reaccidn. Durante v la aparicion del producto es lincal con
respecto al tiempo; asimismo, no se utiliza més del 5 por cicnto del sustrato

Ks constante de disociacion del complejo ES
=k t/k1 = [E] [S}/ [ES]
K  constantc caracteristica de la enzima

= kp [E]t/ ks, donde [E]; s la concentracion total de enzima
[E}y = [E]+([ES] -

Dicz afios mas tarde Michaelis y Menten confirmaron el trabajo cxperimental de Henri y
presentaron una version ligeramente modiﬁcada de la ecuacién original (Segel, 1975). Lu
formulacién de esta teoria se basa en la ec 6.1; partiendo de esta se hace un balance de
masa que ex.presa la distribucién de enzima total [E]¢
| [E]t= [E] + [ES] 63)

La rapidez inicial es igual a las concentraciones de todos los productos formados, cada uno
multiplicado por su constante de reaccién. Cuando solamente hay una espccic formadora
de producto [ES], la ccuacidn cs

v=k,, [ES] | (6.4)

Dividiendo la ec 6.4 entre la 6.3 se genera la 6.5
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v k, [ES]
= (6.5)
[Ely [E] +[ES]

Si se expresa la concentracién de cada especie enzimatica en términos de enzima libre es

necesario rearreglar las expresiones para los diferentes equilibrios

E S
k= L [éé]] por tanto, [ES] = L ][E] (6.6)
Sustituyendo la ecuacién 6.6 en la 6.5
6.7

El, (B +[S] [E]

Cancelando [E] y denominando a ky, [E]; como V4,

v 15—
_ ks 6.8
_1+LS_] (‘)
Vmax kg

La ec 6.8 puede convertirse a la forma usual de la ecuacién de Michaelis y Menten
multiplicando el numerador y el denominador del segundo término de la ec por kg

Vo8]

Vindx ks + (8]

(6.9)

En esta ecuacion se supone que la concentracién de sustrato es mucho mayor que la de la

enzima y que solamente se mide la rapidez inicial de las reacciones.

La representacion grafica de la ecuacion de Michaelis y Menten es una hipérbola en la que

se presentan reacciones de primer orden y de orden cero.

Como se observa en la fig 6.1, un aumento de sustrato manteniendo fija la concentracion
de enzima produce al principio un aumento considerable en la rapidez de la reaccién. A

medida que aumenta la concentracién de sustrato la rapidez de la reaccion empieza a dismi-
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Velocidad maxima (V)

Y
Cinética de orden
~cero - Fase Il

Mezcla de cinéticas de orden
cero y de primer orden

|, Cinélica de primer
orden- Fase |

Velocidad de la reaccion —»

Concentracion del substrato —»

Fig 6.1 Efecto de la concentracion de sustrato en la rapidez de reaccion

(Conn y Stumpf, 1988)

nuir, produciéndose una reaccién de orden mixto. Finalmente, cuando la concentracién del
sustrato es elcvada no se observa cambio en la rapidez. En este punto se alcanza la rapidez
méaxima de la reaccion, efecto que se conoce como saturaciéon enziméatica; una vez que se

ha alcanzado, la rapidez de la reaccion es independiente de la concentracién de sustrato.

En la parte lineal de la curva, los sitios activos de las enzimas no estan saturados con cl
sustrato. A medida que aumenta el nimero de las moléculas de sustrato, dichos sitios se
van cubriendo cada vez en mayor grado hasta que, en el punto de saturaci6én, no queda nin-

guno disponible (reaccién de orden cero): la enzima trabaja a su maxima capacidad.
6.2 Ecuacion de Lineweaver y Burk
En 1934 Lineaweaver y Burk propusieron un método simplificado paré. determinar los va-

lorcs de los coeficientes a partir del modelo de Michaelis y Menten. Mostraron que si s¢

usan los reciprocos dc la ec 6.9 se tiene
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1 k 1 i
—= + (6.10)

Vo Vimdx 51 Vg

. De donde se obtiene la ecuacion de Lineaweaver-Burk

1 S1 kg
—= +— 6.11)
Vo Vo [S] V8]

Si se representa graficamente 1/V en funcion de 1/[S], se obtiene una linea recta, la cual se

muestra en la fig 6.2.

Pendiente = Ky
max

<|=

- 1
K, ]

- Fig 6.2 Forma linearizada de la ecuacién de Michaelis y Menten (Lenningher, 1976)

" A partir de esta grafica es posible obtener las constantés de Michaelis y Menten y la rapi-
dez méaxima del proceso (Vp,4x), ya que la pendiente es igual a kg/ Vméx, el punto de in-
terseccién coh la ordenada al origen es igual a 1/V 4, y €l vpunt'p de infe;écccién con el lado

negativo de la abscisa es igual a -1/kg.



7. MATERIAL Y METODO

Para determinar las constantes cinéticas en peliculas biolégicas se utiliz6 un respirdmetro
| Warburg modificado que permite determinar las curvas de consumo de oxigeno (DBO).
En los expcrlmentos se utilizaron pehculas bioldgicas gencradas en la primera y tereera
ctapas del biodisco que se encuentra en la planta para tratamicnto de aguas rcsiduales dc
Ciudad Universitaria. Los sustratos utilizados en los experimentos con biopcliculas quc
climinan matcrial carbonoso fucron acctato de sodio, glucosa y aguas residuales. Para los
experimentos con biopeliculas nitrificantes se emplearon cloruro de amonio y agua dc la

tercera etapa del sistema de biodisco. La determinacién de los parametros cinéticos kg y

V ax» s¢ realizo con base en ¢l modclo propuesto por Michaelis y Menten.

7.1 Descripcidn y funcionamiento del respirémetro

La fig 7.1 muestra el diagrama del respirdmetro modificado para estudios en biopcliculas.
El sistema consta de cuatro partes principales: 1) El manémetro, 2) El recipiente con la
-solucion de Brodie (prensa), 3) El frasco de raccion y 4) El bafio con agua a temperatura
constante. La modificacion prmcxpal se realiz6 en el frasco de reaccién para poder reali-
zar los experimentos. El frasco de reaccién y sus partes se muestran con detalle en la fig
7.2.
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Llave de tres pasos
NS Junta esmerilada semicircular
Y ‘

J %

Nivel de
/ referencia

- _ /— Frasco de reacci6n
I . ' .
viE fee

Solucién de |

Brodie _J \ /
. Jeringa - » ' /
- Tomnillo-, —~ - - - - -

: DI; ZE% 4 Bario de agua a temperatura
_ ‘ : constante

\\ Prensa

‘Fig 7.1 Unidad del respir&metro Warburg modificado

Se utilizaron discos de vidrio esmerilado como medio de soporte para el desarrollo de mi-
crorganismos; se escogid este tipo de superficie porque permite buena adhesién de los
microrganismos a la misma y es inerte al ataque enzimatico. Los discos miden 10 cm de
diametro y 3 mm de espesor, en el centro tiene un oriﬁcid que sirve para sujetarlos a una
flecha sobre la cual pueden girar o sujétarse. ;

Los frascos de reaccion (fig 7.2) estan hechos de acrilico; en su parte inferior el recipiente
esta dividido longitudinalmente en dos: una sirve para colocar la solucién con sustrato y la
otra proporciona el espacio necesario para que gire un magneto incluido en la flecha de los
discos esmerilados. Al introducirse el disco queda colocado de tal forma que la pelicula

biologica se sumerge en la solucion nutritiva aproximadamente en 40 por ciento de su
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superficie. En la parte superior interna se colocd un soporte que se utiliza como conte-
nedor de hidréxido de potasio para absorber el anhidrido carbénico producido por los

microrganismos.

En la tapa de los frascos de reaccion hay cuatro perforaciones; dos sirven para colocar tor-
nillos que sujetan la tapa al recipiente, una tercera sirve para conectar el recipiente al

equipo de medicion y la tltima tiene un tapdn para introducir la solucién con sustrato.

Cada uno de los frascos esta conectado a un manémetro de 40 cm de longitud, por medio
de una junta esmerilada semiesférica. En la parte inferior del manémetro se ajusté una je-
ringa como recipiente para la solucién Brodie. El émbolo de la jeringa se acciona por una
pequeiia prensa de tornillo lo que permite mover su émbolo y asi ajustar los niveles del li-

quido en el man6émetro.

El sistema de traccion consiste en seis poleas de aluminio colocadas en forma vertical y
separadas entre ellas 20 cm de centro a centro. Sobre cada polea se fij6 un magneto per-
manente paré que al girar las poleas por medio de una banda accionada por un motor de
velocidad variable, alimentado por una fuente de poder, impulsen a los magnetos aco-

plados a la flecha dentro del recipiente.

El funcionamiento del sistema es similar al descrito en el inciso 5.3.1; la funcién principal
es entonces, la medicion de la diferencia’de presion originada por la disminucién de la

cantidad de oxigeno cn el frasco de reaccion.

La toma de lecturas se hace ajustando el nivel de solucion Brodfe por medio de la prensa
de tornillo hasta la marca de referencia; la lectura se realiza en el lado izquierdo del ma-
ndémetro. La toma de lecturas se hizo cada 5 minutos y el periodo durante el cual se hicie-
ron las lecturas se determiné con base en trabajos anteriores (Gonzdlez y Diaz, 1987 y
Gibel-Meurer, 1979); el principal criterio para la determinacién del tiempo de degrada-

cion es la complejidad estructural del sustrato.
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7.2 Condiciones de operacio’ri del sistema
7.2.1 Temperatura

La mayoria de los organismos presentes en las aguas de desecho se desarrollan aproxima-
damente a 20 °C, por lo que se eligié esta temperatura para evitar que los microrganismos
sufran cambios ambientales drasticos que afecten su metabolismo. Temperaturas menores
a este rango afectan los sistemas de transporte membranal, disminuyendo la rapidez de
difusién de sustratos, lo que impide que los sustratos puedan entrar rpidamente a la
cé€lula, dando como resultado una baja rapidez de crecimiento. Con el incremento de la
telhperatura los lipidos de la membrana pueden fundirse, causando una pérdida de la
integridad estructural de la membrana, lo que provoca a su vez la fuga de contenidos
célulares. Por otro lado, si se incrementa la temperatura se induce a que la reaccién se
lleve a cabo rapidamente, lo que podria dificultar una definicién clara de las distintas

etapas de degradacion de cada uno de los sustratos.

Con objeto de evitar que temperaturas cambiantes influyeran sobre la experimentacion, los
frascos se mantuvieron a temperatura constante por inmersién en un bafio de agua. La
temperatura se mantuvo constante a 20 °C por medio de un termostato semisumergible.
De esta forma se evitd que la temperatura se convirtiera en una variable més dentro de la

experimentacion.
7.2.2 pH

El valor de pH se ajusté a 7.2 por medio de una solucion aniortiguadora de fosfato

(monobésico y dibasico de potasio) en la que se solubilizé el sustrato.

Dos soluciones de las sales de fosfato se presentan en cantidades iguales y se van com-
binando hasta alcanzar el valor de pH deseado. La cantidad de fosfatos en cada solucién
dependera de la capacidad de amortiguar que se desee. Se eligio este valor de pH consi-

derando que las aguas residuales de origen municipal tienen valores neutros y que la
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mayoria de los organismos tienen un pH Optimo cercano a la neutralidad. Valores de pH
mayores o menores a los sefialados afectan principalmente la actividad enzimética, puesto

que cada enzima es activa en un rango especifico de valores de pH.

7.3 Generacion y caracterizacion de las peliculas biologicas

Las peliculas biolégicas se generaron en el biodisco de la planta para tratamiento de aguas
residuales de Ciudad Universitaria al fijar, por medio de soportes, los discos de vidrio
- esmerilado al material plastico del biodisco. Los discos, entonces, estaban sujetos a las
mismas condiciones que el material plastico del biodisco. Se considera que la biopelicula
que se desarrollé sobre los discos de vidrio tenia la misma composicién que la del bio-

disco.

Para realizar el trabajo en el respirometro sc retiraban scis discos de vidrio del biodisco y
se llevaban al laboratorio. Cuando las determinaciones no eran destructivas, los discos de
vidrio se colocaban nuevamente en el biodisco al terminar la experimentacion. En todos
los casos se seleccionaban los discos de vidrio que tuvieran el mismo tiempo de estar ex-

puestos al agua residual.

Para la generacion de peliculas que eliminan material carbonoso los discos se colocaron en
la primera etapa del biodisco durante un periodo de 3 a 5 dias. Para peliculas nitrificantes
los discos se colocaron en la tercera etapa del sistema durante dos semanas aproxima-

damente.

El espesor de la pelic;xla biol6gica se midi6 por medio de un microscopio 6ptico. Se enfo-
cala superﬁcie de la biopelicula y, posteriormente, se pone en foco la superficie del disco
de vidrio. La diferencia se lee en el tornillo macrométrico del microscopio. La cantidad de
biomasa se determiné por medio de sélidos suspendidos totales y nitrégeno Kjeldalh por

unidad de superficic (APHA/AWWA/WPCF, 1985).
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7.4 Obtencion del volumen de los frascos de reaccidn y de las constantes de los frascos

Para conocer el valor de consumo de oxigeno durante la degradacién de un sﬁstrato €s ne-
cesario determinar el valor de k o constante de los frascos de reaccion. Este valor se
determind a partir de la ec 5.2. Resolviendo el segundo producto de esta y considerando
que VR esigual a V§, ya que el volumen de microrganismos es minimo, se tiene

k=0.l43[(Vg/Vf)(273/T)+a02] | @)

Con la ec 7.1 se determinan los valores para las constantes de cada uno de los frascos. Al
valor de Vg (volumen de gas dentro del frasco de reaccidén mas el volumen del manéme-
tro hasta la marca de referencia) se le restaron los valores de los voltimenes de la solucién

con sustrato y del disco y la flecha.

Los valores obtenidos para las constantes de los frascos de reaccién se muestran en la tabla
7.1.

Tabla 7.1
Valores dc las constantes de los frascos
de reacciéon obtenidos a 18 y 20 °C

N | tenmmas )
s 20

A 0.8603

5 0.9070 0.9006

3 0.8245 | - .0.8187

A 0.8864 0.8802

5 | 08649 0.8588

La obtencion de la cantidad de oxigeno utilizado durante la degrédacién del sustrato pre-
sente se realizé utilizando la ec 5.1, en la cual se sustituyeron los valores de las constantes

de los frascos de reaccion.
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7.5 Verificacion del sistema

Antes de realizar corridas utilizando peliculas biolégicas se verificé que el fespirémetro
Warburg funcionara adecuadamente. Con este fin se hicieron corridas usando sulfito de
sodio en presencia de cloruro de cobalto. Se usé este compuesto por ser ficilmente oxi-
dable al estar disuelto en agua y en presencia de oxigeno molecular (Quintero, 1981). La

reaccion es

CoCl2

NapS03+ %0y ———= NaySOg4+Hy

Por medio del respirometro se comprobé que la cantidad medida de oxigeno consumido

para llevar a cabo la reaccién corresponde con la cantidad tedrica.

7.6 Sustratos utilizados

Las corridas iniciales con peliculas biolégicas se hicieron con sustratos de facil degrada-
cion: acetato de sodio y glucosa. El acetato es tomado por las células y, sin trasforma-
ciones, es introducido al Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos para ser descarboxilado répi-
damente. La glucosa es degradada por la glucdlisis hasta llegar a piruvato, con la obten-
cion de energfa en forma de ATP. Posteriormente, es trasformada a acetato para sufrir el
mismo proceso que el acetato. Estas dos moléculas son utilizadas comiinmente ya que su
oxidacion en la fosforilacion oxidativa es altamente eficiente y los consumos de oxigeno
reales son muy cercanos a los teéricos (Gdbel-Meurer, 1979). Las concentraciones de
acetato de sodio utilizadas fueron 36, 108, 145,y las de glucosa de 100, 200, 300 mg/1 por
corresponder con valores comunes de demanda quimica de oxigeno (DQO) en aguas
residuales municipales. Una vez determinada la cinética de eliminaciér‘l de los sustratos
anteriores se utilizo como sustrato el agua residual que llega al biodisco de la planta para
tratamiento de Ciudad Universitaria. La concentracién de contaminantes se cuantificé por
medio de la DQO (APHA/AWWA/WPCF, 1985).
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Para la determinaéién de la cinética de eliminacion de material nitrogenado, se emplearonv
como sustratos cloruro de amonio y aguas tratadas de la tercera etapa del biodisco. El
cloruro de amonio se utilizé como alimento (donador de prdtones) de las bacterias nitrifi-
cantes; las concentraciones utilizadas fueron 5, 10y 20 mg N/1 las cuales se eligieron con
base en losb trabajos realizados por Gobel-Meurer (1979). La cantidad de aﬁxoniaco
presente en las aguas dc desecho se determiné por medio de dilatacion
(APHA/AWWA/WPCF, 1985). |

7.7 Determinaciones de la cinética de consumo de sustratos

Para determinar la cinética de eliminacién de sustratos a través del método propuesto por
Lineaweaver y Burk, es necesario trabajar con un minimo de tres concentraciones de sus-
trato difcrentes. Por este motivo, sc dispusicron de cuatro frascos de reaccién para la me-
dicion dc la respiracion de sustratos, un frasco mds con solucién amoftiguddora sin sus-
trato (para cuantificar la respiracién endégena) un ultimo frasco con agua destilada y sin
pelicula biolégica sirvié como tcrmobarémetro para compensar los cambios originados
por las diferencias de presion atmosférica y temperaturzi. En todos los frascos el volumen

total de solucidn fue de 65 ml.

Antes de cada seric de mediciones fue necesario lavar las peliculas biol6gicas durante una
hora con solucién amortiguadora para eliminar el material contaminante que pudiera servir

como alimento exdgeno de las bacterias.

Los célculos de los valores de consumo de oxigeno se realizaron utilizando un programa

dc hoja de célculo (Lotus 123) para la computadora.

Para la derterminacion de la cinética de eliminacién de sustratos se trabajé con los valores
nelos de respiracion, estos s¢ obtuvieron restando la respiracion endégena a la respiracion

total o combinada.
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La obtencién de las constantes cinéticas se hizo por medio de métodos gréficos. Inicial-
mente se graficé el consumo de 6xigeno para cada uno de los sustratos contra el tiempo; a
partir de estas graficas se obtuvo el consumo final de oxigeno y la rapidez inicial de
degradacion para cada una de las concentraciones utilizadas. Con los valores de rapidez

obtenidos de las graficas se determinaron las constantes: rapidez méxima de degradacién
(Vmax) y constante de Michaelis y Menten (kg), con base en el método propuesto por

Lineaweaver y Burk,

El consumo especifico de oxigeno para cada sustrato s¢ obtiene graficando el valor de
consumo final de oxigeno (CFO) contra las concentraciones de sustrato iniciales. El
producto debe ser una linea recta cuya pendiente es el valor de consumo especifico de

oxigeno (mmg oxigeno/mg sustrato).

- Los resultados son producto de la utilizacién de anélisis de regresion lineal.



8. RESULTADOS
8.1 Verificacion de la operacién del sistema

Utilizando tres concentraciones de sulfito de sodio en el respirémetro se obtuvieron las

curvas de la fig 8.1.

La fig 8.1 muestra los valores de oxigeno consumido para la oxidacion de sulfito de sodio
contra el tiempo. Después de aproximadamente 60 minutos el sulfito de sodio en los tres
frascos de reaccién habia sido oxidado completamente. La tabla 8.1 sefiala los valores

experimentales y tedricos del consumo final de oxi geno (CFO).
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En la tabla 8.1 se puede observar que los valores te6ricos y los experimentales difieren
entre 8 y 10 por ciento, siendo estos ultimos, en todos los casos, inferiores. Tomando en
cuenta este hecho, se realizé la prueba de la demanda quimica de oxigeno (DQO) para
conocer la cantidad real de sulfito de sodio oxidable. De esta prueba se obtuvo que el 7.95
por ciento del reactivo no es oxidable debido a impurezas no reportadas en el analisis del
laboratorio proveedor; este valor es adicional al 1.8 por ciento de impurezas reportadas

(98.2 por ciento de pureza).

Tabla 8.1 Consumo de oxigeno para sulfito de sodio

Concentracién de CFO (mgde 0,/1)
sulfito de sodio Valores Valores
(gmol/l) experimentales|  teéricos*
0.004 87 96
0.006 133 144
0.008 173 192

. * Los resultados anteriores consideran que, segan el fabricante,

¢l sulfito dc sodio ticne una purcza de 98.2%

Si se resta el 7.95 por ciento al valor tedrico, la diferencia entre los valores teéricos y

experimentales es de 1 a3 mg de 07/1 (ver tabla 8.2).

Tabla 8.2 Consumo de oxigeno para sulfito de sodio

Concentracién de CFO (mgde 0,/1)
sulfito de sodio -Valores Valores
(gmol/t) experimentales]  tedricos
0.004 87 88
0.006 133 132
0.008 173 176

A partir de los resultados de la tabla 8.2 se determin6 que los valores obtenidos con cl
respirdmetro Warburg tienc un nivel de confianza de 98 por ciento, por tanto, se considcra

quce son confiables.
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8.2 Cinética de consumo de sustratos orgdnicos

Las figs 8.2, 8.3 y 8.4 muestran los resultados de la respiracién de tres sustratos orgénicos:
acetato de sodio, glucosa y aguas residuales de Ciudad Universitaria. Cada figura sefiala
curvas cdrrespondientes al consumo total o combinado de oxigeno durante la degradacién

bioquimica de soluciones con diferentes concentraciones.

En las figs 8.2 a 8.4 se observa un comportamiento similar en el cual la respiracién end6-
gena siempre esta por debajo de la respiracién total o combinada. Los valores de consumo
final de oxigeno aumentan con el valor de concentraci6n inicial de sustrato. Los valores de
respiracion enddgena varian entre el 30 por ciento de la respiracién combinada durante la
respiracion de aguas residuales de CU hasta el 70 por ciento, como en el caso de la
respiracion de glucosa. En el caso de la ?respiracién de acetato de sodio, la respiracién

enddgena tiene valores entre el 40 y 50 por ciento de la respiracién combinada.

Las figs 8.5, 8.6 y 8.7 muesfran las curvas de la respiracién de los tres sustratos organicos
utilizados después de haber restado la respiracion endégena. Las curvas obtenidas indican

" inicamente la cantidad de oxigeno requerida para la degradacion de los sustratos puros.

Estas tres figuras muestran claramente el comportamiento de la respiracién de los sustratos
sin la influencia de la respiracion endégena. Enla fig 8.5 se puede observar que las pen-
* dientes de las curvas al iﬁicio del experimento son practicamente iguales. El tiempo
‘requerido para terminar la degradacion de la concentracion més baja es de, aproximada-
mente 15 minutos. El valor del consumo final de oxigeno se mantiene sin grandes cam-

bios, comparado con las otras dos concentraciones.

Las pendientes iniciales de las curvas correspondientes a las concentraciones de 108 y 145
mg/l contintian casi paralelas, siendo la pendiente de la menor concentracién, ligerainente

menor que la otra.
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En la fig 8.6 se puede observar que las pendientes iniciales de las tres curvas son iguales
hasta los 50 minutos, donde la menor de las concentraciones se separa, considerandose
concluida la respiracion de la concentracién inferior. Las otras dos curvas contintian hasta

que termina la respiracion de cada una de ellas.

Iin su parte inicial, las curvas presentan una pendiente similar. Durante este tiempo los
microrganismos cuentan con la cantidad (concentracion) de sustrato necesaria para fun-
cionar a su méxima capacidad respiratoria cubriendo todos los sitios activos de las
cnzimas que participan en la degradacion (reaccion de orden cero)i una vez que la concen-
tracion del sustrato disminuyc y no es suficiente para cubrir los sitios, se presenta una
disminucién en la pendiente al observarse un descenso en la respiracion (Conn y Stumpf,

1988).

En la fig 8.7 sc observa quc las tres curvas ticnen pendientes diferentes. desde el principio
del experimento. En este caso las pendientes iniciales aparentan ser proporcionales a la
concentracion de material organico presente. Debido a que las aguas residuales contienen
una mezcla de sustancias con muy diversas caracteristicas quimicas, las curvas no muestran
claramente los pasos de la degradacién ya que, entonces, se habla de una degradacién
secuencial de las sustancias, haciendo dificil la identificacién del paso entre la terminacién

dc la respiracion de sustrato y la respiracion endégena.

Desde el punto de vista teérico, el punto en el que se alcanza la asfntota de la curva
corresponde al valor de consumo bioquimico de oxigeno final (CBOj). En este punto las
células agotaron el sustrato presente. La estimacion de este punto se basa en observaciones
de las curvas. Considerando que cuando se alcanza el valor para CBOy;, se ha agotado el
sustrato, es de suponerse la pendiente de las curvas se sigue incrementando. Dicho
incremento refleja el consumo de oxigeno requerido para la degradaciéon de sustratos
cndégenoé los cuales son producto previamente administrados. Este comportamiento es mas

vvidente en las graficas obtenidas durante la degradacion de glucosa y aguas residuales.
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La tabla 8.3 resume los resultadds de las graficas 8.2 a 8.7

Tabla 8.3 Valores de consumo final de oxigeno y de rapidez de degradacién

Concentraci6n CBO;' Rapidez inicial | - iciente de

Sustrato inicial (mg /1)| (mgo “) de consumo lacié

14 g0, (mg O/ 1 min) correlacion
de 108 24.08 0.83 0.994
sodio 145 35.12 0.90 0.993
. 100 7 31.11 045 0.993
Glucosa 200 52.47 049 0.997
300 71.28 0.52 0.997
. 23 13.91 0.55 0.993

Aguas ; :

residuales’ 46 . 51.62 0.87 0.997
' 92 91.03 1.14 0.994

En la tabla 8.3 se puede sefialar que cuando se utilizaron aguas residuales los valores de
consumo dé oxigeno obtenidos con el respirémetro tiene valores aproximadamente iguales a
los valores de DQO. En el caso dé_la concentracién intermedié (46 mg/l), el valor de CBOyr
result6 ligeramente mayor que la DQO. Tedricamente estos ultimos deberfan superar a los
_ primeros. Si se observan las cm'vas'de la fig 8.7, se nota la dificultad para seleccionar el
punto de inflexién entre la terminacion de la respiracién de sustrato y la respiracién
end6gena continuada. Si a esta problemética se le afiade el error experimental y la conside-
racién dé que, aunque las biopeliculas fucron-gencradas bajo las misrhas condiciones, al
| observarlas al microscopio se detectan diferencias entre los diversos discoé. Por este moti-
Vo, €S necesario considerar que discrepancias estructurales, aunque pequeilas, entre las bio-
peliculas de los diferentes discos, son hechos importantes que deben ser considerados en la

interpretacion de resultados.’
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8.2.1 Obtencidn del consumo éspeciﬂco de oxigeno para la degradacién de material carbo-

noso

Graficando los valores finales de consumo de oxigeno (tabla 8.3) de cada sustrato contra la
concentracion inicial de sustrato se obtuvieron las figs 8.8 a la 8.10. El valor del consumo

especifico de oxigeno (CEO) correépondé a la pendiente de cada una de las rectas.
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Fig 8.8 Obtencicn del consumo especifico de oxigeno para acetato de sodio

De la representacion grafica para la obtencion del consumo especifico de oxigeno (CEO)
para cada uno de los sustratos se obtiene una recta en la que se esperaria tener una ordenada
. .

al origen en cero o un valor muy préximo a él, puesto que en ausencia de sustrato no hay

consumo de oxigeno.
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La tabla 8.4 muestra los resultados obtenidos a partir de las graficas 8.8 a 8.10.

Tabla 8.4 Valores de consumo especifico de oxigeno

v CEO CEO Ordenada al Coeficiente
Sustrato teérico experimental origen de

(mgO;/mgS)|(mg02/mgS)| (mgO,/1) | correlacién

Acetato de sodio 0.975 0.23 0.53 0.988
Glucosa 1.06 0.20 11.45 0.998
Aguas residuales - 1.08 a -5.8 0.968

. De acuerdo .con los resultados obtenidos la ordenada al origen para acetatos de sodio y glu-
cosa es superior a cero. Gobel-Meurer (1979) y Peters (1979) proponen que el consumo de
oxigeno diferente a cero (tabla 8.4), indicado por la ordenada al origen se debe ai consum6 de
oxigeno requerido para la sintesis de las enzimas implicédas en el proceso de degradacion del
sustrato involucrado. Esta explicacion es factible para la degradacién de acetato de sodio y
glucosa, ya que la célula no estd adaptada ‘a la degradacién de sustratos en condiciones puras,
por consiguiente, requiere un periodo de sintesis enzimatica. Sin embargo, para la degra-
dacién de aguas residuales, los microrganismos de los sistemas para tratamiento cuentan con
un 'complejo sistema enzimatico acondicionado para llevar a cabo la asimilacion de este tipo
de sustrato. En este caso, ¢l valor de la ordenada al origen es inferior de cero, lo cual se pue-
de atribuir a diferencias de las caracteristicas entre cada una de las peliculas utilizadas y a los
procedimientos experimentales. Esto se puede deber a diferéncias'i)oblacionales que suceden
durante la generacién de la biopelicula y que contribuyen con lds errores experimentales;
estas diferencias se confirmaron cuando se realizaron observaciones microscOpicas con el fin
de determinar el grosor de la ﬁelicula bioldgica; las mas ‘evidéhtes fueron en las poblacionzs

de nematodos, rotiferos y protozoarios.

Los valores teéricos de CEO paré acetato de sodio y glucosa son 0.975 y 1.06 réspectiva-
mente, los cuales son superiores a los valores obtenidos experimentales (tabla 8.4). Esto se
debe a que durante el lavado de las peliculas bioldgicas, los microrganismos consumen ma-

terial enddégeno (glucdgeno, grasas, etc) para su mantenimiento, ya que no cuentan con una
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fuente exdgena de nutrientes. El sustrato que se suministra cuando las biopeliculas se en-
cuentran en este estado celular, es utilizado por los microrganismos para cubrir necesidades
inmediatas (respiracién) y con fines de mantenimiento celular (reabastecimiento de sustan-
cias de reserfla, sintesis de material celular y material extracapsular, etc; Schlegel, 1985). Los
procesos mencionados traen como resultado que el sustrato administrado no corresponda con
el oxidado, por lo que los valores de respiracién ex6gena son bajos, reflejandose esto en una
disminucion en la pendiente y por tanto, en el consumo especifico de oxigeno. Lo anterior es
confirmado por Painter (1968) y Placak 'y Ruchhoft (1947) en Painter (1983), quienes repor-
tan valores de éonsumo de oxigeno que, para el caso de la oxidacién de glucosa, van de 8 a

31 por ciento del valor teérico esperado.

8.2.2 Obtencion de las constantes de Michaelis y Menten para la degradacion de material

carbonoso

Graficando los valores de los inversos de velocidad inicial de degradacion contra los inver-

sos de las concentraciones de cada uno de los sustratos, se obtienen las figs 8.11, 8.12 y 8.13.

o 15

& /-

O)

® 1.4 A

o .

S 13 //

E /

~

£ 12}

E )

c .

° “ | Ordenada al origen 1.02

2 11 Pendiente 15.63 -

~ : Coeficiente de comrelacién 0.980
1 | |

0 0.0056 001 0015 0.02 0.025 0.03
1/ (mg /1 de acetato)

Fig 8.11 Linearizacion de Lineaweaver y Burk utilizando glucosa



§ 22
\9 /-
@D /
~ 18
o
E
S~
£
£
14
& Ordenada al origen 1.81
> Pendients 37.17
: Coeficiente de correlacion 0.966
. 1 : | |
0 : 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01

1 / (mg /| de glucosa)

Fig 8.12 Linearizacion de Lincawcaver y Burk utilizando glucosa

x

Ordenada al origen 0.555

2

o

o 16 //
X 1.

§ //
< 1.2 g

S

(= /
E P

E

-

)

>

S~

0.4 Pendiente 26.04
' Coeficiente de correlacion 0.998
0 | |
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

1/ (mg /| de oxigeno)

Fig 8.13 Linearizacion de Lineawcaver y Burk ﬁtilizando aguas residuales



60

Los valores de las constantes para los tres sustratos se muestran en la tabla 8.5.

Tabla 8.5 Valores de las constantes de Michaelis y Menten

Sustrato 1 e Oz\;nllé;lin N« mgkss/ 1) CZﬁf:i?:ﬁfOnde
Acetato de sodio 0.97 15.51 0.976

Glucosa 0.54. 20.43 0.966
Aguas residuales 1.80 . 5047 0.998

El valor més bajo d}e kg se obtuvo utilizando acetato de sodio, lo cual indica una elevada afi-
nidad entre el sustrato y las enzimas implicadas en el proceso de degradaci6n. El ion acetato
es introducido directamente, como acetilCoA, en el sistema enziméatico que se conoce como
ciclo de los 4cidos tricarboxilicos o via final comun para la oxidacién de carbohidratos, lipi-
dos y proteinas; esta es una via metabolica eficiente y universal presente en organismos
aerobios. La degradacion del éompuesto consiste en la separacion del sodio y el acetato yla
postérior incorporacién de este ultimo en forma .de acetilCoA, a la via metabdlica anteribr—
mcente mencionada. El valor obtenido para la rapidcz mdxima, se encuentra relacionado con la

sencillez del proceso de degradacién y con kg.

La degradacion de glucosa comienza a partir de la glucdlisis para ser trasformada en piruvato,
el cual es posteriormente trasformado en AcetilCoA e incorporado al ciclo de los acidos tri-
carboxilicos. La utilizacién de esta via involucra el uso de un mayor niimero de enzimas que
en el caso del acetato de sodio y que, de acuerdo con losb resultados obtenidos, tienen menor
 afinidad por los sustratos producidos durante la glucélisis. El empleo de esta via implica un
- incremento en el valor de kg y una disminucién en la rapidez de degradacion con respecto a

los valores obtenidos para acetato de sodio.

El mayor valor de kg se obtuvo durante la degradaci(')h de aguas residuales. Esto indica que

este sustrato es el menos afin al sistema enzimatico de los microrganismos; sin embargo, es el

que alcanza una mayor rapidez maxima de deéradacién (Vmax=1.80 mg O7/I'min). Esto se
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debe a que los microrganismos estdn aclimatados para degradar la materia orgénica conte-
nida en las aguas de desecho. Gils en Painter (1983), ha encontrado que los aclimatados a

cierto tipo de sustrato son capaces de degradarlo més rapidamente que los no aclimatados.

8.2.3 Cuantificacién de biomasa

Debido a que la rapidez de degradaci6n estd en funcién de la biomasa presente (Shieh y
Mulcahy, 1986) se procedié a su cuantificacién. Se analizaron tres biopeliculas seleccio-
nadas al azar, casos A, B y C. La tabla 8.6 muestra los resultados de las determinaciones

ptacticadas.

Tabla 8.6 Cuantificacién de biomasa en tres diferentes peliculas

Eeoesor Nitrogeno Solidos
Pelicula (mfcras) Kjeldahl suspendidos
' (mg N/em?2) |totales (mg/cm2)
A 138 0.12 137
B 360 012 1.85
c 460 0.13 1.94

En la tabla 8.6 se observa que ¢l contenido de SST aumenta al aumentar el espesor, aunque
no de forma lineal. El hecho de que el nitrogeno orgénico‘tenga' practicamente el mismo va-
lor en las tres peliculas analizadas indica que, independientemente del contenido de material
carbonoso, la cantidad de proteina presente es constante. Es posible que al incrementarse el
espesor de la biopelicula solo aumente el contenido de sustancias de reserva, tales como los
polimeros intra y extracelulares sin que crezca el nimero de células (Schlegel, 1985). Las ca-
racteristicas antes mencionadas dependerin de las condiciones bajo las cuales se opere el
biodisco donde se genera la biopelicula. Es de suponerse que el espesor de la biopelicula

aumenta al crecer la carga orgénica.
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8.3 Cinética de eliminacion de material nitrogenado

Las figs 8.14 y 8.15 muestran las curvas de consumo de oxigeno para la oxidacién de cloruro

de amonio y de aguas tratadas de la tercera etapa del sistema.

El valor de respiracion endégena obtenido durante la degradacion de material nitrogenado fuc
de 20 a 35 por ciento de la respiracion total, el cual es menor que el obtenido para la
eliminacién de material carbonoso (40-70 por ciento de la respiracion total). Esto es expli-
cable ya que las biopeliculas utilizadas provienen de la tercera etapa del biodisco. Estas
biopeliculas son més delgadas que las de la primera etapa y los microrganismés presentes,
aunque en su mayoria sbn heterétrofos, estdn acostumbrados a alimentarse de las sustancias
que no fueron degradadas en las primeras etapas o de los productos excretados por los mi-
crorganismos en etapas anteriores. Esto hace que estos tengan una capacidad menor para
almacenar sustancias alimenticias, lo cual produce que los valores de respiracion endégena

sean menores que los de etapas previas.

Es necesario aclarar que las diferentes concentraciones de amoniaco en el caso de la utili-
zacién de aguas tratadas de la tercera etapa del biodisco se lograron por dilucién con agua
destilada. Al diluir el agua tratada también se diluy6 el contenido de material orgénico que

llega en pequeiias cantidades a la tercera etapa del biodisco.

Las figuras 8.16 y 8.17 muestran las curvas de la respiraciéon de sustrato utilizando cloruro dc
amonio y aguas tratadas de la tercera etapa del sistema, respectivamente. El resultado es la
resta de la respiracion endégena de la respiracién combinada. Se observa que las éurvas
alcanzan un valor constante cuando termina la trasformacién del material nitrogenado por
nitrificacién. Las pendientes iniciales cambian con la concentracion inicial de sustrato. Se
considera que, al no haber una respiracion endogena posterior a la terminacién del sustrato,
los organismos no almacenan sustancias durante la oxidacién de amonio que después pueden

utilizar como fuente endégena de alimento.
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- Los resultados obtenidos a partir de las figs 8.16 y 8.17 se resumen en la tabla 8.7. En dicha
tabla se 6bserva que los valores de CBOf y de rapidez de reaccién inicial son mayores para
aguas tratadas de la tercera etapa del sistema que para cloruro de amonio. Esto se debe a que
las aguas residuales tienen material organico que, al ser degradado, contribuye con el consu-

mo de oxigeno y su valor se suma al consumo por oxidacién de amoniaco.

Tabla 8.7 Valores de consumo final de oxigeno y de. rapidez de

degradacion del sustrato

Concentracién CBO Rapidez inicial Cocficiente de
Sustrato inicial (mg/1){| (m de O /1) de consumo correlacién
iclal(mg Mg DA (mg 05/ 1min)
Cloruro 5 "18.91 0.32 0.973
de 10 40.11 045 0.994
amonio 20 73.85 ' 0.54 0.998
4 2251 0.50 0.999
Aguas :
6 - 37.66 0.73 0.978
_ tratadas -
: 12 © 8845 0.91 _ 0.994

8.3.1 Obtencion del consumo especifico de oxigeno para material nitrogenado

Partiendo de la tabla 8.7, las figs 8.18 y 8.19 se construyeron para determinar el consumo

especifico de oxigeno. Los resultados se presentan en la tabla 8.8.

Tabla 8.8 Valores de consumo especifico de oxigeno

CEO . CEO Ordenada Coeficiente
Sustrato tebrico ~ | experimental al origen de
(mgozlm_g_S)(mg Ox/mgS) (mgO02/1) corrclacién
+ Cloruro de 4.57 3.62 2.04 0.996
amonio
Aguas
tratadas 4.57 8.29 11.28 0.999
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En la tabla 8.8 se nota que el valor de CEO experimental para cloruro de amonio es muy
similar al te6rico. Sin embargo, cuando se utilizaron aguas tratadas de la tercera etapa del
sistema, el valor experimenfal supera al teérico en aprdximadamente 50 por ciento. Esto se
debe a la presencia de organismos heterétrofos, los cuales consumen oxigeno para degradar el

material carbonoso no asimilado en las primeras etapas del sistema.

El valor de la ordenada al origen utilizando cloruro de amonio fue de 2.04 mg O/l y se
étribuye al consumo de oxigeno requerido para las sintesis de las enzimas involucradas en el
proceso de degradacion. Para aguas tratadas. de la tercera etaj)a del biodisco el valor obtenido
fue de -11.28 mg O2/l, el cual puede deberse, como en el caso de la degradacién de material
carbonoso, a subestimacioén de los valores de consumo de oxigeno debidos a procesos meta-

bélicos con fines de mantenimiento celular o a errores experimentales.

8.3.2 Obtencion de las constantes de Michaelis y Menten para la degradacion de material

nitrogenado
~Las figs 8.20 y 8.21 muestran los resultados de la aplicaciéon del método propuesto por
Lineaweaver y Burk, utilizando cloruro de amonio y aguas tratadas de la tercera etapa del

biodisco, respectivamente.

A partir de las figs ,8..20 y 8.21 se obtienen los valores de las constantes, los cuales se

muestran en la tabla 8.9.

Tabla 8.9 Valores de las constantes de Michaelis y Menten

V i - kg Coeficiente de
Sustrato (mgO,/Imin)] (mgS/1) corrclacién

Cloruro

de 0.71 591 0.999
amonio
Aguas tratadas

de la tercera 1.70 9.10 0.950
etapa -
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De acuerdo con los resultados de la tabla 8.9, el sustrato nitrogenado més afin al sistema
enzimético de los microfganismos es el cloruro de amonio (menor valor de k). En el caso de
las aguas tratadas de la tercera etapa del sistema se obtuvo un valor mayor para kg. Sin
embargo, este sustrato se degrada mds répidamenté que el cloruro de amonio como conse-

cuencia de la aclimitacién de los microrganismos en el ambiente en el cual se desarrollan.

Finalmente, es necesario aclarar que los valores de V4« ¥ de kg para el agua tratada de la

tercera etapa del sistema dc biodisco, se ven influidos por dos tipos de sustancias que actuan
en forma simulténea sobre el consumo de oxigeno de una u otra sustancia. Como los grupos
de bacterias que actiian sobre los dos sustratos tienen metabolismos diferentes y no competi-
tivos entre si, es posible considerar entonces que ¢l consumo de oxigeno total es la suma de la
respiracion enddgena, mds la respiracion de amoniaco y la respiracién de material carbo-

noso.



9. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de este estudio son:

1.

Se comprobd que el respirdmetro disefiado para realizar este trabajo sirve de forma
confiable, para la determinacion de la cinética de eliminacién de sustratos con’

peliculas biol6gicas.

El respirémetro puede trabajar con biopeliculas generadas en diferentes partes del bio-

disco para estudiar la cinética de diferentes poblaciones microbianas.

El modelo propuesto por Michaelis y Menten es adecuado para describir el compor-
tamiento cinético involucrado en la degradacién de material carbonoso y nitrogenado

en peliculas bioldgicas.

La cinética de eliminacién de material y nitrogenado que se puede estudiar con el
respirdmetro se influye por la actividad de las bacterias heter6trofas. Dichas influen-
cias pueden ser eliminadas al restar la respiracion endogena cuando se utiliza una

solucion libre de material carbonoso.

Los valores para consumo especifico de oxfgeno y para las constantes de Michaelis y
Menten son afectados por un gran ntimero de procesos bioquimicos, fisiolégicos y
ecoldgicos. De especial interés es la influencia de la respiracion endégeha después de
la degradacién del material orgénico, ya que dificulta la seleccién de los puntos donde

termina la respiracion de sustrato.
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6.

7.

El valor de consumo especifico de oxigeno (CEO) durante la degradacién de material
carbonoso (acetato de sodio y glucosé) es menor que su valor estequiométrico debido

a los procesos de almacenamiento celular.

El valor experimental de CEO para material nitrogenado utilizando cloruro de amonio
es muy similar al teérico. Sin embargo, al utilizar aguas tratadas de la tercera etapa del
sistema de biodisco el valor de CEO se incrementa aproximadamente 50 por ciento
sobre el valor tedrico. Esto se debe al oxiéeno consumido por los organismos heter6-
trofos presentes en las peliculas nitrificantes, los cuales consumen oxigeno para
degradar el material carbonoso contenido en la muestra de agua al mismo tiempo que

las bacterias autdtrofas consumen oxigeno para la oxidacién del amoniaco.

8. El agua residual cruda presenta una rapidez méxima de degradacion superior a la de la

9.

10.

glucosa o acetato de sodio. Los valores de kg son menores para acetato de sodio

después para glucosa y finalmente para aguas residuales crudas.

Los valores de Vipsx ¥ ks de la degradacion de los compuestos contenidos en el agua

' de la tercera etapa del biodisco son mayores que cuando se degrada exclusivamente

cloruro de amonio.

Los contaminantes contenidos en las aguas residuales cruda y de la tercera etapa del

- sistema se degradan mas rapidamente (valores mayores de Vp,4,) que los sustratos

11

puros. Esto se debe a que las biopeliculas utilizadas ya estaban aclimatadas a estos

sustratos.

La biopelicula de la tercera etapa del biodisco, aunqﬁe aparenta ser extremadamente
delgada y casi imperceptible, es tan activa como la de las etapas anteriores para
eliminar carbono, ademis de eliminar amoniaco. Este hecho indica que la actividad de
la biopelicula estd en funcién del area superficial expuesta al intercambio de nu-

trientes y no de la cantidad de microrganismos presentes.
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