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I. INTRODUCCION.
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El proceso de lodos activados es el sistema de tratamiento biologico mads utilizado
para la biodegradacion de la materia organica presente en aguas residuales, tanto urbanas
como industriales. Surgid a principios de siglo al observarse que cualquier agua residual
sometida a aeracion durante un periodo de tiempo suficiente reducia su contenido en

materia organica, formandose a la vez un lodo floculento.

El examen microscopico del lodo revela que estd formado por una poblacion
heterogénea de microorganismos que cambian continuamente en funcién de las variaciones
del caudal, composicion de las aguas residuales y de las condiciones ambientales. De entre
todos los grupos de microorganismos que constituyen el lodo activado, el de las bacterias
es el mas importante ya que ¢llas son, verdaderamente, las causantes de la asimilacion y
degradacion oxidativa de la materia orgdnica contaminante. Es evidente, en consecuencia,
que la eficacia del sistema depende del mantenimiento de la actividad de estos
microorganismos, por lo que es necesario disponer de métodos precisos, a la vez que
rapidos, para determinar su actividad y, por tanto, la de los lodos activados que,

légicamente, tendra una relacion directa con la eficacia de biodegradacidn del sistema.

Los métodos actualmente disponibles se basan en la determinacion de la velocidad
de asimilacion de oxigeno por les microorganismos, en la concentracién de adenosin
trifosfato en los mismos o en la actividad de diversas enzimas claves para el metabolismo
celular. Los dos primeros, aunque sirven como indicadores del grado de actividad del
proceso de lodos activados, presentan el inconveniente de ser lentos y tediosos, a la vez

que necesitan de complejos y costosos equipos para la consecucion de sus fines.

Por ello, en los ultimos afios se vienen desarrollando métodos basados en la
determinacion de la actividad de ciertos enzimas fundamentales en la asimilacion y
degradacion oxidativa del sustrato: Presentan la ventaja de ser rapidos, sencillos y
econdmicos en su operacion, Jo que facilita la realizacion de multiples ensayos simultaneos
para estudiar e! comportamiento del lodo en diferentes regimenes de funcionamiento o en

presencia de ciertos elementos considerados como toxicos, lo gue permitira profundizar
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en el conocimiento cientifico y técnico del proceso para adoptar las medidas que, en cada

caso concreto, produzcan las maximas eficacias de depuracidn.

Conocido que el proceso de oxidacion del sustrato por el lodo activado es
catalizado por determinados enzimas, las deshidrogenasas, se pensd que la determinacion
de su actividad podia ser una medida directa de la del propio lodo. Por ¢llo, se realizaron
una serie de experimentos basados en el proceso de reduccion de ciertos indicadores redox
que llegan a sustituir la funcidn del oxigeno camo portador de electrones en las células

vivas.

Ahora bien, para que la materia organica sea oxidada por el metabolismo celular
sus componentes deben ser compuestos de bajo peso molecular, que faciliten su
penetracidn en la célula a través de la membrana citoplasmitica, de forma directa o

ayudados por sistemas enzimaticos, donde tiene lugar la oxidacion de la materia organica.

Sin embargo, una importante fraccion de la materia organica de las aguas
residuales se compone de macromoléculas en disolucion y en suspension coloidal asi como
de particulas en suspensidn, por lo que deben ser reducidas de tamafio por exoenzimas,
conocidas genéricamente como hidrolasas, producidas por las propias células. Este proceso
de hidrélisis es mucho mas lento que el de oxidacidn de la materia orgénica, por lo que
constituye la etapa controlante en su asimilacion y degradacién en los procesos de lodos
activados. De aqui, que la actividad de estos enzimas constituya en la actualidad motivo

de especial atencion por ser indice para determinar la actividad de los lodos activados.

En esta linea de investigacion, la actividad de los enzimas hidroliticos que
participan en la degradacién de la materia organica se determina a través de la conversion
especifica de ciertos sustratos sintéticos que generan productos resistentes al metabolismo
celular que pueden ser facilmente cuantificados por espectrofotometria. El desarrollo y
utilizacién de estos costosos sustratos sintéticos vendria justificado por la imposibilidad
aparente de utilizar macromoléculas naturales, pues la cuantificacion de sus productos de

hidrélisis -aminodcidos en el caso de partir de proteinas, o azacares al utilizar
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carbohidratos- resultaria de todo punto imposible al ser inmediatamente metabolizados por
los microorganismos. El seguimiento de la reaccion de hidrolisis a través de la velocidad
de desaparicion del producto tampoco resulta viable al utilizarse concentraciones iniciales
de sustrato elevadas que aseguren la cinética de orden cero; pudiendo producirse, ademds,
la adsorcion del sustrato sobre el lodo que, al transcurrir a velocidad mas elevada,

enmascararia la propia velocidad de hidrélisis.

Sin embargo, si bien es cierto que el seguimiento de las reacciones de hidrolisis
de los carbohidratos se realiza mediante la cuantificacion de los azicares reductores que
aparecen como productos finales de reaccion, y que en los sistemas bioldgicos son
inmediatamente aprovechados como fuente de carbono en las reacciones de oxidacion y
de sintesis, imposibilitando su determinacion para seguir el transcurso de la reaccion.
También es cierto que la actividad de los enzimas proteoliticos se sigue mediante la
valoracion de los grupos amino libres generados en la hidrélisis de los enlaces peptidicos
de la proteina; por tanto, esta técnica se puede aplicar en los sistemas biolégicos pues los
péptidos formados inicialmente seguiran en el medio de reaccion al no ser ain

metabolizados por los microorganismos debido a su elevado peso molecular.

Este comportamiento nos ha animado a desarrollar un nuevo procedimiento para
determinar la actividad de las proteasas bacterianas en los procesos de lodos activados

basado en la determinacién de la velocidad de hidrolisis de una proteina natural.

En este trabajo se recoge la investigacion realizada utilizando gelatina como
sustrato de las proteasas bacterianas de dos lodos activados, de edades diferentes,
generados en una planta piloto de tratamiento de aguas residuales, en distintas condiciones
ambientales (pH y temperatura) y en presencia de dos téxicos potenciales del proceso,
como son los 1ones metalicos Cu(Il) y Zn(I1), independientes y conjuntamente, a distintas

concentraciones.

La experimentacion se ha desarrollado en las condiciones en que los enzimas se

hallan saturados de sustrato, de forma que la velocidad de hidrdlisis es, unicamente,
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proporcional a la concentracion de enzima activa. Asi, la velocidad méaxima de hidrélisis
se determina a partir del incremento de la concentracion de grupos amino libres en la
suspension de lodo activado con el tiempo. Seguidamente, se calcula la velocidad médxima
especifica de hidrélisis como el cociente entre la velociad maxima y la concentracion de
biomasa en el ensayo. Asi es posible evaluar la incidencia de las condiciones de operacion
y la presencia de los iones de metales pesados en el sistema sobre la actividad del lodo
activado a partir de las variaciones de la velocidad maxima especifica de hidrdlisis de la

gelatina,
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I1. PARTE TEORICA.
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Il LA ACTIVIDAD MICROBIANA EN LOS LODOS ACTIVADOS.

La eliminacion de la materia organica por oxidacidn bioldgica en los sistemas de
depuracion de aguas residuales por lodos activados depende de la actividad de una mezcla
de poblaciones de microorganismos heterotrofos. Por ello, para controlar estos procesos
es indispensable reconocer los factores que regulan la actividad bioldgica de los
microorganismos, disponiendo métodos rapidos y efectivos para la determinacion de la

actividad microbiana en los lodos activados.

En este campo, ha sido enorme el esfuerzo realizado en la investigacidén de
métodos fiables, a la vez que sencillos, para determinar la actividad de los lodos
activados. Destacan por su simplicidad los que se basan en la medida de los sélidos en
suspension totales (S5T) o en la de los sélidos en suspension voldtiles (SSV) en el tanque
de aeracion; sin embargo, de esta forma se determina, unicamente, la cantidad total o la
fraccion volatil de células y de s6lidos inertes presentes en el medio, nunca la actividad

celular, ya que no se distingue entre células vivas y células muertas.

Numerosos investigadores han intentado cuantificar la masa de células activas
utihzando métodos mds especificos que los citados. Asi, Agardy y col. (1963) llegaron a
concluir que la concentracion de dcido desoxirribonucleico (ADN) en el medio podria
resultar mejor indicador de la actividad de los microorganismos en los sistemas
anaerobios que la de los SSV; en cambio, Carison {1965) demostrd que el incremento en
el contenido de ADN en un sistema discontinuo de lodos activados no resulta proporcional
al incremento en la masa de lodos. Ademas, Genetelli (1967) comprobo que el contenido
en ADN del lodo activado varia con el tipo de microorganismo presente y con la

concentracion de lodo.

En otra linea diferente de investigacion, Gaudy (1963) sugirid que la concentracion
de proteinas del lodo podria ser utilizada como medida de la concentracion de
microorganismos activos. Posteriormente, Hartmann y Laubenberger (1968} determinaron

el contenido en nitrégeno orgéanico de los lodos con este objetivo, basidndose en anteriores
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estudios de Symons y McKinney (1958) en los que habian determinado que el contenido
en nitrgeno de los lodos activados puede variar entre el 1,5 y el 9,7%, dependiendo de

la disponibilidad de nitrégeno.

Aunque estas técnicas constituyen medidas mds especificas del contenido en
materia celular que la determinacién de los SSV o de los SST, al igual que sucede con
éstas, los productos que interesan son parcialmente retenidos por los organismos no

activos, o cual, obviamente, supone un claro inconveniente.

Asi, Stanier y col. (1963) afirmaron que la técnica de recuento en placa es el
método mas sensible para la determinacion de células vivas en cultivos microbianos puros,
aunque debe aplicarse con precaucion en los sistemas de lodos activados. En este caso, la
fiabilidad del método depende de la necesaria dispersion del floculo biologico que debe
llevarse a cabo antes del recuento. Ademas, la seleccién del medio de cultivo que soporte

la variedad de especies presentes en el lodo activado entrana numerosos problemas.

Lo expuesto justifica que para este tipo de sistemas biologicos se sigan
desarrollando métodos de evaluacion de la actividad microbiana. En este sentido, que el
adenosin trifosfato (ATF) sea un constituyente celular, al parecer no conservativo, y que
se encuentre presente en cantidades practicamente constantes en las células microbianas
activas de diferentes especies y en diferentes etapas de su crecimiento, llevé a Hamilton
y Holm-Hansen (1967), empleando el método de Holm-Hansen y Booth (1966}, a
determinar que el contenido en ATP de siete especies de bacterias permanecia
practicamente constante {0,5-6,5-10™ ug ATP/célula} y que ademds no se conservaba en
células muertas. A raiz de ello, Patterson y col. (1969) propusieron la determinacion del
nivel de ATP en los lodos activados como un indice de la concentracion de
microorganismos activos. Desde entonces muchos investigadores han utilizado esta técnica
para determinar la actividad de los microorganismos presentes en los sistemas de lodos
activados {Chiu y col., 1973; Kees y col., 1975; Roe y Bhagart, 1982; Van Esbroeck,
1984; Neethling, J.B.; 1985; Gikas y Livingston, 1993}
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Por otra parte, en los sistemas aerobios, como es ¢l caso de los procesos de lodos
activados, la eliminacion del sustrato viene acompanada por la oxidacién bioldgica del
mismo, siendo ¢l aceptor final de electrones el oxigeno disueito (OD) en el medio. Por
ello, la velocidad de asimilacion de OD por los microorganismos ha sido utilizada por
gran cantidad de investigadores como medida para la determinacion de la actividad del
lodo activado (Khararjian, 1980; Madden y Tittlebaurn, 1984; Huang y Cheng, 1984;
Huang y col, 1985; Suschka y Ferreira, 1986; Chandra y col, 1987;Spanjers y Klapwik,
1991; Wong y Smith, 1992; Spanjers y QOlsson, 1992).

Como el proceso de transferencia de electrones desde el sustrato al oxigeno resulta
catalizado por unas enzimas, conocidas como deshidrogenasas, su actividad se puede
emplear para determinar la del lodo activado. Para ello se utilizan algunos indicadores
redox que pueden actuar como portadores de electrones en las células vivas, sustituyendo
asi la funcién del oxigeno. Los indicadores redox que han resultado utiles para la medida
de la actividad de las deshidrogenasas en los lodos activados han sido el clorure de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (CTT), el cloruro de 2-{p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil tetrazolio

(INT) vy el azul de metileno.

El método para determinar la actividad de las deshidrogenasas utilizando CTT fue
descrito por primera vez por Bucksteeg y Thiele (1959), y con posterioridad empleado en
diversos trabajos de investigacion para medir la actividad de los lodos activados (Lenhard
y col., 1964; Bucksteeg, 1966; Ford y col., 1966; Patterson y col., 1969; Jones y Prasad,
1969). En este método, cuya reaccion se presenta en la figura 2.1, la oxidacion del sustrato
viene acompaiiada por la reduccion del CTT a 1,3,5-trifeniltetrazolio formazano. Klapwijk

y col. (1974) realizaron una detallada discusion de este método.
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Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio 1,3,5-Trifeniltetrazolio formazano

Figura 2.1. Reduccion del cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio.

Sin embargo, en un estudio posterior realizado por Ryssov-Nielsen (1973) se
concluye que el ensayo del CTT, en los términos descritos por Klapwijk y col., no resulta
un método apropiado para el estudio de los efectos de ciertos toxicos sobre los lodos

activos, y se propone una modificacidon del mismo para subsanar esta deficiencia.

Otro indicador redox derivado del CTT, el cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-
nitrofenil)-5-fenil tetrazolio (INT), posee propiedades mas favorables para la
determinacion de la actividad de los microorganismos en medios que pudieran resultar
toxicos. Entre estas propiedades cabe destacar su mayor afinidad por los electrones
{Anderson y col.,1988) y la posibilidad de ser utilizado en condiciones de nitrificacién-

desnitrificacion (DeSha y Dozier, 1979)

Basandose en este indicador Bitton y Koopman {1982) desarrollaron un método
para determinar la actividad fisiolégica de los microorganismos filamentosos en los lodos
activados. La actividad de las deshidrogenasas se determind por extraccion del INT-
formazano (INTF) y por recuento microscopico de los cristales de INTF que aparecen en
forma de cristales rojos, claramente visibles al microscopio, en el interior del citoplasma
celular. Asi, el recuento microscopico de los cristales rojos de INTF dentro del citoplasma
de los microorganismos, y su expresion como un porcentaje de longitud de
microorganismos filamentosos activos a longitud total de microorganismos filamentosos

presentes en la muestra de células, permite la determinacion de la actividad especifica de
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los microorganismos filamentosos en los floculos de lodos activados. A su vez, la
determinacion del INTF por espectrofotometria, una vez extraido del citoplasma celular,

constituye una medida de la actividad tota! de los lodos activados.

Este método fué aplicado con éxito por Logue y col. (1983) para controlar el efecto
del cloro en la actividad de las bacterias filamentosas en un sistemna de lodos activados a
escala de laboratorio y, de esta forma, determinar la concentracion de cloro que inhibia la
aparicion de dichos microorganismos. Anélogamente, Kim y col. utilizaron este método
en el estudio del proceso de inhibicién causado por el cloro y el peroxido de hidrégeno en
tres tipos de microorganismos filamentosos (1987) asi como en cultivos de filamentosos

puros y en lodos activados (1994).

Por otra parte, el método para determinar la actividad de las deshidrogenasas
presentes en los lodos activados por reduccion del azul de metileno fué propuesto por
Halasz (1972). En este caso, la actividad de las deshidrogenasas viene éxpresada en
funcion de la concentracion de azul de metileno que no ha sido reducido a su forma leuco
{Figura 2.2), y que permanece en disolucion, fuera del citoplasma celular, por lo que este

método resulta mas sencillo de operacion que el de las sales de tetrazolio.

.
i
N ci- +2H N
y + HCI
(HiC)N* & N{CHj3), (HyC)1:N s N(CHy),
Azul de metllenc Leucocompuesto de azul de metlienc

Figura 2.2. Reduccion del azul de metileno.

Jargensen (1984) indicd que la forma leuco del azul de metileno puede ser oxidada
por el oxigeno y, por tanto, no se produce Ia decoloraciéon a menos que se elimine el
oxigeno en disolucidn de la muestra. Por ello, propuso la modificacion del método original
de Halasz en la que se realiza la desorcion previa del oxigeno disuelto en la muestra antes

de afiadir el azul de metileno sobre el lodo.
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Como el proceso de oxidacion biologica, catalizado por las deshidrogenasas,
transcurre en el interior de las células, la materia organica debe estar en forma de
moléculas sencillas que sean capaces de atravesar la pared celular. Sin embargo, los
solidos coloidades y en suspension contribuyen entre un 60-70% a la carga orgénica de las
aguas residuales (Hunter y Heukelekian, 1965; Rickert y Hunter, 1967). Aunque una parte
de las particulas organicas puede ser eliminada en los clarificadores primarios, su
concentracion en el influente de los sistemas biologicos es aun de un 40-50% de la
concentracion total de organicos (Levine, 1991). Asi, para utilizar estas particulas como
sustrato, las bacterias disponen de enzimas extracelulares -hidrolasas- que rompen y
solubilizan esta materia, siendo la hidrdlisis mucho mas lenta que la oxidacion del sustrato
soluble. Por tanto, sera la etapa de hidrolisis la que determine la velocidad total de la

degradacidn de las particulas organicas (Ubukata, 1992).

Con objeto de cuantificar la actividad de las hidrolasas y determinar la del lodo
activado, Teuber y Brodisch (1976, 1977) propusieron una serie de sustratos sintéticos
cuya hidrolisis da lugar a productos coloreados, resistentes al metabolismo celular, que se
pueden determinar con posterioridad mediante el empleo de técnicas espectrofotométricas.
El desarrollo de estos sustratos sintéticos vendria justificado por la imposibilidad de
utilizar macromoléculas naturales, pues la cuantificacion de los productos de hidrolisis,
tales como aminoacidos procedentes de la hidrdlisis de proteinas o azlcares de los
polisacaridos, no seria posible debido a su inmediata asimilacion por el metabolismo

celular.

Asi, para determinar la actividad de las aminopeptidasas, enzimas que catalizan la
hidrolists de la cadena peptidica de las proteinas, se utiliza como sustrato la L-alanina-4-
nitroanilina, cuya hidrélisis da lugar a la L-alanina, que sera metabolizada por el
microorganismo, y a la p-nitroanilina, resistente al metabolismo celular y cuya aparicion

puede ser cuantificada por espectrofotometria (Figura 2.3).
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o, " Aminopeplidass | M. COOH
HiN.,. ’C—N NO,; & H,O —_— ;C\
/c‘ H CH,
H CH,

L-alanina-4-nitroanilina L-atanina

+

NH,

NO,

4-NHroanllina

Figura 2.3. Hidrolisis de la L-alanina-4-nitroanilina,

De forma analoga, para determinar la actividad de las glucosidasas, enzimas que

catalizan la hidrélisis de los disacaridos, se utiliza como sustrato el 4-nitrofenil-o-D-

glucopiranosido (Figura 2.4).

a-Galactosidasa

i

NO,

4-Nitrofenll-a-D-glucepiranésido a-D-Glucosa

OH

NO,

4-Nitrofenllo

Figura 2.4. Hidroélisis del 4-Nitrofenil-a-D-glucopiranésido.

Con posterioridad, Swisher y Carroll (1980) propusieron un método para estimar

la actividad de la biomasa microbiana basado en la determinacion espectrofotométrica de

la ldrolisis del diacetato de fluoresceina (DAF) (Figura 2.5).
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2 CHy"COOH

Diacetato de fluocreacsina Fluorescelna Ac. Acético

Figura 2.5. Hidrolisis del Diacetato de fluoresceina,

Aunque la determinacién de la actividad de las esterasas a través de la hidrdlisis
de DAF no aporta ninguna informacion sobre la degradacién de sustancias especificas, se
ha considerado como una medida de la actividad heterdtrofa general, principalmente en
suelos (Schniirer y Roswall, 1982; Schniirer y col., 1985, Federle y col., 1986), ya que se

han obtenido correlaciones aceptables con la concentracidon de biomasa.

Recientemente, Jargensen y col. (1992-a) comprobaron que este método no es
aplicable para la determinacion de la actividad en lodos activados. Conclusion basada en
el hecho de que la concentracién de biomasa activa estimada por el método de hidrélisis
del DAF seria superior a la de sélidos en suspension, y que no se correlaciona con el
contenido de ATP y la velocidad de asimilacion de oxigeno por los lodos activados. En
otro trabajo, Jergensen y col. (1992-b) concluyen diciendo que la actividad del DAF no
puede ser aplicada para ia medida de la concentracién de biomasa activa en medios en los

que cambien las condiciones fisiologicas.

Por ¢l importantisimo papel de los sistemas enzimaticos en la hidrélisis y
mineralizacién de los residuos orgdnicos, los ensayos enzimaticos se han venido
empleando para caracterizar la actividad metabdlica de los microorgénismos presentes en
los lodos activados, para posteriormente relacionarla con la eficacia de eliminacion de los
influentes residuales en diferentes regimenes de funcionamiento y en presencia de

compuestos tdxicos.
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En esta linea de investigacidn, Richards y col. (1984) determinaron la actividad
enzimatica del lodo activado de 13 plantas de depuracion de aguas residuales con
diferentes configuraciones y regimenes de operacion. El objetivo era determinar la relacion
entre la actividad enzimatica del lodo activado, su composicidn bioquimica, la velocidad
de asimilacion de oxigeno y los regimenes de operacion de las distintas plantas. La
principal conclusién del trabajo fué que los ensayos enzimaticos eran unos inmejorables
indicadores de la actividad del lodo, siendo sus principales ventajas: la simplicidad, su bajo

coste y el empleo de equipos presentes en la mayoria de los laboratorios.

Posteriormente, Nybroe y col. (1992) determinaron la actividad de la
deshidrogenasa, la e-glucosidasa, la alanina-aminopeptidasa y la esterasa de un lodo
activado y de un lodo anaerobio, procedentes ambos de una planta piloto. La actividad
enzimatica observada en estos lodos fué diferente, ilegando a la conclusion que las
poblaciones microbianas de estos lodos eran diferentes o tenian diferentes propiedades
fisiologicas; ademas, demostraron que la actividad enzimatica del lodo activado estaba

fuertemente influida por la composicion del influente.

Por su parte, Boczar y col. (1992) utilizaron un kit de ensayos formado por una
gran variedad de pruebas enzimaticas para estudiar donde estén localizadas los enzimas
responsables de la hidrolisis del sustrato en los lodos, asi como para comparar el
rendimiento de éstos frente a diferentes sustratos. No se observo actividad hidrolitica
alguna en aquellas fracciones de lodo que habian sido inactivadas, asi como tampoco en
aquellas fracciones extracelulares de los mismos, lo cual indica que la hidrélisis del
sustrato no se produce por la accion de enzimas libres en ¢l medio y que la actividad
enzimatica es propia de los microorganismos activos. Otra de las conclusiones deducidas
de este trabajo fué que las aminopeptidasas son las que presentan mayor actividad frente

al resto de enzimas.

Como se ha indicado, los ensayos enzimaticos se han convertido en una alternativa
para determinar el impacto de los compuestos toxicos sobre los sistemas de lodos

activados. Es el caso de los metales pesados que s¢ encuentran con relativa frecuencia en



Parte tedrica 16

las aguas residuales en concentraciones que pueden tener un impacto adverso sobre los
procesos de depuraciéon con lodos activados; por ello, se hace necesario contar con
meétodos rapidos, sensibles y econdmicos para determinar su impacto sobre estos sistemas
de tratamiento. El pardmetro de control mas aceptado para determinar la inhibicion
causada por los metales pesados sobre la actividad del lodo ha sido la velocidad de
asimilacion de oxigeno; sin embargo, esta medida requiere el empleo de electrodos o
sistemas manométricos y equipos de registro relativamente caros, de tal modo que queda
limitado el mimero de muestras que se pueden realizar de forma simultdnea. Las técnicas
enzimaticas, en cambio, presentan la ventaja de necesitar un material sencillo y barato, con

lo cual se pueden replicar gran cantidad de ensayos sin dificultad.

Anderson y col. (1988) estudiaron la inhibicién causada por el Cd**, Cu**, Hg*,
Ni*, Pb*" y Zn*" sobre los lodos activados utilizando el ensayo del INT para determinar
la actividad de las deshidrogenasas en presencia del metal. Los resultados experimentales
se expresaron como la concentracion de metal que disminuia en un 50% la actividad del
lodo. Del analisis de los resultados se concluye que el Cu®* y el Hg®" son los que presentan
una mayor inhibicion, seguidos de} Cd*", Pb™, Zn*" y Ni*". Estos resultados fueron
comparados con los obtenidos mediante la determinacién de la velocidad de asimilacion

de oxigeno, encontrandose una buena correlacidon entre ambos.

El CTT ha sido también utilizado en varios trabajos para determinar la inhibicion
causada por los metales pesados: Patterson y col (1969) con el Hg™'; Brezonik y Patterson
(1971) con el Ni**; Klapwijk y col. (1974) con el Zn”"; Ryssov-Nielsen (1975) con el Hg®*
y Zn**; Cenci y Morozzi (1979) con el Cd*, Cu™, Hg"" y Zn™"; Dutka y col. {1983) con
el Cu®, Hg™ y Zn™"; Jargensen (1984) con el Zn™"

Katayama estudio Ia inhibicién causada por el Cu® {1984}, asi como la originada
por el Cd*"y el Hg® (1986), sobre la actividad de la B-galactosidasa y las deshidrogenasas
de los lodos activados. Las conclusiones de ambos estudios fueron que estos metales

provocan una inhibicion reverseble no competitiva sobre estos enzimas, siendo el orden

de inhibicton: Hg>Cu>Cd.
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II.2. EL PROCESO DE LODOS ACTIVADOS.
IL.2.1. Descripcion del proceso

El proceso de lodos activados es el sistema bioldgico mas ampliamente utilizado
para el tratamiento de aguas residuales, tanto domésticas como industriales, de caracter
organico. Fué desarrollado en Inglaterra en 1914 por Andern y Lockett y denominado asi
al suponer la produccién de una masa activa de microorganismos capaz de estabilizar un

residuo organico por via aerobia,

Existen diferentes versiones del proceso de lodos activados, lo que se traduce en
una gran versatilidad para adaptarse a un amplio espectro de necesidades del tratamiento.
Resultan de diferentes combinaciones de formas de operacion, regimenes de mezcla,
sistemas de aeracidon y niveles de carga; sin embargo, desde el punto de vista del
funcionamiento, las operaciones del tratamiento biolégico de aguas residuales mediante
el proceso de lodos activados son: una etapa de oxidacién bioldgica, otra de separacion y

un sistema de recirculacion de los lodos.

Un diagrama de bloques del proceso se recoge en la figura 2.6. El residuo orgénico
se introduce en el reactor donde se mantiene un cuitivo bacteriano aerobio en suspension.
La materia en suspension y la coloidal se separan de las aguas residuales por adsorcion y
aglomeracién en los fléculos microbianos; esta materia y los nutrientes disueltos se

descomponen luego, lentamente, por accion del metabolismo microbiano.

El ambiente aerobio en el reactor se consigue mediante el uso de difusores o
aeradores mecanicos que, a su vez, sirven para mantener su contenido en régimen de
mezcla completa. Alcanzado el grado de tratamiento que se desea, la masa microbiana
floculenta -lodo- se separa del agua residual por sedimentacion. El sobrenadante de la

separacion es el agua residual tratada, virtualmente libre de lodos.
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EFLUENTE

INFLUENTE
> sePARACION[——>  TRATADO

RESIDUAL

OXIDACION
BICLOGICA

PURGA
> DE LODOS

RECIRCULACION DE LODOS

Figura. 2.6. Diagrama de bloques del proceso de lodos activados.

La mayor parte del lodo asentado en la etapa de separacion se recircula a la etapa
de aeracion, para mantener la concentracion de los fodos en el tanque de aeracion al nivel
necesario para un tratamiento efectivo, mientras que ¢l excedente es purgado del sistema,
En un sistema estacionario, el lodo purgado representa la cantidad neta de masa
microbiana producida por el crecimiento del tejido celular en la etapa de aeracion y

constituye el "concentrado de contaminacion” del sistema.
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IL2.2. Mecanismo de la oxidacidn biologica aerobia.

El proceso de estabilizacion de la materia organica de las aguas residuales mediante
los microorganismos es complejo y dificil: existen numerosas vias y ciclos. Cuando el
sustrato o nutriente requerido por la célula no es capaz de penetrar la pared celular, los
enzimas extracelulares convierten el sustrato o nutriente de forma que puede ser
transportado al interior de la célula, mientras que los enzimas intracelulares catalizan las
reacciones de oxidacién de la materia organica. La energia liberada en estas reacciones
es retenida y almacenada en la célula por ciertos compuestos organicos, €l més frecuente
el adenosin trifosfato (ATP) que la utiliza para la sintesis, movilidad y mantenimiento de

la célula.

Asi pues, el metabolismo de las células bacterianas se realiza mediante reacciones
quimicas de oxidacion y de sintesis, resultado de distintos procesos dentro de la célula, que
se desarrollan a través de numerosas reacciones catalizadas por enzimas que oxidan una
fraccion de la materia organica dando lugar a productos finales y liberando la energia

necesaria para la sintesis de nuevo tejido celular.

En ausencia de materia orgénica, el tejido celular se asimila por via enddgena para
obtener energia que se consume en el propic mantenimiento de las células, originando

productos gaseosos finales y materia residual.

En la mayoria de los sistemas de tratamiento bioldgico estos tres procesos tienen

lugar simultaneamente, tal como se refleja en el esquema de la figura 2.7.
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ENDOGENA
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NO BIODEGRADABLE

Figura 2.7. Mecanismo de la oxidacion biolégica aerobia (Eckenfelder, 1980).

Estequiométricamente, los tres procesos pueden representarse como sigue (Metcalf
y Eddy, 1985):

Oxidacién;

COHNS - O, + Bacterias ~ CO, « NH; - Otros productos finales + Energia

Sintesis:

COHNS + O, + Bacterias + Energia - CH.NO,

Respiracion enddgena:

CH.NO, - 50, -~ 5C0, - NH; + 2H,0 + Energia
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En estas ecuaciones, COHNS representa la materia organica del agua residual. La
formula C,H,NO,, que representa el tejido celular, es un expresion generalizada obtenida
experimentalmente, fué propuesta por primera vez por Hoover y Porges en 1952. A pesar
de que la reaccion de respiracion endogena se revela como generadora de productos finales
relativamente simples y de energia, también da lugar a productos organicos finales

estables.
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I1.2.3. Microbiologia del proceso de lodos activados.

El lodo activado esta constituido, esencialmente, por bacterias y protozoos y, a
veces, por hongos, rotiferos y nematodos. Para proyectar correctamente un sistema de
lodos activados, con garantias de buen funcionamiento, es necesario conocer la funcién

de cada microorganismo dentro del sistema.

Las bacterias son los microorganismos mas importantes en el proceso de lodos
activados, ya que producen la descomposicion de la materia organica del influente. En la
formacion de los lodos activados pueden participar numerosas especies de bacterias
(Higgins y Burns, 1975); ¢l género dominante es una consecuencia de los compuestos
organicos que constituyen la contaminacién, asi como de las condiciones del medio: pH,

temperatura, concentracion de oxigeno disuelto, etc.

Si bien las bacterias son los microorganismos que degradan el residuo organico,
las actividades metabdlicas de otros microorganismos son igualmente importantes en el
sistema de lodos activados. Por gjemplo, los protozoos y los rotiferos actuan como
depuradores de los influentes; los protozoos consumen las bacterias dispersas que no han
floculado y los rotiferos consumen cualquier particula bioldgica pequena que no haya
sedimentado. Los protozoos, que son muy sensibles a las variaciones de las condiciones
del medio, son muy utiles para la explotacion de la planta, ya que el hecho de que
predomine una determinada especie puede dar una idea del grado de adaptacion del lodo
activado a la naturaleza del sustrato, de la calidad de la oxigenacion, de la presencia de
toxicos, etc. En cuanto a los rotiferos, son indicadores de un sistema bioldgico

particularmente estable.

Los nematodos son caracteristicos de lodos viejos, o en vias de mineralizacion. Se
encuentran frecuenternente en lodos que sufren una digestion aerobia. Mas resistentes gue

los rotiferos, son indice de unas condiciones limites en la vida aerobia.
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Algunos hongos pueden participar en la formacion de los floculos en ciertas
condiciones: contaminacion rica en glicidos, pH bajo y deficiencias de nitrégeno y
fosforo. Son indeseables, puesto que originan un floculo muy fitlamentoso y no
sedimentable, y constituyen una de las causas de la "enfermedad” mas frecuente de los
lodos activados: la hinchazén, denominada también "bulking”, que repercute en la calidad

de los lodos activados, especialmente en su aptitud para sedimentar.

El control eficaz de las condiciones del medio en el tratamiento biologico de las
aguas residuales se basa en el conocimiento de los principios basicos que gobiernan el

crecimiento de los microorganismos.

Por lo general, las bacterias se reproducen por mitosis, es decir, por division; la
célula original se transforma en dos nuevos organismos. El tiempo requerido para cada
division oscila entre 20 minutos y varios dias; por gjemplo, si el tiempo de generacion es
de 30 minutos, una bacteria producira 16.777.216 bacterias tras un periodo de 12 horas,
cifra hipotética ya que las bacterias no continuan dividiéndose indefinidamente a causa de
diversas limitaciones ambientales, tales como las concentraciones de sustrato y de

nutrientes.

La forma general de producirse el crecimiento de las bacterias en un cultivo
discontinuo se muestra en la figura 2.8. Como se observa el modelo de crecimiento basado

en el namero de células tiene cuatro fases diferenciadas:

1. Fase de retardo. Tras la adicion de un in6culo a un medio de cultivo, representa
el tiempo requerido para que Jos microorganismos se aclimaten a las nuevas
condiciones ambientales.

2. Fase de crecimiento exponencial. Las bactertas se reproducen a la velocidad
correspondiente a su tiempo de reproduccidén y a su capacidad de asimilar el
sustrato.

3. Fase estacionaria. La poblacion permanece estacionaria porque las células han

agotado el sustrato o los nutrientes requeridos para su crecimiento y la aparicion
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de nuevas células se contrarresta por las que mueren. Aparece el metabolismo
enddgeno, por el cual las bacterias se ven obligadas a metabolizar su propio
protoplasma al faltar el alimento exterior .

4. Fase exponencial de defunciones. Durante esta fase, la tasa de muerte de las
bacterias, funcién de la poblacion viable y de las caracteristicas ambientales,

excede la produccién de células nuevas.

)

Concentracién de microorganismos

Tiempo

Figura 2.8. Curva tipica de crecimiento bacteriano.

Es importante destacar que la anterior discusidn se refiere a una sola poblacion de
microorganismos. Sin embargo, las unidades de tratamiento biologico se componen de
complejas poblaciones biologicas mezcladas e interrelacionadas, en las que cada
microorganismo del sistema tiene su propia curva de crecimiento. La posicion y forma de
una curva particular de crecimiento en el sistema en funcidn del tiempo dependerd del

alimento y nutrientes dispomibles y de factores ambientales, tales como temperatura y pH.
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IL2. 4. Factores determinantes del desarrollo bacteriano.

El rendimiento Optimo de los microorganismos en los procesos de depuracion
bioldgica depende de los otros tres elementos que participan en la reaccién de oxidacion
bioldgica: la materia organica biodegradable, los nutrientes y la aportacion de oxigeno.
Ademas se ve afectado por variables fisicas y quimicas como el pH, la temperatura y la

presencia de inhibidores potenciales del proceso.

Materia orgdnica. La posibilidad de desarrollar los procesos de oxidacion bioldgica para
estabilizar la materia organica depende de la estructura quimica de las moléculas organicas
que deben ser atacadas, o, dicho de otra forma, de la biodegradabilidad de dichas
moléculas. Aunque existen varias teorias para predecir ¢l comportamiento de los
compuestos organicos por oxidacién bioldgica, el conocimiento real sobre la materia se

remite a estudios experimentales.

La biodegradabilidad de un agua residual se determina como relacién de la
deranda bioldgica de oxigeno (DBO) a la demanda quimica de oxigeno (DQO). Con este
indice se deduce facilmente si la sustancia a depurar es de origen doméstico o industrial,
¢ informa sobre €l método de depuracidn més adecuado. Asi resulta que si la relacidn
DBO/DQO es mayor de 0,4 el influente residual es biodegradable, pudiéndose utilizar

sistemas biologicos por lodos activados (Hernandez, 1994).

Debe tenerse en cuenta, ademas, el papel que desempefia la propia adaptacion de
los microorganismos al medio. Una aclimatacton adecuada de los microorganismos puede
producir el metabolismo en presencia de sustancias que, desde el punto de vista tedrico,

no son biodegradables e incluso de sustancias directamente toxicas.

Nutrientes. Ademas del carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrogeno, el protoplasma celular
contiene otros elementos como fosforo, azufre, sodio, potasio, magnesio, calcio, hierro y
molibdeno. La mayoria de estos elementos, que se encuentran tan solo a nivel de trazas,

son transportados por las aguas residuvales; sin embargo, suele faltar nitrogeno y fosforo,
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por eso, en los tratamientos bioldgicos suele ser necesario afadir estos nutrientes. Las
cantidades precisas dependen de las caracteristicas del agua residual y del tipo de
tratamiento bioldgico, aunque pueden considerarse como representativos los siguientes
valores medios: 43 g de N/kg de DBO eliminado y 6 g de P/kg de DBO eliminado (Lora,
1678).

El metabolismo enddgeno, esto es, la autoxidacién del protoplasma celular que
aparece cuando comienza a faltar la materia organica utilizada como alimento, supone una
liberacion del nitrogeno y fosforo empleados previamente para la sintesis de nuevas
células. El nitrégeno y fésforo liberados pueden volver a utilizarse, de forma que las
necesidades totales de estos elementos son funcion del grado de metabolismo endégeno
y de sintesis, lo que supone que en los procesos de aeracién prolongada se registre una

demanda minima de estos elementos.

Oxigeno. Se debe mantener una concentracidn minima de oxigeno disuelto en el tanque
de aeracion entre 1 y 2 mg/] con el fin que las bacterias puedan realizar correctamente la
degradacion de la materia organica biodegradable presente en el agua residual. Si la
concentracion de oxigeno es pequeiia, entre 0 y 0,5 mg/l, los hongos pueden predominar
sobre las bacterias; aunque son capaces de metabolizar casi todos los compuestos
organicos conocidos, en condiciones ambientales dptimas no pueden competir con las

bactenas.

Temperatura. En la mayoria de las reacciones en que intervienen microorganismaos, la
velocidad de reaccion aumenta con la temperatura hasta aproximadamente 37°C para
descender, a continuacion, al monir los microorganismos por desnaturalizacidn de las
proteinas del protoplasma celular. La velocidad de reaccién se duplica aproximadamente

por cada aumento de 10°C de la temperatura.

Aunque muchos microorganismos mesofilicos mueren a unos 40°C, otre grupo, los

termofilicos, pueden desarrollarse a temperaturas de hasta 70°C. Existe, por ultimo, un
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tercer grupo de microorganismos, conocidos por criofilicos, cuya temperatura dptima de

desarrollo estd comprendida entre 12 y 18°C.

La influencia de la temperatura también regula la concentracién de oxigeno libre

disuelto en el agua. Como es conocido, disminuye con el aumento de temperatura.

EipH. El pH del medio influye sobre la velocidad de reaccién y, ademas, sobre los tipos
de microorganismos susceptibles de sobrevivir. La mayoria de los microorganismos se
desarrollan a un pH dptimo de 7,0 y experimentan ligeras variaciones para valores del pH
entre 6,5 y 8,5. Debido a la desnaturalizacion de las proteinas del protoplasma celular,
causada por los iones H' y OH', muy pocas bacterias pueden sobrevivir a un pH inferior
a 4,0 o superior a 9,5. Los hongos pueden desarrollarse facilmente a un pH de 4,5 y
predominan sobre las bacterias en medios con un valor del pH entre 4,5 y 6,0, parece que
este fenomeno se debe al menor contenido de proteinas en el protoplasma celular de los

hongos.

Inhibidores. En lo que respecta al contenido de sales no toxicas para las bacterias disueltas
en las aguas residuales, por regla general, puede afirmarse que los microorganismos se
adaptan bien hasta concentraciones de 3 g/l. En el proceso de lodos activados no deben
sobrepasarse, normalmente, concentraciones de sales de 8 g/l, ya que en este caso los

lodos son dificiles de flocular y, en consecuencia, de decantar.

Los metales pesados e¢jercen un efecto perjudicial sobre los procesos bioldgicos,
ya que actian sobre los enzimas catalizadores de la sintesis de proteinas, responsables del
metabolismo. Muchos de los metales pesados tienden a formar compuestos insolubles que
precipitan de la solucidn, como solo los iones solubles son toxicos para los sisternas
enzimaticos bacterianos, las caracteristicas quimicas del medio resultan decisivas para

determinar la toxicidad de los distintos metales pesados.

El hierro y aluminio precipitan en forma de hidréxidos insolubles y las bacterias

pueden tolerar concentraciones elevadas de estos elementos; sin embargo, su accion toxica
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puede deberse a que los precipitados pueden recubrir las células e impedir el paso de nu-
trientes. La toxicidad del cromo depende de su estado de valencia; el cromo hexavalente,
soluble, es toxico, lo que no es el caso del trivalente, que es insoluble. La accidn del cobre
y del cinc estd influida por el pH del medio, ya que precipitan a valores elevados del pH;
las bacterias podran tolerar mayores concentraciones de estos metales en medio alcalino

que en medio acido.
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IL.2.5. Caracteristicas de los lodos activados.

La caracteristica definitoria de un lodo es su poblaciéon microbiana que debe ser
capaz de descomponer una proporcion elevada de los contarminantes presentes en las aguas

residuales a tratar, a la vez que debe flocular con facilidad.

La poblacién microbiana tiende a adaptarse por si sola a los nutrientes disponibles,
a menos que haya una falta en el balance nutritivo, como la deficiencia de un factor
esencial de crecimiento, o una sustancia que pueda ser utilizada como nutriente unicamente
por un limitado niumero de bacterias, o la presencia de una sustancia inhibidora o toxica.
En este caso, se hace necesaria una correccion por diluciéon o siembra con un cultivo

microbiano especialmente desarrollado.

La adaptacién de una poblacién microbiana es un proceso lento, especialmente a
los bajos niveles de actividad a los que operan, en general, los procesos de tratamiento de
aguas residuales. Requiere, aproximadamente, el mismo tiempo que el de residencia
celular de los lodos para evolucionar ante un cambio significativo en la composicion de
la alimentacion, de modo que frecuentes cambios en la composiciéon de las aguas
residuales pueden producir un lodo que nunca se adapta, en particular, a ningin tipo de

alimentacidn.

El crecimiento en forma de floculos de los lodos es importante: en primer lugar,
para la adsorcion y aglomeracion de materias ionicas, coloidales y en suspension presentes
en las aguas residuales; y, después, para la rapida, eficiente y econémica separacion de los

lodos procedentes de las aguas residuales tratadas.

La umdad ecolégica de los lodos es el fléculo individual. Los fléculos son camulos
de varios millones de céluias bacterianas, junto con algunos otros microorganismos y
materias inertes, organicas e inorganicas; sin embargo, no se deben considerar como
entidades invariantes. Un lodo de buena floculacidon en un sistema agitado estd en

equilibrio dindmico entre la tendencia de los floculos a agregarse en- fléculos mayores y
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el efecto de desfloculacion que produce la turbulencia y que rompe los floculos en
unidades mas pequefias. Sin embargo, son posibles algunas generalizaciones: los floculos
de gran tamafio tienden a formarse principalmente por bacterias muertas rodeadas por
bacterias activas viables; los de pequefio tamafio, por su parte, poseen una mayor

proporcidn de bacterias vivas (Stafford y Calley, 1977).

Hubo un tiempo en que la formacion de fléculos se atribuia a un microorganismo
especifico, Z. ramigera, que se creia segregaba una matriz gelatinosa en la que se
aglomeraban los otros microorganismos. Se ha demostrado, recientemente, que una amplia
variedad de bacterias que se encuentran en los lodos activados son capaces de formar
fléculos (Taber, 1976). Ademas, se ha observado que cuando aumenta el tiempo medio de
retencion celular mejoran las caracteristicas de sedimentacién del floculo bioldgico,
debido a que cuando aumenta la edad media de las células la carga superficial de las
mismas se reduce y los microorganismos comienzan a producir polimeros extracelulares

quedando envueltos en una capa viscosa.

Los problemas de mas dificil solucion de los lodos activados son los derivados de
su separacion de las aguas residuales tratadas por floculacion y sedimentacion debidos a
los fenomenos de desfloculacion, fléculos "punta de alfiler”, el lodo ascendente y el lodo
voluminoso ("bulking") (Winkler, 1986). Un patrén para cuantificar la capacidad de
asentamiento es el "indice volumétrico del lodo" (IVL), obtenido al permitir que una
mezcla de lodos sedimente en condiciones normalizadas. El IVL se define como el
volumen en mililitros ocupado por 1 gramo de sélidos en suspensién del liquido mezcla
(MLSS), expresado en peso seco, después de sedimentar durante 30 minutos en un cono
de Imhoff de 1.000 ml; de manera que un elevado valor de [VL indica un lodo con malas

caracteristicas de sedimentacion.

Desfloculacion. La desfloculacion consiste en la rotura de floculos en unidades de
menor tamano, lo cual produce turbidez en el sobrenadante de la etapa de separacion,
Puede ocurrir, incluso, en lodos que en principio presentan buenas caracteristicas de

asentamiento, a cualquier nivel de carga de lodos y simultdneamente con el "bulking". Se



Parte teférica 31

produce en situaciones de operacion a bajos niveles de oxigeno disuelto, bajo pH y al
choque de cargas toxicas, traduciendose en una fuerte pérdida de microorganismos que
abandonan el sistema en el efluente tratado de manera que €l proceso se acerca a una
condicion de "lavado". A medida que la pérdida de lodos crece aumenta la dificultad de
mantener su concentracion en el tanque de aeracion, con el consiguiente aumento

progresivo en las cargas de lodos.

Floculos punta de alfiler. Los lodos con elevados valores de "edad" aparecen en
su mayoria en floculos pequerios, densos y con excelentes caracteristicas de asentamiento.
Sin embargo, en aigunas ocasiones, parte del lodo se presenta como pequeiios fidculos,
llamados floculos "punta de alfiler", que permanecen como particulas visibles en el
sobrenadante después de que haya sedimentado el resto del lodo. Los fléculos punta de
alfiler sélo se han observado en sistemas con baja carga organica, menor de
aproximadamente 0,2 kg de DBO/kg de solidos de lodo-dia; su presencia es indeseable,
ya que permanecen en ¢l efluente tratado después de la separacion de los lodos

proporcionando un alto contenido residual de materia organica.

Lodo ascendente. A veces, el lodo con buenas caracteristicas de sedimentacion
asciende hacia la superficie o flota sobre ella tras un periodo de sedimentacién
relativamente corto. La causa de este fendomeno es la desnitrificacion, por la cual los
nitritos y nitratos del agua residual se convierten en gas nitrégeno que queda atrapado en
el lodo reduciendo la densidad global del conjunto. Este fendmeno se puede evitar
haciendo que los lodos no permanezcan demasiado tiempo en la etapa de separacion antes
de ser recirculados o purgados. Asi se reduce €l riesgo de inducir los lodos ascendentes y

de producir condiciones anaerobias, 1o que llevaria a la formacion de lodos malolientes.

Lodo voluminoso (bulking). Un lodo voluminoso es el que posee malas
caracteristicas de sedimentacion y de compactabilidad. Su presencia se atribuye al
crecimiento de organismos filamentosos u organismos que pueden crecer en forma
filamentosa en condiciones adversas, comunicando malas caracteristicas de

sedimentacidn, ya que los filamentos que se extienden fuera del floculo aumentan la
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resistencia al movimiento y reducen su velocidad de sedimentacion, impidiendo también
la compactacion de los fldculos después del asentamiento. Entre las condiciones que son
generalmente asociadas a la presencia de estos lodos destacan la sobrecarga de la planta,
la presencia de nutrientes en exceso, temperaturas por encima de 30°C, condiciones &cidas

y el descenso de la concentracion de oxigeno disuelto por debajo de 1 mg/l.
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I1.2.6. Pardametros de operacion del proceso.

Se han propuesto diversos parametros empiricos para €l disefio y control de los
sistemas biolégicos de lodos activados. Entre ellos destacan, por su sencillez y eficacia:
la relacién alimento-microorganismos (A/M) y el tiempo de retencidn celular o edad de

los lodos (8,).

La relacién alimento-microorganismos viene dado por la expresion que sirve como

ecuacion de definicion:

S
AIM - -e& [1L.1]

donde: A/M, es la relacion alimento-microorganismos, Kg DBO/Kg MLVSS-dia;
S,» la concentraciéon de DBO en el agua a tratar, Kg/m’;
0, el tiempo de retencion hidraulica en el tanque de aeracion, es decir, V/Q, siendo
V el volumen del tanque de aeracion, m’, y Q, el caudal de agua residual a tratar,
m’/dia; y

X, la concentracion de SSV en el tanque de aeracién, Kg/m'.

El tiempo de retencion celular es, sin duda, el pardmetro mas importante de
operacion en ¢l proceso de lodos activados. Se define como la relacién entre la cantidad
total de solidos en los lodos del sistema y la tasa de pérdida de sdlidos en los mismos. El
calculo de la cantidad total de solidos se realiza a partir de los sélidos presentes en la
alimentacion, en la etapa de aeracion, en la etapa de separacion y en la linea de
recirculacion del lodo; la tasa de pérdida, por su parte, incluye los solidos en los lodos
arrastrados por el efluente tratado, asi como los que se encuentran en la corriente de lodos
de desecho. Sin embargo, una aproximacién usual es considerar solamente los sélidos en
los lodos en el tanque de aeracidn y en la corriente de lodos de desecho; en tal caso, el

tiempo de retencidn celular, 6, estd dado por la ecuacién:
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[1.2]

donde: 8, es el tiempo medio de retencion celular basado en el volumen del tanque de
aeracion, dias;
V, es el volumen del tanque de aeracion, m’;
X, es la concentracién de SSV en el tanque de aeracién, Kg/m’;
Q,, es el caudal de purga de fangos, m’/dia; y

X,,, es la concentracion de SSV en la purga de lodos, Kg/m’,

Existe una estrecha relacion entre las variables del proceso y las caracteristicas de
floculacion y sedimentabilidad del lodo. En la figura 2.9 se presenta un diagrama de esta
relacion dada por Eckenfelder (1980). Segun el mismo, los pardmetros de operacion deben
oscilar: entre 0,2 y 0,5 kg DBO/kg MLVSS-dia, la relacién alimento-microorganismos;
y, entre 8 y 20 dias, el tiempo medio de retencion celular. En estas condiciones se obtiene
un efluente estable y de alta calidad, asi como un fango con excelentes caracteristicas de

sedimentabilidad.
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11.3. ENZIMAS: CINETICA E INHIBICION.

I1.3.1. Los enzimas en el metabolismo celular.

Las reacciones bioquimicas que comprende la vida son mediadas, casi todas ellas,
por una serie de catalizadores biologicos conocidos como enzimas. Por ello, con
frecuencia, el metabolismo celular se ha definido como la suma de la totalidad de

reacciones enzimaticas que tienen lugar en la célula.

El metabolismo se divide en catabolismo y anabolismo. EI catabolismo consiste
en la degradacion enzimdtica, en su mayor parte mediante reacciones de oxidacion, de
moléculas nutritivas relativamente grandes (carbohidratos, lipidos y proteinas) procedentes
del entorno de la célula o de sus propios depodsitos de reservas nutritivas, hasta
transformarlas en moléculas mas simples; va acomparnado de la liberacién de la energia
inherente a la compleja estructura de las grandes moléculas organicas, conservada en
forma de la energia del enlace fosfato del adenosin trifosfato (ATP). Por su parte, el
anabolismo es la sintesis enzimatica de componentes moleculares relativamente grandes

de las células a partir de moléculas precursoras més sencillas.

Los enzimas se clasifican y designan de acuerdo con la naturaleza de las reacciones

quimicas que catalizan. Existen seis categorias principales (tabla 2.1.).

Tabla 2.1. Clasificacion de los enzimas .

Clasificacion Tipo de reaccién catalizada

1. Oxidorreductasas Reacciones de oxidacion-reduccion

2. Transferasas Transferencias de grupos funcionales

3. Hidrolasas Reacciones de hidrolisis

4. Liasas Eliminacién de grupo para formar enlaces dobles
5. Isomerasas Isomerizacion

6. Ligasas Formacion de enlaces con ruptura de ATP
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Los enzimas son conocidos por su elevada eficacia ya que pueden reaccionar con
una gran cantidad de moléculas de sustrato por minuto, y gran especificidad respecto al
sustrato, lo que indica que la célula debe producir un enzima diferente para convertir cada

sustrato en productos finales.

Una reaccidn enzimética puede representarse por la ecuacion general:

Sustrato + Enzima #* Complejo Enzima-Sustrato = Enzima + Productos

lo que pone de manifiesto que el enzima funciona como un catalizador, formando un
complejo con el sustrato, el cual es seguidamente transformado en un producto y en el
enzima original. A continuacion, el producto puede ser atacado por otro enzima; de hecho,
se recorre una secuencia de complejos y productos intermedios antes de llegar al producto
final. La actividad de los enzimas se ve sustancialmente afectada por el pH y la
temperatura, asi como por la concentracidn del sustrato; cada enzima posee una
temperatura y un pH optimos de reaccion, lo que se refleja en las preferencias respecto al

pH y temperatura por parte de la célula.
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II 3.2, Cinética de las reacciones enzimdticas.

En las reacciones catalizadas por enzimas se observa que la velocidad de reaccion
es directamente proporcional a la concentracion de enzima presente en la mezcla; asi como
que para concentraciones bajas de sustrato la velocidad es proporcional a la propia
concentracion de sustrato, mientras que para concentraciones elevadas la velocidad resulta

independiente de la misma.

Michaelis y Menten (1913) fueron los primeros en explicar este comportamiento

con el mecanismo siguiente:

donde: E, S, ES y P representan, repectivamente, el enzima libre, el sustrato libre, el
complejo enzima-sustrato y el producto; y k;, k, y k, las correspondientes constantes

cinéticas de reaccion.
En este mecanismo de reaccion la velocidad de desaparicion del complejo enzima-

sustrato constituye la etapa controlante de la reaccion, de tal modo que la velocidad del

proceso, v, viene dada por:

v = k, [ES] [T1.3)

Por otra parte, la velocidad de transformacidn del complejo enzima-sustrato puede

representarse segun la ecuacion:
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LB . ISR - R,IES) - KolES) (IL4]

Puesto que la concentracidon del complejo enzima-sustrato es apreciable, la
concentracién total de enzima, [E],, es igual a la concentracidn de enzima libre, [E], mas

la concentracion de enzima en ¢l complejo enzima-sustrato, [ES]; es decir,

[E], - [E] + [ES] [IL5]

En condiciones de equilibrio, en régimen estacionario, se supone que la
concentracién de los complejos intermedios (complejo enzima- sustrato en este caso)
permanece inalterable; por lo tanto, eliminando [E] entre las ecuaciones [11.4] y {I1.5], se

obtiene:

ky([E], - [ESDIS] - (K, + K)IES] - © [11.6]

de donde:

ky[E)olS)

ES) -
£5) ki - ky + KIS]

.7}

Con tedo ello, la velocidad de reaccion del proceso se puede expresar con la ecuacion:

k[E]lS]

ky <k [1L8]
3 1]




Parte tedrica 40

El término (k ;+ k,)/k, se denomina constante de Michaelis- Menten y se representa por

K. pudiendo reescribirse la ecuacion anterior del modo siguiente:

k,[ElS]
K, + 9]

[11.9]

en la que recibe el nombre de ecuacidon de Michaelis-Menten.

Atendiendo al valor de la concentracion de sustrato en el medio de reaccién pueden
hacerse algunas consideraciones. Asi, cuando la concentracién de sustrato es
suficientemente pequefia, el término [S] en el denominador de la ecuacién de Michaelis-

Menten resulta despreciable frente a K, y la ecuacién toma la forma:

k
Ve K_i[E]O[S] [11.10]

lo que indica que en estas condiciones el consumo de sustrato sigue una cinética de primer

orden.

Por otra parte, cuando la concentracion de sustrato es elevada se tiene que

[S}>>Km, y la citada ecuacion, entonces, puede expresarse asi:

v - klE), - V., [IL.11]

lo que indica que a concentraciones elevadas de sustrato, su consumo se realiza a una

velocidad mdxima (V_, ) independiente de la concentracion. Se supone que a estas

max.
concentraciones todos los centros activos de los enzimas estan saturados con sustrato y,
por ello, la reaccion transcurre de la forma maés rapida posible, independientemente de la

concentracidn de sustrato (reaccion de orden cero).



Parte tedrica 41

Atendiendo a esta consideracion, ecuacion [I1.11], la ecuacion de Michaelis-

Menten, [I1.9], puede reescribirse de la forma:

Vaur 18]

v = m [IL.12]

y si [S] esigual aK , asi:

o Yuu Sl Vo
IS - 181 2

[11.13]

Con ello, la constante de Michaelis, K, se puede determinar graficamente a partir de la
relacion entre la concentracion de sustrato y la velocidad de reaccién, lo que de forma

grafica se recoge en la figura 2.10.

Velocidad de reaccién, v

Concentracion de sustrato, [S]

Figura 2.10. Efecto de la concentraciéon del sustrato sobre una reaccién
enzimatica.
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La constante, K, es igual a la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de
reaccion es la mitad de la velocidad méxima; sin embargo, en la practica, esta metodologia

de trabajo proporciona unos valores de los parametros poco precisos.

Para expresar los resultados experimentales, mediante la ecuacion de Michaelis-
Menten, se han hecho algunas transformaciones en dicha ecuacién. La mds utilizada es la
que se obtiene, sencillamente, tomando los reciprocos de ambos miembros de la ecuacién

[11.12]:

1 K, 1
= - + 1.14

La ecuacién [11.14] fué sugerida por Lineweaver y Burk en 1934, y representa una linea
recta con una pendiente de K, /V, .. y una interseccion de 1/V

2.11).

con el eje 1/v (figura

max

/v

\P h—
end iente

max

max

1/18)

Figura 2.11. Representacion de Lineweaver-Burk.



Parte tedrica 43

Tiene la ventaja de que V_,, puede determinarse con mayor exactitud que a partir de la
representacion simple de v frente a [S]; en esta ultima, la aproximacién a V_,, se alcanza

asintoticamente y su valor es, por ¢llo, incierto.

Alternativamente, la ecuacion de Michaelis-Menten, ecuacion [I1.12], se puede

poner de la forma:

vK, + vIS] = V. 5] [11.15)

Dividiendo ambos miembros de la ecuacion [I1.15] por [S] y reordenando términos resulta:

v = Vo - K — [11.16]

Pendiente =-K

Figura 2.12. Representacion de Eadie.
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Esta representacion, sugerida por Eadie en 1942, no solo permite obtener V_,, y K de
forma sencilla, sino que también muestra, muy ampliadas, las discrepancias con el

caracter lineal, lo que puede no apreciarse en la representacion de Lineaweaver-Burk.



Parte tedrica 45

II.3.3, Efecto del pH sobre la actividad enzimdtica.

Se encuentra muy frecuentemente que en una representacién de V,,, frente al pH
se obtiene una curva acampanada (figura 2.13}. Se observa una velocidad dptima a un pH

mtermedio, frencuentemente en ¢l intervalo de pH entre 6 y 9.

Vmax

Figura 2.13. Dependencia de V,, con el pH.

Este comportamiento se explica por la participacion de grupos dcidos y basicos en
la catalisis enzimdtica (Metzler, 1981). Este tipo de curva puede interpretarse
sencillamente suponiendo la presencia en e! centro activo de dos grupos ionizables: -NH,"
y -COOH. Como resultado existen tres formas del enzima con diferentes grados de

protonacion: E, EH y EH, (Figura 2.14).
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ENZIMA
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Figura 2.14. Protonacién del enzima segun el pH.

Si se supone que solamente la forma EH es capaz de originar un complejo enzima-

sustrato, EHS, que reaccione para dar lugar a productos se obtendria la curva acampanada

de la figura 2.14. La frecuente observacion de este tipo de curva apoya el razonamiento

anterior, el cual se resume en el mecanismo de reaccidn representado en la figura 2.15.

S
K. + I(b
EH2 < =~ EH = =
k [k
1 «)
KoV K
EHS =—= EHS =
kz
v
FH + P

Figura 2.15. Mecanismo de reaccion del enzima segin el pH.
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I1.3.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimdtica.

La dependencia de la actividad enzimatica con la temperatura presenta un valor
maximo, debido a que al incremento termodinamico de la constante de velocidad de
reaccion (curva 1 en figura 2.16) le sigue la disminucién de la actividad enzimatica a causa
de la degradacion térmica del enzima {curva 2 en figura 2.16). De forma general, el éptimo

se localiza a temperatura entre 40° y 60°C (Ullmann, 1987).

-----

Temperatura

ptima K
L ' ;

20 30 40

Actividad —

17,
[—]

60 70 80

Temperatura, °C

Figura 2.16. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica.
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IL3.5. Inhibicion de los enzimas.

Son inhibidores de enzimas aquellas sustancias que, especificamente, disminuyen
la velocidad de las reacciones enzimaticas, pudiendo ser el efecto irreversible o reversible.
La inhibicion irreversible implica, habitualmente, la destruccion o modificacion de uno
o mas grupos funcionales del enzima; la reversible puede ser competitiva o no competitiva,

y su tratamiento cuantitativo admite la relacion de Michaelis-Menten (Mihalyi, 1972).

Inhibicién competitiva. Como su nombre indica el inhibidor competitivo compite con el
sustrato natural del enzima por el centro activo; por tanto, tendra una estructura similar a
la del sustrato y, por mimetismo, se unira al enzima e imposibilitara su actividad catalitica.
La inhibicion competitiva es reversible y puede ser superada incrementando la
concentracion de sustrato; su efectividad estd determinada por la afinidad del enzima hacia

el sustrato y el inhibidor.

El mecanismo de reaccion es similar al discutido en el apartado 11.3.2, si bien
considerando una nueva reaccion: la que supone la unidn del enzima (E} y del inhibidor
(1) para formar, de modo reversible, un complejo enzima-inhibidor (EI). Esta reaccion se

puede representar por:

El complejo EI no puede, sin embargo, escindirse para formar productos de reaccion del
modo que lo hace el complejo ES; por otra parte, la constante de equilibrio del complejo

EI viene dada por la expresion:

k; ‘
K - = . ¥X=+i4d
LA [L.17]
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La ecuacion de la velocidad de reaccion en presencia del inhibidor se calcula
siguiendo la metodologia empleada para obtener la ecuacion de Michaelis-Menten,
teniendo unicamente en cuenta la nueva relacién de equilibrio y que ahora el valor de [E],

corresponde al valor dado por la expresién:

[E], - [E] + [ES] + [E]) [I1.18]

Con ello la ecuacién de velocidad de reaccion en este tipo de sistemas en presencia de

inhibidores viene dado por:

Vmax [S]
[S1 - K,, - (]

K, (1L.19]
KI

La existencia del fenomeno de inhibicidn competitiva se reconoce mediante el empleo de
la representacion grafica de Lineweaver-Burk, para lo que la anterior ecuacion debe

expresarse de la forma:

1 1 KI + 1 K}J 1
= - : - [11.20)
v an KI Vmax [S]

representando, entonces, 1/v frente a 1/{S] y haciendo variar la concentracion de inhibidor.

Asi, en la inhibicion verdaderamente competitiva las representaciones de
Lineweaver-Burk se caracterizan porque se obtienen rectas de pendientes diferentes, que
tienen un punto de interseccion comun sobre el eje 1/v (figura 2.17), o que indica que la
V ey NO se altera por la presencia de un inhibidor competitivo. Ademas, se demuestra que
la presencia de inhibidor en el sistema conduce a la obtencion de un valor de K, aparente

mayor que el verdadero.
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Pendiente de la
reaccién inhibida
=(1+{I/K YK NV

/v

Sin inhibidor

Pendiente=K /V
m max

-I/K

/ 18]

UK (4K )

Figura 2.17. Representacion de Lineweaver-Burk de la inhibicion competitiva.

Inhibicion no competitiva. En este caso, la actividad enzimatica se inhibe por compuestos
que no tienen ninguna relacién estructural con el sustrato y, por tanto, no resulta invertida
por el aumento de la concentracion de sustrato. Es presumible que el inhibidor se una a
otra porcion del enzima distinto que el de su unidn con el sustrato; puede unirse al enzima

libre, al complejo ES o a ambos, lo que puede representarse con las dos ecuaciones:

k.

ES + I - ESI
k,

-
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En este caso, la distribucion del enzima entre las diversas especies viene dado por la

ecuacion:

[El, - [E] - [ES] - [ED} + [EST] [I1.21]

Como la velocidad del proceso es proporcional a [ES], ecuacién [11.3], y todas las especies
que contienen inhibidor se consideran nactivas, la ecuacion de velocidad puede expresarse

en los siguientes términos:

o, K Vau Sl
K+ [ K, - IS]

[10.22]

Tambien en este caso, la inhibicidn no competitiva se reconoce de forma sencilla mediante
las representaciones de Lineweaver-Burk, en presencia de varias concentraciones de

inhibidor:

K, - K -1 K,
_1'_ = 1 l + .__;__ —_= ._!'_ [H.23]
v KI Vmu KI Vmax [S]

En la inhibicién no competitiva las rectas tienen diferentes pendientes, pero no presentan
un punto de interseccidén comin sobre el je 1/v (figura 2.18). La interseccion sobre el eje
1/v es mayor para el enzima inhibido que para el no inhibido, lo cual indicaquela 'V,

ha disminuido por accién del inhibidor y no puede recuperarse por muy elevada que sea

la concentracion del sustrato.



Parte tedrica 52

1
2
v (AHI/K)
mex I
Sin inhibidor
\ Pendiente =K /V
m max
max
1/[8]
-1/K
m

Figura 2.18. Representacion de Leneweaver-Burk de la inhibicion no competitiva.

El tipo mas cornente de inhibicion no competitiva es el que ofrecen los reactivos
que pueden combinarse reversiblemente con los grupos sulfhidrilos (-SH) de los restos de
cisteina, esenciales para la actividad catalitica de algunos enzimas. Los iones metilicos
pesados, o sus derivados, inhiben estos enzimas formando mercaptidos de los grupos -SH,
de tal manera que la cantidad de enzima en forma de mercaptido esta en rapido equilibrio

con ¢l ion metalico libre, es decir:

ESH + Me' - E-S-Me + H'

Tales grupos -SH pueden estar localizados en el propio centro catalitico o0 bien pueden
hallarse situados a alguna distancia del mismo. En este altimo caso, no obstante, pueden
ser esenciales para la actividad catalitica, porque ayudan a mantener la conformacion

tridimensional especifica de la molécula enzimatica.
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Inhibicion irreversible. Se produce por la union mediante enlaces covalentes del inhibidor

con los centros activos del enzima.

Es importante distinguir entre inhibicién no competitiva e inhibicion irreversible.
El tratamiento cuantitativo de Michaelis-Menten de la inhibicién competitiva y de la no
competitiva supone que la combinacién del enzima con el inhibidor es reversible, pero si
el inhibidor reacciona irreversiblemente, el tratamiento de Michaelis-Menten no resulta
aplicable. Cuando se¢ afiade un inhibidor irreversible en exceso sobre el enzima, la
mhibicidn puede ser, al principio, incompleta, pero continuara aumentando con €l tiempo,
porque se produce una inhibicion total de una fraccion creciente de moléculas del enzima,

mientras las restantes continian siendo totalmente activas.

Algunos inhibidores irreversible actuan "lesionando” la molécula enzimatica por
modificacidn quimica de su estructura; en este caso, €l enzima modificado todavia es
activo, pero actia a velocidad reducida. Para poner de manifiesto esta clase de inhibicidn

se necesitan métodos especificos.
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II. PARTE EXPERIMENTAL,
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I 1. OBJETIVO Y PROGRAMA EXPERIMENTAL.

El objetivo de nuestra investigacion es desarrollar un método que permita
determinar la actividad de las proteasas bacterianas del lodo activado, en diferentes
condiciones de operacion y ante la presencia de agentes toxicos como son los metales
pesados, empleando una proteina natural como sustrato de hidrdlisis. Con ello, se pretende
demostrar que la actividad enzimatica del lodo activado puede ser cuantificada mediante

la valoracién de los enlaces peptidicos rotos durante la reaccién de hidrolisis,

El programa de investigacion desarrollado ha sido el siguiente:

1°) Seleccidn del procedimiento analitico para valorar los enlaces peptidicos rotos en el
transcurso de la reaccion enzimatica.

2°) Determinacion de la concentracidn de sustrato que se halla por encima del nivel de
saturaci6n, de mode que la velocidad de reaccion sea de orden cero respecto al sustrato.
3°) Determinacion del pH éptimo de hidrolisis.

4°) Estudio de la influencia de la temperatura sobre la actividad enzimatica del lodo
activado.

5°) Estudio de la influencia de la edad del lodo activado sobre su actividad enzimatica.
6°) Efectos de los iones metalicos Cu(ll) y Zn(1I) como potenciales inhibidores de los

Procesos enzimaticos.

La influencia de las condiciones de operacidn, asi como el efecto de los metales
pesados sobre los procesos enzimaticos, se han determinado mediante el célculo de la

velocidad de hidrolisis maxima especifica, V definida como:

max.e?

v, . _ma (ITL.1]
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donde V_,, es la velocidad de hidrolisis maxima calculada a partir del incremento en la
concentracién de grupos amino libres en el hidrolizado proteico con el tiempo, en las
condiciones de experimentacidn en que las proteasas se encuentran saturadas de sustrato;
y, SST es la concentracién de biomasa en el ensayo, expresada como sélidos en suspension

totales.
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II.2. MATERIALES.

IL2.1. Lodoe activado.

Los lodos activados utilizados en este trabajo se han generado en una planta piloto
de tratamiento de aguas residuales que funciona por el sistema convencional de lodos
activados, constituida por dos unidades idénticas en cada una de las cuales se cultiva un

lodo de edad determinada.

Para que el lodo se encuentre siempre en las mismas condiciones, una vez extraido
del tanque de aeracion de la correspondiente unidad, debe decantar durante 30 minutos en
un cono de Imhoff de 1 litro de capacidad. Transcurrido este tiempo se separa el
sobrenadante y se centrifuga el sélido durante 5 minutos a 3.000 r.p.m, en una centrifuga
Selecta modelo Centromix. Seguidamente se suspende el solido en agua destilada,
determinandose la concentracién de biomasa de la nueva suspensién por

espectrofotometria visible.

IIT.2.2. Sustrato de hidrilisis.

La eleccion del sustrato susceptible de ser hidrolizado por los microorganismos
constituye un factor clave a la hora de la correcta determinacidn de la actividad enzimatica

del lodo activado.

La utilizacidén de un carbohidrato -tal como el almidén- fué descartada, ya que las
técnicas analiticas utilizadas para el seguimiento de la hidrolisis de los enlaces glucosidicos
se basan en la determinacion de los azucares reductores que se forman en el transcurso de
la reaccion y estos productos son utilizados inmediatamente por {os microorganismos en
los sistemas bioclégicos, como fuente de carbono vy energia en su metabolismo, lo que hace

imposible su cuantificacion.
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En este sentido, la Gnica posibilidad para el seguimiento de la hidrélisis de un
carbohidrato por accion de los microorganismo presentes en el lodo activo es la
determinacion de su velocidad de desaparicion. Sin embargo, ésta no es una técnica fiable
ya que se necesita que la concentracion de carbohidrato sea elevada para garantizar la
cinética de orden cero. Otro problema aiiadido surge en el caso de que se produjese una
rapida adsorcidn del sustrato sobre el lodo, lo que impediria cuantificar la velocidad de

hidrélisis.

Ambas situaciones se evitan utilizando proteinas como sustrato. En efecto, su
hidrolisis enzimatica por la accién del lodo activado puede cuantificarse mediante la
valoracion de los enlaces peptidicos rotos, ya que de esta forma se valoran y cuantifican
productos intermedios de reaccion que no pueden ser metabolizados por los

mMiCcroorganismos.

En este trabajo por razones unicamente econdmicas, se han seleccionado dos
proteinas para hacer el seguimiento de la actividad enzimatica de las bacterias integrantes
del lodo activado: caseina de leche de oveja y gelatina de piel de cerdo, ambas

suministradas por Fluka.
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H13. EQUIPO EXPERIMENTAL.
IIT3.1. Planta piloto de tratamiento de aguas residuales.

La planta piloto de depuracion mediante lodos activados utilizada para obtener los

lodos empleados en el trabajo se muestra en la figura 3.1.

. i i .
AR OB L B 1111 P ARGNRRNRAR N £ g, a,

Figura 3.1. Planta piloto de lodos activados.

Esta constituida por dos unidades idénticas. Cada una consta de un tanque de
aeracién, provisto de un difusor de vidrio sinterizado en su parte inferior, y un
sedimentador, construidos en metacrilato, con capacidades de cinco y seis litros,

respectivamente.

La alimentacién de aguas rediduales a cada una de las unidades se realiza desde un
unico depdsito de 125 litros de capacidad mediante una bomba dosificadora de membrana
tipo CF 0410, con accionamiento magnético, longitud variable de carrera y: control

electronico del nimero de éstas. La bomba impulsa al influente a un erlenmeyer de 500
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ml, el cual por rebose alimenta un segundo erlenmeyer de igual capacidad; desde estos
erlenmeyer se produce la alimentacion a cada uno de los tanques de aeracion a través de
las correspondientes vilvulas de membrana. El caudal excedente de solucion alimento

rebosa del segundo erlenmeyer para volver al deposito de alimentacion.

Como solucion alimento se utilizd agua residual sintética equilibrada en carbono,
nitrogeno y fosforo. Como fuente de carbono se utilizé glucosa; como fuente de nitrogeno,
cloruro amoénico; v, como fuente de fosforo, una mezcla de di-potasio hidrégeno fosfato
y potasio di-hidrogeno fosfato que en las concentraciones uttlizadas actaa, a la vez, como
tampdn, manteniendo el medio a pH=7,0. Las concentraciones de estos compuestos en la
solucidén alimento se indican en la tabla 3.1; su disolucion se llevd a cabo con agua
corriente, la cual aporta la concentracion de sales y oligoelementos necesarios para el

crecimiento microbiano.
La concentracién de oxigeno disuelto en los tanques de aeracidn se mantiene por

encima de 2 mg/l, controlando el flujo de aire procedente del compresor con un rotametro

instalado en la linea de aire.

Tabla 3.1. Composicién del agua residual sintética.

Compuesta Concentracién
(mg/)
D(+)-Glucosa, C4H,,0, (PANREAC, purisimo) 500
Clorure amdnico anhidro, NH,ClI (PANREAC, purisimo) 250
Di-potasio hidrogeno fosfato anhidro, K,HPO, (PANREAC, purisimao) 1.750
Potasio di-hidrogeno fosfato anhidro, KH,PO, (PANREAC, purisimo) 250

® Equivalente a una DBO, de 37317 mg (Rodier, 1989), la cual se encuentra dentro de las concentraciones

generalmente encontradas en las aguas residuales urbanas (Ronzano y Dapena, 1995).
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La recirculacion de lodos desde los sedimentadores a Jos tanques de aeracion se
realiza de forma intermitente mediante dos pequefias bombas mamut actuadas por aire y
reguladas por dos valvulas magnéticas tipo Lucifer 121 A 02, cuyo tiempo de actuacion
e intervalo transcurrido entre dos operaciones sucesivas es controlado por un mecanismo

electronico de control tipo Bircher 5943,

La puesta en marcha de la planta piloto de tratamiento se llevo a cabo inoculando
en los tanques de aeracion lodo procedente de la EDAR de "La China". El caudal de
alimentacion se f1j6 en 0,7 Uh, con el fin de obtener un tiempo de residencia hidraulico de
7h, tiempo adecuado para las condiciones de alimentacion utilizadas (Metcalf-Eddy,
1985). El tiempo de retencion celular se fijé en 10 dias en una unidad y 14 en la otra, para

lo que diariamente se extrajeron como purga 500 y 350 ml de los tanques de aeracion.

Ambas unidades se mantuvieron en funcionamiento durante 30 y 45 dias, periodo
equivalente a tres veces el tiempo de retencién celular, con objeto de conseguir su
estabilizacion; transcurrido este tiempo el lodo de purga se empled para realizar los

correspondientes ensayos.

La calidad del tratamiento alcanzado en la planta y, por tanto, de los lodos que
contiene, se determind de forma peridédica mediante ¢l analisis de parametros tipicos de
operacion, tales como el contenido en materia organica, en términos de carbono organico
total (COT) en el influente y en ¢l efluente; 1a concentracion de biomasa, en términos de
concentracion de solidos en suspensién totales (SST); el indice volumétrico de lodos
(IVL); la concentracién de oxigeno disuelto en el tanque de aeracion y el pH del medio.
La temperatura de la suspension del depdsito de aeracidn se dejo evolucionar libremente,

oscilando entre los 12 y 24°C, debido a los cambios ambientales.

Para la determinacion del COT se utilizé un analizador Rosemount Analytical Inc,
modelo DC-190, empleando como patrén de calibrado una solucion de 100 mg/] de ftalato

potasico para el influente y de 10 mg/1 para el efluente,
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La concentracion de biomasa en los depdsitos de aeracion se determind por
espectrofotometria visible mediante un espectrofotometro UV-Visible de doble haz Varian

modelo Cary 1E.

ElTVL se obtuvo de acuerdo con el método estandar referido en la bibliografia y

expuesto en el apartado I1.2.5. de esta memoria.
La concentracion de oxigeno disuelto en el depésito de aeracidn se siguid con un
oximetro WTW Oxi 96; ¢l pH mediante un phmetro CRISON micropH 2001 y la

temperatura mediante un termémetro de mercurio.

En la tabla 3.2. se resumen los valores medios de los pardmetros de operacion de

ambas unidades de tratamiento biologico.

Tabla 3.2, Parametros de operacion de las unidades de lodos activados.

Parimetro Unidad 1 Unidad 2
Caudal alimento, l/dia 17 17
COT influente, mg/l 200 200
COT efluente, mg/l 22 21
Oxigeno Disuelto, mg/l 2.4 2,7
pH 7,0 7.0
Tiempo retencion hidraulico, horas 7 7
Tiempo retencion celular, dias 10 14
SST en tanque de aeracién, mg/] 2600 3400
IVL, ml/g 135 155
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IT.3.2. Sistema de reactores en discontinuo.

El equipo experimental utilizado para la determinacion de la velocidad de hidrélisis
del sustrato por accion del lodo activado se muestra en la fotografia de la figura 3.2. Para

la realizacion de los experimentos se dispuso de dos equipos como el de la figura.

Los ensayos de hidrdlisis enzimatica se realizaron en vasos de precipitados de 500
ml de capacidad, provistos de agitacion y sumergidos en un bafo termostatico para

mantener constante la temperatura durante el tiempo de reaccion.

La agitacion de la disolucidn, formada por la proteina y el lodo activado, se
consiguid mediante un equipo de floculacion marca SBS modelo FC-6 que consta de seis

agitadores mecanicos de pala que giran simultdneamente a la misma velocidad. En todos
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los ensayos al menos uno de los agitadores se dedicaba a la agitacion del bafio, con objeto

de evitar la aparicion de gradientes de temperatura.

La uniformidad de temperatura se lograba en un bafio termostitico de agua,
construido en metacrilato, donde se sumergian los vasos de precipitados. La temperatura
se mantenia constante mediante un termostato de inmersién marca Selecta modelo
"Digiterm 100" con seleccion y lectura digital de la temperatura entre +5°C y 99,9°C,
como algunos ensayos se realizaron por debajo de la temperatura ambiente se dispuso,

también, de una unidad refrigeradora para banos marca Selecta modelo "Frigedor".
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IIL.4, DETERMINACIONES ANALITICAS.

HIL4.1. Concentracién de biomasa.

La concentracion de biomasa se determina de forma directa, inicamente, mediante
el peso de material celular que contiene un determinado volumen de cultivo. Esta
determinacién supone, en primer lugar, la separacion de las células del propio medio, su
secado y posterior pesada, lo que se traduce, en definitiva, en un método tedioso y poco

sensible.

Conocido experimentalmente que las particulas pequefias difractan la luz de
manera proporcional a su concentracion, dentro de ciertos limites, se ha pensado que la
utilizacion de este método éptico puede resultar adecuado para cuantificar la biomasa
presente en el medio. Asi, de forma indirecta, pero rapida y fiable, basandose en la
reduccion de la cantidad de luz transmitida por un haz luminoso al pasar a través de una
suspension bacteriana, puede determinarse la concentracion de la masa celular en un medio

de cultivo.

Ya que la difraccion es inversamente proporcional a la cuarta potencia de la
longitud de onda de la luz que se difracta, la sensibilidad de las medidas se incrementa
bruscamente si se utiliza luz de longitud de onda mas corta; generalmente para la
cuantificacion de la biomasa se utilizan longitudes de onda comprendidas entre los 420 y
650 nm (Staner y col., 1986). Por eso, en la investigacion a que se refiere esta memoria,
la concentracion de biomasa se ha determinado por espectrofotometria visible, utilizando
un espectrofotometro UV-Visible Varian modelo Cary 1E, y seleccionando como longitud

de onda mas adecuada segin bibliografia (Jergensen y col, 1992-b) 450 nm.

Determinacion de la recta de calibrado. De acuerdo con la ley de Lambert-Beer
la concentracion de soluto es directamente proporcional a la absorbancia de la solucién,

de tal modo que la concentracion de biomasa puede determinarse experimentalmente
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mediante una recta de calibrado que relacione Ja absorbancia de una suspension de

microorganismos con la masa celular de la misma.

La elaboracion de la recta de calibrado se realizé tomando un veolumen de lodo; la
suspension se dividid en cuatro alicuotas de 10 ml cada una: tres de éstas se centrifugaron
durante 10 minutos a 3.500 r.p.m. en una centrifuga Selecta modelo Centromix,
posteriormente se resuspendieron en agua destilada y volvieron a centrifugarse,
repitiéndose esta operacion dos veces mas con objeto de eliminar las sales; el sedimento
se seco en estufa a 105°C, durante 24 horas, y se determind su peso en balanza de precision
(£0,0001 g), calculandose el valor medio de las tres medidas. Por otra parte, se determind
la absorbancia de la cuarta alicuota a la longitud de onda seleccionada. La repeticion
sucesiva de este proceso con diferentes grados de dilucion de la suspension de lodo

activado permitio obtener los puntos necesarios para trazar la recta de calibrado.

El ajuste de los datos experimentales se realizé mediante el software MicroCal

Origin version 2.8, con el que se obtuvo la ecuacién de calibrado:

C - 2,12 « 548,744, [I11.2]

donde C es la concentracion de biomasa en mg/l, y A es la absorbancia a la longitud de
onda indicada. En la figura 3.3. se representa la recta de calibrado y las hipérbolas

representativas de los limites de confianza para un nivel de significacion del 95%.
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Figura 3.3. Recta de calibrado para la determinacién de 1a biomasa a 450 nm.

En la tabla 3.3. se presentan los datos estadisticos de la ecuacidn de calibrado, asi

como las ecuaciones representativas de los limites de confianza, obtenidas ajustando ambas

hipérbolas a una ecuacién de segundo orden.

La ley de Lambert-Beer se cumple hasta un valor de absorbancia de 0,4. Esto
significa que la concentracion limite a analizar mediante el espectrofotémetro empleado

es aproximadamente de 220 mg/l; para analizar suspensiones mas concentradas deben

diluirse.
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Tabla 3.3. Ecuacién de calibrado y limites de confianza para la

determinacion de la concentracion de biomasa.

C (mg/l)= A+B-A

| P=7,56810"

Parametro Valor ds
A -2,12 1,48
B 548,74 6,97
R = 0,9994
DS =2,5901

Cmg/l) = Ag+ A A +A, Al
Pardm etrd Valor ds
Ay 2,374 0,027
A, 526,93 0,32
A, 60,83 0,80

Cmg/=A + A~ A, HA,: Al

DS = 0,0729

Parametro Valor ds
A, -6,610 0,027
A 570,55 0,32 ]
A, -60,83 0,80
R=1
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IIT 4.2. Actividad enzimadtica de las proteasas. Método del TNBS.

La degradacion hidrolitica de las cadenas peptidicas que constituyen las proteinas
transcurre segun un proceso catalizado por las enzimas denominadas proteasas, segin la

reaccion:

o)
l Proteasa
oo C—N Hr —_ ~~COOH + NHpy
Parie de |n Resto de la
Protcina cadena cadena
proteinica proteinica
Amida Acido carboxflico Amina

El grado de ionizacion de la amina y el acido carboxilico formados después de la
hidrolisis de la proteina depende del pH de la reaccion. Los valores de los pK, de los
grupos -COOH y -NH," en los polipéptidos estan comprendidos entre 3,1-3,6 y 7,5-7,8,
respectivamente (Steinhardt y Beychok, 1964; Rupley, 1967). Por tanto, el grupo carboxilo
no se encontrard disociado a pH inferiores a 2, se encontrara parcialmente disociado entre
pH 2 y 5, y lo estara completamente a pH superiores a 5. Por su parte, el grupo amino
estard completamente protonado por debajo de pH 6, parcialmente protonado entre pH 6

y 9,5, y no estara protonado por encima de pH 9,5.

El proceso supone cesién y/o captura de H', lo que se traduce en una variacion del
pH del medio, a excepcién de que éste se sitlie entre 5 y 6, ya que en este caso el
mtercambio de protones se compensa mutuamente. Por debajo de pH 3,1-3,6 menos de la
mitad de los grupos carboxilo se encuentran disociados mientras que los grupos amino
estan completamente protonados; entonces, se produce una captura neta de 0,5 a 1
equivalente de H™ por cada equivalente de enlaces peptidicos rotos, si el pH no se
encuentra tamponado se observa un rapido incremento en el mismo. A la inversa, para
valores de pH por encima de 7,5-7,8 al menos la mitad de los grupos amino estan

protonados y todos los grupos carboxilo completamente disociados, 1o cual provoca una
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cesion neta de 0,5 a 1 equivalente de H' por cada equivalente de enlaces peptidicos rotos;

en consecuencia, €l pH disminuye si no se encuentra tamponado.

En resumen, para valores de pH mayores o menores que el intervalo dado por los
correspondientes pKs de los grupos amino y carboxilo, la reaccion de hidrdlisis a pH
constante transcurre con el consumo de considerables cantidades de acido o de base para
titular los grupos amino y carboxilo liberados. Asi, resulta obvio que si el pH permanece
constante, por gjemplo a pH=8, la relacidn entre equivalentes de enlaces peptidicos rotos
y equivalentes de base consumida sera proporcional; la constante de proporcionalidad es

el grado de hidrolisis, «, del -NH,", es decir:

10 PH-PE

T .

Este es el principio de la técnica del pH-estato (Jacobsen y Léonis, 1951; Jacobsen
y col, 1957) para ¢l seguimiento en continuo del grado de hidrélisis durante la reaccién.
Sin embargo, en la practica, esta técnica es mas complicada pues la determinacidn del pK
del hidrolizado proteico, como se ha visto, es la cuestion a resolver a la hora de la
calibracion de los equipos, y, desafortunadamente, el pK de los grupos amino no
permanece constante, varia con la naturaleza de los aminodcidos terminales, la longitud

de las cadenas peptidicas y la temperatura (Steinhardt y Beychok, 1964).

Como consecuencia de los inconvenientes apuntados, las técnicas que se basan en
la determinacion del incremento de grupos amino libres son las méas ampliamente
utilizadas para el seguimiento de las reacciones de hidrdlisis de proteinas, conocida,
ademas, su alta fiabilidad y sencillez de operacion. Existen varios métodos, entre los que
cabe destacar la reaccion con ninhidrina (Moore y Stein, 1948), fluorescamina (Felix y
col., 1975), o-ftaldehido (Garcia Alvarez-Coque y col, 1989; Medina Herndndez y col.,
1991) o con el acido 2,4,6-trinitrobencenosulfonico (Satake y col. 1960; Mokrasch, 1967,
Burger, 1974; Snyder and Sobocinski, 1975; Adler-Nissen, 1979).
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El empleo del acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (TNBS) para la determinacion
de la concentracion de grupos amino libres de proteinas e hidrolizados proteicos ha sido
aceptado de forma unanime como el mas adecuado desde su introduccidn por Satake y col.
en 1960; no obstante, el procedimiento original ha sido modificado por Morkrasch (1967)
para permitir la determinacién de aminas, aminoacidos y proteinas en mezclas. En ambos
procedimientos la reaccion de trinitrofenilacién es segutda por una etapa de congelacion
con metanol a 0°C, después de la cual la concentracion de grupos amino se relaciona con

el incremento en la absorbancia de la solucion a 340 nm o a 420 nm.

Con posterioridad, Snyder y Sobocinski (1975) estudiaron, también, la reaccion
de trinitrofenilacion, proponiendo que el contenido en grupos amino libres puede ser
relacionado directamente con la absorbancia a 420 nm de la mezcla resultante de la
reaccion de trinitrofenilacion después de un corto periodo de incubacion (15-30 minutos)
a 25°C, ya que en estas condiciones se desarrolla mas del 98% del color. La supresion de
la etapa de congelacion de la reaccion de trinitrofenilacion mejora la sensibilidad del

método, pues se elimina la dilucién del color causada por el metanol.

Por todo ello, la determinacion de la actividad de las proteasas bacterianas del lodo
activado, en este trabajo, se realiza por cuantificacion del incremento de la concentracién
de grupos amino libres en la solucion de hidrolizado proteico, utilizando 1a modificacién

del método del TNBS propuesto por Snyder y Sobocinski.

Determinacion de la recta de calibrado. 1a reconocida importancia del tiempo y la
temperatura de incubacion en el método de andlisis seleccionado aconsejan, en primer
lugar, determinar el rendimiento de trinitrofenilacion de la glicina, aminoacido tomado

como patron, a tres concentraciones y tres temperaturas diferentes (figura 3 .4).
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Cada uno de los valores que se representan en las graficas de la figura 3.4,
corresponden a la medida de la absorbancia a 420 nm, en un espectrofotometro UV-
Visible de doble haz Varian modelo Cary 1E, de una muestra que se obtuvo mezclando:
2 mililitros de glicina (Fluka) de concentracién que se indica, 2 mililitros de tetraborato
sodico (Panreac, grado andlisis) 0,2M y 25 microlitros de TNBS (Fluka) 0,03M, que se
incubé en un bafo termostatico a la temperatura y durante el tiempo indicado. Los
resultados muestran que a 25°C, la reaccion no llega a completarse en el intervalo de
tiempo de ensayo; la reaccion de trinitrofenitacion se completa en 40 minutos para una
temperatura de 40°C; mientras que a 60°C se observa la perdida del color desarrollado en

la solucion.

En consecuencia, para obtener la recta de calibrado se utilizaron las cantidades y
concentraciones de reactivos indicadas anteriormente a la temperatura de incubacion de

40°C, durante 40 minutos.

La ecuacion de calibrado resultante del ajuste de los datos experimentales

obtenidos al analizar soluciones de glicina de concentracidn conocida fué:

C = 0,94 + 13,55'A420 [m.4}

donde: C es la concentracion de glicina en 10mol/l; y, A es la absorbancia a la longitud
de onda indicada. En la figura 3.5. se representa la recta de calibrado y las hipérbolas

representativas de los limites de confianza para un nivel de significacion del 95%.



Parte experimental 74

T T T T T T T ’ ! .
20 n
15k ;
=
< 10} .
05 | n
0.0 < ’, i N 1 " 1 s 1 N l N
"o 5 10 15 20 25 30
C (10° M)

Figura 3.5, Curva de calibrado para la determinacién de glicina a 420 nm.

En la tabla 3.4 se recogen, ademas, los datos estadisticos de la ecuacion de
calibrado, asi como las ecuaciones representativas de los limites de confianza obtenidas

tras el ajuste de ambas hipérbolas a una ecuacidn de segundo orden.

La ley de Lambert-Beer se cumple hasta un valor de absorbancia de 1,8, lo que
viene a decir que la concentracion limite a analizar mediante el espectrofotémetro es,

aproximadamente, de 25- 10° mol/l; las disoluciones mas concentradas deben diluirse.
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Tabla 3.4. Ecuacién de calibradoe y limites de confianza para la

determinacion de la concentracion de grupos amino libres.

C (10°M)= A+B-A,,

Pariametro Valor ds

A 0,94 0,19
B 13,55 0,17

R = 0,9994

DS=2,2961

P=5,63810"

CAO'M) = A, + A Ay, +A,- AT,

Pardmetro Valor ds
A, 1,532 0,003
A, 12,9439 0,0074
A, 0,3032 0,0038
R=1
DS= 0,008

CAO'M) = A, + A" A, +A,- AD,,

Pariametro Valor ds
A, 0,340 0,003
A, 14,1631 0,0074
A, -0,3032 0,0038
R=1

DS = 0,008
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IIL.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

El plan de trabajo presentado en el apartado IIl.1 de esta memoria, se ha

desarrollado en dos series de ensayos:

- La primera se dirige a la determinacion de la actividad de un lodo activado bajo

diferentes condiciones de operacion en la planta de tratamiento; y,

- la segunda, para cuantificar la influencia que ejerce la presencia de diferentes
cantidades de Cu(Il) y Zn(1l) sobre la actividad del lodo.

En todos los casos, para facilitar el estudio cinético del proceso de tal modo que
la velocidad de reaccién resulte de orden cero respecto al sustrato --proporcional
unicamente a la concentracidn de enzima activa presente en el medio--, se ha trabajado en
las condiciones en que la concentracion de sustrato se encuentra por encima del nivel de

saturacion.

Para ello, en un primera etapa, se determind el nivel de saturacion de las proteasas
del lodo activado utilizando como sustrato caseina y gelatina, con el objetivo anadido de
seleccionar para los ensayos posteriores aquél que generase una mayor cantidad de grupos

amino libres en el transcurso de la reaccion.

En una segunda etapa, otra secuencia de ensayos, a diferentes pH, temperaturas y
edad del lodo, informo sobre la influencia de estas variables en la reaccion de hidrélisis

de la proteina, y, en consecuencia, sobre la propia actividad del lodo activado.

Por 1ltimo, en una tercera etapa, se realizaron ensayos de hidrélisis con la
presencia en el medic de diferentes cantidades de Cu(ll) y de Zn(1l), tanto de forma

individual como en mezclas, variando, ademas, el pH vy la edad del lodo.
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Asi, a partir del incremento en la concentracion de grupos amino libres entre la
disolucién inicial de proteina y de hidrolizado en funcidn del tiempo, expresado como
concentracion de glicina en moles/l que genera la misma absorbancia, se determiné la
velocidad maxima de hidrélisis (V,,) en las condiciones de ensayo experimentadas. Con
ella, y conocida la concentracion de biomasa en el ensayo, se obtuvo la velocidad maxima
especifica de hidrolisis (V,, ), variable que se ha elegido como la més representativa para

llevar a cabo todo el estudio.

La forma de operar en cualquiera de los ensayos realizados consistié en la
preparacion de 100 mi de disolucién de proteina de la concentracion programada, fijandose
el pH de la experimentacion mediante adicion de K,HPO, (Panreac, purisimo) y, por otra
parte, se preparo una mezcla de 100 ml de lodo activado, en la cual se habia determinado
previamente la concentracion de biomasa, y 50 ml de solucién tampon de fostato 0,02 M.
Ambas soluciones, una vez atemperadas a la temperatura de ensayo en el bafio
termostético, se mezclaban en un vaso de precipitados de 500 ml provisto de tabiques

deflectores y agitacion a 150 r.p.m para mantener el lodo en suspension.

El seguimiento de la reaccidn se realizo extrayendo periédicamente S ml de
muestra del hidrolizado proteico gue inmediatamente se introducian en viales de 10 ml con
tapon roscado y junta de teflén, y se colocaban en un termostato de bloque metalico marca
Selecta modelo "Muitiplazas" a 150°C durante 2 minutos, con objeto de paralizar la
reaccidon por desnaturalizacion del enzima. Posteriormente se enfriaban y centrifugaban
durante 10 minutos a 3.000 r.p.m en una centrifuga marca Selecta modelo "Centro'mix",

tomandose 2 ml del sobrenadante para el analisis de los grupos amino libres.

En el caso del estudio de aguas rediduales que contenian iones metalicos, la unica
diferencia en el procedimiento experimental radicd en que se prepard una mezcla de 75
ml de lodo activado, 25 ml de solucién de CuSO, 6 ZnSO, (PANREAC, grado andlisis)
de concentracidn tal que se alcanzara la de ensayo en el volumen final de mezcla, y 50 ml

de solucidn tampon de fosfatos 0,02 M. Esta suspension se mantuvo en agitacién a la



Parte experimental 78

temperatura de ensayo durante 1 hora, tiempo estimado suficiente para alcanzar el

equilibrio de adsorcidn del metal sobre el lodo.
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IIL.6. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

IIL.6.1. Seleccion del sustrato y de su nivel de saturacion.

La primera etapa de la experimentacion tuvo como objetivo determinar, por una
parte, la proteina a utilizar como sustrato de las proteasas soportadas por el lodo activado

y, por otra, la concentracion de la misma que llega a saturar a las citadas enzimas.

Los ensayos correspondientes s¢ han realizado con lodos de 10 dias de edad, a pH
7 y temperatura de 25°C, manteniendo constante la concentracién de biomasa y variando
la de sustrato, siguiendo el incremento en la concentracion de grupos amino libres en el
hidrolizado proteico expresado por la concentracion de glicina que presenta su misma

absorbancia.

Las tablas 3.6.1 a 3.6.5 recogen los resultados de los experimentos en los que se
utilizd caseina como sustrato y alicuotas de lodo activado procedentes de una misma purga
del tanque de aeracion de la planta piloto. Por su parte, las tablas 3.6.6 a 3.6.10 recogen
los resultados de los experimentos en los que se utihizd gelatina como sustrato y alicuotas
de lodo activado procedente de una misma purga del tanque de aeracion, si bien diferente

a la de los ensayos anteriores.

La nomenclatura utilizada para la presentacion de estos resultados es la siguiente:

[S], es la concentracion de sustrato en el ensayo, en mg/l.

PpH, es el pH del medio.

7, es la temperatura de reaccidn, en °C.

SST, es el intervalo de confianza para un nivel de confianza del 95% de la
concentracion de biomasa en el ensayo, expresada como sélidos en suspensién
totales, en mg/l.

8., es la edad del lodo, expresada en dias.
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Tabla 3.6.1. Hidrélisis de casefna. Influencia de la concentracién de sustrato.

Experimento: SS-1-1,

IS} = 1000 mg Caseina/} S5T= 900 + 21 mgl
pH = 7.0 + 0,1 8 = 10 d
¢
T= 250+ 0,1 °C
5
Tiem min Glicina (10 - M)
i5 3.0
30 6.4
45 10,6
60 14,2
75 15.8
90 17.3
105 211
120 227
135 252
150 5.6
165 27.0
180 29,4

Tabla 3.6.2. Hidrolisis de caseina. Influencia de la concentracién de sustrato.

Experimento: S5-1-2.

{S1 = 2000 mg Caseina/l S8T=
pH= 70401 6 =
¢
T= 250+0,1 °C

200 + 21 mgfi

i0

d

Tiempo _ (min}

15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

54
10.1
15.2
18.0
21.9
5.0
27.6
292
30.1
315
34,7
3509

Glicina jl(l M)
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Tabla 3.6.3. Hidrolisis de casefna. Influencia de la concentracién de sustraio.
Experimento: SS-1-3.

[S}= 3000 mg Caseina/} S8T= 900 + 21 mg/l
pH = 71041 8 = 104
€
T= 250+ 01 °C
Tiempo _ (mjn) Glicina__ (10-M)
15 6,4
30 10,7
45 16,1
60 19.4
75 209
90 27.8
105 31.3
120 35,3
135 34,8
150 38.3
165 42,4
180 46.6

Tabla 3.6.4. Hidrolisis de caseina. Influencia de la concentracién de sustrato.

Experimento: §§8-1-4.

{s] = 4000 mg Caseina/l 58T= 9060 + 21 mg/l
pH= 701 0] B = 10d
C
T= 250+ 0,1 °C
Tiempo _ (mjn) Glicina__ (10 M)
15 5.3
30 10.7
a5 15.0
60 17.2
75 24.2
90 27.8
105 31,7
120 37.0
135 41.6
150 459
165 -

180 56.5
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Tabla 3.6.5. Hidrélisis de caseina. Influencia de la concentracion de sustrato.

Experimento: §8-1-5.

[S§] = 5000 mg Caseinall S§T= 900 + 21 mg/l
pH = 7.0 £ 0,1 0 = 10 d
<
T = 25,0 + 0,1 °C
. a 5
Tiempo  (min) Glicina _ (10-M)
15 52
30 8.8
45 13,7
60 17.5
75 234
90 27.7
105 317
120 361
135 40.4
i50 4372
165 494
180 534

Tabla 3.6.6. Hidrélisis de gelatina. Influencia de la concentracién de sustrato.
Experimento: $§-2-1.

[S] = 2000 mg Gelatina/l 88T= 983 =+ 19 mg/l
pH = 7.0+ 0,1 6 = 10 d
T= 250+ 0,1 °C
Tiempo  (min) Glicina 7(Ili__- M)_
15 9.3
30 21.6
45 28.2
60 354
75 398
S0 42.5
105 47.4
120 53,5
135 55.1
150 62.8
165 67.4

180 739
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Tabla 3.6.7. Hidrdlisis de gelatina. Influencia de la concentracidn de sustrato,

Experimento: $8-2-2.

[S] = 4000 mg Gelatina/l

SST= 983 % 19 mg/l

pH = 7.0 £ 0.1 g = 10 d
£
T= 250+ 0,1 °C
s
Tiem min Glicina__(10-M)
15 11.5
30 21,0
45 294
60 35,6
75 4572
90 56.5
105 62,3
120 67,5
135 79.7
150 85,3
165 85.5
180 95.1

Tabla 3.6.8. Hidrélisis de gelatina. Influencia de la concentracion de sustrato.

Experimento: $5-2-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l
pH = 70+ 0,1

T= 25,0 £ 0,1 °C

S8T= 983 = 19 my/l

Tiempo . (min)

15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180

3

Glicing (10 - M)
12.8
26.3
34.0
47.8
57.1
66.7
77.6
£7.8
101.5
113,4
126.5
140.,6
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Tabla 3.6.9. Hidrélisis de gelatina. Influencia de la concentracién de sustrato.

Experimento: SS-2-4.

[S] = 8000 mg Gelatina/l SST= 983 + 19 mg/l
pH= 704+ 0.1 8 = i0d
[4
T= 2504+ 0,1 °C
$
Tiempo __(min) Glicina___(10:M)_
15 13.8
30 27.0
45 30.7
60 47.2
75 54,9
90 68,2
105 824
120 94,5
135 4.6
150 11,2
165 116.9
180 130,0

Tabla 3.6.10.Hidrolisis de gelatina. Influencia de la concentracién de sustrato.

Experimento: $5-2-5.

[§] = 10000 mg Gelatina/t SST= 983 + 19 mg/l
pH = 7.0+ 0,1 8 = 10 d
4
T= 250+ 01 °C
Tiempo _ (min) Glicina | _(]Ii- M)
15 15,4
30 229
45 370
60 46.7
75 55.8
90 66.6
105 75.0
120 85,4
135 1022
150 1108
165 121.6
180 129.1
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IIL.6.2. Efectos del pH y de la temperatura.

La segunda etapa de la experimentacién ha tenido como objetivo el estudio de la

influencia del pH y de la temperatura sobre la actividad del lodo activado.

Para ello, utilizando gelatina como sustrato y lodo de 10 dias de edad, se realizaron
dos series de ensayos replicados, cada una con 5 experimentos simultineos a 25°C de
temperatura y valores de pH de 5,5, 6,7, 8 y 8,5. En cada una de estas series se utilizo
lodo activado procedente de dos volumenes de purga obtenidos del tanque de aeracién de
la planta piloto en dias diferentes. Las tablas 3.6.11 a 3.6.20 recogen los resultados

experimentales pertenecientes a estos ensayos.

Posteriormente, se realizaron 3 series de ensayos a pH 7, que a su vez se componen
de dos juegos de 3 experimentos simultianeos a dos temperaturas diferentes. Como en el
estudio de Ia influencia del i)H, el lodo activado utilizado en cada serie de ensayos procede
de volimenes de purga del tanque de aeracion realizadas en dias diferentes. En las tablas
3.6.21 a 3.6.26 se presentan los resultados de los experimentos realizados a 10° y 35°C, en
las tablas 3.6.27 a 3.6.32 los realizados a 15° y 30°C y en las tablas 3.6.33 a 3.6.38 los
realizados a 20° y 25°C.

Como en las condiciones de experimentacion ensayadas se alcanza el nivel de
saturacion del enzima por el sustrato, los datos cinéticos se han ajustado a una recta
mediante el programa de calculo MicroCal Origin v. 2.8, representando la pendiente de

dicha recta la velocidad maxima de hidrolisis (V. a partir de la cual se calcula la

nax )’

velocidad maxima especifica de hidrolisis (V_,, .}, toda vez que también se conoce la

max.e

concentracion de biomasa en cada ensayo (SST).

La nomenciatura para la representacion de estos resultados experimentales es la

utilizada en el punto anterior, a la que hay que afadir los simbolos siguientes:

A, es la concentracién de glicina a tiempo cero, expresada en 10™-mol/l.
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V__ esla velocidad maxima de reaccion, expresada en 10°mol Glicina/l'min.

Hax?

ds, es la desviacion estandarde Ay V..

t, es el valor de la t de Student para N-1 grados de libertad y un nivel de confianza

del 95% (Montgomery, 1991).

R, es el coeficiente de correlacion de la regresion lineal.

DS, es la desviacidn estindar de la regresion lineal.

P, es el nivel de significidn del coeficiente de correlacién de la regresion lineal.
N, es el nimero de puntos experimentales utilizados en la regresion.

V. es ¢l intervalo de confianza para un nivel de confianza del 95% de la

max, e’

velocidad méaxima especifica, expresado en pmol Glicina/mg SST-hora.
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Tabla 3.6.11. Influencia del pH en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-1-1.

(8] = 6000 mg Gelatina/l §8T= 670 + 21 mg/l
pH = 554+ 01 8 = 0 d
€
T= 250+ 0,1 °C
£
Tiempo _ (min} Glicina___ (10 - M)
15 4.7
30 B.4
45 15.2
60 193
75 213
90 282
105 30.2
120 37.0
135 40,5
150 43,1
165 47.1
180 53.5

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos:  Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardinziros Valor s - ds
0.96 0,75 1,35
0,288 0.007 0.012
max
R = 0997 N = 1
DS = 1,225
P = 14E-12
VvV = 2588F-01  +  1YE-02 { mol Glicina/mg SST - h

max.c
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Tabla 3.6.12. Influencia del pH en la actividad enzimdtica del lode activado.
Experimenta: HG-1-2.

(8] = 6000 mg Gelatina/l SST= 670 + 21 mg/l
pH = 6,0+ 0,1 0 = 10 d
[
T= 2504 0,1 °C
X
Tiempo  (min) Glicing (10 M)
15 --
30 -
45 19.2
60 223
75 29.3
20 31,1
105 40.5
120 41.7
135 42.0
150 51.5
165 59.1
180 62.9

Determinacién de V. por regresion lineal de los dates cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmeiros Valor ds teds
A 3.53 1.37 2.51
\Y 0.330 0.011 0.021
max
R = 0995 N = 10
D5 = 1,548
P = 2,1E-09

vV = 2. 96E-(H +  2RE-(2 y mol Glicina/mg 88T - h

max.c
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Tabla 3.6.13.  Influencia del pH en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-1-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 670 + 21 mg/l
pH = 7.0+ 0,1 6 = 104
c
T= 250+ 0,1 °C
3
Tiempo _ {(min} Glicina_ _(10- M)_

15 .

30 17,0

45 11,0

60 313

75 35.6

90 .

105 49,4

120 56.6

135 66,9

150 71.5

165 78.2

180 89,0

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticox;  Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Veslow s 1dds
A 0.99 1.32 242
v 0476 0.011 0.021
max
R= 0998 N = 10
DS = 1,756
P =1,1E-10
V =  426E-01 + 3.2E-02 W mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.14. Influencia del pH en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-I1-4.

{S}= 6000 mg Gelatina/l SST= 670 £ 2} mgll
pH= 80+ 0,1 8 = 104
[
T= 250+ 0,1 °C
5
Tiempo __ (min) Glicing (10 M)
15 -
30 16,9
45 2T
60 26,4
75 31,2
90 40.3
105 49.6
120 55,3
135 57.2
150 63.7
165 727
180 76.0

+ Tiempo

Determinacidn de ¥V por regresidn lineal de los datos cinéticos:  Glicina = A 4+ V
max maoX

Pardmetros Valor ds I-ds
363 1,51 2,74
0.409 0,013 0.024
max
R= 0995 N = 1l
Ds = 2,068
P = 1.8E-10

vV = J66E-01 £ 33E-02 gl Glicina/ng SST - b

mux.c
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Tabla 3.6.15. Influencia del pH en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-1-5.

[§] = 6000 mg Gelatina/l SST= 670 + 21 mg/]
pH = 85+ 0,1 6 = 10 d
<
T= 250+ 0,1 °C
3
Tiempo _(inin} Glicing___ {10 - M)
15 --
30 4.0
45 --
60 228
75 278
%0 41.0
105 45,6
120 48.1
135 53,0
150 58.0
165 --
180 -

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V.« Tiempo
m

ax max
Pardmetros Valor ds Ids
1.89 2.87 534
0,385 0.028 0.052
max
k= 0985 N = 8
DS = 2,963
P = 9 1E-06

= JASE-01 £+ 5.7E-02 ¢ mol Glicina/mg SST: h

max,e
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Tabla 3.6.16.  Influencia del pH en la actividad enzimdtica del lodo activado.

Experimento; HG-2-1.

[S] = 6000 mg Gelatine/l SST= 807 + 19 mg/l
pH = 55+ 0,1 6 = 10 d
[
T= 2504+ 0t °C
i3
Tiempo _ (min} Glicing  (10-M)

15 3.5

30 8,1

45 13,1

60 18,4

75 20,5

80 25,5

105 30,8

120 347

135 41,0

150 50,3

165 54,9

180 59.8

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos:  Glicing = A + V- Tiempo

mux max
Pardmetros Valor oy [y
2317 1.24 223
0.341 0.0ii 0.020
max
R= 0995 N= 12
Ds= 2,015
P = 3,6E-1!
VvV = 2.83E-01  +  LIE-02 H mol Glicina/mg SST+ h

max.e
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Tabla 3.6.17. Influencia del pH en la actividad enzimdiica del lodo activado.
Experimento: HG-2-2.

[S) = 6000 mg Gelatina/i SST= 807 + 19 mg/l
pH= 60+ 01 8 = 104
<
T= 250+ 0,1 °C
F
Tiempo _ (min} Glicina__ {10 - M)
15 10,1
30 16,0
45 21,6
60 -
75 54
90 43.7
108 524
120 56.6
135 -
150 71.9
165 78.0
180 -

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V  + Tiempo
maXx

max
Pardmetros Valor ds idy
2,08 0,78 1.45
0,462 0,008 0,014
max
R= 0/99% N = 9
Ds = 1,137
P = 9 4E-11
vV = 3 43E-0 4+ L9E-2 H ol Glicina/mg SST - h

max.c
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Tabla 3.6.18. Influencia del pH en la actividad enzimdtica del lodoe activado.
Experimento: HG-2-3.

[8] = 6000 mg Gelatina/l S5T= 807 + 19 mg/l
pH = 7.0 + 0,1 8 = 10 d
<
T= 2504+ 0,1 °C
5
Tiempo _(min) Glicing__ {10 M)

15 3

30 220

45 26.7

60 358

5 46,0

90 58.1

105 65.3

120 79.8

135 82,5

150 -

165 96,)

180 169.0

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicinn = A + V- Tiempo
maXx max

Pardmetros Valor dy 1 ds
-0.09 234 4.24
0613 0,022 0.040
max
R= 09% N = 1]
Ds = 3,765
P = 4.9E-10
V = 4,5E01 £ 4.0E-02 Y mol Glicina/mg SST+h

max,e
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Tabla 3.6.19. Influencia del pH en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-2-4.

[S]1 = 6000 mg Gelatina/l SsT= 807 £ 19 mgfl
pH = 8,0 + 0,1 B = 10 d
4
T = 250 + 0,1 °C
£
Tiem min ' Glicina__{10- M
15 8.5
30 21,5
45 26,1
60 -
75 39.1
90 S51.1
105 61,2
120 .-
135 76,3
150 89.7
165 931
180 101.6

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos:  Glicina = A + V. Tiempo
max 3

x max
Pardmetros Valor dy redy
A 0,98 1.66 3,08
\Y 0.564 0,015 0,027
max
R= 0997 N = 10
DS = 2,553
= 2,3E-10

Vo= 419501 +  30E-02 p mol Glicina/ing SST - h

max,e
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Tabla 3.6.20. Influencia del pH en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-2-5.

[S= 6000 mg Gelatina/l SST= 807 + 19 mg/
pH= 85+ 01 6 = 104
c
T= 250+ 01 °C
Tiempo _(min) Glicina__(10- M)
15 10,2
30 15,2
45 20,9
60 26,2
75 409
90 47,8
105 58.0
120 63,2
35 71.6
150 77.0
165 --
180 .

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds Lods
-0.56 1,79 328
0,529 0.019 0.035
max
R= 0995 N = 10
Ds = 2,621
P = 3,3E-09

V = 39E01 + ASE-2 p mol Glicina/mg 88T - h

max,c
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Tabla 3.6.21. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.

Experimento: HG-3-1.

{(S] = 6000 mg Gelatina/i S§8T= 690 * 19 mg/i
pH = 7.0 £ 0,1 B = 104
[+
T = 10,06 4+ 0,1 ©C
8
iempo  (min Glicina (10 M}

15 1.9

30 3,6

45 6.2

60 6.6

75 10,6

90 14,9

105 134

120 16,0

135 20,1

150 20.6

165 24,6

180 238

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos:  Glicina = A + V- Tiempo

s msax
Pardmetros Valor ds Lods
-0.40 0,79 1,43
0,143 0.007 0,013
max
R = 0988 N= 1
DS = 1,290
P = 2.3E-09

H

vV = 1,24E-05 1,5E-02 W ol Glicina/mg SST-h

max.e
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Tabla 3.6.22. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lode activado.

Experimento: HG-3-2.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 690 + 19 mg/l
pH= 701 01 8 = 104
<
T = 10,0 + 0,1 °C
E]
Tiempo__(min) Glicina (10 M)
15 1.t
30 6,1
45 1.1
60 82
75 13,7
90 15,7
105 19,6
120 16,5
135 214
150 23
165 7.7
180 28.3

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmeiros Valor ds [-ds
1,16 1,25 2,24
v 0,152 0,011 0,020
max
R= 0,973 N = |2
DS = 2,02781
P = 99E-08
vV = 1,321-01 4+  2F-2 y mol Glicina/mg SST - h

hax.e
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Tabla 3.6.23. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-3-3.

[Sj= 6000 mg Gelatina/l SST= 690 + 19 mg/l
pH = 7,0 + 0,1 0 = 10 d
¢
T = 10,0 + 0,1 °C
&
Tiempg__ (min Glicina (10 - M)

15 2,4

30 4.9

45 4.8

60 10,0

75 9,5

90 16,3

105 16.8

120 19.9

135 18,6

150 21,7

165 25,1

180 28,6

Determinacién de V por regresién lineal de los dates cinéticos: Glicina = A + V.« Tiempo
Max max

Pardmetros Valor ds 1-ds
-0.18 0.98 175
0.155 0.009 0,016
max
R= 0984 N= R
DS = 1,587
P = 8,0E-09

H

V = 1,ME-0

max,e

1.8E-02 p ol Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.24. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.

Experimento: HG-3-4.

[S]= 6000 mg Gelatina/l SST= 690 £ 19 mgll
pH= 701 0l B = 104
L+
T= 350+ 01 °C
3
Tiempo (min) Glicina _ (10- M)
i5 14.9
30 282
45 40,5
60 58,7
75 69.2
90 81,6
105 101,3
120 112,6
135 127,7
150 143.6
165 -
180

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos:  Glicina = A + V. Tiempo

max max
Pardmetros Valor dy I-ds
-0,69 1.34 2,45
0,932 0.014 0.026
max
R= 099 N = |0
DS = 1,960
P = 3.0E-12
vV = 8.27E-01 £ 4.6E-(02 g mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.25. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.

Experimento: HG-3-5.

[8] = 6000 mg Gelatina/l SST= €90 £+ 19 mg/l
pH= 7,010, 8 = 104
<
T= 3504+ 0,1 °C
.1
Tiempo __(min) Glicina (10 M)
15 12,3
30 282
45 48,9
60 .-
75 80.4
90 91,t
105 103,6
120 116,3
135 1324
150 146.2
165 i6l.1
180 -

Determinacion de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valar ds Lds
1,74 2.4 3,93
0,971 0,020 0,037
max
R = 0998 N = 10
DS = 3,148
P = 4,2E-11
vV = 8.44E-01  +  S.6E-02 W mol Glicina/mg SST - h

RistH) 14
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Tabla 3.6.26. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.

Experimento: HG-3-6.

[8§] = 6000 mg Gelatina/l S§T= 690 £+ 19 mg/l
pH= 7,0+ 0, 6 = 104
4
T= 350+ 0,1 °C
L3
Tiempo (min) Glicina (10 M)
15 10,5
0 31,0
45 48.4
60 65,7
75 77.3
%0 97.3
105 101.5
120 1159
135 i31.4
150 -
165 -
180 -

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max

max ax
Pardmetros Valor ds 1ds
A 2,44 341 6,35
0,973 0,040 0,075
max
R= 09%4 N = 9
DS = 4,700
P = 54E-08
V = 8.46E-01 +  RYE-02 H mol Glicina/mg S8T - h
wux.e
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Tabla 3.6.27. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento; HG-4-1.

[S] = 6000 mg Gelatina/l S§T= 702 + 17 mg/l
pH= 701 01 B = 104
4
T= 15001 °C
]
Tieinpe (min Glicing (10~ M)
15 --
30 6.8
45 10,9
60 16,2
75 214
90 20.6
105 25,7
120 31,3
135 325
150 -
165 39.3
180 442

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V  + Tiempo
m )

axX max
Pardmerros Varloy s I dy
0.82 1,10 2.02
0,239 0.010 0.018
max
R= 0,993 ' N = 10
DS = 1,485
P = 9,0E-0%
V = 2,08E-01 +  2.0E-(2 H mo) Glicina/mg SST-h

max.e




Parte experimental 104

Tabla 3.6.28. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-4-2.

[S]= 6000 mg Gelatina/l §ST= 702 £ 17 mg/l
pH= 701 01 8 = 104
t
T= 150+ 0,1 °C
L3
Tiempo __(min) Glicina (10 - M)
15 -
30 10,5
45 14,2
60 18,5
75 24,0
S0 228
105 27,6
120 31,7
135 33.0
150 -
165 430
180 -

Determinacién de V. por regresitn lLineal de los datos cinéticos:  Glicina = A + V- Tiempo
.

HE 4 max
Pardmetros Valor ds L ds
A 4,24 1.27 2,36
v 0,227 0,013 0,023
max
R= 0,989 N = 9
ps= 1,571
P = 4,1E-07
V = 194E-0 & 2.3E-02 ¢ mol Glicina/mg SST - h

max,c
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Tabla 3.6.29. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.

Experimento: HG-4-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 702 + 17 mp/l
pH = 7.0 + 0,1 8 = 104
C
T= 15041 0,1 °C
I3
Tiempo___(min} licina i0-M
15 2.6
30 5,0
45 11,2
60 10,9
75 17,2
90 239
§05 274
120 --
135 305
150 349
165 -
180

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

Diax max
Pardmneiras Valor ds Lds
A -1,19 1.41 2.62
v 0,247 0,016 0,029
max
R= 0986 N = 9
DS = 2,052
P = 1.0E-06
VvV = 2IIE-0t £+ 3.0F-02 # mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.30. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-4-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/l 88T= 702 + 17 mg/l
pH= 7,0z 01 6 = 104
c
T= 30,0 + 0,1 °C
5
Tiempo  (tin) Glicina  (10- M)
15 6.0
30 220
45 37.2
60 43.3
75 56,2
90 729
105 78.1
120 93.1
135 971
150 Lli4
165 112.4
180 120,1

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos:  Glicina = A + V. Tiempo
max 1

2 nax
Pardmeiros Valor ds reds
A 3.28 329 5.91
v 0.692 0.030 0,054
max
R= 1091 N = 12
DS = 5346
P = 4,9E-10

vV = 5,92E-01

I+

6.0E-02 H mol Glicina/mng $8T - h
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Tabla 3.6.31. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lode activado.
Experimento; HG-4-5.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 702 + 17 mg/l
pH = 7,04 0,1 8 = 10 4
<
T= 30,0 £ 0,1 °C
I3
Tiempo _ (min Glicina___ (10 - M)
15 3.6
30 184
45 29
60 53,3
75 619
90 738
105 88.0
120 86,0
135 57.8
150 97.8
165 106.,5
180 117.6

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valo) ds L-ds
593 524 9.4
0.655 0,047 0,085
max
R= 0975 N = 12
DS = 8,507
P = 7.7E-08
V = 560E-01 + 8.6E-02 g mol Glicina/mg SST-h
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Tabla 3.6.32. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-4-6.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 702 & 17 mgll
pH = 7,0 £ 0,1 8 = 104
c
T= 300z 01 °C
s
Tiempo _ {min) Glicina__{(10- M)

15 1.8

30 27.9

45 27,9

60 426

75 56,7

90 62,8

105 75.4

120 85.7

135 94.8

150 .

165 116,8

180 123.3

Determinacion de V. por regresién lineal de los datos cinéticos:  Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmetros Valor ds 1ds
2,70 1,78 3.23
0,682 0.017 0.030
max
R= 10,997 N = I
DS = 2874
P = 1,7E-11
vV = §83E-01 + 4,0E-02 H mol Glicina/mg §ST- h

max,e




Parte experimental

Tabla 3.6.33. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-5-1,
[S] = 6000 mg Gelatina/l S5T= 759 £+ 19 mg/l
pH = 7,0 + 0,1 6 = 10 d
c
T= 20,0 + 0,1 °C
E]
Tiempg (min) Glicina  (10-M)
15 8,7
30 17,9
45 19,6
60 24.5
75 41,4
90 a4
105 48,9
i20 543
135 59,1
150 -
165 73.8
180 76,6

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + 'V * Tiempo
max wmax
Pardmetros Valor dx Lds
A 3.83 1.95 3.54
0.419 0.018 0.033
mMAax
R= 05 N = 1l
DS = 3,147
P = 3,0E-09
V = 33E0 + 35E-02 {1 mot Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.34. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.

Experimento: HG-5-2.

[§] = 6000 mg Gelatina/l S8T= 759 + 19 mg/l
pH = 7.0 £ 0,1 8 = 10 d
I
T= 20,0 + 0,1 °C
5
Tiempo_ _{min) Glicina _ (10- M)

15 22

30 11,7

45 14,9

a0 233

75 36,3

90 37.2

105 42.3

120 52,3

135 57.9

150 62.9

165 .

180 77,2

Determinacién de V por regresién lineal de los datos cinéticos:  Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmetros Vel dx Ldy
22,89 1,47 2.67
0,448 0,014 0,026
max
R = 0,99% N = 11
DS = 2,339
P = 1.6E-10

vV = 54E-01  + 29E-02 U mol Glicina/mg S§ST - h

max,e
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Tabla 3.6.35. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-5-3.
[8] = 6000 mg Gelatina/l SST= 759 £ 19 mg/t
pH = 7.0 £ 0,1 6 = 104
4
T= 200+ 01 °C
§
Tiempo _ (min Glicina 10- M
15 7.1
30 11,9
45 18,5
60 32,0
75 43,0
90 49.8
105 52,1
120 62.0
135 61,1
150 62,4
165 76.1
180 77,3

Determinacién de V por regresién lineal de los datos cinéticos:  Glicing = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valar Pely Lds
3,79 3,17 57
0,434 0.029 0,052
max
R= 0979 N = 12
DS = 5,153
P = 3,3E-08
vV = JA3E-1 + 49E-02 4 mol Glicina/mg 88T - h

niax,c
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Tabla 3.6.36. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-5-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 759 + 19 mg/l
pH = 7,0 + 0,1 6 = 104
[
T= 250+ 0,1 °C
&
Tiempo _(min} Glicina___ (10 - M)
15 6.5
30 19.2
45 30,5
60 440
75 523
90 559
105 67.4
120 77.1
135 91,7
150 924
165 101,7
180 108.2

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A+ V * Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds 1ds
272 2.32 4,17
0.610 0.021 0.038
max
R= 0,994 N = 12
DS = 3,772
P = 5.5E-11
vV = 482E-01  +  4.2E-02 u mol Glicina/mg S8ST - h

max,e
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Tabla 3.6.37. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.
Experimento: HG-3-5.

[S] = 6000 mg Gelatina/l S8sT= 759 % 19 mg/l
pH=  70% 01 B = 104
c
T= 250%0,1 °C
5
Tiempo _{(min) Glicina (10 M)
15 7.9
30 20,1
45 322
60 40,1
75 57.0
90 65.2
105 75.1
120 749
135 83.6
150 -
165 -
180 --

Determinacién de V por regresi6n lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V. + Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds Lods
A 2,50 3.54 6.58
\Y 0.642 0.042 0.078
nmax
R= 0985 N = 9
DS = 44872
P = 1.2E-06
vV = S08E-01  +  7.4E-02 y mal Glicina/mg 88T - h

max,e
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Tabla 3.6.38. Influencia de la temperatura en la actividad enzimdtica del lodo activado.

Experimento: HG-5-6.

[8] = 6000 mg Gelatina/l SST= 759 £ 19 mg/l
pH=  70% 01 B = 104
<
T = 250+ 0,1 °C
£
Tiempo _ (min) Glicina _ (10-M)

15 9.1

30 26,8

45 8.5

60 38,0

75 47.1

80 60,9

105 70.5

120 81.2

135 87.8

150 96,5

165 114.3

180 1§5,2

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
.

ax max
Pardmerros Valar s 1-ds
3.64 2,43 4.37
0,634 0.022 0.040
max
R= 094 N = 1
DS = 3,955
P = 6,0E-11
V = SMME-01  + 4402 K mad Glicina/mg SST - h

max,e
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IIL 6.3. Efecto de la edad del lodo.

En la tercera etapa de la experimentacién se obtienen los datos necesarios para

determinar la influencia de la edad del lodo sobre su actividad enzimatica.

Para ello, utilizando gelatina como sustrato, y trabajando a pH 7 y temperatura de
25°C, se han ensayado dos lodos de edad diferente, concretamente de 10 y 14 dias. Cada
ensayo se ha replicado en cuatro ocasiones utilizando lodo procedente de las purgas de las
dos unidades de tratamiento biolégico realizadas en dias diferentes; a la vez, en cada
ocasion, se han realizado tres réplicas con alicuotas procedentes del mismo volumen de
purga, por lo que se dispone de doce experimentos para cada uno de los dos tipos de lodos
activados ensayados. Los resultados experimentales obtenidos quedan recogidos en las
tablas 3.6.39 a 3.6.62, en las que, ademas de la evolucion de la concentracidn de grupos
amino libres con el tiempo, se recoge el resultado del cdlculo de la velocidad maxima
especifica de hidrdlisis (V. ,) de la misma forma que se hizo en el apartado I11.6.2. La

nomenclatura utilizada en este caso coincide con la de aquél.
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Tabla 3.6.39. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-6-1.

[S] = 6000 mg Gelatina/l §5T= 779 + 19 mgll
pH = 7,0 + 0, 8 = 104
[
T= 250+ 0,1 °C
5
Tiempo  (inin) Glicing___ (10 - M)
15 3.6
30 13.4
45 22,6
60 31,5
75 385
90 56.4
105 573
120 60,1
135 70.8
150 --
165
180

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos:  Glicina = A + V- Tiempo

max wax
Pardmetros Valor ds 1-ds
-2.58 2,84 528
0,559 0,034 0.063
max
R = 0988 N = 9
DS = 3,906
P = §,9E-07

vV = 431E01 <+ 59E-02 u mol Glicina/mg 85T ' h
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Tabla 3.6.40. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-6-2.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 779 £ 19 mg/l
pH = 7,0 + 0,1 0 = 10 d
€
T= 25,0 £ 0,1 °C
5
Tiempe (min)_ Glicina __ (10- M)

15 --

30 .

45 294

60 382

75 -

90 58.4

105 66.2

120 70,8

135 .-

150 85,6

165 -

180 104,0

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
i )

ax max
Fardmetros Valor ds -ds
6.87 224 4,36
0,539 0,019 0,038
max
R= 097 N = 7
DS = 272365
P = 1.1E-06

V o= 415801 £+ 3YE-2 K mol Glicina/mg SST - h

max.c
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Tabla 3.6.41. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-6-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 779 £ 19 mg/l
pH = 7.0+ 0,1 8 = 10 d
19
T= 250+ 0,1 °C
L3
Tiempo  (min) Glicina (10 M)
15 --
30 17.5
45 -
60 37.4
75 -
90 494
105 58,0
120 67,4
135 -
150 82.8
165 -
180 99,1

Determinacion de V ~por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

wax max
Pardmetros Valor s L ds
2,58 1,39 2.7
0,535 0.012 0,023
max
R= 099 N = 7
DS = 1.512
P = I,IE-07

V = 4,12E01 + 28E-2 H mol Glicina/mg SST - b

max.e
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Tabla 3.6.42. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-6-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/l §S§T= 365 + 22 mg/l
pH = 7.0+ 0,1 a = 14 d
€
T= 25,0 £ 0,1 °C
X
Tiempo _ (min} Glicina  (10- M)

15

30 --

45 16,8

60 237

75 26,7

90 37.0

105 454

120 497

135 55,0

150 61,1

165 69,5

180 .-

Determinacién de V. por regresién Lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max mux

Pardmetros Valor ds 1:ds
-3,00 1.6t 3,00
0,436 0.014 0,027
max
R= 109% N = 9
DS = 1,676
P = [,IE-08

V = 7,17E-01

max,e

I+

8.9E-(2 p mol Glicina/mg S8T - h
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Tabla 3.6.43. Influencia de la edad del lodo acrivado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-6-5.

[§] = 6000 mg Gelatina/l S$T= 365 + 22 mg/l
pH = 7.0 + 0,1 6 = 14 d
¢
T= 250+ 0,10 °C
s
Tiempo (min) Glicina__ (10-M
15 -
30 ii,1
45 19.4
60 23,8
75 31,2
90 41,3
105 48,7
120 51,3
135 55,7
150 66,0
165 -
180 -

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max wax
Pardmetros Valor ds i-ds
-1,38 1,81 3,37
(0,446 0.018 0.034
max
R= 0954 N = 9
DS = 2,148
P = 54E-08

vV = 7,33E-01 + 1,02E-01 N mel Glicina/ing SST-h

max,e
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Tabla 3.6.44. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-6-6.
8] = 6000 mg Gelatina/l SST= 365 + 22 mg/l
pH = 7.0 £ 0,1 8 = 14 d
[+
T= 25,0+ 0,1 °C
s
Tiempg__ (min) Glicina __ (10-M)

15 --

30 .

45 22,1

60 26,3

75 334

90 --
105
120 .-
135 58.3
150 64.6
165 723
180 81,8

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardme!rir Valor ds I-ds
0.93 1,59 3.09
0.435 0.013 0.025
max
R= 0998 N = 7
DS = 1,685
P = 3 8E.07
vV = 7,15E-01 +  B8.SE-02 H mol Glicina/mg SST - h

mux.¢
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Tabla 3.6.45. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-7-1.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 789 + 19 mp/l
pH = 7,0 +£ 0,1 8 = 10 d
c
T= 250+ 0,1 °C
5
Tiempo _(min licin 10- M

15 -

30 16,9

45 26.8

60 -

75 424

90 55,3

105 59.0

120 70.9

135 -

150 85,5

165 95,3

180 103,0

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max Imax

Pardmerros Valor ds tds
A 0,75 1,32 2,45
v 0,571 0,011 0,021
max

R= 0999 N= 9
DS = 1,657
P = 3,0E-10

V = 4,35E-01 + 2,6E-02 M mol Glicina/ing SST-h

max,e
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Tabla 3.6.46. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-7-2.

[S] = 6000 mg Gelatina/l S8T= 789 £ 19 mg/l

pH = 7,0 £ 0,1 a = 10 4
e
T= 25,0+ 0,1 °C
5
Tiempo  {(min Glicing___(10-M)
15 --
30 19,7
45 30,0
60 34,9
75 48,7
90 55,8
105 64,5
120 71,7
135 822
150 --
165 --
180 106,8

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max

max
Pardmetros Valor ds L ds
2,89 1.21 2,26
0,581 0,012 0,022
max
R= 0,999 N = 9
DS = 1,568
P = 3,5E-10
YV = 442E- +  2.7E-(02 H mol Glicina/mg 88T ' h

max,e
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Tabla 3.6.47. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-7-3.

[§] = 6000 mg Gelatina/l §ST= 789 £ 19 mgil
pH = 7.0 £ 0,1 6 = 10 4
€
T= 250+ 0,1 °C
5
Tiempo {min) Glicina __ (10-M)
15 "
30 11,4
45 -
60 345
75 454
90 55,5
105 65,7
120 67,8
135 .
150 81,5
165 90,3
1BO i03,6

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmeiros Vaior ds L-ds
0.36 3.49 6,48
0,567 0,029 0,055
max
R= 0991 N = 9
DS = 4,186
P = 2,6E-07

vV = 431E-01 + 5.2E-02 W mol Glicina/mg SST - h

max,c
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Tabln 3.6.48. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-7-4.

(5] = 6000 mg Gelatina/] 8ST= 391 £ 32 mg/l
pH= 704+ 01 0 = 144
<
T= 250% 0,1 °C
_ 5
Tiem {min) Glicing __ (10-M)

15 -

30 -

45 -

60 23,4

75 30,8

90 37,0

105 42,3

120 50,1

135 56,3

150 61,7

165 71,6

180 -

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V - Tiempo
m.

ax max
Pardmetrgs Valor dy £ ds
-3.14 1,32 2,5
0,443 0,011 0.02]
max
R= 0,998 N = 8
Ds= 1,092
P = 1.8E-08

V = 68E-0 + 8.9E-02 u mo! Glicina/mg SST ' h

max,¢
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Tabla 3.6.49. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.

Experimento: HG-7-5.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 391 + 32 mg/l
pH = 7.0 + 0] 8 = 14 d
c
T = 2504+ 0,1 oC
£
Ti min) Glicina __(10- M)
15 -
30 -
45 19,6
60 -
75 -
90 -
105 44 .3
120 51,8
135 59,5
150 66,4
165 72,9
180 792

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicinga = A + V- Tiempo
m:

ax max
Pardmetros Valor ds {-ds
-1,29 1,03 1,99
0,447 0,008 0.015
max
R= 0,999 N = 7
DS = 0,834
P = 2,7E-08
vV = 6,87E-01 + 79E.(2 y mol Glicina/ing SST - h

max,e
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Tabla 3.6.50. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.

Experimento: HG-7-6.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 391 + 32 mgll
pH = 7.0 + 0,1 8 = 144
(4
T= 2504 0,1 °C
L
Tiempo _(min) Glicina _ (10-M)

15 -

30 10,3

45 154

&0 -

75 -

90 37,2

105 41,5

120 -

135 58,7

150 63,3

165 67,0

180 74,3

Determinacién de V por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max

max

Pardmetros Valor ds Lds
A 2,92 1,47 2,79
(0.435 0,012 0,023
max
R= 0,998 N = 8
DS= 1,733
P = 2,8E-08
V = 6,67E-01 + 9.0E-02 B mol Glicina/mg S8T-h

max,e
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Tabla 3.6.51. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-8-1.
[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 618 + 19 mg/l
pH = 7,0 + 0,1 0 = 104
c
T= 2504%0,1 °C
5
Tiempo__ {(min) Glicina__ {10- M)
15 -
30 -
45 19,8
60 210
75 329
90 41,4
105 48,2
120 52,9
135 60,1
150 64,3
165 72,0
180 76,7

Determinacién de V por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V - Tiempo
max max
Pardmeitros Valor ds i-ds
2,03 1,07 1,96
0,422 0,009 0,0i6
max
R= 00998 N = 10
DS = 1210
P = 42E-11I
vV = 4,10E-01 + 2,9E-02 i mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.52. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-8-2.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 618 + 19 mg/l
pH = 7,0 £ 0,1 8 = 104
[
T= 250101 °C
3
Tiempo  {min} Glicing (10 M)

15 .

30 13,2

45 15,8

60 27,3

75 29,9

90 36,6

105 47.3

120 49.6

135 58.8

150 63,3

165 70.8

180 R

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds Lds
A -1,21 1,53 2.8
v 0,436 0,014 0,026

max

R= 099% N = 10
DS = 1953
P = 1,5E-09

¥V = 42301 <+ 39E-02 p mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.53. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-8-3.
[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 618 + 19 mg/l
pH= 70+ 0,1 8 = 104
[
T = 250+ 0,1 °C
§
Tiempo _(min) Glicina __ (10-M)
15 -
30 -
45 19,8
60 30,1
75 37.9
90 44,6
105 50,7
120 57.3
135 59,2
150 65,9
165 72,6
180 83,5

Determinacién de V por regresidn fineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V. + Tiempo
max max
Pardmeiros Valor s 1-ds
3,92 2,18 4,00
0,429 0,018 0,033
max
R= 0993 N = 10
DS = 2466
P = 1,1E-08
V =  4,16E-01 + 45E-02 1 mel Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.54. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-8-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/l §8T= 663 £ 14 mg/l
pPH= 70101 8 = a4
<
T= 250+ 0,1 °C
3
Tiempo _{min) Glicina___ (10- M)
15 -
30 29,5
45 385
60 47,8
75 71,1
20 85,7
105 96.0
120 103,3
135 114.,6
150 1194
i65 144,9
180 -

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Fardmetros Valor ds 1ds
4,49 4.29 7.87
0,827 0.040 0,074
max
R= 0,991 N = 10
DS = 5,485
P = 33E-08

v 748E-01 <+ 8,3E-02 1 mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.55. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-8-5.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 663 + 14 mgll
pH = 7.0 £ 0,1 8 = 14 d
c
T = 25,0+ 0,1 *°C
5
Tiempo (min Glicina i¢-M

15 -

30 20,3

45 36,3

60 48,0

75 62,3

90 73,6

105 84,1

120 96,1

135 106,7

150 126,9

165 -

180 -

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmeiros Valor ds Lds
-2,86 2,15 4,00
0,840 0,022 0,041
max
R=09% N= 9
DS = 2,547
P = 2,2E-09

vV = T,60E-01 <+ 5.3E-02 W mol Glicina/mg SST+ h

max,e
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Tabla 3.6.56. Influencia de la edad del lodo activado en su activided engmdtica.
Experimento; HG-8-6.

[8] = 6000 mpg Gelatina/l SST = 663 + 14 mg/l
pH = 7,0 £ 0,1 6 = 144
c
T= 250 + 0,1 °C
H
Tiempo _{min} Glicina__ (10 - M}
15 -
30 -
45 329
60 52,8
75 56,7
90 71,3
105 88,3
120 99,1
135 110,3
150 -
165 --
180 -

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
it

ax max
Pardmetros Valor ay {-ds
-3,31 3,95 7.68
0,849 0.042 0,08t
max
R= 0994 N = 7
DS = 3,39
P = 5,3E-06

V = 768E-01 + 9,0E-02 u mol Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.57. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-9-1.

[S] = 6000 mg Gelatina/l 88T= 659 + 16 mg/l
pH = 7.0 £ 0,1 8 = 104d
€
T = 250+ 0,1 °C
5
Tiempo (min) Glicina __(10- M)

15 .

30 12,5

45 18,1

60 29,1

75 17

90 44,1

105 53,9

120 59,3

135 67,0

150 70,0

165 79.9

180 86,5

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valoy ds 1ds
A -1.70 1,46 2,65
0,497 0.013 0,023
max
R = 0,997 N = 11
DS = 1,958
P = 2,3E-11

V = 45301 x 32602  pmol Glicina/mg SST- h
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Tabla 3.6.58. Influencia de la edal del lodo en su activided endmdtica.
Experimento: HG-9-2.

{S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 659 1+ 16 mg/l
pH= 7,01 0! B = 104
¢
T = 25,0+ 0,1 °C
£
Tiempo _{min) Glicing (10 - M)
15 -
30 15.4
45 222
60 .-
75 .
90 48.6
105 54,9
120 59,8
135 71,2
150 754
165 82,8
180 90,9

Determinacién de V. por regresi6n lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmelros Valoy ds 1 ds
A 0,97 1,42 2,64
0,502 0,012 0,021
max
R= 0998 N = 9
DS = 1,677
P = 8,7E-10
' V = 4,58E01 + 3,1E-02 H mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.59. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.
Experimento: HG-9-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l S§T= 659 1+ 16 mg/l
pH=  70x 0,1 8 = 104
Cc
T= 250+ 01 °C

5
Tiempo _{(min) licina 10-

15 -

30 15,4

45 21,3

60 29,4

75 38,8

20 45,1

105 52,4

120 57,9

135 . 66,3

150 72.8

165 T7.9

180 .

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V. Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds Lods
A 1.56 0,96 1,77
v 0,474 0,009 0,017

max

R = 0,999 N = 10
DS = 1,233
P = 2,0E-11

vV = 431E-01 + 2,6E-(2 p mol Giicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.60. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdrica.
Experimento: HG-9-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/) SST= 610+ 13 mg/l
pH = 7,0 £ 0,1 6 = 14 d
¢
T= 250% 0,1 °C
5
Tiempo (min) Glicina (16~ M)

15 -

30 24,0

45 342

60 42,9

75 54,9

90 -

105 76,1

120 88,9

135 959

150 106,8

165 1254

180 1324

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Yalor ds Lds
0,48 1,82 3.34
0.729 0.016 0.028
max
R= 0998 N = 0
DS = 2,429
P = 4,7E-11

vV = TATE01 + 44E-02 W mol Glicina/mg SST- h

max,c
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Tabla 3.6.61. Influencia de la edad del lode activado en su actividad endmdtica.
Experimento: HG-9-5.

[§] = 6000 mg Gelatina/ S8ST= 610+ 13 mgl
pH = 7,0 £ 0,1 0 = 14 d
¢
T= 250+ 0,1 °C
s
Tiempo _(min} Glicina___(10-M)
15 12,4
30 228
45 339
60 -
75 548
90 62,1
105 75,0
120 854
135 96,7
150 107.4
165 -
18C 128.3

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor s tods
A 1,57 0,70 1,28
0,702 0,006 0,012
max
R = 1000 N = 10
DS = 1,049
P = 6,0E-14

VvV = 6,9E-01 <+ 2,7E-02 1 mol Glicina/mg §ST - h

max,e
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Tabla 3.6.62. Influencia de la edad del lodo activado en su actividad enzimdtica.

Experimento: HG-9-6.

{51 = 6000 mg Gelatina/l §§T= 6101+ 13 mgi
pH = 7.0+ 0,1 0 = 1w1d
<
T = 25,0 ¢ 0,1 °C
3
Tiempo (min} Glicina (10 M)
15 .
30 214
45 29,8
60 -
75 52,5
%0 61,7
105 75.6
120 82,9
135 95.3
150 101,6
165 113,7
180 126,8

Determinacion de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
m

ImAaX ax
Pardmetros Valor ds Lds
A -0,14 1,36 2,5
0,697 0,011 0,021
max
R= 0,999 N = 10
Ds= 1713
P = 58E-12

vV = 685E-01 <+ 3,6E-02 p mol Glicina/mg SST - h

max.e
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IIL.6.4. Efectos de los iones metdlicos Cu(ll) y Zn(1).

La cuarta etapa de la experimentacion corresponde al estudio del efecto de los
iones de los metales pesados cobre y cinc, de forma individual y en mezclas, sobre la

actividad enzimatica de los lodos activados.

Los ensayos se han llevado a cabo a 25°C de temperatura, a distintos valores de pH,
y con lodos de 10 y 14 dias de edad. Tanto las concentraciones de Cu(1l) como de Zn(II)
ensayadas han sido de 1, 5, 10, 20, y 40 mg/l; y, las mezcias de 1-40, 5-20, 10-10, 20-5
y 40-1 mg/l de Cu(Il) y Zn(1l), respectivamente.

Las tablas 3.6.63 a 3.6.68 recogen los resultados obtenidos en un experimento de
control, en ausencia de metal, y en 5 experimentos realizados en presencia de diferentes
concentraciones de Cu(Il) a pH 6. De forma analoga, las tablas 3.6.69 a 3.6.74 recogen

los obtemdos a pH 7, y, las tablas 3.6.75 2 3.6.80 los llevados a cabo a pH 8.

Los resultados obtenidos, también con lodo de 10 dias de edad y en presencia de
cinc se muestran en las tablas 3.6.81 a 3.6.86 para pH 6, en las tablas 3.6.87 a 3.6.92 para
pH 7 y en las tablas 3.6.93 a 3.6.98 para pH §.

Por su parte, los resultados de los experimentos con lodo de 10 dias de edad en
presencia de mezclas de cobre y cinc a pH 6 se muestran en las tablas 3.6.99 a 3.6.104, a

pH 7 en las tablas 3.6.105a3.6.110 y a pH 8 en las tablas 3.6.111 a 3.6.116.

Por ultimo, se realizaron dos series de ensayos para comparar la inhibicién
originada por el cobre y el cinc sobre la actividad enzimatica de los lodos activados de 10
y 14 dias de edad, a pH 7 v temperatura de 25°C. En las tablas 3.6.117 a 3.6.122 se
presentan los resultados experimentales de la primera de estas series, que consta de dos
grupos de 3 experimentos realizados cada uno de ellos con un tipo de lodo, el primero de
los experimentos de cada grupo corresponde a un experimento de control, en ausencia de

metal, el segundo en presencia de 20 mg/l de Cu(Il) y el tercero en presencia de 20 mg/1
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de Zn(Il); la segunda serie de ensayos, cuyos resultados se muestran en las tablas 3.6.123
a3.6.128, son una réplica de la primera y se realizo con objeto de confirmar los resultados

experimentales obtenidos en aquélla.
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Tabla 3.6.63. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll) (pH=6).
Experimento: HG-10-1.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 963 + 22 mg/l
pH= 60+ 0,1 6 = 104
[+]
T= 250+ 0,1 °C [Cu] = 0 mg/l
5
Tiempe _(min}) Glicina _(10-M
15 -
30 19,5
45 25,5
60 43,2
75 41,4
90 60,7
105 62,0
120 78,0
135 82,6
150 .
165 --
180 -

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmetros Valor ds {-ds
A 0,55 4,02 7,62
\Y 0,619 0,045 0,085
max
R= 0985 N = g
DS = 4,37
P =9 1E-06

V = 385E01 =+ 62E-(02 U mol Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.64. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll) (pH=6).
Experimento: HG-10-2.

(S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 963+ 22 mg/t
pH = 60+ 0,1 6 = 110d
[+
T= 2504 0,1 °C [Cu] = 1 mgl
5
Tiem min Glicina (10 - M)

15 11,9

30 17,9

45 30,3

60 43,3

75 52,4

90 59.8

105 67,7

120 -

135 -

150 990

165 109.0

180 117,0

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds tds
1,67 1,17 2.14
v 0,647 0,011 0,020
max
R= 10,59 N = 10
DS = 1,89
P = 7,5E-12

V = 403E01 + 22E02 p mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.65. Actividad endmdtica del lodo activado en presencia de Cu(Il) (pH=0).

Experimento:

HG-10-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 963 + 22 mg/l
pH = 6,0 + 0,1 8 = 10 4
c
T= 250+ 01 °C [Cu] = 5 mgll
5
Tiempo__(min) Glicina {10-M)
15 -
30 16,6
45 234
60 31,3
75 37,6
90 45,7
105 57,8
120 63,9
135 74,4
150 --
165 -
180 99.9
Determinacién de V. por regresién lineal de los dalos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds L ds
-2,43 1,32 2,46
0,563 6,013 0,024
max
R = 099%8 N =
DS = 1,711
P = 8,2E-10
V = 350E01 2,3E-(2 4 mol Glicina/mg SST- h

max.c
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Tabla 3.6.66. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll) (pH=6).
Experimento; HG-10-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 963 + 22 mgll
pH = 6,0+ 0,1 6 = 10 d
<
T= 250+ 0,1 °C {Cu] = 10 mg/l
5
Tiempo _(min) Glicina _ (10-M)
15 11,2
30 18,1
45 249
60 33,7
15 43,1
90 48,8
105 61,1
120 65,2
135 73,8
150 81,5
165 -
180 -

Determinacién de V por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V  + Tiempo
max max

Pardmeltros Valor ds t-ds
A 2,41 0,95 1,75
v 0,530 0,010 0,019

mAax

R= 0,999 N = 10
DS = 1,3%4
P =2,1E-11

V = 330E-0] =+ 19E-02 " mol Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.67. Actividad engmdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll) (pH=6).
Experimento: HG-10-5.

[S1= 6000 mg Gelatina/l SST = 963 + 22 mg/l
pH= 601 0,1 8 = 104
c
T= 25,0 £ 0,1 °C [Cu] = 20 mg/l
H
Tiempo _ (min) Glicina___ (10-M)

15 -

30 11,0

45 224

60 21,3

75 sz

S0 37,7

105 46,2

120 55,5

135 62,9

150 66,1

165 75,7

180 79,5

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V  + Tiempo
max

max
Pardmeiros Valor ds tds
A -1,89 1,89 3,43
\'% 0,463 0,016 0,030
max
R = 094 N = 1]
DS = 2,584
P = 44E-10

= 2,88E-01 + 2,5E-02 H mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.68. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll) (pH=6).
Experimento: HG-10-6.

(8] = 6000 mg Gelatina/l SST= 963 £ 22 mg/l
pH= 60101 6 = 10d
[+
T= 2504+ 0,1 °C [Cu} = 40 mg/l
5
Tiempo _{min) Glicina (10 M)

15 8.6
30 9.8
45 --
60 31,2
75 -
90 384
105 49.0
120 52,0
135 57,0
150 65,9
165 79,6
180 §2.9

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds Lds
A -0,56 2,39 4,38
0,457 0,020 0,037
max
R= 10992 N = 10
DS = 3415
P = [,6E-08

V = 285E01 4+ 3,0E02 U mol Glicina/mg S8T - h

max.¢
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Tabla 3.6.69. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(Il) (pH=7).
Experimento: HG-11-1.

[S] = 6000 mg Gelatina/l §§T = 939 + 20 mg/l
pH= 7,0+ 01 8 = 104
[
T= 250+ 0,1 °C [Cu] = 0 mgll
$
Tiempo _(min) Glicina (10~ M)

15 122

30 23,9

45 36,3

60 48.8

75 59,2

90 73.5

105 83,5

120 92,4

135 -

150 114,4

165 1292

180 139,9

Determinacidn de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds 1-ds
A 1,75 0,93 1,68
v 0,767 0,009 0,016
max
R= 0999 N = 11
DS = 1,502
P =14E-14

V = 49%E01 + 2,E-02 W mol Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.70. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll) (pH=7).
Experimento: HG-11-2,

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 939 + 20 mg/l
pH= 70+ 0] b = 104
[
T= 250+ 01 °C [Cu] = 1 mg
5
Tiempo_ (min) Glicina 10-M
15 11,5
30 26,8
45 38,9
60 44.0
75 57,1
90 69,4
105 -
120 87,2
135 99,9
150 118,0
165 --
180 -

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmetros Valor ds Lo ds
A 2,21 217 4.03
0,740 0,024 0,044
max
R= 0,9% N = 9
DS = 3,170
P = 8,7E-09
V = 473E0 <+ 38EQ02 w mol Glicina/mg SST - b

max,e
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Tabla 3.6.71. Actividad enzdimdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll) (pH=7).
Experimento: HG-11-3.

{S) = 6000 mg Gelatina/i SST = 939 + 20 mg/i
pH = 7.0 £ 0,1 6 = 104
[
T= 250+ 01 °C [Cu] = 5 mgl
5
Tiempo (mnin) Glicina  (10-M)

15 11,6

30 25,1

a5 34,9

60 43,6

75 58,3

90 66,7

105 72,5

120 89,1

135 -

150 -

165 .

180 -

]

A+V - Tiempo

Determinacién de V. por regresidn lineal de los dates cinéticos:  Glicina
max max

Pardmetros Valor ds ids
2,57 1.89 3.58
0,706 0,025 0,047
max
R= 10,99 N= 8
Ds = 2,427
P = 1,3E-07
vV = 45iE01 + 4,0E-02 b mol Glicina/mg SST - h

max.c
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Tabla 3.6.72. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(Il) (pH=7).
Experimento: HG-11-4,

[S]= 6000 mg Gelatina/l SST= 939 % 20 mg/l
pH= 7010, B = 104
[
T= 250%01 °C [Cul= 10 mg/l
3
Tiempo__ (min) Glicina  (10-M)

15 8,7

30 20,7

45 31,0

60 .

75 -

90 58,3

105 67.2

120 79.2

135 -

150 93,9

165 101.0

180 11,0

Determinacién de V por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max hax

FPardmetros Valor ds i-ds
A 2,39 1,39 2,58
v 0,611 0,012 0,023

max
R= 1099 N = 9
DS = 2,056
P = 3.2E-10

¥V = 3.90E-01 £ 2,3E-02 ¢ mol Glicina/myg SST ' h

max,e
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Tabla 3.6.73. Activided enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll} (pH=7).
Experimento: HG-11-5.

8} = 6000 mg Gelatina/l S5T= 939 + 20 mg/l
pH= 7,0+ 0,1 B = 104
[
T= 250+ 0,1 °C [Cu] = 20 mg/l
5
Tiempo  (min) Glicina a0 M

15 58

30 13,5

45 21,1

60 323

75 41,2

20 4.2

105 57,1

120 594

135 70,1

150 "

165 -

180 91,3

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V  + Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds t-ds
-0,90 1,43 2,62
0.520 0,015 0,027
max
= 0,997 N = 10
DS = 2,227
P =4,1E-10
V = 333E0 <+ 2,4E-02 H mol Glicina/mg SST - b

max,e
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Tabla 3.6.74. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(Il) (pH=7}.
Experimento: HG-11-6.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 939 + 20 mg/l
pH = 7,0 £ 0,1 8 = 104
<
T= 250+0,1 °C [Cul= 40 mgl
5
Tiempo__ (min) Glicina 10:-M
15 -
30 21,2
45 30,7
60 349
75 38,5
S0 53,2
105 63,9
120 -
135 -
150 -
165 89,6
180- 95,9

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds - ds
A 6,01 2,40 4,54
\Y 0,506 0,022 0,043

max

R= 0994 N = 8
DS = 3,226
P = 5,0E-07

V =  324E-01 + 34E-02 § mol Glicina/mg SST - b

max.c
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Tabla 3.6.75. Actividad enzimdtica de! lode activado en presencia de Cu(ll) (pH=38).
Experimento: HG-12-1.

"[8] = 6000 mg Gelatina/l SST= 6% t 15 mgl
pH= 804+ 0,1 8 = 104
[
T= 250401 °C {Cul = 0 mgh
5
Tiempo___(min} Glicina__ {10- M}
15 -
30 --
45 --
60 28,7
75 36,8
90 48 9
105 578
120 62,3
135 67,7
150 75,3
165 81.4
180 88,0

Determinacién de V por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A+ V + Tiempo

max max
Pardmetros Valor ds L ds
2.94 2,79 5.2
0,482 0,022 0,041
max
R= 10993 N = 9
DS = 2,574
P = 1,1E-07

V o= 416E01 + 4,dE-02 B mol Glicina/mg SST - h

mMax.r
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Tabla 3.6.76. Actividad enzimdtica del lode activado en presencia de Cu(ll) (pH=38).
Experimento; HG-12-2,

{§] = 6000 mg Gelatina/l SST = 6% + 15 mg/l
pH = 8,0 + 0,1 8 = 10d
[
T= 250+ 01 °C [Cu) = 1 mgl
5
Tiewpo _(min) Glicina__ (10 M)

15

30 -

45 -

60 -

75 -

90 47,1

105 52,3

120 64,3

135 66,7

150 74,1

165 81,4

180 91,2

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
maXx max

Pardmetros Vaior ds 1-ds
3,78 31,54 6,88
v 0,477 0.026 0,050
max
R = 0‘993 N = 7
Ds = 2,033
P = 8,2E-06
vV = 4,12E1 4+ 52E02 ¢ mol Glicina/mg SST- h

max,e
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Tabla 3.6.77. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(Il) (pH=38).
Experimento: HG-12-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 694 + 15 mg/l
pH = 8,0 + 0,1 0 = 10 d
<
T = 250+ 0,1 °C [Cu) = 5 mgll
5
Tiempo _{min) Glicina 10-M
15 -
30 -
45 -
60 -
75 -
20 473
105 53,2
120 63,0
i35 68,5
150 78,5
165 85,0
180 89,6

Determinacidn de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V * Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds - ds
A 3,09 2,61 5.06
0,490 0,019 0,037
max
R= 093 N = 7
DS = 1,496
P = 1,6E-06
Vv = 4,24E-01 + 4,1E-02 i mol Glicina/mg SST-h

ax.c
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Tabla 3.6.78. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll) (pH=38).
Experimento: HG-12-4.

[8] = 6000 mg Gelatina/l SST= 694 £ 15 mg/l
pH= 801+ 01 0 = j04d
[+
T= 2504+ 0,1 *°C [Cu) = 10 mg/l
s
Tiempo __(min) Glicina 10- M)
15 13.2
30 24.3
45 232
60 33,8
75 39,7
90 49,7
105 493
120 6372
135 67,5
150 -
165 87.0
180 .

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds 1ds
5,49 22 4,06
v 0,471 0,023 0,042
max
= 0,990 N = 10
DS = 3339
P = 3,5E-08
V = 4,07E-01 + 4,5E-02 U mol Glicina/mg SST - h

max.c
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Tabla 3.6.79. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(ll) (pH=38).

Experimento: HG-12-5.

{S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 694 + 15 mg/l
pH = 8,0+ 0,1 0 = 10 &
c
T= 2504 0,1 °C [Cu] = 20 mgfl
s
Tiempo (min) Glicina ___ (10- M)
15 -
30 -
45 -
60 24.0
75 30.6
%0 41,1
105 47,7
120 53,1
135 58,4
150 64,4
165 77,6
180 79.1

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A+ V + Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds Lds
A -2,94 2,46 4,58
v 0,465 0,020 0,036
max
R 0,994 N = 9
Ds 2,268
P = 5.8E-08
V = 4,02E-01 + 4,0E-02 H mol Glicina/ing SST- k

max.c
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Tabla 3.6.80. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Cu(1l) (pH=S).
Experimento: HG-12-6.

[S]= 6000 mg Gelatina/ SST = 694 &+ 15 mg!
pH= 801 0,1 6 = 104
c
T= 250101 °C [Cu] = 40 mg/l
5
Tiempo _(min) Glicina (10- M)
15 .
30 10,1
45 18,7
60 -
75 35,7
90 43,6
105 49,3
120 52,3
135 60.4
150 74,8
165 78,1
180 86.4

Determinacién de V. por regresi6n lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds tds
-3,67 2,00 3,67
0,499 0.017 0,031
max
R= 099 N = 10
DS = 2,519
P = 1,8E-09

¥V = 431E01

max.e

+

3,6E-02 v mol Glicina/mg SST - b
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Tabla 3.6.81. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(ll) (pH=6).
Experimento: HG-13-1.

[S}= 6000 mg Gelatina/l SST = 935+ 20 mg/l
pH= 60101 8 = 104
<
T= 250% 01 °C [Zn] = 0 mgl
L
Tiempo__(min) Glicina __(10- M)

15 -

30 .

45 230

60 29,7

75 39,3

90 48,0

105 58,0

120 65,7

135 72,3

150 77,6

165 90,7

180 -

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds Lds
A 2,09 1,68 3,12
AY 0,554 0,015 0,028
max
R= 09597 N = 9
DS = 1,744
= 2,8E-09
Y = 355E-01 + 2,6E-02 4 mel Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.82. Actividad endmdtica del lodo activado en presencia de Zn(1l) (pH=6).
Experimento: HG-13-2.

[S]= 6000 mg Gelatina/l SST= 935+ 20 mg!
pH= 601 0, B = 104
[
T= 2501+ 0,1 °C [Zn] = 1 mg/l
5
Tiempo __(min) Glicina__(10- M)

15 -

30 12,8

45 243

60 29,6

75 42,0

90 50,6

105 56,7

120 64,1

135 77,6

150 83,4

165 21,1

180 93,8

Determinacién de V por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V. + Tiempo

max max
Pardmetros Valor ds Lds
A -1.53 1,93 3,49
v 0,557 0,017 0,030
max
R = 0,99 N = 11
DS = 2,631

P = 9,8E-11

vV = 3L57TE-01 +  2,7E-2 ¢ mol Glicing/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.83. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zr(II) (pH=6).

Experimento:

HG-13-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 935+ 20 mgll
pH = 6,0+ 0,1 B = 104
[+
T= 250+ 0,1 °C [Z2n] = 5 mgfl
5
Tiempo (min) Glicing _ (10- M)
15 -
30 10,0
45 20,0
60 31,6
75 351
90 4.5
105 52,7
120 65,3
135 74,5
150 72,8
165 81.8
180 92,7

Determinacién de V. por regresifn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds tods
-3,43 2,40 4,35
0,536 0,021 0,038
MAX
R = 0,993 N = 1n
Ds = 3,282
P =99E.10
V = 34E01 <+ 32E02 p mol Glicina/mg SST - h

nax,e
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Tabla 3.6.84. Actividad enzdmdtica del lodo activado en presencia de Zn(ll) (pH=6).
Experimento: HG-13-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SsT= 9354+ 20 mgl
pH = 6,0 + 0,1 8 = 10d
c
T= 250+ 0,1 °C [Zn]) = 10 mg/l
5
Tiempo___ (min} Glicina___ (10- M)
15 -
30 -
45 24,5
60 332
75 53
90 490
105 49,8
120 57,2
135 69.6
150 -
165 84.8
180 -

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V. Tiempo

max max
Pardmetros Valor ds L-ds
1,32 3.04 5,76
v 0,494 0,029 0,054
max
R = 10950 N = 8
Ds = 3,032
P = 2,4E-06

V = 317E-01 £ 4,2E-02 H-mol Glicina/mg S8T-h

max.e
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Tabla 3.6.85. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(1l) (pH=06).
Experimento: HG-13-5.

() = 6000 mg Gelatina/] SST = 935+ 20 mg/l
pH = 60+ 0,1 0 = 104
[
T= 250%01 °C [Zn) = 20 mg/l
L9
Tiempo _(min} Glicina___ (10- M)

15 -

30 . -

45 -

60 -

75 40,7

90 50,7

105 52,8

120 62,9

135 63,9

150 72,2

165 84,9

180 89.7

Determinacién de V por regresion lineal de los datos cinéticos; Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmetros Valor ds ds
6,42 3,86 7,31
0,457 0,029 0,055
max
R = 0988 N = 8
DS = 2,839
P = 4,3E-06

V = 293E-01 £+ 4,2E02 U mol Glicina/mg SST - h

max.&
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Tabla 3.6.86. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(II} (pH=6).
Experimento: HG-13-6.

[S] = 6000 mg Gelatina/l : SST= 935+ 20 mg/l
pH = 6,0 + 0,1 B = 104
[}
T = 250+ 0,1 °C [Zn] = 40 mg/l
5
Tiempo __ (min) Glicina (10- M)
15 9,3
30 16,4
45 19.4
60 28,2
75 -
90 -
105 422
120 57.6
135 63,6
150 60,9
165 73.8
180 70,8

Determinacign de V. por regresi6n lineal de los datos cinétices: Glicina = A + V.« Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds tds
3,60 2.67 4,88
0,404 0,023 0,042
max
R= 0987 N = 10
DS = 4,110
P = 1 ,2E-07

vV =  2,59E-01 + 3,3E-02 K mol Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.87. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(Il) (pH=7).
Experimento: HG-14-1.

[S1= 6000 mg Gelatina/l SST = 955 + 20 mg/l
pH = 7.0+ 0,1 B = 104d
[
T= 250+ 0,1 °C [Zn] = 0 mg/l
5
Tiempo _ (min Glicina___(10- M)
15 -
30 21,7
45 33,6
60 434
75 54,1
90 64,0
105 -
120 872
135 100,0
150 110,9
165 N7
180 -

Determinacion de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V - Tiempo
max max
Eardmetros Valgy ds t-ds
0,14 1.26 2,34
0,725 0,012 0,022
max
R = 099 N = 9
DS = 1,603
P = 7,9E-11

V = 4,56E-01 <+ 2,4E-02 ¢ mol Glicina/mg S8T- h

max,¢
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Tabla 3.6.88. Actividad endmdtica del lodo activado en presencia de Zn(ll) (pH=7).
Experimento: HG-14-2.

{S]= 6000 mg Gelatina/l S85T= 955 + 20 mgi
pH = 7,0 £ 0,1 6 = 10d
[+
T= 2504+ 01 °C [Zn] = 1 mgll
]
Tiempo__ (min) Glicina {10- M)
15 --
30
45 --
60 40,8
75 55.1
90 64,0
105 --
120 84,0
135 954
150 -
165 119,8
18Q 129.5

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds I-ds
-1,91 1,77 343
0,730 0,014 0,027
max
R= 0999 N = 7
DS = 1,569
P = 5,1E-08
V = 45E0 <+ 27E-Q1 H mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.89. Actividad endmdtica del lodo activado en presencia de Zn(II) (pH=7).

Experimento: HG-14-3.

[S]= 6000 mg Gelatina/l SST= 955+ 20 mg/l
pH= 70+ 01 8 = 104
c
T= 250+ 0,1 °C [Zn] = 5 mgli
5
Tiempo__(min) Glicina __{10- M}
15 -
30 --
45 36,4
60 43,8
75 54.4
90 62,1
105 75,4
120 88,1
135 96,1
150 1081
165 115,2
180 128.6

Determinacién de V por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max maXx
Pardmetros Valoy ds iods
2,97 1.63 2,98
0,692 0,014 0,025
max
R = 0,998 N = 10
DS = 1,840
P = 23E-l!
vV = 435E061 + 2,5E-02 y mo! Glicina/mg SST- b

wax,e
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Tabla 3.6.90. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(1l) (pH=7).
Experimento: HG-14-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/) SST = 955 + 20 mg/
pH = 7+ 0,11 8 = 10 d
c
T = 25+ 0,1 °C [Zn] = 10 mg/l
5
Tiem {min} Glicina __ (10-M)
15 -
30 -
45 -
60 39,1
15 52,8
90 64.9
105 63,3
120 78,2
135 84.5
150 94.0
165 105.1
180 -

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V - Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds 1-ds
A 6,51 4,21 7,98
0,589 0,036 0,068
max
R= 0,989 N = 8
DS = 3478
P = 3,2E-06

vV = 3, 70E-01 <+ 5,1E-02 H mo} Glicina/mg SST-h

max,e
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Tabla 3.6.91. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(II} (pH=7).

Experimento: HG-14-5.

[§] = 6000 mg Gelatina/l SST = 955 + 20 mg/l
pH = 7,0+ 0,1 8 = 10 d
[
T= 2504 0,1 °C [Zn] = 20 mg/l
5
Tiempo (min) Glicina (10- M}
1s -
30 -
45 -
60 -
75 48,3
90 52,3
105 66,4
120 71,4
135 82,2
150 .-
165 97.3
180 .

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmeiros Valor ds t-ds
4,76 1,74 7,53
0,564 0,031 0,063
max
= 0,994 N = 6
DS = 2,280
P = 6,0E-05
vV = 35501 + 4,7E-02 ¢ mol Glicina/ing 88T -k

max,e
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Tabla 3.6.92. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn{II) (pH=7).

Experimento: HG-14-6.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 955 + 20 mg/l
pH= 70z 0,1 B = 104
c
T= 250% 01 °C [Zn} = 40 mg/l
5
Tiempo ___(min) Glicina (10 M)
15 -
30 13,
45 23,1
60 29.4
75 339
90 52,1
105 56.4
120 61,9
135 749
150 -
165 88.8
180 --

Determinacién de V por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds Lds
-3,83 239 4,44
0,567 0,024 0,044
max
R = 0,99 N= 9
DS = 2,954
P = 5,7E-08
vV = 3,57E-01 4+ 3,5E-02 W mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabia 3.6.93. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(Il) (pH=38).
Experimento: HG-15-1.

{S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 862 + 20 mg/l
pH = 8,0+ 0,1 8 = 10 d
<
T= 250+ 0,1 °C [Zn] = 0 mgl
s
Tiempo  (min) licina _ (10-M
15 7.7
30 204
45 385
60 471
75 60,1
90 62,6
105 76,4
120 69,6
135 846
150 96,0
165 106,9
180 1141

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V - Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds 1ds
6,67 3,58 6.43
0,602 0,032 0,058
max
R= 0986 N = 12
Ds = 5817
P = 4,5E-09
V = 4,19E-01 + S5,0E-02 K mol Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.94. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(II) (pH=8).
Experimento: HG-15-2.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 862 £ 20 mg/l
pH= 80z 0,1 6 = 104
c
T= 250+ 0,1 °C {Zn] = 1 mgll
s
Tiempo (min) Glicina __ (10- M)
15 10,0
30 25,9
45 32,3
60 -
75 53,8
920 60,8
105 79,7
120 89,8
135 923
150 94.8
165 113,3
180 112,9

Determinacién de V.  por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V - Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds tods
5,47 3,43 6.2}
0,636 0,030 0,055
max
R= 10,990 N = 11
Ds = 5267
P = 5,6E-09

V = 44E01 =+ 4,8E-02 4 mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.95. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(II) (pH=38).
Experimento: HG-15-3.

(8] = 6000 mg Gelatina/] §5T = 862 + 20 mg/l
pH= 80+ 0,1 8 = 104
[
T= 250%01 °C Zn)= 5 mgA
' F
Tiempo _ (min) Glicina (10-M)

15 5,0

30 18,8

45 32,2

60 399

75 51,2

90 62,1

105 77.0

120 82,2

135 85,7

150 872

165 105,0

180" 108,38

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max ) max
Lardmeiros Yalor ds  tds
A 2,94 3,30 5,92
v 0,615 0,030 0,054
max
R= 0,988 N = 12
DS = 5,358
P = 1,6E-09
YV = 42801 + 4,7E-02 H mol Glicina/mg 58T - h

wax,e
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Tabla 3.6.96. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(Il) (pH=8).
Experimento: HG-15-4,

[S) = 6000 mg Gelatina/l SST = 862 + 20 mg/l
pH = 8,0+ 0, 6 = 104
4
T= 250% 0, °C (Zn)= 10 mg!
L]
Tiempo _ (min} Glicina___(10- M)

15 55

30 14,7

45 27,1

60 34,2

75 442

90 557

105 64,3

120 74,3

135 79,8

150 89.6

165 98,1

180 109,7

Determinacién de V por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmetros Valar ds Lds
A 2,38 1,01 1,82
v 0,620 0,005 0,016
max
R= 0,59 N = 12
DS = 1,643
P = 1,2E-14

VvV = 432E01 + 2I1E-02 ¢ mo! Glicina/ing SS8T - h

max,e
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Tabla 3.6.97, Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn{ll) (pH=38).
Experimento: HG-15-5.

[S1= 6000 mg Gelatina/l SST= 862+ 20 mg/l
pH= 80+ 0, 8 = 104d
<
T= 250+01 °C (Zn])= 20 mg/
&
Tiempo __(min) Glicina__ (10-M)_

15 -

30 -

45 23,2

60 35.2

75 47,2

90 53.8

105 70,1

120 68,9

135 75.6

150 87.1

165 97.8

180 -

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V * Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds L-ds
0.73 3,79 7.05
0,584 0,034 0,063
max
R= 00988 N= 09
‘DS = 3936
P = 54E-07
Y = 4,07E-01 + 5,3E-02 H mol Glicina/mg SST- h

max.e
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Tabla 3.6.98. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de Zn(1l) (pH=8).
Experimento: HG-15-6.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SS5T = 862 + 20 mg/l
pH = 8,0 £ 0,1 6 = 10 d
[
T= 250+ 01 °C (Zn] = 40 mgl
5
Tiempe (min) Glicina {(10-M)
15 52
30 15,6
45 25,9
60 40,4
75 46,3
90 .
105 -
120 75,8
135 79,7
150 86,4
165 102,8
180 105,9

Determinacion de V. por regresidn lineal de los dates cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmeziros Valor ds t-ds
-0,92 2,09 3,83
0,608 0,019 0,034
max
R = 09% N = 10
DS = 331712 N =
P = §,1E-10

Y = 4,24E-01 + 3,3E-02 v mol Glicina/mg SST -h

max,e
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Tabla 3.6.99. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(ll)
y Zn(Il) (pH=6).

Experimento: HG-16-1.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 1.024 + 21 mg/l
pH= 601 01 8 = 104d
[
T= 250+70,1 °C [Cu] = 0 mgi
[Zn] = 0 mgl
5
Tiempo _{min) Glicina___ (10-M)
15 11,6
30 23,0
45 -
60 39,9
75 52,5
90 58.4
105 66,3
120 76,4
135 91.6
150 97.5
165 105,7
180 117,6

Determinacidn de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V  Tiempo
max max
Pardmertros Valor ds Lds
2,64 1,37 2,49
0,632 0,012 0,022
max
R= 0,998 N = 1
DS = 2,048
P = 1,6E-12
vV = 37IE-01  2,iE-Q2 H mol! Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.100. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(ll)

¥ Zn(ll} (pH=6).
Experimento; HG-16-2,

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 1.024 £ 21 mg/l
pH=  60% 0,1 B = 104
c
T= 250+ 0,1 °C [Cul = 40 mg/l
[Zn] = 1 mgll
5
_Tiempo__(min} Glicina __{10- M)
15 -
30 13,8
45 15,7
60 24,3
75 38,0
%0 40,5
105 49.0
120 60.2
135 60,9
150 70,3
165 827
180 85,8

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds Lds
A -3,71 2,13 3.86
0,504 0,08 0,034
max
R= 0994 N = 1l
DS = 2,908
P = 5,8E-10
vV = 295E01 <+ 2,6E-02 v mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.101. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezcias de Cu(II)
y Zn(Il) (pH=6).

Experimento: HG-16-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/} SST = 1.024 + 21 mg/l
PH= 601 01 B8 = 1wa
<
T= 250%01 °C fCul = 20 mg/l
{Zn] = 5 mgi
5
Tiempo (min) Glicing  (10-M)
15 -
30 -
45 23,9
60 28,6
75 8.2
90 45,8
105 48,6
120 --
135 66.6
150 -
165 82,9
180 93,0

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds 1-ds
A -1,05 1,95 3,70
v 0,510 0,017 0,032
max .
R = 0,997 N = 8
DS = 2,182
P = 8,5E-08
=  2,99E-0I <+ 2,5E-02 u mol Glicina/mg SST- h

max.e
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Tabla 3.6.102 Actividad engimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(ll)
¥ Zn(1l) (pH=6).

Experimento: HG-16-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 1.024 + 21 mg/l
pH= 604 0,1 6 = 104d
c
T= 250+ 0,1 °C [Cu] = 10 mg/l
[Znlj= 10 mgl
I3
Tiempo _(min) Glicina (10 - M)
15 104
30 20,6
45 232
60 28,8
75 40,3
g0 47,3
105 54,3
120 61,3
135 -
150 -
165 .-
180 g2.0

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max 9

max
Pardmeiros Valor ds rds
2,65 1,24 2,28
0,492 0,013 0,024
max
R= 10997 N = 9
Ds= 1,915
P = 28E-09

YV = 288E01 + 2,0E-02 ¢ mol Glicina/mg 8ST- b

max,ec
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Tabla 3.6.103. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(Il)

y Zn{I) (pH=6).
Experimento: HG-16-5.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 1.024 + 21 mg/l
pH = 6,0 + 0,1 6 = 10 d
<
T = 25,04+ 0,1 °C {Cu] = 5 mg/l
{Zn] = 20 mg/l
s
Tiempo___(min) Glicina __ (10- M)
15 -
30 -
45 16,2
60 28,5
75 394
920 --
108
120 -
135 66,9
150 74.3
165 79,4
180 91,7

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds 1 ds
3,64 2.69 523
v 0,521 0,001 0,041
nax
R = 09% N = 7
DS = 2,848
P = 2,1E-06
V =  3,05E-01 + 3,E-02 ¢ mo! Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.104. Actividad enzdmdtica del lodo activado en presencin de mezclas de Cu(ll)
y Zn(Il) (pH=6).

Experimento: HG-16-6.

8] = 6000 mg Gelatina/l SST = 1.024 + 21 mg/l
pH= 601 0, 8 = 104
c
T= 250+ 0,1 °C [Cu] = 1 mgl
{Zn] = 40  mg/l
s
Tiem min Glicina (10- M)
15 -
30 8,3
45 19,1
60 28,9
75 -
90 427
105 549
120 58.5
135 66,1
150 74,1
165 798
180 91,8

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V. + Tiempo
max max

Pagdmetros Valor ds - ds
4.79 1.68 3,08
0.530 0,014 0,026
max
R= 0997 N= 10
DS = 2,189
P = 2,9E-10

vV = 310E-01 + 22E02 K mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.105. Actividad enzimdtica del lodo activade en presencia de mezclas de Cu(ll)
y Zn(Il) (pH=7).

Experimento: HG-17-1.

[S]= 6000 mg Gelatina/l SST= 956 + 20 mg/
pH = 7.0 + 0,1 8 = 10 d
[
T= 250 + 0,1 °C [Cu = 0 mgl
[Zn]= 0 mg/l
5
Tiempo  (min) Glicina 16-M
15 10,6
30 23,1
45 36,0
60 46.4
75 56,2
90 65,2
105 77.7
120 84.5
135 98,9
150 112,5
165 121,0
180 1314

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
ma ]

x max
Pardmetros Valor ds 1 ds
1,38 1,10 1,98
0,724 0,010 0,018
max
= 099 N = 12
DS = 1,793
P = §2E-15

V = 4,54E-01 <+ 2,lIE-02 ¢ mol Glicina/mg SST - h

max.¢
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Tabla 3.6.106. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(ll)
y Zn(1l) (pH=7).

Experimento: HG-17-2.

[S]= 6000 mg Gelatina/l SST= 956 £ 20 mg/l
pH = 7,0 + 0,1 0 = 10 4
c
T= 250+ 0,1 °C [Cul= 40 mg/l
[Zn] = 1 mgl/l
£
Tiempo _ (min) Glicina___(10- M)
5 -
30 -
45 25,5
60 29
75 46,8
90 49.3
105 57.9
120 72,0
135 75,2
150 91,1
165 28|
180 98.3

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A+ V - Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds tds
A 1,25 302 5,53
v 0,559 0,025 0,046
max
DS = 3,414
P = 1,7E-08
V = 351E-01 + 3.6E-02 K mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.107. Actividad endmdtica del lodo acrivado en presencia de mezclas de Cu(ll)
¥y Zn(ll) (pH=7).

Experimento: HG-17-3,

[S] = 6000 mg Gelatina/] §ST = 956 + 20 mg/l
PH= 70+ 0,1 8 = 104
<
T= 25040, °C [Cu] = 20 mg/l
{Zn] = 5 mgit
5
Tiempo _ (min) Glicina __(10-M
15 -
30 13,8
45 18,1
60 --
75 37,6
90 47.5
105 54,4
120 67,1
135 69,0
150 85,0
165 88,2
180 --

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetras Valor ds 1 ds
-5.40 2,30 4,27
0.578 0,021 0,039
max
R = 0,99 N = 9
DS = 2,707
P = 2,0E-08

¥ =  363E-01 + 32E02 v mol Glicina/mg SST * h

max,e
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Tabla 3.6.108. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(ll)

y Zn(ll) (pH=7).
Experimento: HG-174.

[S} = 6000 mg Gelatina/l 88T = 956 + 20 mg/l
pH= 702 0,1 8 = 104
c
T= 2504 0,1 °C {Cuj = 10 mg/l
[Zn] = 10 mg/l
s
Tiempo (min) Glicina (10- M)
15 -
30 17.8
45 27,8
60 40,5
75 44 .3
90 51,3
105 67,2
120 71,1
135 77.4
150 87,5
165 98,7
180 109,6

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmelros Valor ds t-ds
A 1,32 1,97 3,57
v 0,588 0,017 0,031
max
R = 099 N = 11
DS = 2,692
P =74E-1]
V =  3J69E01 + 2,7E-02 W mol Glicina/mg SST-h
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Tabla 3.6.109. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(lIl)
y Zn(1D) (pH=7).

Experimento: HG-17-5.

{S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 956 + 20 mg/l
pH= 70101 B = 104
[}
T= 2504+ 0,1 °C {Cu] = 5 mg/l
[Zn] = 20 mg/t
s
Tiempo (min) Glicina 0-M
15 -
30 18,1
45 28,0
60 37,7
75 --
90 53,6
105 -
120 77,1
135 87.0
150 92.5
165 103.7
180 110,8

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V + Tiempo
max ax

Pardmetros Yalor ds 1-ds
-0,33 1.42 2,65
0.627 0,012 0,022
max
R = 0,99 N = 9
Ds= 1,828
P = 2,3E-10
V =  39E0 + 2,2E02 ¢ mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.110. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(Il)
y Zn(Il) (pH=7).

Experimento: HG-17-6.

(8] = 6000 mg Gelatina/l SST = 956 + 20 mg/l
pH= 70+ 01 8 = 104
c
T= 250+01 °C [Cu] = 1 mgll
{Znj= 40 mgh
5
Tiempo (min} Glicina (10 - M)
15 -
30 -
45 -
60 36,1
75 -
%0 56,2
105 59,7
120 72,7
135 778
150 87.5
165 102,2
180 108,9

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor dy i-ds
A 0.54 331 6,28
0,606 0,025 0,048
Mmax
R= 0995 N = 8
DS = 2,676
P = 3,5E.07

¥V = 380E-01 + 38E-02 b mol Glicina/mg 88T - h

max.e
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Tabla 3.6.111. Actividad enzZimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(ll)
y Zn(Il) (pH=38).

Experimento: HG-18-1.

[S]= 6000 mg Gelatina/] §ST= 993+ 21 mgil
pH = 8,0 + 0,1 8 = 10 4
[
T= 25,0+ 0,1 °C [Cu] = 0 mgl
[Zn] = 0 mg/l
5
Tiempo (min Glicina___(10- M)
5 --
30 18,6
45 25,5
60 355
75 441
90 59,4
105 66,5
120 76.7
135 84,4
150 96,6
165 102,8
180 --

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds Lds
2,21 1,52 2,78
v 0,648 0,014 0,026
max
R= 0998 N = 10
Ds = 1,942
P = 6,0E-11

V = 392E0 + 24EQ b mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.112. Actividad endmdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(ll)
y Zn(1l) (pH=28).

Experimento: HG-18-2.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 993+ 21 mg/l
pH = 8,0 £ 0,1 6 = i0d
c
T= 250+401 °C [Cu] = 40 mg/l
[Zn] = I mgll
5
Tiempo _ {min) Glicina _(10-M
15 89
30 15,6
45 27,1
60 37.5
75 43,3
90 55,9
105 -
120 --
135 84,2
150 91.8
165 100,6
180 -

Determinacidn de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds ids
A -1,27 0,94 1,75
v 0,623 0,009 0,018

max

R= 0,999 N = 9
DS = 1451
P = 5,0E-11

v = 376E-01 + 19E-02 K mol Glicina/mg 88T+ h

max.e
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Tabla 3.6.113. Actividad engdmdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(ll)

y Zn(Il) (pH=8).
Experimento: HG-18-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 993 + 21 mgh
pH= 80+ 01 6 = 10d
c
T= 250+ 0,1 °C [Cu]l = 200 mg/l
[Zn] = 5 mg/
$
Tiempo _{min) Glicina (10- M)
15 8.8
30 223
45 28,1
60 40,1
75 47,2
90 59,1
105 699
120 -
135 -
150 96,0
165 107,1
180 1155

Determinacién de V. por regresi6n lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V  Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds Lds
0,75 0,95 1,74
0,641 0,009 0,016
max
R = 099 N = 10
DS = 1,537
P = 1,5E-12
VvV = 388E-01 + 1,8E-Q2 H mo) Glicina/mg SST-h
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Tabla 3.6.114. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(Il)
y Zn(Il) (pH=38).

Experimento: HG-18-4.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 993 + 21 mg/l
pH = 8,0+ 0, 0 = 10 d
[4
T= 250+ 0,1 °C [Cu] = 10 mg/l
[Zn] = 10 mg/l
E
Tiempo _(min) Glicing _ (10-M)
15 -
30 -~
45 33,7
60 455
75 49,1
S0 62,8
105 -
120 81,1
135 91,2
150 103,1
165 -
180 121.4

Determinacién de V. por regresitn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max

Pardmetros Valor oy Lds
A 376 1,84 3,49
0,652 0,016 0,030
max
R= 0,998 N = 8
DS = 1,983
P = 1 4E-08
V = 394E-01 + 2,6E-02 p mol Glicina/mg SST - h

max.e
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Tabla 3.6.115. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(ll)
y Zn(1l) (pH=38).

Experimento: HG-18-5.

[S]= 6000 mg Gelatina/l SST = 993 + 21 mg/l
pH = 8,0 + 0, 8= 104
c
T= 250+0,1 °C [Cu] = 5 mg/l
[Zn] = 20 mgl
L]
Tiem in} Glicina 14-M
15 -
30 26,1
45 30,0
60 45,5
75 53,0
90 63.8
105 68.8
120 84,2
135 88,7
150 -
165 .
180 -

Determinacion de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmetros Valor ds 1-dy
A 5,79 2,55 4,84
v 0,627 0,029 0.054
max
= 0,994 N = 8
DS = 2776
P = 58E-07
¥V = 3ME0 =+ 4,1E-02 ¢ mol Glicina/mg S8T - h

max,c
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Tabla 3.6.116. Actividad enzimdtica del lodo activado en presencia de mezclas de Cu(Il)
¥y Zn(Il) (pH=8).

Experimento: HG-18-6.

[S] = 6000 mg Gelatina/l S8T = 993 + 21 mg/i
pH = 8,0 + 0,1 6 = 10d
c
T= 250+ 01 °C [Cu] = 1 mg/
[Zn} = 40 mg/l
E
Tiem (min) Glicina (16~ M)
15 --
30 18,5
45 26,2
60 -
75 -
90 549
105 62,5
120 78,5
135 82,4
150 85,3
165 104,4
180 109,8

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V - Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds Lds
-1,27 2.00 3.73
0,631 0,016 0.030
nax
R = 0,998 N = 9
DS = 2,367
P =20E-09

Y = 382E01 <+ 2,6E-(2 K mol Glicina/mg SST- h
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Tabla 3.6.117. Comparacién emtre la inhibicién enzimdtica causada por el Cu(ll)
y el Zn(11) sobre lodo de 10 dias de edad.

Experimento: HG-19-1.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 695+ 19 mgil
pH= 7,040, 8 = 104
3
T= 250+ 0,1 °C [Cu] = 0 mgl
[Zn]) = 0 mg/l
5
Tiempo (min) Glicina i0-
15 -
30 13,7
45 21,6
60 318
75 40,4
90 48,7
105 54 .4
120 63,5
135 -
150 77,0
165 85,8
180 20,5

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetrgs Valor ds {ds
0.20 1,25 2,2
\Y 0.515 0,011 0,020
INAX
R= 0,998 N = 10
Ds= 1,702
P =49E-11
vV = 445801 <+ 3,0E-02 p mol Glicina/mg SST- h

max.e
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Tabla 3.6.118. Comparacién entre la inhibicién enzdmdtica causada por el Cu(ll)
y el Zn(II) sobre lodo de 10 dlas de edad.

Experimento: HG-19-2,

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 695 + 19 mg/l
pH= 7010, 8 = 104
4
T= 2504%0,1 °C [Cul= 20 mgl
L]
TFiempo  (min) Glicina _ (10~ M)
15 "
30 11,8
45 15,7
60 21,7
75 30,4
90 337
105 39,7
120 -
135 48,5
150 550
165 60,5
180 66,8

Determinacién de V. por regresién lineal de los dalos cinéticos: Glicina = A + V  + Tiempo
max max
Pardmeiros Valor ds 1 ds
A 0,68 0,87 1,6
v 0,364 0,008 0,014
max
R= 0,998 N = 10
DS = 1,191
P = 4,0E-1]
3,15E-01 + 2,1E-02 W mot Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.119. Comparacidén entre la inhibicién endmdtica causada por el Cu(Il)

y el Zn(II) sobre lodo de 10 dias de edad.

Experimento: HG-19-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 695 & 19 mg/
pH = 701 0,1 = 10 d
T = 2504+ 0,1 °C [Zn] = 20 mg/
$
Tiempo _(min) Glicing ___ (10- M)
15 -
30 11,9
45 17.5
60 27,4
75 323
90 ic.4
105 46,9
120 54,0
135 57.3
150 61,6
1685 71,2
180 77.4

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds Lds
-0,44 1,32 2.4
0,432 0,011 0.021
max
= 0,997 N = Il
DS = 1,806
P = 3,3E-1]
vV = 3,73E01 + 2,BE-02 1 mol Glicina/mg §ST - h
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Tabla 3.6.120. Comparacién entre la inhibicién enzimdtica causada por el Cu(ll)
y el Zn(I) sobre lodo de 14 dias de edad.

Experimento: HG-194.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SS§T= 651 £ (4 mg/l
pH= 70+ 0,1 6 = 144
c
T= 250+ 0,1 °C [Cu = 0 mgll
[Zn]= 0 mgl
5
Tiempo _(min) Glicing _ (10- M)
15 -
30 19,9
45 27,2
60 42.0
75 49,9
90 61,9
105 732
120 £6,0
135 9.4
150 105,0
165 114,3
180 -

Determinacién de V. por regresidn lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Papdmetroy Valor ds rds
21,28 1,43 2,62
0,711 0.013 0,025
max
R= 1099 N = 10
Ds = 1,827
P = 1,8E-11

Y = 6.56E-01 1+ 3,7E-02 ¥ mel Glicina/mg 8§87 - h

max,<
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Tabla 3.6.121. Comparacién entre la inhibicién enzimdtica causada por el Cu(ll)
y el Zn(ll) sobre lodo de 14 dias de edad.

Experimento: HG-19-5.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 651 £ 14 mgll
pH = 7.0+ 0.1 0 = 14 d
<
T= 2504+ 0,1 °C [Cu) = 20 mg
s
Tiempo _ (min} Glicina (10 - M)
15 58
30 15,3
45 202
60 27.4
75 40,9
90 48,1
105 50,0
120 58,8
135 70,3
150 -
165 79.5
180 §9.3

Determinacién de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds ds
-0,45 1,60 2,89
0,501 0,015 0,027
max
R = 0,99 N = 1l
DS = 2,570
P =99E-11

V = 462E01 + 3,5E02 ¢ mol Glicina/mg SS§T- h

max.e
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Tabla 3.6.122. Comparacion entre la inhibicién enzimdtica causada por e Cu(Il)
y el Zn(II) sobre lodo de 14 dias de edad.

Experimento: HG-19-6.

[S]= 6000 mg Gelatina/l SST= 651 + 14 mg/
pH = 7+ 01 B8 = 144
C
T = 251 0,1 °C [Zn)= 20 mgl
5
Tiempo (min) Glicina 10-
15 -
30 -
45 21.8
60 34,6
75 39.4
90 48,0
105 63.2
120 64.9
135 68.3
150 80.5
165 —
180 99.6

Determinacion de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds tds
A -0.55 3,13 5,81
\'% 0,547 0,027 0,05]
max
R = 0991 N = 9
DS = 3400
P = 1,9E-07
YV = S505E-00 <+ 58E02 K mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.123. Comparacién entre la inhibicién enzimdtica causada por el Cu(lIl)
y el Zn(II} sobre lodo de 10 dias de edad.

Experimento: HG-20-1,

[S) = 6000 mg Gelatina/l SST = 661 + 20 mg/l
pH = 7,0 + 0,1 6 = 104
<
T= 2504 0,1 °C [Cu] = 0 mgll
{Zn] = 0 mgA
$
Tiempo _(min) Glicina  (1¢- M)
15 -
30 11,5
45 21,7
60 26,4
75 35,7
90 42,0
105 453
120 56,3
135 63,9
150 689
165 772
180 82.9

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Valor dys £ ds
A 0,75 0,84 1,52
v 0,471 0,007 0,013
max
R= 099 N = 11
DS = 1,147
P = 2,6E-13
vV = 4,28E-01 + 2,5E-02 d mol Glicina/mg SST - h

max,e
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Tabla 3.6.124. Comparacibn entre la inhibicién enzimdtica causada por el Cu(Il)
y el Zn(Il) sobre lodo de 10 dias de edad.

Experimento: HG-20-2.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST = 661 + 20 mg/]
PH = 7,0 + 0,1 6 = 10 d
. [
T= 2501 0,1 °C |Cu] = 20 mg/
3
Tiempo (min} licina 10
15 -
30 12.3
45 18,5
60 26,9
75 28,2
90 34,3
105 -
120 455
135 —
150 —
165 56,5
180 62,1

Determinacién de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max nax
Pardmetros Valor ds Lds
4,79 1,38 2.62
0,322 0,013 0.024
max
R= 0995 N = 8
D§s = 1,85] '
P = 2,5E-07
vV = 29FE0 + 3,lE-02 ¥ mol Glicina/mg SST - h
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Tabla 3.6.125. Comparacién entre la inhibicién enzimdtica causada por el Cu(ll)
y el Zn(II} sobre lodo de 10 dias de edad.

Experimento: HG-20-3.

[S] = 6000 mg Gelatina/l 88T = 661 £ 20 mg/l
pH=  70z% 01 8 = 104
c
T= 250+ 0,1 °C (Zn]= 20 mgl
5
Tiempo _(min) Glicina (10 M)

15 -

30 -

45 18,1

60 235

75 -

90 35,0

105 41,0

120 45,5

135 51,6

150 -

165 62,1

180 67,8

Determinacidn de V. por regresion lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V. Tiempo
max max

Pardmetros Valor ds Lds
1,73 0,37 0,69
0,368 0,003 0,006
max
R = 1,000 N = 8
DS = 0,379
P = 2,1E-11

V = 33E-01 + 1.5E-02 u mol Glicina/ing SST-h

max,e
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Tabla 3.6.126. Comparacién entre la inhibicién enzimdtica causada por el Cu(ll)
y el Zn(Il) sobre lodo de 14 dfas de edad.

Experimento: HG-20-4.

(8] = 6000 mg Gelatina/] SST = 6104+ 13 mg/l
pH = 7.0 + 0,1 6 = 14 d
]
T= 250+ 0,1 °C [Cul = 0 meht
{Zn] = 0 mg/d
5
jempo__ (min Glicina __ (10- M)
15 --
30 --
45 26,9
60 41,6
75 51.5
90 61,8
105 78,9
120 85,1
135 87,2
150 106,7
165 111,6
180 118,8

Determinacién de V por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo

max max
Pardmetros Valor ds
A 0,85 3,66
v 0,677 0,030
max
R= 10992 N= 10
DS = 4,142
P = 1,7E-08

V =  665E-01 + 6,9E-02

max, ¢

¥ me] Glicina/ing SST - h
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Tabla 3.6.127. Comparacién entre la inhibicién enzimdtica causada por el Cu(Il)
y el Zn(IT) sobre lodo de 14 dias de edad.

Experimento: HG-20-5.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 610¢ 13 mgl
pH = 7,0 + 0,1 B = 144
[+
T= 250% 0,1 °C (Cul= 20 mgl
s
Tiempo (min}) Glicina (10 - M)

15 -

30 -

45 18,6

60 27,3

75 30,5

20 423

105 49.6

120 50,3

135 57,8

150 70,4

165 78,2

180 81,9

Determinacién de V por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max
Pardmetros Valor ds t-ds
-2,83 2,52 4,61
v 0477 0,021 0,038
max
R= 0992 N = 10
DS = 2,846
P = 1,4E-08
V = 4,69E01 + 4,8E-02 ¢ mol Glicina/mg §ST - h

max,e
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Tabla 3.6.128. Comparacidon entre la inhibicién enzimdtica causada por el Cu(Il)
y el Zn(H) sobre lodo de 14 dias de edad.

Experimento: HG-20-6.

[§] = 6000 mg Gelatina/l SST= 610+ 13 mgfl
pH = 7+ 0,1 6 = 1ud
[
T = 25+ 0,1 °C {Zn]) = 20 mg/l
5
Tiernpo _(min) Glicina 10-M

15 -

30 18,1

45 332

60 354

75 41,1

90 55,8

105 68,9

120 80,2

135 85,5

150 90,8

165 91,9

180 97,3

Determinacion de V. por regresién lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V- Tiempo
max max

Pardmetros Yalor ds tds
5,55 4,12 7,46
0,552 0,036 0,065
max
R= 0982 N = ]I
Ds = 5,625
P = §,8E-08

vV = 542E-01 £ 7,6E-02 p mol Glicina/mg SST ' h

max,ec
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IV. INTERPRETACION Y DISCUSION DE RESULTADOS.
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IV.1. Seleccidon del sustrato y de su nivel de saturacion.

Los resultados experimentales obtenidos en el estudio de la influencia del tipo y
concentraciéon de sustrato sobre la actividad enzimatica del lodo activado (apartado
[11.6.1), serecogen, graficamente, en las figuras 4.1, para el caso de la caseina, y 4.2, para

el de la gelatina.

En la primera, manteniendo constante la concentracion de lodo activado, la
concentracion de grupos amino libres, expresado como concentracion en mol/l de glicina,
crece al incrementarse el tiempo de reaccion y la concentracién de caseina, lo que
demuestra el aumento de la velocidad de hidroélisis, tal y como predice el modelo cinético
representativo de este tipo de reacciones. Se alcanza el maximo para una concentracion de
caseina de 4.000 mg/l, a partir de la cual la velocidad de hidrolisis se hace independiente

de dicha concentracion, por lo que se trata de la de saturacion,

Por su parte, el analisis de los resultados correspondientes a la hidrélisis de la
gelatina con concentraciones entre 2.000 y 10.000 mg/l, manteniendo la de lodo activado
en 983+1% mg SST/], indica un comportamiento similar al descrito para la caseina; sin

embargo, en este caso, la concentracion de saturacion del sustrato se sitia en 6.000 mg/1.

Para justificar la seleccion del sustrato y del nivel de concentracion definido en los
ensayos posteriores de este trabajo de investigacion, se han representado y ajustado por
regresion lineal los datos cinéticos correspondientes a las concentraciones de saturacién
de los dos sustratos calculandose, ademas, las velocidades méaximas especificas de
hidrolisis (V. ).

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 4.3 asi como en las tablas 4.1 y
4.2. El analisis de estos resultados pone de manifiesto el buen ajuste de los datos
experimentales al modelo lineal seleccionado, con valores del coeficiente de correlacion
de 0,998 significativos a P<10™™, lo que confirma la tesis defendida en esta memoria segiin

la cual la valoracion de los grupos amino libres de los péptidos producidos como
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intermedios de reaccion en la hidrélisis de las proteinas puede ser utilizada para determinar
la actividad de las proteasas bacterianas y, por tanto, la del propio lodo activado. Por otra
parte, la velocidad maxima especifica de hidrdlisis de la caseina se sitia en 0,203+0,011
umol Ghcina/mg SST-h frente a los 0,459+0,023 pmol Glicina/mg SST-h que
corresponden a la de la gelatina. Es decir, la utilizacion de gelatina como sustrato implica
mayor sensibilidad del método propuesto para el seguimiento de la actividad del lodo

activado.

En consecuencia, para todos los experimentos posteriores de este trabajo de
investigacion se utilizard como sustrato gelatina a una concentracion de 6,000 mg/l y lodo
activado en concentracién siempre inferior a 1 g SST/l, con objeto de asegurar la

saturacion de los enzimas por el sustrato.
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Figura 4.1. Hidrélisis de caseina con 900 + 21 mg SST/ de lodo activado de 10 dias de edad a pH=7y T=25°C.
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Tabla 4.1. Resultados de la regresion lineal de los datos cinéticos de hidrélisis
de 4.000 mg/1 de caseina por 900 + 21 mg SST/I de lodo activado de 10 dias de
edad.

Glicina (10° M) = A + V_.. - Tiempo(min)
Parametro Valor ds tosio " ds
A 0,65 0,55 1,00
Voo 0,304 0,005 0,010
R=0,998 ,N=11
DS=0,879
P=7,8E-13

Tabla 4.2, Resultados de 1a regresién lineal de los datos cinéticos de hidrolisis
de 6.000 mg/l de caseina por 983 + 19 mg SST/I de lodo activado de 10 dias de
edad.

Glicina (10° M) = A + V__ - Tiempo (min)

Parametro Valor ds tosq  ds
A 1,04 1,42 2,55
Vinax 0,753 0,013 0,023
R=0,998 ,N=12

SD= 2,304

| P=5,1E-14
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IV.2. Influencia del pH y de la temperatura.

Con los resultados obtenidos en la fase experimental del estudio de la influencia
del pH y de la temperatura sobre la actividad enzimatica de los lodos activados (apartado
I11.6.2.) se han confeccionado las tablas 4.3, y 4.4., y las figuras 4.4. y 4.5. en las que se
presentan las velocidades maximas especificas de hidrolisis de gelatina correspondientes

a cada una de las condiciones del medio ensayadas.

En lo que se refiere al pH la curva de actividad, figura 4.4, expresada como V
frente al pH, presenta un perfil acampanado que demuestra que la actividad del enzima es
maxima cuando el pH es de 7; por encima y por debajo de este valor se aprecia la
disminucién de la actividad enzimatica de las proteasas del lodo activado. Mientras que

pasar de pH 7 a 8,5, supone una reduccidon mediadela V,_,, , del 16%, el pasar de 7a 5,5

max.e
lo supone del 42%; es decir, el medio acido inhibe en mayor medida que el medio basico
la actividad enzimatica de los lodos activados, lo que se corresponde con lo expuesto en
la parte tedrica de esta memoria sobre la incidencia del pH en los sistemas biologicos de

depuracion,

Por lo que respecta a la temperatura, el andlisis de los resultados pone de
manifiesto que la actividad enzimatica aumenta al incrementarse la temperatura en todo
el intervalo ensayado, triplicaindose la actividad enzimatica aproximadamente por cada

10°C de aumento de temperatura.

Puede afirmarse, en consecuencia, que el pH Optimo para la actividad enzimatica
de las proteasas bacterianas es 7; ademas, la velocidad maxima especifica de la reaccion
de hidrolisis de la gelatina por el lodo activado aumenta al hacerlo la temperatura entre 10°

y 35°C.



Tabla 4.3. Resultados experimentales del estudio del efecto del pH sobre 1a hidrélisis de 6.000

mg/l de gelatina por lodo activado de 10 dias de edad.

Condiciones
EXP. | experimentales SST Voo
(mg/) (10*mol O matnin) | (uemol Glicingig SST)
| o |70 | \
| e | ss | | o288 & 0012 | o258 + o019 |
| nea2 | 6o | | 0330 + 0021 | 0296 = 008 |
| HG13 | 70 | 670 % 2L | o476 + 0021 | 0426 + 0032 |
| Ho-i4 | 80 | | o400 + 0024 | o366 & 0033 |
| Hets | 85 | | oses + 002 | 0345 & 0057 |
| no21 | ss | | o341 £ o020 | 0253 £ oozt |
| ne22 | 60 | | o2 £ 00a | 033 x 0019 |
| ne23 | 70 | 807 £ 19 | o613 + ood0 | 0456 + 0040 |
| ue2a | 80 | | oses + 0027 | 0419 + 0030 |
| Ho2s | &8s | j | o520 £ 035 | 0393 + op3s |
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Figura 4.4. Influencia del pH en la actividad enzimatica del lodo activado de 10 dias de edad.
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Tabla 4.4. Resultados experimentales del estudio del efecto de la temperatura sobre la hidrolisis de 6.000 mgA
de gelatina por lodo activado de 10 dias de edad.

[ Condiciones _
EXP. experimentales SST Vou Vioace Ve
_ P . - .
{mg/) (10°mol Glicina/l-min) (umol Glicina/mg SST-h)
E
HG-3-1 | oz £ 003 | oi4 + o015 |
HG-3-2 0 | oas2 £ 0020 | omm2 oz 00 | g3
o33 |, 0 4 19 [ o1ss = o016 | o1 0018 |
HG-3-4 | 0952 £ 006 | 0827 0046 |
HG-3-5 35 | o9m s 0037 | osa + 0056 | (g
HG-3-6 | o973 + 0015 | o846 + oos |
HG-4-1 | 0239 + 008 | 0205 £ 0020 |
HG-4-2 15 l 0227 + 0,023 l 0,194 + 0025 l 0,203
o4 |y o s 17 ) 0247 009 ] o021+ o030 |
HG-d-4 | 0e92 + 006 | osm & oo |
HG-4-5 30 | oess + 0085 | aseo = 0086 | gsvs
| HG-46 | | oes2 + 0030 | ose3 & oo |
HG-5-1 | oms + 00 | o3 o+ oo |
HG-5-2 20 | o048 x 006 | 0354 £ 0029 | o33
Ho-s3 | g 7o & 1o | 041 =002 | o033 x oo |
HG-5-4 i 0610 + 0038 | o042 + ooz |
HG-5-5 25 | 0642 + 0078 I 0,508 + 0074 l 0,497
HG-5-6 | o634 + 0000 | oso1 x opas |
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IV.3. Influencia de la edad del lodo.

Con los resultados experimentales obtenidos en el estudio de la influencia de 1a
edad del lodo sobre su actividad enzimdtica, recogidos en el apartado II11.6.3., se ha
confeccionado la tabla resumen 4.5., en la que se presentan las velocidades maxima y
maxima especifica de hidrdlisis de los ensayos realizados a pH 7 y temperatura de 25°C

con lodos activados de 10 y 14 dias de edad.

Para realizar la interpretacidn y discusién de estos resultados, se ha elaborado la
tabla 4.6, en la que se recogen los valores medios de las velocidades maximas especificas
de hidrélisis dentro de cada serie de ensayos, representativas de la actividad enzimatica del
lodo activado. Se advierte la existencia de una actividad enzimatica diferente segin sea la
edad del lodo: con lodo de 10 dias de edad la V,, . media se sitda en 0,430 pmol
Glicina/mg SST'h, mientras que con lodo de 14 dias ésta alcanza los 0,714 pmol
Glicina/mg SST-h.

Con el objetivo de confirmar esta situacion se ha realizado el andlisis de la varianza
de los datos de 1a tabla 4.6, cuyos resultados se resumen en la tabla 4.7, y de cuyo analisis
se deduce que, como la media de cuadrados entre los ensayos con lodo activado de edades
diferentes (1,619:10") es mucho mayor que la media de cuadrados debida al error
(7,19:10") es improbable que las medias de 1a V. de ambos lodos sean iguales. Mas
formalmente, es posible calcular el parametro estadistico F de Snedecor (también conocido

como de Fisher), segun el cual

1,618:10"

el 225,09

0 "

y compararlo con el valor tabulado al 95% del nivel de confianza para 1 y 6 grados de
libertad respectivamente (Montgomery, 1991). Como F o, . = 5,99 resulta que es mucho

menor que ¢l valor alcanzado por F,, debe concluirse que las medias de tratamientos
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difieren y, por tanto, la edad del lodo activado afecta significativamente su actividad

enzimatica.

Se explica que la actividad enzimatica del lodo activado no permanezca constante
al variar su edad por la relacion entre microorganimos vivos y muertos en el sistema. El
aumento de la proporcién de microorganismos muertos, al crecer su edad, se debe a que
la disminucion en el caudal de purga de los lodos origina que la pérdida de materiales
inertes y no reproductivos disminuya, produciéndose su acumulacion en el sistema; estos
materiales serian asimilados por los microorganismos vivos a través del metabolismo
endogeno. Asi, al estar constituida dicha materna por sustancias complejas que van a
necesitar de una hidrolisis previa a su asimilacion, la actividad de la enzimas que tomen

parte en esta etapa se verd incrementada.



Tabla 4 .5. Resultados experimentales de los ensayos de hidrélisis de 6.000 mg/l de gelatina por lodo activado
de 10 y 14 dias de edad.

Condiciones experimentales S8T Vo Ve {/m,
EXP. l o l 0 I 6. dins) I (mgA) (10%-mol Glicina/l-min) (umol Glicina/mg SST-h)
HG-6-1 | oss9 + 0063 | 0431 % 0050 |
HG-6-2 o 1779 « 10 | 053 + 003 | oa1s £ 0039 | oa
HG-6-3 , s | os3s + 0023 | oarz = ooz |
HG-6-4 | | o436 + 0021 | 0717 £ ogse |
HG-6-5 e |aes & 22 | oaa6 £ 003 | 073 x 0102 | oo
HG-6-6 | o043 = o025 | o715 + 0085 |
HG-7-1 | os7t o+ 0021 | 0435 + 0026 |
HG-7-2 0 |70 = 19 | oss1 o+ 0022 | 0s2 = 0027 | gue
HG-7-3 , ’s | o567 + 00ss | 0431 = 0052 |
HG-7-4 | 0443 + 0021 | oes0 = o008 |
HG-7-5 1301 & 32 | o047 + 0ms | o687 = 0079 | e
HG-7-6 | 0435 = 0023 | 0667 = 0050 |
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Tabla 4.5. Resultados experimentales de los ensayos de hidrélisis de 6.000 mg/l de gelatina por lodo activado de
10 y 14 dias de edad (Continuacién),

| Condiciones experimentales |

i

EXP. SST v . Voo V...
| pH I T (°C) | 0. (dias) | (mg/) (10*mol Gi'i‘cina/l-min) (emol Glicina/mg SST-h) -

HG-8-1 | o2 + oot6 | o040 x o029 |

l-iG-8-2 10 618 =+ 19 I 0,436 + 0026 | 0,423 = 0,039 l 0,416

HG-8-3 , ’s | o420 + 0033 | o416 + opss |

HG-8-4 | o7 % oo1a | 0748 + oos3 |

HG-8-5 4 less « 1o | o840 = 00m | om0 x 0053 | o750

HG-8:6 | osso = oot | o768 £ ops0 |

HG-9-1 | 0497 + 0023 | 0453 x 0032 |

HG-9-2 0 leso « 16 | os02 = oot | oass 2 0031 | gua

HG93 | s | 0414 2 0017 | 0431 = 0026 |

HG-9-4 | 0729 + 0028 | 0717 = o044 |

HG-9-5 i oo 2 13 | om2 = o0m2 | o0 x 0027 | gge

HG-9-6 | o697 + o021 | oess + 0036 |

SOpE)[NSII AP ugIsnIsIp A uopepadid)ug
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Tabla 4.6. Actividad enzimatica del lodo activado de 10 y 14 dias
(umol Glicina/mg SST-h).

Edad del lodo, dias

de edad expresada como V

max,e

10 14
0,416 0,678
0,419 0,697
0,436 0,722
0,447 0,759
Media 0,430 0,714

Tabla 4.7. Andlisis de varianza de los datos de la tabla 4.6.

Fuente de Suma de Grados de Media de _‘ F,
variacion cuadrados libertad cuadrados |
Edad del lodo 1,619-10"" ] 1,619-10" 225,09
Error 431510 6 7,190-10™
Total 1,662.10" 7 2,374-107
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IV.4. Reproducibilidad de los experimentos.

La investigacion con medios de cultivo mixtos, como son los lodos activados,
sujetos a variaciones significativas en la composicion de sus especies y actividad, segun
sean las condiciones del medio, hace que los resultados obtenidos en momentos diferentes
puedan no coincidir plenamente y, sin embargo, tener validez desde un punto de vista
estadistico. Asi, parece oportuno demostrar la reproducibilidad del procedimiento de
operacidn, antes del estudio de la influencia de factores externos al medio sobre la

actividad de los lodos activados.

Para ello se han utilizado los resultados experimentales obtenidos en el anterior
punto de la memoria, evaluando la precision del método para la medida de la actividad del
lodo activado mediante los coeficientes de variacion (CV) dentro de cada serie de ensayos,
para cada uno de los dos tipos de lodos. Los resultados obtenidos se recogen en las tablas

48y4.09.

El analisis de los coeficientes de variacion pone de manifiesto la excelente
precision del método cuando se realizan ensayos utilizando alicuotas de lodo activado
procedentes de un mismo volumen de purga del tanque de aeracidn de [a planta piloto,
habida cuenta que el valor mas dispar es de un 3,2%. Sin embargo, el método pierde
fiabilidad cuando se comparan los valores medios de los resultados obtenidos con [odos
procedentes de distintas purgas, situacion que se observa con mayor claridad si se realiza
un analisis de la varianza que conduce a los resultados que se recogen en las tablas 4.10.

y4.11.

Si se compara el valor F, obtenido en ¢l caso del lodo de 10 dias de edad con el
valor tabulado de la F de Snedecor al 95% del nivel de confianza para 3 y 8 grados de
libertad respectivamente, se observa que F, = 6,63 es mayor que F,, = 4,07, lo que
indica la existencia de diferencias significativas entre las medias de cada serie de ensayos

con los valores obtenidos dentro de ellas para el nivel de confianza elegido. Esta diferencia
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es cuantitativamente mas significativa en el caso de los ensayos con lodo activado de 14

dias de edad para los que el valor de F,, asciende a 24,26.

Dado que la forma de operacion es la misma en todos los ensayos que
corresponden al trabajo presentado en esta memoria es 16gico suponer que la menor
reproducibilidad del método se debe a la propia variabilidad del sistema objeto de estudio
cuando se utilizan lodos activados procedentes de distintas purgas. Por ello, en la Gltima
etapa de esta investigacion se realizan ensayos comparativos utilizando alicuotas de lodo
procedentes de una misma purga del tanque de aeracion, para minimizar el error debido

al medio de cultivo mixto con €l que se trabaja.
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Tabla 4.8. Actividad enzimética del lodo activado de 10 dias de edad

expresada como V_,_ . (nmol Glicina/mg SST+h).

max,e

Experimento
HG-6 HG-7 HG-8 HG-9
0,431 0,435 0,410 0,453
0,415 0,442 0,423 0,458
0,412 0,431 0,416 0,431

Media 0,419 0,436 0,416 0,447
DS 0,0102 0,0056 0,0065 0,0144
cv® 2.4 1,3 1,6 3,2

Tabla 4.9. Actividad enzimitica del lodo activado de 14 dias de edad

expresada como V__ . (umol Glicina/mg SST-h).

max,e

Experimento
HG-6 HG-7 HG-8 HG-9
0,717 0,680 0,748 0,717
0,733 0,687 0,760 0,690
0,715 0,667 0,768 0,685

Media 0,722 0,678 0,759 0,697
DS 0,0099 0,010l 0,0101 0,0172
cv®? 1,4 1,5 1,3 2,5

® CV = (DS/Media)*100
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Tabla 4.10. AnAilisis de varianza de los datos de la tabla 4.8.

Fuente de Suma de Grados de Media de F,
variacion cuadrados libertad cuadrados
Entre 1,910-10" 3 6,370-10™ 6,63
experimentos
Dentro de los 7,680-10" 8 9,600-10°
experimentos
Total 2,678.10° 11 2,430-10"
Tabla 4.11. Analisis de varianza de los datos de la tabla 4.9.
Fuente de Suma de Grados de Media de F,
variacion cuadrados libertad cuadrados
Entre 1,008-107 3 3,626-10" 24,26
experimentos
Dentro de los 1,19610" 8 1,500-10™
experimentos
Total 1,208.10° 11 1,098:10°
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IV.5. Influencia de los iones metidlicos Cu(Il) y Zn(II).

La ultima etapa de este trabajo de investigacion corresponde al estudio de la
influencia de factores externos al medio sobre la actividad enzimatica de los lodos

activados, como son los iones metalicos Cu(1l) y Zn(II).

Los resultados presentados en el apartado I11.6.4, se resumen en la tabla 4.12 y en

la figura 4.6, para el idn Cu(Il); y, en la tabla 4.13 y en la figura 4.7, para el 16n Zn(II).

En la figura 4.6 sc observa el efecto del cobre sobre la actividad enzimatica del
lodo para los tres niveles de pH ensayados. Destaca que cuando el pH del medio es 8 no
se aprecia efecto alguno sobre la actividad enzimatica del lodo, los valores de la velocidad
maxima especifica de hidrélisis se encuentran siempre dentro del intervalo de confianza
del ensayo de control. Sin embargo, para los otros dos niveles de pH el efecto negativo es
significativo y sigue, en general, la misma tendencia: concentraciones bajas del i16n
metalico, 1 mg/l, no modifican significativamente la actividad enzimatica del iodo,
mientras que concentraciones desde 5 hasta 20 mg/l reducen la velocidad maxima
especifica de hidrdlisis tanto mas cuanto mayor es la concentracion; después, se estabiliza

el efecto.

Por lo que se refiere al zinc, en la figura 4.7 se observa un comportamiento
cualitativo similar al del cobre. En este caso, tampoco a pH 8 se advierte efecto negativo,
pero apHs 6y 7 se aprecia la influencia negativa de este ion metélico sobre la actividad

enzimatica del lodo,

El estudio comparado de las figuras 4.6 y 4.7 muestra la reduccion cuantitativa
similar de la actividad enzimatica provocada por ambos iones a pHs 6 y 8; sin embargo,
a pH 7 se comprueba que el efecto negativo originado por el 16n Cu(ll) es mas acusado

que el ocasionado por el i6n Zn{I]).
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Al objeto de estudiar los posibles efectos sinérgicos entre ambos iones metalicos,
se¢ realizaron los ensayos con mezclas de ambos metales cuyos resuitados se encuentran

recogidos en la tabla 4.14 y en la figura 4.8.

Se aprecia un comportamiento cualitativo similar al observado en el tratamiento
individual de los metales. A pH 7 se observa una ligera disminucion de la actividad del
lodo con las mezclas de metales en las que las concentraciénes de Cu(Il) son mds elevadas;
asi pues, se confirma que el Cu(Il) presenta mayor toxicidad que el Zn(II). También, la
reduccion de la actividad enzimética del lodo es cuantitativamente semejante a la
observada en el tratamiento individual para todas las concentracidnes ensayadas, no

apreciandose ningun efecto sinérgico.

Por tltimo, para determinar el efecto de la edad del lodo sobre la inhibicion
enzimatica se realizaron experimentos con lodos de 10 y 14 dias de edad, en presencia de
concentraciones de 20 mg/l de Cu(ll) o de Zn(lI). Los resultados correspondientes se

presentan en la tabla 4.15 y en la figura 4.9.

Del analisis de estos resultados se concluye que la inhibicidn enzimatica producida
por el ion Cu(ll) es cuantitativamente mas importante gue la producida por el Zn(II), tanto
si se utiliza lodo activado de 10 dias de edad como si se trabaja con lodo de 14 dias. Asi,
la reduccion de la actividad enzimatica es de un 30% en el caso del 1on Cu(ll) y de un 20%
en el del i6n Zn{Il}. Se observa, también, como la reduccion en términos absolutos de la
actividad enzimatica del lodo activado de 14 dias es mas acusada que la del lodo de 10

dias.

La estabilizacién del efecto negativo del Cu(ll) y del Zn(1l) a pH 8 asi como al
aumentar su concentracion en los otros niveles de pH ensayados se explica por su
precipitacidn en forma de hidroxidos y/o fosfatos al sobrepasarse su solubilidad en dichas

condiciones experimentales.



Tabla 4.12. Resultados experimentales de los ensayos de hidrdlisis de 6.000 mg/1 de gelatina por lodo
activado de 10 dias de edad en presencia del ién metalico Cu(II).

I Condiciones experimentales

EXP. | SST v v
| ot | TeO) | 1cu) men) | (me/) (10%mol Glicina/lmin) | (umol Glicina/mg SST-h)

HG-10-1 | o | | o619 + ooss | o385 £ oos2 |
HG-10-2 | I | | 0678 & 0020 | o403 + o022 |
HG-103 | 25 | S| g s o4y | 0563 + 0024 | 0350 + 0023 |
HG-10-4 | 0 | | osio + 0019 | 0330 + o019 |
HG-10-5 | 20 | | o463 + 0030 | 0288 x o025 |
HG-10-6 | w0 | |  oss7 x 0037 | 0285 = 0030 |
HG-11-1 | 0 | | o767 + 0016 | 049 & o021 |
HG-11-2 | r | | 0740 = oo4s | 0473 & 0038 |
-3 | 25 | s | oo+ o0 | 0706 = 007 | 0451 & 000 |
HG-11-4 | w0 | | oot o+ 003 | 0390 & 003 |
HG-11-5 | 2 | |  os20 + 0022 | 0333 + o024 |
HG-11-6 | w0 | | o506 + 0043 | o034 £ 0035 |
HG-12-1 | o | | o4s2 + 00a1 | o416 = 0044 |
HG-12-2 | ] | 0477 + 0050 | o412 x 002 |
HG-123 | g 2 | s or + 15 | 0aw x 007 | om4 x 004t |
HG-12-4 | o | | 0am 002 | 0407 2 opss |
HG-12-5 | 0 | | o0a6s + 0036 | 0402 £ 0040 |
HG-12-6 | o | | 0499 £ 0031 | 0431 % o036 |
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Figura 4.6. Influencia del ion metalico Cu(Il) en la actividad enzimitica del lodo activado de 10 dias de edad.
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Tabla 4.13. Resultados experimentales de los ensayos de hidrolisis de 6.000 mg/l de gelatina por lodo
activado de 10 dias de edad en presencia del ién metalico Zn(1l).

| Condiciones experimentales |

EXP. SST l Ve
| pH | T(C) ] [Zn*] (mg/l) | (tg/l) (10°mol thman min) (umol Glicina/mg SST-h)
HG-13-1 | o | |  o0sse « 0028 | 0355 & 006 |
HG-13-2 | ! | | oss7 & 000 | 0357 & 0027 |
HG-133 | 2 s & 20 | 053 + 0038 | 034 + 0032 |
HG-13-4 | 049 + 0054 | 0317 & o002 |
HG-13-5 ‘ | | 0457+ 0oss | 0293 & ooz |
HG-13-6 | w0 ] | o404 = 00s2 | 0259 & 0033 |
HG-14-1 | o | | | oms s 002 | oase x o024 |
HG-14-2 | ] | 0730 £ 0027 | o4ss x 001 |
HG-143 | 2 | 5l gss w50 | 0692+ 0o | oass o+ 0025 |
HG-14-4 | 0| |  o0ss9 & 008 | 0370 = o005t |
HG-14-5 | 0 | |  osea + 0063 | 0355 + o047 |
HG-14-6 | w0 | | 0567 + 00a | 0357 x 0035 |
HG-15-1 | o | | 0602 + 0058 | o419 = o050 |
HG-15-2 I ! | o066 + ooss | o2 x ooss |
HG-153 | ’ | S| e s o0 | 0sts x00sa | oms o« opsr |
HG-15-4 | 0| | 0 | | o6 £ 006 | o432 + oom |
HG-15-5 | 20 | |  ossa + 0063 | 0407 = 0053 |
HG-15-6 | w0 | | o608 + 0034 | ome £ 0033 |
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Tabla 4.14. Resultados experimentales de los ensayos de hidrolisis de 6.000 mg/l de gelatina por lodo activado de 10

dias de edad en presencia de mezclas de los iones metalicos Cu(Il) y Zn(II).

Condiciones experimentales

EXP. | SST v v
| o1 | Teo) | o) men | z0) ameny | (me/) (10*mol Glicinalmin) | (umol Glicina/mg SST-h)

HG-16-1 | o | o | | o632 x 0022 | 03711 x o021 |
HG-16-2 | w0 | | | os04 + 0034 | 0205 & o026 |
HG-16-3 s 5 | 20 | s | 024 & 31 | o510 2 00322 | 0299 = 0025 |
HG-16-4 I L | 0492 & o024 | o288 + o020 |
HG-16-5 I s | 2 | | os21 + 00m | o305 + 0031 |
HG-16-6 T | o530 = 0026 | o310 x 0022 |
HG-17-1 | o | o | | 0724 £ 008 | o0a4sa £ 0021 |
HG-17-2 | w0 | | | | 0559 = o0e6 | 035t x 003 |
G173 | s Lo | s ] e | osTe w0 | o363+ 0032 |
HG-17-4 | w0 | w0 | | osss o« 003t | 0369 & 0027 |
HG-17-5 | s | 2 | | o627 £ 0022 | 0393 + 002 |
HG-17-6 | | a0 | | o606 + 008 | 0380 + 0038 |
HG-18-1 | o | o | | o648 + 0026 | 0392 & 0024 |
HG-18-2 | a0 | v | o623 £ 008 | 0376 + ooi9 |
HG-18-3 5 55 | 20 | s | 003 & 3] |  os x 0016 | o038 + ooz |
HG-18-4 [ w0 | w0 |  o06s2 = 0030 | 0304 & 0026 |
HG-18-5 [ s | 2 | | o627 = 00sa | 0379 + o041 |
HG-18-6 | ! | | | o631 % 0030 | 0382 x 002 |
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Figura 4.8. Influencia de | as mezclas de los iones metilicos Cu(il) Y Zn(II) en la actividad enzimatica del lodo activado de

10 dias de edad.
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Tabla 4.15. Resultados experimentales del estudio comparativo de la inhibicion causada por los iones metalicos
Cu(IT) y et Zn(l1) sobre la hidrélisis de 6.000 mg/l de gelatina por lodo activado de 10 y 14 dias de edad.

| Condiciones experimentales

EXP. | SST ‘ Vi
pH | T(C) 8. [Cu™] | [Zn™] | (mg/) {10*mol thmaﬂ ‘min) (umol Glicina/mg SST+h)
(dias) | (mg/h [ (mp/)

HG-19-1 | o | o | | o515« 0020 | o445 & o030 |
HG-19-2 o |20 | o | 65 x 40 | 0364 £ 0ma | 0315 & o021 |
HG-193 | 25 | o | 20 | | 0432 % 0021 | 0373 + o002 |
HG-19-4 | o | o | | o7 o+ oo2s | oese + 0037 |
HG-19-5 w | 2o | o | oesi o« o4 | 0501 £ 0027 | o462 £ o035 |
HG-19-6 | o | 20 | | 0547 + 0051 | 0505 + ooss |
HG-20-1 | o | o | | o4mt x 0013 | o428 = 0025 |
HG-20-2 o | 20 b 0 | el & 20 | 0322 2 0024 | 0292 £ 0031 |
HG-20-3 | s | o | 20 | | 0368 + 0006 | 033 = o015 |
HG-20-4 | o | o | | 0677 £ 0030 | oees & 00s9 |
HG-20-5 a |20 ] o | g & 03 | 0417 £ 0038 | o046 = 00as |
HG-20-6 | o | 20 | | 0552 + 0pes | 0542 & 0076 |
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Figura 4.9. Influencia de la edad del lodo en Ia inhibicién enzimatica originada por el Cu(II) y el Zn(Il).
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V. CONCLUSIONES.
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Con los resultados experimentales obtenidos en este trabajo de investigacién, en
el que se propone determinar el grado de actividad de los sistemas de depuracion
bioldgicos siguiendo la reaccion de hidrolisis enzimatica de una proteina de origen natural,

se deducen las siguientes conclusiones:

1.- Queda plenamente demostrada que la determinacidn de la actividad de las
proteasas bacterianas puede ser utilizada como medida de la actividad del lodo
activado, por la excelente reproducibilidad del método cuando se wtiliza como
sustrato gelatina en concentracidn de 6.000 mg/] para concentraciones de biomasa

iguales o inferiores a ! g SST/1, operando a pH 7 y temperatura de 25°C.

2.- La reproducibilidad del método para la determinacion de la actividad
enzimatica es elevada: El valor maximo del coeficiente de variacion ha sido del
3,2%. La precision es mayor cuando se comparan resultados correspondientes a
determinaciones realizadas con muestras de lodo procedentes de la misma purga,

para evitar la variabilidad del complejo cultivo bacteriano con el que se trabaja.

3.- La edad del lodo afecta a la actividad hidrolitica de las proteasas. Los lodos de
mas edad presentan mayor actividad enzimatica como consecuencia de la

asimilacion endogena del protoplasma celular de los microorganismos muertos.

4.- En el intervalo de temperaturas experimentado, 10° a 35°C, las velocidades de

hidrolisis se triplican cada 10°C.

5.- Se ha comprobado que la presencia del Cu(II} y el Zn(11) inhiben parcialmente
la actividad enzimatica de los microorganismos. Son los iones metdlicos solubles
los que provocan el efecto negativo sobre los microorganismos y no sus

compuestos insolubles.
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La inhibicién enzimatica porcentual producida sobre el lodo activado por
ambos iones metalicos es independiente de la edad del lodo, siendo mds importante

el efecto negativo ocasionado por el Cu(ll) que el del Zn(II).
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