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1. INTRODUCCIÓN
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El procesode lodosactivadosesel sistemade tratamientobiológico másutilizado

parala biodegradaciónde lamateriaorgánicapresenteen aguasresiduales,tantourbanas

comoindustriales.Surgióa principiosde siglo al observarseque cualquieraguaresidual

sometidaa aeraciónduranteun períodode tiempo suficientereducíasu contenidoen

materiaorgánica,formándoseala vezun lodo floculento.

El examenmicroscópicodel lodo revelaque estáformado poruna población

heterogéneademicroorganismosquecambiancontinuamenteen funcióndelasvariaciones

del caudal,composiciónde lasaguasresidualesy de las condicionesambientales.Deentre

todoslos gruposdemicroorganismosqueconstituyenel lodo activado,el de lasbacterias

esel másimportanteya queellasson,verdaderamente,las causantesde la asimilacióny

degradaciónoxidativade la materiaorgánicacontaminante.Es evidente,en consecuencia,

que la eficacia del sistema dependedel mantenimiento de la actividad de estos

microorganismos,por lo que es necesariodisponerde métodosprecisos,a la vez que

rápidos, para determinarsu actividad y, por tanto, la de los lodos activados que,

lógicamente,tendráunarelacióndirectacon la eficaciade biodegradacióndel sistema.

Los métodosactualmentedisponiblessebasanen la determinaciónde lavelocidad

de asimilación de oxígenopor los microorganismos,en la concentraciónde adenosín

trifosfatoen los mismoso enla actividadde diversasenzimasclavesparael metabolismo

celular. Los dos primeros,aunquesirven como indicadoresdel grado de actividaddel

procesode lodosactivados,presentanel inconvenientede serlentosy tediosos,a lavez

quenecesitande complejosy costososequiposparala consecuciónde susfines.

Por ello, en los últimos afios se vienen desarrollandométodosbasadosen

determinaciónde la actividad de ciertos enzimasfundamentalesen la asimilación y

degradaciónoxidativa del sustrato: Presentanla ventaja de ser rápidos, sencillos y

económicosen su operación,lo quefacilita larealizacióndemúltiplesensayossimultáneos

paraestudiarel comportamientodel lodo en diferentesregímenesde funcionamientoo en

presenciade ciertoselementosconsideradoscomo tóxicos,lo quepermitiráprofundizar
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enel conocimientocientífico y técnicodel procesoparaadoptarlas medidasque,en cada

casoconcreto,produzcanlas máximaseficaciasde depuración.

Conocidoque el procesode oxidación del sustratopor el lodo activadoes

catalizadopordeterminadosenzimas,las deshidrogenasas,se pensóquela determinación

de suactividadpodíaserunamedidadirectade la del propio lodo. Porello, serealizaron

unaseriedeexperimentosbasadosen el procesodereducciónde ciertosindicadoresredox

que llegan a sustituirla función del oxigenocomo portadorde electronesen las células

vivas.

Ahorabien,paraquela materiaorgánicaseaoxidadapor el metabolismocelular

sus componentesdeben ser compuestosde bajo peso molecular, que faci]iten su

penetraciónen la célula a travésde la membranacitoplasmática,de forma directa o

ayudadosporsistemasenzimáticos,dondetiene lugar la oxidaciónde lamateriaorgánica.

Sin embargo,una importantefracción de la materia orgánica de las aguas

residualessecomponedemacromoléculasendisolucióny en suspensióncoloidal asícomo

departículasen suspensión,por lo quedebenserreducidasde tamañoporexoenzimas,

conocidasgenéricamentecomohidrolasas,producidaspor laspropiascélulas.Esteproceso

de hidrólisis esmuchomáslento que el de oxidaciónde la materiaorgánica,por lo que

constituyela etapacontrolanteen su asimilacióny degradaciónen los procesosde lodos

activados.Ue aquí, quela actividadde estosenzimasconstituyaen laactualidadmotivo

de especialatenciónporseríndiceparadeterminarla actividadde los lodos activados.

En esta línea de investigación, la actividad de los enzimas hidroliticos que

participanen la degradaciónde la materiaorgánicasedeterminaa travésde la conversión

específicadeciertossustratossintéticosquegeneranproductosresistentesal metabolismo

celular quepuedenser fácilmentecuantificadosporespectrofotometria.El desarrolloy

utilización de estoscostosossustratossintéticosvendriajustificadopor la imposibilidad

aparentedeutilizarmacromoléculasnaturales,puesla cuantificaciónde susproductosde

hidrólisis -aminoácidos en el caso de partir de proteinas, o azúcaresal utilizar
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carbohidratos-resultaríadetodo punto imposibleal serinmediatamentemetabolizadospor

los microorganismos.El seguimientode la reacciónde hidrólisisatravésde la velocidad

de desaparicióndel productotampocoresultaviable al utilizarseconcentracionesiniciales

de sustratoelevadasqueasegurenla cinéticade ordencero;pudiendoproducirse,además,

la adsorción del sustratosobreel lodo que, al transcurrira velocidadmás elevada,

enmascararíalapropiavelocidadde hidró]isis.

Sin embargo, si bienescierto queel seguimientode las reaccionesde hidrólisis

delos carbohidratosserealizamediantela cuantificaciónde los azúcaresreductoresque

aparecencomoproductosfinales de reacción,y que en los sistemasbiológicos son

inmediatamenteaprovechadoscomo fuentede carbonoen lasreaccionesde oxidacióny

de síntesis,imposibilitandosu determinaciónpara seguirel transcursode la reacción.

También escierto que la actividad de los enzimasproteolíticos sesigue mediantela

valoraciónde los gruposamino libresgeneradosen lahidrólisisde los enlacespeptídicos

de la proteína;portanto, estatécnicasepuedeaplicaren los sistemasbiológicospueslos

péptidos formados inicialmente seguirán en el medio de reacción al no ser aún

metabolizadospor los microorganismosdebidoa su elevadopesomolecular.

Estecomportamientonosha animadoa desarrollarun nuevoprocedimientopara

determinarla actividadde las proteasasbacterianasen los procesosde lodos activados

basadoen la determinaciónde la velocidadde hidrólisisde unaproteínanatural.

En estetrabajo se recogela investigaciónrealizadautilizando gelatina como

sustratode las proteasasbacterianasde dos lodos activados, de edadesdiferentes,

generadosen unaplantapiloto de tratamientodeaguasresiduales,en distintascondiciones

ambientales(pH y temperatura)y en presenciade dostóxicospotencialesdel proceso,

comosonlos ionesmetálicosCu(I1) y Zn(II), independientesy conjuntamente,a distintas

concentraciones.

La experimentaciónse ha desarrolladoen las condicionesen que los enzimasse

hallan saturadosde sustrato,de forma que la velocidadde hidrólisis es,únicamente,
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proporcionala la concentraciónde enzimaactiva.Así, la velocidadmáximade hidrólisis

sedeterminaa partir del incrementode la concentraciónde gruposamino libres en la

suspensiónde lodoactivadocon el tiempo. Seguidamente,se calculala velocidadmáxima

específicade hidrólisiscomoel cocienteentrela velociadmáximay la concentraciónde

biomasaenel ensayo.Así esposibleevaluarla incidenciade lascondicionesde operación

y la presenciade los ionesde metalespesadosen el sistemasobrela actividaddel lodo

activadoapartir de las variacionesde la velocidadmáximaespecíficade hidrólisis de la

gelatina.
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II. PARTE TEÓRICA.
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It). LA ACTIVIDAD MICROBIANA EN LOSLODOSACTIVADOS.

La eliminaciónde lamateriaorgánicaporoxidaciónbiológicaen los sistemasde

depuraciónde aguasresidualespor lodos activados dependede la actividadde unamezcla

depoblacionesdemicroorganismosheterótrofos.Porello, paracontrolar estos procesos

es indispensablereconocer los factoresque regulan la actividad biológica de los

microorganismos,disponiendométodosrápidosy efectivosparala determinaciónde la

actividadmicrobianaen los lodosactivados.

En este campo,ha sido enormeel esfuerzorealizadoen la investigaciónde

métodos fiables, a la vez que sencillos, para determinarla actividad de los lodos

activados.Destacanpor su simplicidadlos que se basanen la medidade los sólidos en

suspensióntotales(SST)o en la de los sólidos en suspensiónvolátiles (SSV)en el tanque

de aeración;sin embargo,de estaformasedetermina,únicamente,la cantidadtotal o la

fracciónvolátil de célulasy de sólidosinertespresentesen el medio, nunca la actividad

celular,ya queno sedistingueentrecélulas\‘ivas y célulasmuertas.

Numerososinvestigadoreshan intentadocuantificar la masade célulasactivas

utilizandométodosmásespecíficosque los citados.Así, Agardyy col. (1963)llegarona

concluir que la concentraciónde ácido desoxirribonucleico(ADA!,) en el medio podría

resultar mejor indicador de la actividad de los microorganismos en los sistemas

anaerobiosquela de los 55V; en cambio,Caríson(1965) demostróqueel incrementoen

el contenidode ADN en un sistemadiscontinuode lodosactivadosno resultaproporcional

al incrementoenlamasade lodos. Además,Genetelli(1967)comprobóque el contenido

en AUN del lodo activado varía con el tipo de microorganismopresentey con la

concentraciónde lodo.

En otra líneadiferentede investigación,Gaudy(1963)sugirió que la concentración

de proteínas del lodo podría ser utilizada como medida de la concentraciónde

microorganismosactivos.Posteriormente,Hartmanny Laubenberger(1968)determinaron

el contenidoen nitrógenoorgánicode los lodoscon esteobjetivo, basándoseen anteriores
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estudiosde Symonsy McKinney(1958)en los que habíandeterminadoqueel contenido

en nitrógenode los lodos activadospuedevariar entreel 1,5 y el 9,7%,dependiendode

la disponibilidadde nitrógeno.

Aunque estastécnicasconstituyenmedidasmás especificasdel contenido en

materiacelularque la determinaciónde los 55V o de los SST,al igual que sucedecon

éstas,los productosque interesanson parcialmenteretenidospor los organismosno

activos,lo cual,obviamente,suponeun claroinconveniente.

Así, Staniery col. (1963)afirmaron que la técnicade recuentoen placa es el

métodomássensibleparala determinaciónde célulasvivas en cultivos microbianospuros,

aunquedebeaplicarsecon precauciónen los sistemasde lodosactivados.En estecaso,la

fiabilidad del métododependede la necesariadispersióndel flóculo biológicoquedebe

llevarseacaboantesdel recuento.Además,la seleccióndel medio de cultivo quesoporte

la variedadde especiespresentesen el lodo activadoentrañanumerososproblemas.

Lo expuesto justifica que para este tipo de sistemasbiológicos se sigan

desarrollandométodosde evaluaciónde la actividadmicrobiana.En estesentido,que el

adenosíntrWosfato (ATE) seaun constituyentecelular,al parecerno conservativo,y que

se encuentrepresenteen cantidadesprácticamenteconstantesen las célulasmicrobianas

activasde diferentesespeciesy en diferentesetapasde su crecimiento,llevó a Hamilton

y Holm-Hansen(1967), empleandoel método de Holm-Hanseny Booth (1966), a

determinarque el contenido en ATP de siete especiesde bacteriaspermanecía

prácticamenteconstante(0,5-6,5l0~pg ATP/célula)y queademásno se conservabaen

célulasmuertas.A raízde ello, Pattersony col. (1969)propusieronla determinacióndel

nivel de ATP en los lodos activados como un índice de la concentraciónde

microorganismosactivos.Desdeentoncesmuchosinvestigadoreshanutilizado estatécnica

paradeterminarla actividadde los microorganismospresentesen los sistemasde lodos

activados(Chiu y col., 1973; Keesy col.. 1975; Roe y Bhagart,1982; Van Esbroeck,

1984;Neethling,J.B.; 1985; Gikasy Livingston, 1993).
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Porotraparte,en los sistemasaerobios,como esel casode los procesosde lodos

activados,la eliminacióndel sustratovieneacompañadapor la oxidaciónbiológicadel

mismo,siendoel aceptorfinal de electronesel oxígenodisuelto(OD) en el medio. Por

ello, la velocidadde asimilaciónde OD por los microorganismosha sido utilizadapor

gran cantidadde investigadorescomomedidaparala detenninaciónde laactividad del

lodo activado(Khararjian, 1980; Maddeny Tittlebaum, 1984; Huangy Cheng,1984;

Huangy col, 1985; Suschkay Ferreira,1986;Chandray col, 1987;Spanjersy Klapwik,

1991;Wong y Smith, 1992; Spanjersy Olsson,1992).

Comoel procesodetransferenciade electronesdesdeel sustratoal oxígenoresulta

catalizadopor unasenzimas,conocidascomo deshidrogenasas,su actividadse puede

emplearpara determinarla del lodo activado.Paraello se utilizan algunosindicadores

redoxquepuedenactuarcomoportadoresde electronesen las célulasvivas, sustituyendo

asíla función del oxígeno.Los indicadoresredox que hanresultadoútiles paralamedida

de la actividadde lasdeshidrogenasasen los lodosactivadoshan sido el clorurode 2,3,5-

trifeniltetrazolio (CTT), el cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-feniltetrazolio

(INi?) y el azul de metileno.

El métodoparadeterminarla actividadde las deshidrogenasasutilizandoCTT fué

descritoporprimeravezporBucksteegy Thiele(1959),y con posterioridadempleadoen

diversostrabajosde investigaciónparamedir la actividadde los lodosactivados (Lenhard

y col., 1964;Bucksteeg,1966;Ford y col., 1966; Pattersony col., 1969; Jonesy Prasad,

1969).En estemétodo,cuyareacciónsepresentaen la figura 2.1, la oxidacióndel sustrato

vieneacompañadaporla reduccióndel CTT a 1 ,3,5-trifeniltetrazolioformazano.Klapwijk

y col. (1974)realizaronunadetalladadiscusiónde estemétodo.
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<73<0 +

~• +2/9

Clorum de 2,3,5-trlfenlltetrazollo 1,3,5-Trtfenlltetrazolio fomiazano

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

Sin embargo,en un estudioposterior realizadoporRyssov-Nielsen(1975) se

concluyequeel ensayodel CTT, en los términosdescritosporKlapwijk y col., no resulta

un método apropiadoparael estudiode los efectosde ciertostóxicos sobrelos lodos

activos,y seproponeunamodificacióndelmismoparasubsanarestadeficiencia.

Otro indicador redox derivado de] CII, el cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-

nitrofenil)-5-fenil tetrazolio (INT), posee propiedadesmás favorablespara la

determinaciónde la actividadde losmicroorganismosen mediosquepudieranresultar

tóxicos. Entre estaspropiedadescabedestacarsu mayor afinidad por los electrones

(Andersony col.,1988)y la posibilidadde serutilizado en condicionesde nitrificación-

desnitrificación(DeShay Dozier, 1979)

Basándoseen esteindicadorBitton y Koopman(1982)desarrollaronun método

paradeterminarla actividadfisiológicadelos microorganismosfilamentosos en los lodos

activados.La actividad de las deshidrogenasasse determinópor extraccióndel INi?-

formazano(INTF) y porrecuentomicroscópicode los cristalesde INTF que aparecenen

formadecristalesrojos, claramentevisiblesal microscopio,en el interior del citoplasma

celular.Así, el recuentomicroscópicode los cristalesrojos de INTF dentrodel citoplasma

de los microorganismos,y su expresión como un porcentaje de longitud de

microorganismosfilamentososactivosa longitud total de microorganismosfi]amentosos

presentesen lamuestrade células,permitela determinaciónde la actividadespecíficade
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los microorganismosfilamentososen los flóculos de lodos activados.A su vez, la

determinacióndel INTF porespectrofotometría,una vezextraído del citoplasmacelular,

constituyeunamedidade la actividadtotal de los lodos activados.

Estemétodofué aplicadocon éxito porLoguey col. (1983)paracontrolarel efecto

del cloro en la actividadde las bacteriasfilamentosasen un sistemade lodosactivadosa

escaladelaboratorioy, de estaforma,determinarla concentraciónde cloro queinhibíala

apariciónde dichosmicroorganismos.Análogamente,Kim y col. utilizaronestemétodo

en el estudiodel procesodeinhibición causadopor el cloro y el peróxidode hidrógenoen

trestipos de microorganismosfilamentosos(1987)asícomoen cultivos de filamentosos

purosy en lodosactivados(1994).

Por otra parte,el método para determinarla actividad de las deshidrogenasas

presentesen los lodos activadospor reduccióndel azul de metileno fué propuestopor

Halász(1972). En estecaso, la actividad de las deshidrogenasasvieneexpresadaen

función de la concentraciónde azulde metilenoqueno ha sido reducidoa su formaleuco

(Figura2.2),y quepermaneceen disolución,fueradel citoplasmacelular,por lo queeste

métodoresultamássencillo de operaciónqueel de las salesde tetrazolio.

Figura2.2. Reduccióndel azuldemetileno.

J0rgensen(1984)indicó quela forma leucodel azul de metilenopuedeser oxidada

por el oxígenoy, por tanto, no seproducela decoloracióna menosque se elimine el

oxígenoen disoluciónde la muestra.Porello, propusola modificacióndel método original

de Halászen la queserealizala desorciónpreviadel oxígenodisuelto en lamuestraantes

de añadirel azul de metilenosobreel lodo.

+211 + MCI$(Njj~jj~~~ei

(H
3C)2N 8 N<CM3)2 (H3C)2N

Azul de metileno Leucocompuesto de azul de metileno
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Como el proceso de oxidación biológica, catalizadopor las deshidrogenasas,

transcurreen el interior de las células, la materia orgánicadebeestaren forma de

moléculassencillasque seancapacesde atravesarla paredcelular. Sin embargo,los

sólidoscoloidadesy en suspensióncontribuyenentreun 60-70%a la cargaorgánicade las

aguasresiduales(Huntery Heukelekian,1965;Rickert y Hunter, 1967).Aunqueunaparte

de las partículas orgánicaspuedeser eliminada en los clarificadoresprimarios, su

concentraciónen el influente de los sistemasbiológicos es aún de un 40-50%de la

concentracióntotal deorgánicos(Levine, 1991).Así, parautilizar estaspartículascomo

sustrato,las bacteriasdisponende enzimas extracelulares-hidrolasas-que rompeny

solubilizanestamateria,siendola hidrólisis muchomás lenta quela oxidacióndel sustrato

soluble.Por tanto, será la etapade hidrólisis la que determinela velocidadtotal de la

degradaciónde las panículasorgánicas(Ubukata,1992).

Con objeto de cuantificarla actividadde las hidrolasasy determinarla del lodo

activado,Teubery Brodisch(1976, 1977)propusieronuna seriede sustratossintéticos

cuyahidrólisisda lugara productoscoloreados,resistentesal metabolismocelular,quese

puedendeterminarcon posterioridadmedianteel empleode técnicasespectrofotométricas.

El desarrollode estossustratossintéticosvendriajustificado por la imposibilidad de

utilizar macromoléculasnaturales,puesla cuantificaciónde los productosde hidrólisis,

tales como aminoácidosprocedentesde la hidrólisis de proteínaso azúcaresde los

polisacáridos,no seríaposibledebido a su inmediataasimilaciónpor el metabolismo

celular.

Asi, paradeterminarla actividadde las aminopeptidasas,enzimasquecatalizanla

hidrólisis de la cadenapeptidicade las proteinas,seutiliza como sustratola L-alanina-4-

nitroanilina, cuya hidrólisis da lugar a la L-alanina, que será metabolizadapor el

microorganismo,y a la p-nitroanilina,resistenteal metabolismocelulary cuyaaparición

puedesercuantificadaporespectrofotometria(Figura2.3>.



Parteteórica 13

Figura 2.3. Hidrólisis de la L-alanina-4-n¡troanilina.

Deformaanáloga,paradeterminarlaactividadde las glucosidasas,enzimasque

catalizanla hidrólisis de los disacáridos,se utiliza como sustratoel 4-nitrofenil-a-D-

glucopiranósido(Figura2.4).

a-GaIacfos¡dasa

+ 1120

CH2OH

H
H

OC?HOH H o

H OH

cx-D-Glucosa

Figura 2.4. Hidrólisis del 4-Nitrofenil-a-D-glucopiranósido.

Conposterioridad,Swishery Carroll (1980)propusieronun método paraestimar

la actividadde la biomasamicrobianabasadoen la determinaciónespectrofotométricade

lahidrólisis del diacetatode fluoresceína(DAF) (Figura2.5).
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Figura 2.5. Hidrólisis del Diacetato de fluoresceína.

Aunquela determinaciónde la actividadde las esterasasa travésde la hidrólisis

de DAF no aportaningunainformaciónsobrela degradaciónde sustanciasespecíficas,se

haconsideradocomo unamedidade la actividadheterótrofageneral,principalmenteen

suelos(Schniirery Roswall, 1982; Schnúrery col., 1985; Federley col., 1986),ya quese

han obtenidocorrelacionesaceptablescon la concentraciónde biomasa.

Recientemente,J0rgenseny col. (1992-a)comprobaronque estemétodono es

aplicableparala determinaciónde la actividaden lodosactivados.Conclusiónbasadaen

el hechode que la concentraciónde biomasaactivaestimadaporel métodode hidrólisis

del DAiF seríasuperiora la de sólidos en suspensión,y que no secorrelacionacon el

contenidode ATP y la velocidadde asimilaciónde oxígenopor los lodosactivados.En

otro trabajo,J0rgenseny col. (1992-b)concluyendiciendoquela actividaddel DAF no

puedeseraplicadaparala medidade la concentraciónde biomasaactivaen mediosen los

quecambienlas condicionesfisiológicas.

Por el importantísimopapel de los sistemasenzimáticos en la hidrólisis y

mineralización de los residuosorgánicos, los ensayosenzimáticos se han venido

empleandoparacaracterizarla actividadmetabólicade los microorganismospresentesen

los lodosactivados,paraposteriormenterelacionarlacon la eficaciade eliminaciónde los

influentes residualesen diferentesregímenesde funcionamientoy en presenciade

compuestostóxicos.

Edemu
2820 20H10008
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En estalíneade investigación,Richardsy col. (1984)determinaronla actividad

enzímáticadel lodo activado de 13 plantasde depuraciónde aguas residualescon

diferentesconfiguracionesy regímenesde operación.El objetivo eradeterminarla relación

entrela actividadenzimáticadel lodo activado,su composiciónbioquímica,la velocidad

de asimilaciónde oxígeno y los regímenesde operaciónde las distintasplantas.La

principal conclusióndel trabajo fué que los ensayosenzimáticoseranunosinmejorables

indicadoresde la actividaddel lodo, siendosusprincipalesventajas:la simplicidad,subajo

costey el empleode equipospresentesen lamayoríade los laboratorios.

Posteriormente,Nybroe y col. (1992) determinaron la actividad de la

deshidrogenasa,la a-glucosidasa,la alanina-aminopeptidasay la esterasade un lodo

activadoy de un lodo anaerobio,procedentesambosde unaplantapiloto. La actividad

enzimáticaobservadaen estos lodos fué diferente, llegando a la conclusiónque las

poblacionesmicrobianasde estoslodos erandiferenteso teniandiferentespropiedades

fisiológicas;además,demostraronque la actividadenzimáticadel lodo activadoestaba

fuertementeinfluida por la composicióndel influente.

Porsu parte,Boczarycol. (1992) utilizaronun kit de ensayosformadoporuna

gran variedadde pruebasenzimáticasparaestudiardondeestánlocalizadaslos enzimas

responsablesde la hidrólisis del sustrato en los lodos, así como para compararel

rendimientode éstosfrente a diferentessustratos.No seobservóactividadhidrolítica

algunaen aquellasfraccionesde lodo quehabíansido inactivadas,asícomotampocoen

aquellasfraccionesextracelularesde los mismos, lo cual indica que la hidrólisis del

sustratono seproducepor la acciónde enzimaslibres en el medio y que la actividad

enzímáticaespropiade ]os microorganismosactivos.Otra de las conclusionesdeducidas

deestetrabajo fué quelas aminopeptidasasson las que presentanmayoractividadfrente

al restode enzimas.

Comosehaindicado,los ensayosenzimáticossehan convertidoen unaalternativa

para determinarel impacto de los compuestostóxicos sobre los sistemasde lodos

activados.Es el casode los metalespesadosque seencuentrancon relativafrecuenciaen
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las aguasresidualesen concentracionesquepuedentenerun impactoadversosobrelos

procesosde depuracióncon lodos activados;por ello, se hacenecesariocontar con

métodosrápidos,sensiblesy económicosparadeterminarsu impactosobreestossistemas

de tratamiento.El parámetrode control más aceptadopara determinarla inhibición

causadapor los metalespesadossobrela actividad del lodo ha sido la velocidadde

asimilación de oxígeno; sin embargo,estamedidarequiereel empleode electrodoso

sistemasmanométricosy equiposde registrorelativamentecaros,de tal modo quequeda

limitado el númerode muestrasquese puedenrealizarde formasimultánea.Las técnicas

enzimáticas,en cambio,presentanla ventajade necesitarun material sencilloy barato,con

lo cual sepuedenreplicargran cantidadde ensayossin dificultad.

Andersony col. (1988)estudiaronla inhibición causadaporel Cd’~, Cu¾Hg2~,

Ni2~, Pb2~y Zn2~ sobrelos lodosactivadosutilizando el ensayodel INi? paradeterminar

la actividadde las deshidrogenasasenpresenciadel metal.Los resultadosexperimentales

seexpresaroncomola concentraciónde metal que disminuíaen un 50% la actividaddel

lodo. Del análisisde los resultadosseconcluyequeel Cu2~ y el Hg> sonlos quepresentan

una mayor inhibición, seguidosdel Cd2~, Pb2’, Zn2~ y Ni2’. Estos resultadosfueron

comparadoscon los obtenidosmediantela determinaciónde la velocidadde asimilación

de oxígeno,encontrándoseunabuenacorrelaciónentreambos.

El CTT ha sidotambiénutilizado en variostrabajosparadeterminarla inhibición

causadapor los metalespesados:Pattersony col (1969)con el Hg2~; Brezoniky Patterson

(1971)con el Ni2~; Klapwijk y col. (1974)con el Zn2~; Ryssov-Nielsen(1975)con el Hg2~

y Zn’~; Cenci y Morozzi (1979)con el Cd2L Cu>, Hg> y Zn2’; Dutka y col. (1983)con

el Cu2t Hg2 y Zn2~; J0rgensen(1984)con el Zn2t

Katayamaestudióla inhibición causadaporel Cu2~ (1984>,asícomola originada

por el Cd2tye] Hg2t (1986),sobrela actividadde la ¡3-galactosidasay las deshidrogenasas

de los lodos activados.Las conclusionesde ambosestudiosfueron que estosmetales

provocanuna inhibición reversebleno competitivasobreestosenzimas,siendoel orden

de inhibición: Hg>Cu>Cd.
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11.2. EL PROCESODE LODOSACTIVADOS.

11.21.Descripcióndelproceso

El procesode lodos activadosesel sistemabiológico másampliamenteutilizado

parael tratamientode aguasresiduales,tanto domésticascomoindustriales,de carácter

orgánico.Fuédesarrolladoen Inglaterraen 1914porAndem y Lockett y denominadoasí

al suponerlaproducciónde unamasaactivade microorganismoscapazdeestabilizarun

residuoorgánicoporvía aerobia.

Existen diferentesversionesdel procesode lodosactivados,lo quesetraduceen

unagranversatilidadparaadaptarseaun amplio espectrode necesidadesdel tratamiento.

Resultande diferentescombinacionesde formasde operación,regímenesde mezcla,

sistemasde aeración y niveles de carga; sin embargo,desde el punto de vista del

funcionamiento,las operacionesdel tratamientobiológico de aguasresidualesmediante

el procesode lodos activadosson: unaetapade oxidaciónbiológica,otrade separacióny

un sistemade recirculaciónde los lodos.

Un diagramadebloquesdelprocesoserecogeen la figura 2.6. El residuoorgánico

seintroduceen el reactordondese mantieneun cultivo bacterianoaerobioen suspensión.

Lamateriaen suspensióny la coloidal se separande las aguasresidualesporadsorcióny

aglomeraciónen los flóculos microbianos;estamateria y los nutrientesdisueltosse

descomponenluego, lentamente,poraccióndel metabolismomicrobiano.

El ambienteaerobioen el reactorse consiguemedianteel uso de difusoreso

acradoresmecánicosque, a su vez, sirven para mantenersu contenidoen régimende

mezclacompleta.Alcanzadoel grado de tratamientoque se desea,la masamicrobiana

floculenta-lodo- se separadel aguaresidualporsedimentación.El sobTenadantede la

separaciónesel aguaresidualtratada,virtualmentelibre de lodos.
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La mayorpartedel lodo asentadoen la etapade separaciónserecirculaa la etapa

de aeración,paramantenerla concentraciónde los lodosen el tanquede aeraciónal nivel

necesarioparaun tratamientoefectivo,mientrasque el excedenteespurgadodel sistema.

En un sistemaestacionario,el lodo purgadorepresentala cantidadnetade masa

microbianaproducidapor el crecimientodel tejido celular en la etapade aeracióny

constituyeel ‘concentradode contaminación”del sistema.

~flUENTE
RESIDUAL EFLum~TE

flATADO

PLIRGA
DE LODOS

Figura. 2.6. Diagrania de bloques del proceso de lodos activados.
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11.2.2. Mecanismode la oxidaciónbiológica aerobia.

El procesode estabilizaciónde la materiaorgánicade las aguasresidualesmediante

los microorganismosescomplejo y difícil: existennumerosasvías y ciclos. Cuandoel

sustratoo nutrienterequeridopor lacélulano es capazde penetrarla pared celular, los

enzimasextracelularesconvierten el sustrato o nutriente de forma que puedeser

transportadoal interior de lacélula,mientrasquelos enzimasintracelularescatalizanlas

reaccionesde oxidaciónde la materiaorgánica. La energíaliberadaen estasreacciones

esreteniday almacenadaen la célulaporciertoscompuestosorgánicos,el másfrecuente

el adenosíntrifosfato(ATE’) que la utiliza parala síntesis,movilidad y mantenimientode

la célula.

Así pues,el metabolismode las célulasbacterianasserealizamediantereacciones

químicasde oxidacióny de síntesis,resultadodedistintosprocesosdentrode la célula,que

se desarrollana travésde numerosasreaccionescatalizadasporenzimasque oxidanuna

fracción de la materiaorgánicadando lugar a productosfinalesy liberando la energia

necesariaparala síntesisde nuevotejido celular.

En ausenciademateriaorgánica,el tejido celular seasimilaporvía endógenapara

obtenerenergíaque se consumeen el propiomantenimientode las células,originando

productosgaseososfinalesy materiaresidual.

En la mayoríade los sistemasde tratamientobiológico estostresprocesostienen

lugarsimultáneamente,tal como se refleja en el esquemade la figura 2.7.
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Estequiométricamente,los tresprocesospuedenrepresentarsecomo sigue(Metcalf

y Eddy, 1985):

Oxidación:

COHNS + 02 + Bacterias - CO2 NI.!3 Otros productosfinales Energía

Síntesis:

COHNS + 02 Bacterias * Energía - C5H7N02

Respiraciónendógena:

ElY RrSPmACTON

Figura 2.7. Mecanismo de la oxidación biológica aerobia (Eckenfelder, 1980).

C5H,N02 50~ -, 5C02 NR3 . 2H20. Energía
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En estasecuaciones,COHNSrepresentala materiaorgánicadel aguaresidual.La

fórmula C5H7N02,querepresentael tejido celular,es un expresión generalizada obtenida

experimentalmente,flhé propuestapor primera vezpor Hoover y Porgesen 1952. A pesar

de quelareacciónderespiraciónendógenaserevelacomo generadorade productosfinales

relativamentesimplesy de energía, también da lugar a productosorgánicosfinales

estables.
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¡1.2.3. Microbiología delprocesode lodosactivados;

El lodo activadoestáconstituido,esencialmente,por bacteriasy protozoosy, a

veces,porhongos,rotíferosy nematodos.Paraproyectarcorrectamenteun sistemade

lodosactivados,con garantíasde buen fUncionamiento,esnecesarioconocerla función

de cadamicroorganismodentrodel sistema.

Lasbacteriasson los microorganismosmásimportantesen el procesode lodos

activados,ya queproducenla descomposiciónde lamateriaorgánicadel influente.En la

formación de los lodos activadospuedenparticiparnumerosasespeciesde bacterias

(Higgins y Burns, 1975); el génerodominanteesuna consecuenciade los compuestos

orgánicosqueconstituyenla contaminación,asícomo de las condicionesdel medio: pH,

temperatura,concentraciónde oxigenodisuelto,etc.

Si bien las bacteriassonlos microorganismosque degradanel residuoorgánico,

las actividadesmetabólicasde otrosmicroorganismosson igualmenteimportantesen el

sistemade lodos activados.Por ejemplo, los protozoosy los rotíferos actúancomo

depuradoresde los influentes;los protozoosconsumenlasbacteriasdispersasqueno han

floculado y los rotíferos consumencualquierpartículabiológicapequeñaque no haya

sedimentado.Los protozoos,queson muy sensiblesa las variacionesde las condiciones

del medio, son muy útiles para la explotaciónde la planta, ya que el hecho de que

predomineunadeterminadaespeciepuededar unaideadel gradode adaptacióndel lodo

activadoa la naturalezadel sustrato,de la calidadde la oxigenación,de la presenciade

tóxicos, etc. En cuanto a los rotíferos, son indicadores de un sistema biológico

particuíarmenteestable.

Los neniatodossoncaracterísticosde lodosviejos, o en vías de mineralización.Se

encuentranfrecuentementeenlodos que sufrenunadigestión acrobia.Más resistentesque

los rotíferos,son índicede unascondicioneslímites en la vida acrobia.
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Algunos hongospuedenparticipar en la formación de los flóculos en ciertas

condiciones:contaminaciónrica en glúcidos, pH bajo y deficienciasde nitrógeno y

fósforo. Son indeseables,puesto que originan un flóculo muy filamentoso y no

sedimentable,y constituyenunade las causasde la “enfermedad”más frecuentede los

lodos activados:la hinchazón,denominadatambién “bulking”, querepercuteen la calidad

de los lodos activados,especialmenteen su aptitudparasedimentar.

El controleficazde lascondicionesdel medioen el tratamientobiológico de las

aguasresidualessebasaen el conocimientode los principiosbásicosque gobiernanel

crecimientode los microorganismos.

Por lo general,las bacteriassereproducenpormitosis,es decir, por división; la

célulaoriginal se transformaen dosnuevosorganismos.El tiemporequeridoparacada

divisiónoscilaentre20 minutosy variosdías;porejemplo, si el tiempode generaciónes

de 30 minutos,unabacteriaproducirá16.777.216bacteriastrasun periodode 12horas,

cifrahipotéticaya quelasbacteriasno continuandividiéndoseindefinidamentea causade

diversaslimitaciones ambientales,tales como las concentracionesde sustrato y de

nutrientes.

La forma generalde producirseel crecimiento de las bacteriasen un cultivo

discontinuosemuestraen la figura2.8. Comose observael modelo de crecimientobasado

en el númerode célulastienecuatrofasesdiferenciadas:

1. Fasede retardo. Tras la adición de un inóculo a un medio de cultivo, representa

el tiempo requeridopara que los microorganismosse aclimaten a las nuevas

condicionesambientales.

2. Fasede crecimiento exponencial.Las bacteriasse reproducena la velocidad

correspondientea su tiempo de reproduccióny a su capacidadde asimilar el

sustrato.

3. Faseestacionaria.La poblaciónpermaneceestacionariaporquelas célulashan

agotadoel sustratoo los nutrientesrequeridosparasu crecimientoy la aparición
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de nuevascélulasse contrarrestapor las que mueren.Apareceel metabolismo

endógeno,por el cual las bacteriasse ven obligadasa metabolizarsu propio

protoplasmaal faltar el alimentoextenor.

4. Fase exponencialde defunciones.Duranteestafase, la tasade muerte de las

bacterias,función de la población viable y de las característicasambientales,

excedela producciónde célulasnuevas.

Figura 2.8. Curva típica de crecimiento bacteriano.

Es importantedestacarque la anteriordiscusionserefiere auna solapoblaciónde

microorganismos.Sin embargo,las unidadesde tratamientobiológico se componende

complejas poblacionesbiológicas mezcladase interrelacionadas,en las que cada

microorganismodel sistematienesu propia curva de crecimiento.La posicióny formade

una curvapanicularde crecimientoen el sistemaen función del tiempo dependerádel

alimentoy nutrientesdisponiblesy de factoresambientales,talescomo temperaturay pH.
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11.2.4. Factoresdeterminantesdel desarrollo bacteriano.

El rendimientoóptimo de los microorganismosen los procesosde depuración

biológicadependede los otros treselementosqueparticipanen la reacciónde oxidación

biológica: la materiaorgánicabiodegradable,los nutrientesy la aportaciónde oxígeno.

Ademásseve afectadoporvariablesfisicas y químicascomo el pH, la temperaturay la

presenciade inhibidorespotencialesdel proceso.

Materiaorgánica.La posibilidadde desarrollarlos procesosde oxidaciónbiológicapara

estabilizarla materiaorgánicadependede la estructuraquímicade lasmoléculasorgánicas

que debenser atacadas,o, dicho de otra forma, de la biodegradabilidadde dichas

moléculas. Aunque existenvarias teoríaspara predecir el comportamientode los

compuestosorgánicospor oxidaciónbiológica, el conocimientoreal sobrela materiase

remite a estudiosexperimentales.

La biodegradabilidadde un aguaresidual se determinacomo relación de la

demandabiológicade oxígeno(DBO) a la demandaquímicade oxigeno(DQO). Con este

indice sededucefácilmentesi la sustanciaa depuraresde origen domésticoo industrial,

e informa sobreel método de depuraciónmás adecuado.Así resultaque si la relación

DBO/DQO esmayor de 0,4 el influente residualesbiodegradable,pudiéndoseutilizar

sistemasbiológicospor lodosactivados(Hernandez,1994).

Debetenerseen cuenta,además,el papelque desempeñala propiaadaptaciónde

los microorganismosal medio.Unaaclimataciónadecuadade los microorganismospuede

producirel metabolismoen presenciade sustanciasque,desdeel punto de vistateórico,

no son biodegradablese incluso de sustanciasdirectamentetóxicas.

Nutrientes.Ademásdel carbono,hidrógeno,oxigenoy nitrógeno,el protoplasmacelular

contieneotroselementoscomofósforo, azufre,sodio, potasio,magnesio,calcio, hierro y

molibdeno. La mayoríade estoselementos,queseencuentrantan sólo a nivel de trazas,

sontransportadospor las aguasresiduales;sin embargo,suelefaltar nitrógenoy fósforo,
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por eso,en los tratamientosbiológicos suelesernecesarioañadirestosnutrientes. Las

cantidadesprecisasdependende las característicasdel aguaresidual y del tipo de

tratamientobiológico, aunquepuedenconsiderarsecomo representativoslos siguientes

valoresmedios:43 g deNIkg de DBO eliminadoy 6 g de P/kg de DHO eliminado(Lora,

1978).

El metabolismoendógeno,estoes, la autoxidacióndel protoplasmacelular que

aparececuandocomienzaa faltar la materiaorgánicautilizadacomoalimento,suponeuna

liberacióndel nitrógenoy fósforo empleadospreviamentepara la síntesisde nuevas

células. El nitrógenoy fósforo liberadospuedenvolver a utilizarse,de forma que las

necesidadestotalesde estoselementossonfunción del gradode metabolismoendógeno

y de síntesis,lo que suponequeen los procesosde aeraciónprolongadaseregistreuna

demandamínimade estoselementos.

Oxígeno.Sedebemantenetunaconcentraciónmínima de oxigenodisuelto en el tanque

de aeraciónentre1 y 2 mg/l con el fin quelas bacteriaspuedanrealizarcorrectamentela

degradaciónde la materiaorgánicabiodegradablepresenteen el aguaresidual.Si la

concentracióndeoxigenoespequeña,entreO y 0,5 mg/l, los hongospuedenpredominar

sobre las bacterias;aunqueson capacesde metabolizarcasi todos los compuestos

orgánicosconocidos,en condicionesambientalesóptimasno puedencompetircon las

bacterias.

Temperatura.En la mayoríade las reaccionesen que intervienenmicroorganismos,la

velocidadde reacciónaumentacon la temperaturahastaaproximadamente370C para

descender,a continuación,al morir los microorganismospor desnaturalizaciónde las

proteínasdel protoplasmacelular. La velocidadde reacciónse duplicaaproximadamente

porcadaaumentode 100C de la temperatura.

Aunquemuchosmicroorganismosmesofilicosmuerena unos400C, otro grupo,los

termofilicos,puedendesarrollarsea temperaturasde hasta700C. Existe, por último, un
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tercergrupode microorganismos,conocidosporcriofílicos, cuyatemperaturaóptimade

desarrolloestácomprendidaentre12 y 1 80C.

La influenciade la temperaturatambiénregulala concentraciónde oxígenolibre

disueltoen el agua.Como esconocido,disminuyecon el aumentode temperatura.

ElpH. El pH del medio influye sobrela velocidadde reaccióny, además,sobrelos tipos

de microorganismossusceptiblesde sobrevivir. La mayoríade los microorganismosse

desarrollanaun pH óptimode 7,0 y experimentanligerasvariacionesparavaloresdel pH

entre6,5 y 8,5. Debido a la desnaturalizaciónde las proteínasdel protoplasmacelular,

causadapor los ionesW y 0W, muy pocasbacteriaspuedensobrevivira un pH inferior

a 4,0 o superiora 9,5. Los hongospuedendesarrollarsefácilmentea un pH de 4,5 y

predominansobrelasbacteriasen medioscon un valor del pH entre4,5 y 6,0; pareceque

estefenómenose debeal menorcontenidode proteínasen el protoplasmacelularde los

hongos.

Inhibidores.En lo querespectaal contenidodesalesno tóxicasparalas bacteriasdisueltas

en las aguasresiduales,por reglageneral,puedeafirmarseque los microorganismosse

adaptanbienhastaconcentracionesde 3 g/l. En el procesode lodosactivadosno deben

sobrepasarse,normalmente,concentracionesde salesde E g/l, ya que en este caso los

lodosson difíciles de flocular y, en consecuencia,de decantar.

Losmetalespesadosejercenun efectoperjudicial sobrelos procesosbiológicos,

ya queactúansobrelos enzimascatalizadoresde la síntesisde proteínas,responsablesdel

metabolismo.Muchosde los metalespesadostiendena formarcompuestosinsolublesque

precipitande la solución, como sólo los iones solublesson tóxicospara los sistemas

enzímáticosbacterianos,las característicasquímicasdel medio resultandecisivaspara

determinarla toxicidadde los distintosmetalespesados.

El hierro y aluminioprecipitanen formadehidróxidos insolublesy las bacterias

puedentolerarconcentracioneselevadasdeestoselementos;sin embargo,su accióntóxica
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puededebersea quelos precipitadospuedenrecubrir las célulase impedir el pasodenu-

tientes.La toxicidad del cromodependede su estadode valencia;el cromo hexavalente,

soluble,estóxico, lo queno esel casodel trivalente,queesinsoluble.La accióndel cobre

y del cinc estáinfluida por el pH del medio, ya queprecipitana valoreselevadosdel pH;

las bacteriaspodrántolerarmayoresconcentracionesde estosmetalesen medioalcalino

que en medio ácido.



Parte teórica 29

¡1.2.5. Característicasdelos lodosactivados.

La característicadefinitoriadeun lodo es su poblaciónmicrobianaquedebeser

capazde descomponerunaproporciónelevadade los contaminantespresentesen las aguas

residualesatratar, a lavezque debeflocular con facilidad.

La poblaciónmicrobianatiendeaadaptarsepor sí sola a los nutrientesdisponibles,

a menosque hayauna falta en el balancenutritivo, como la deficienciade un factor

esencialde crecimiento,o unasustanciaquepuedaserutilizadacomonutrienteúnicamente

porun limitado númerode bacterias,o la presenciade unasustanciainhibidorao tóxica.

En estecaso,se hacenecesariauna correcciónpor dilución o siembracon un cultivo

microbianoespecialmentedesarrollado.

Laadaptaciónde unapoblaciónmicrobianaesun procesolento, especialmentea

los bajosnivelesde actividada los queoperan,en general, los procesosde tratamientode

aguasresiduales.Requiere,aproximadamente,el mismo tiempo que el de residencia

celular de los lodosparaevolucionaranteun cambiosignificativo en la composiciónde

la alimentación,de modo que frecuentescambiosen la composiciónde las aguas

residualespuedenproducirun lodo quenuncaseadapta,en particular,aningúntipo de

alimentación.

El crecimientoen formade flóculos de los lodosesimportante:en primerlugar,

parala adsorcióny aglomeracióndemateriasiónicas,coloidalesy en suspensiónpresentes

en las aguasresiduales;y, después,parala rápida,eficientey económicaseparaciónde los

lodosprocedentesde las aguasresidualestratadas.

La unidadecológicade los lodoses el flóculo individual. Los flóculosson cúmulos

de varios millonesde célulasbacterianas,junto con algunosotros microorganismosy

materiasinertes,orgánicase inorgánicas;sin embargo,no se deben considerarcomo

entidadesinvariantes. Un lodo de buena floculación en un sistema agitado estáen

equilibrio dinámicoentrela tendenciade los fláculosa agregarseen flóculosmayoresy
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el efecto de desfloculaciónque producela turbulenciay que rompe los flóculos en

unidadesmáspequeñas.Sin embargo,sonposiblesalgunasgeneralizaciones:los flóculos

de gran tamañotiendena formarseprincipalmentepor bacteriasmuertasrodeadaspor

bacteriasactivas viables; los de pequeñotamaño, por su parte, poseenuna mayor

proporciónde bacteriasvivas (Staffordy Calley, 1977).

Huboun tiempoen quela formaciónde flóculos seatribuíaaunmicroorganismo

especifico,Z. ramigera, que se creía segregabauna matriz gelatinosaen la que se

aglomerabanlos otrosmicroorganismos.Seha demostrado,recientemente,queunaamplia

variedadde bacteriasque seencuentranen los lodos activadosson capacesde formar

flóculos (Taber, 1976).Además,seha observadoque cuandoaumentael tiempomediode

retencióncelular mejoran las característicasde sedimentacióndel flóculo biológico,

debido a que cuandoaumentala edad mediade las células la cargasuperficial de las

mismassereducey los microorganismoscomienzana producir polimerosextracelulares

quedandoenvueltosen unacapaviscosa.

Los problemasde másdificil soluciónde los lodosactivadossonlos derivadosde

su separaciónde las aguasresidualestratadaspor floculacióny sedimentacióndebidosa

los fenómenosde desfloculación,flóculos “puntade alfiler”, el lodo ascendentey el lodo

voluminoso (“bulking”) (Winkler, 1986). Un patrón paracuantificar la capacidadde

asentamientoesel “índice volumétrico del lodo” (IVL), obtenido al permitir que una

mezclade lodos sedimenteen condicionesnormalizadas.El IVL se define como el

volumenen mililitros ocupadopor 1 gramode sólidosen suspensióndel líquido mezcla

(MLSS), expresadoen pesoseco,despuésde sedimentardurante30 minutosen un cono

deImhoff de 1.000mi; demaneraqueun elevadovalor de IVL indica un lodo con malas

característicasde sedimentacion.

Desfloculación.La desfloculaciónconsisteen la roturade flóculos en unidadesde

menortamaño,lo cual produceturbidezen el sobrenadantede la etapade separación.

Puedeocurrir, incluso, en lodos que en principio presentanbuenascaracteristicasde

asentamiento,acualquiernivel de cargade lodosy simultáneamentecon el “bulking”. Se
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produceen situacionesde operacióna bajosnivelesde oxígenodisuelto,bajo pH y al

choquede cargastóxicas,traduciendoseen unafuertepérdidade microorganismosque

abandonanel sistemaen el efluentetratadode maneraque el procesoseacercaauna

condiciónde “lavado. A medidaquelapérdidade lodoscreceaumentala dificultadde

mantenersu concentraciónen el tanquede aeración, con el consiguienteaumento

progresivoen las cargasde lodos.

Flóculospuntade alfiler. Los lodos con elevadosvaloresde “edad” aparecenen

sumayoríaen flóculospequeños,densosy con excelentescaracterísticasde asentamiento.

Sin embargo,en algunasocasiones,partedel lodo sepresentacomo pequeñosflóculos,

llamadosflóculos “punta de alfiler”, que permanecencomo partículasvisibles en el

sobrenadantedespuésde quehayasedimentadoel restodel lodo. Los flóculospuntade

alfiler sólo se han observado en sistemas con baja carga orgánica, menor de

aproximadamente0,2 kg de DBO/kg de sólidos de lodo-día;su presenciaesindeseable,

ya que permanecenen el efluente tratado despuésde la separaciónde los lodos

proporcionandoun alto contenidoresidualde materiaorgánica.

Lodo ascendente.A veces,el lodo con buenascaracterísticasde sedimentación

asciendehacia la superficie o flota sobre ella tras un periodo de sedimentación

relativamentecorto. La causade estefenómenoesla desnitrificación,por la cual los

nitritos y nitratosdel aguaresidualseconviertenengasnitrógenoque quedaatrapadoen

el lodo reduciendola densidadglobal del conjunto. Este fenómenose puedeevitar

haciendoquelos lodos no permanezcandemasiadotiempoen la etapade separaciónantes

de serrecirculadoso purgados.Así sereduceel riesgode inducir los lodosascendentesy

de producircondicionesanaerobias,lo que llevaríaa la formaciónde lodosmalolientes.

Lodo voluminoso (bul/cing). Un lodo voluminoso es el que posee malas

característicasde sedimentacióny de compactabilidad.Su presenciase atribuye al

crecimientode organismosfilamentososu organismosque pueden crecer en forma

filamentosa en condiciones adversas, comunicando malas características de

sedimentación,ya que los filamentosque se extiendenfuera del flóculo aumentanla
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resistenciaal movimientoy reducensu velocidadde sedimentación,impidiendotambién

la compactaciónde los flóculos despuésdel asentamiento.Entrelas condicionesqueson

generalmenteasociadasa la presenciade estoslodosdestacanla sobrecargade la planta,

la presenciadenutrientesen exceso,temperaturasporencimade 300C, condicionesácidas

y el descensode la concentraciónde oxígenodisueltopordebajode 1 mg/l.
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11.2.6.Parámetrosde operacióndelproceso.

Se hanpropuestodiversosparámetrosempíricosparael diseñoy control de los

sistemasbiológicosde lodosactivados.Entreellosdestacan,por su sencillezy eficacia:

la relaciónalimento-microorganismos(A/M) y el tiempo de retencióncelularo edadde

los lodos(83.

La relaciónalimento-microorganismosvienedadopor la expresiónque sirve como

ecuaciónde definición:

So
A/M= [11.1]

donde:A/M, es la relaciónalimento-microorganismos,Kg DHO/Kg MLVSS~día;

t la concentraciónde DHO en el aguaatratar, Kg/mt

8, el tiempode retenciónhidráulicaen el tanquede aeración,es decir, V/Q, siendo

‘y el volumendel tanquede aeración,mt y Q, el caudalde aguaresiduala tratar,

m3/día; y

X, la concentraciónde 55V en el tanquede aeración,Kg/mt

El tiempo de retencióncelulares, sin duda, el parámetromás importantede

operaciónen el procesode lodosactivados. Sedefinecomo la relaciónentrelacantidad

total desólidos en los lodosdel sistemay la tasade pérdidade sólidosen los mismos.El

cálculo de la cantidadtotal de sólidos se realiza a partir de los sólidospresentesen la

alimentación,en la etapa de aeración, en la etapa de separacióny en la línea de

recírculacióndel lodo; la tasade pérdida,por su parte,incluye los sólidosen los lodos

arrastradosporel efluentetratado,asícomolos quese encuentranen la corrientede lodos

de desecho.Sin embargo,unaaproximaciónusuales considerarsolamentelos sólidosen

los lodos en el tanquede aeracióny en la corrientede lodos de desecho;en tal caso,el

tiempo de retencióncelular,6~, estádadoporla ecuación:
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[11.21

donde:0~, esel tiempomedio de retencióncelularbasadoen el volumen del tanquede

aeración,días;

y, esel volumendel tanquede aeración,mt

esla concentraciónde SSV en el tanquede aeración,Kg/ti?;

~ esel caudaldepurgade fangos,m3/día;y

X.,,~, esla concentraciónde SSV en la purgade lodos, Kg/uit

Existeunaestrecharelaciónentrelas variablesdel procesoy las característicasde

floculacióny sedimentabilidaddel lodo. En la figura 2.9 sepresentaun diagramade esta

relacióndadaporEckenfelder(1980).Segúnel mismo, los parámetrosde operacióndeben

oscilar: entre0,2 y 0,5 kg DHO/kg MLVSS~día, la relación alimento-microorganismos;

y, entre8 y 20 dfa.s,el tiempomedio de retencióncelular.En estascondicionesseobtiene

un efluenteestabley de alta calidad,asícomo un fango con excelentescaracteristicasde

sedimentabilidad.
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IL 3. ENZIMAS: CINÉTICA E INHIBICIÓN.

11.3.1. Los enzimasen elmetabolismocelular.

Lasreaccionesbioquímicasquecomprendela vida sonmediadas,casitodasellas,

por una serie de catalizadoresbiológicos conocidoscomo enzimas.Por ello, con

frecuencia,el metabolismocelular se ha definido como la suma de la totalidad de

reaccionesenziináticasquetienenlugaren la célula.

El metabolismose divide en catabolismoy anabolismo.El catabolismoconsiste

en la degradaciónenzimática,en su mayorpartemediantereaccionesde oxidación,de

moléculasnutritivasrelativamentegrandes(carbohidratos,lípidosy proteínas)procedentes

del entorno de la célula o de sus propios depósitos de reservasnutritivas, hasta

transformarlasen moléculasmássimples;va acompañadode la liberaciónde la energía

inherentea la complejaestructurade las grandesmoléculasorgánicas,conservadaen

forma de la energíadel enlacefosfato del adenosín trifosfato (ATP). Por su parte,el

anabolismoesla síntesisenzimáticade componentesmolecularesrelativamentegrandes

de las célulasa partir de moléculasprecursorasmássencillas.

Los enzimasseclasificany designande acuerdocon la naturalezade las reacciones

químicasquecatalizan.Existenseis categoríasprincipales (tabla2.1.).

Tabla 2.1. Clasificación de los enzimas.

Clasificación Tipo de reacción catalizada

1. Oxidorreductasas Reaccionesde oxidación-reducción
2. Transferasas Transferenciasde gruposfuncionales
3. Hidrolasas Reaccionesde hidrólisis
4. Liasas Eliminaciónde grupoparaformarenlacesdobles
5. Isomerasas Isomerización
6. Ligasas Formaciónde enlacescon rupturade ATP
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Los enzimassonconocidosporsu elevadaeficaciaya quepuedenreaccionarcon

unagran cantidadde moléculasde sustratoporminuto, y gran especificidadrespectoal

sustrato,lo queindica quela céluladebeproducirun enzimadiferenteparaconvertir cada

sustratoen productosfinales.

Unareacciónenzimáticapuederepresentarsepor la ecuacióngeneral:

Sustrato+ Enzima — ComplejoEnzima-Sustrato Enzima+ Productos

lo que ponede manifiestoque el enzimafuncionacomo un catalizador,formandoun

complejocon el sustrato,el cual esseguidamentetransformadoen un productoy en el

enzimaoriginal. A continuación,el productopuedeseratacadoporotro enzima;de hecho,

serecorreunasecuenciade complejosy productosintermediosantesde llegaral producto

final. La actividad de los enzimas se ve sustancialmenteafectadapor el pH y la

temperatura,así como por la concentracióndel sustrato; cada enzima poseeuna

temperaturay un pH óptimosde reacción,lo queserefleja en las preferenciasrespectoal

pH y temperaturaporpartede la célula.
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11.3.2. Cinética delas reaccionesenzimáticas.

En lasreaccionescatalizadasporenzimasseobservaque lavelocidadde reacción

esdirectamenteproporcionala la concentraciónde enzimapresenteen la mezcla;así como

que para concentracionesbajasde sustrato la velocidades proporcional a la propia

concentraciónde sustrato,mientrasqueparaconcentracioneselevadasla velocidadresulta

independientede la misma.

Michaelisy Menten(1913) fueronlos primerosen explicarestecomportamiento

con el mecanismosiguiente:

E.S.- ES— E+P

donde:E, 5, ES y P representan,repectivamente,el enzimalibre, el sustratolibre, el

complejo enzima-sustratoy el producto;y k1, k., y k2 las correspondientesconstantes

cinéticasde reacción.

En estemecanismodereacciónla velocidadde desaparicióndel complejoenzima-

sustratoconstituyela etapacontrolantede la reacción,de tal modo quela velocidaddel

proceso,y, vienedadapor:

y = k2 [ES] 111.3]

Porotraparte,la velocidadde transfonnacióndel complejoenzima-sustratopuede

Tepresentarsesegúnla ecuacion:
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d[ESJ = k1lS]IE] - k1IES] - k2[ES]
di 111.41

Puesto que la concentracióndel complejo enzima-sustratoes apreciable, la

concentracióntotal de enzima,[E]0,es igual a la concentraciónde enzimalibre, [E], más

la concentraciónde enzimaen el complejoenzima-sustrato,[ES]; esdecir,

[E]0= [E] + [ES] [11.5]

En condicionesde equilibrio, en régimen estacionario,se supone que la

concentraciónde los complejosintermedios(complejo enzima-sustratoen estecaso)

permaneceinalterable;porlo tanto,eliminando[E] entrelas ecuaciones[11.4]y [11.5],se

obtiene:

- [ES])[S] - (k1 . k2)[ES] = O [11.6]

de donde:

k1 [E]JS]
[ES] = k1 + + k1[S] [1L7]

Con todo ello, la velocidaddereaccióndel procesose puedeexpresarcon la ecuación:

k2[E]¿SI
+ k2 + [51 [11.8]
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El término (k.1+ k2)/k1 sedenominaconstantede Michaelis-Menteny serepresentapor

Km, pudiendoreescribirsela ecuaciónanteriordel modo siguiente:

Km+[S]

en la querecibeel nombrede ecuaciónde Michaelis-Menten.

Atendiendoal valorde la concentraciónde sustratoen el medio de reacciónpueden

hacerse algunas consideraciones.Así, cuando la concentración de sustrato es

suficientementepequeña,el término [S] en el denominadorde la ecuaciónde Michaelis-

Mentenresultadespreciablefrentea K,1, y la ecuacióntomala forma:

y = —~3-[E1dS1 [11.10]
Km

lo queindicaqueen estascondicionesel consumode sustratosigueunacinéticade primer

orden.

Por otra parte,cuando la concentraciónde sustratoes elevadase tiene que

[S]»Km, y la citadaecuación,entonces,puedeexpresarseasí:

y = k2[EJ0 = Vmn [11.11]

lo que indica que a concentracioneselevadasde sustrato,su consumose realizaa una

velocidadmáxima (~max) independientede la concentración.Se suponeque a estas

concentracionestodos los centrosactivosde los enzimasestánsaturadoscon sustratoy,

porello, lareaccióntranscurrede la formamásrápidaposible,independientementede la

concentraciónde sustrato(reacciónde ordencero).
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Atendiendoa estaconsideración,ecuación[11.11], la ecuaciónde Michaelis-

Menten, (11.9],puedereescribirsede la forma:

Vmn [51
[11.12]

y sí [5] esigual a ~~m’ así:

Vm= [5] Vmn

[S].[A] 2
[11.13]

Con ello, la constantede Michaelis,K,,,, sepuededeterminargráficamentea partir de la

relación entrela concentraciónde sustratoy la velocidadde reacción,lo que de forma

gráfica serecogeen la figura 2.10.

-o
8
e,

E
e>

Concentracióndesustrato,[5]

Figura 2.10. Efecto de la concentración del sustrato sobre una reacción
enzimática.
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La constante,K,~, esigual a la concentraciónde sustratoa la cual la velocidadde

reacciónesla mitad dela velocidadmáxima; sin embargo,en la práctica,estametodología

de trabajoproporcionaunosvaloresde los parámetrospocoprecisos.

Paraexpresarlos resultadosexperimentales,mediantela ecuaciónde Michaelis-

Menten,sehanhechoalgunastransformacionesen dichaecuación.La másutilizadaesla

queseobtiene,sencillamente,tomandolos recíprocosde ambosmiembrosde laecuación

(11.12]:

1 Km 1
__ + [11.14]
y Vm4S] Vm~

La ecuación[11.14]fué sugeridapor Lineweavery Burk en 1934, y representaunalínea

con el ejerectacon unapendientede K,,/Vma. y una intersecciónde l/V 1/y (figura

2.11).

-11K,,,

K
m

y
mn

1/Vrna-’

1/ls]

Figura 2.11.Representaciónde Lineweaver-Burk.
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Tiene la ventajade que V,,,~ puededeterminarsecon mayorexactitudque apartir de la

representaciónsimplede y frentea [5]; en estaúltima, la aproximacióna V,,,~ sealcanza

asintóticamentey suvalor es,porello, incierto.

Alternativamente,la ecuaciónde Michaelis-Menten,ecuación[11.12],sepuede

ponerde la forma:

VKm v[SJ = V,,~, [51 [11.15]

Dividiendo ambosmiembrosde la ecuación[11.15]por [5] y reordenandotérminosresulta:

y
V=Vmn~Km~ [11.16]

Así, siserepresentay frentea v/[S], seobtienelagráficaquemuestrala figura 2.12.

y

Pendiente= -K
U’

y /K
max m

v/[51

Figura 2.12. Representación de Eadie.
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Estarepresentación,sugeridaporEadieen 1942, no sólo permiteobtenerV,~, y K.,, de

forma sencilla, sino que también muestra,muy ampliadas,las discrepanciascon el

carácterlineal, lo quepuedeno apreciarseen la representaciónde Lineaweaver-Burk.



Parteteórica 45

11.3.3.EfectodelpH sobrela actividadenziniática.

Seencuentramuy frecuentementequeen unarepresentaciónde Vrnax frenteal pH

seobtieneunacurvaacampanada(figura2.13). Se observauna velocidadóptimaaun pH

intermedio,frencuentementeen el intervalode pH entre6 y 9.

Figura 2.13. Dependencia de V~,,1 Con el pH.

Estecomportamientoseexplicapor la jarticipaciónde gruposácidosy básicosen

la catálisis enzimática (Metzler, 1981). Este tipo de curva puede ínterpretarse

sencillamentesuponiendola presenciaen el centroactivo de dosgruposionizables:-NIIEI

y -COOH. Como resultadoexistentres formas del enzimacon diferentesgradosde

protonación:E, EH y EH2 (Figura2.14).

E

pH
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COOH NH~ C00

ENZIMA .~—

(EH)
2

~— pH Acido

NE; C00

ENZIMA

(EH)

NH2

—4
~— ENZiMA

(E)

pH Básica ......~

Figura2.14.Protonación del enzima según el pH.

Si sesuponequesolamentela formaEH escapazde originar un complejoenzima-

sustrato,EHS,quereaccioneparadarlugaraproductosseobtendríala curvaacampanada

de la figura 2.14. La frecuenteobservaciónde estetipo de curvaapoyael razonamiento

anterior,el cual seresumeen el mecanismode reacciónrepresentadoen la figura 2.15.

5
K + Kb

EH2 —~ EH E

kllrk¡
EH2S ~ EHS ~ ES

EH + P

Figura 2.15. Mecanismo de reacción del enzima según el pH.
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11.3.4.Efecto dela temperaturasobrela actividadenzimática.

La dependenciade la actividadenzimáticacon la temperaturapresentaun valor

máximo, debido a que al incrementotermodinámicode la constantede velocidadde

reacción(curva 1 enfigura 2.16)le siguela disminucióndela actividadenzimáticaa causa

de la degradacióntérmicadel enzima(curva2 en figura2.16).Deforma general,el óptimo

selocalizaa temperaturaentre400 y 600C (Ullmann, 1987).

oc
Cdoc

-a
e>

20 30 40 50 60

Temperatura,0C

70 80

Figura 2.16. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática.
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II. 3.5. Inhibición de los enzimas.

Soninhibidoresde enzimasaquellassustanciasque,específicamente,disminuyen

la velocidadde lasreaccionesenzimáticas,pudiendoserel efectoirreversibleo reversible.

La inhibición irreversibleimplica, habitualmente,la destruccióno modificaciónde uno

o másgruposfinicionalesdel enzima;lareversiblepuedesercompetitivao no competitiva,

y sutratamientocuantitativoadmitela relaciónde Michaelis-Menten(Mihalyi, 1972).

Inhibición competitiva.Comosu nombreindica el inhibidor competitivocompitecon el

sustratonaturaldel enzimaporel centroactivo; portanto, tendráuna estructurasimilar a

la del sustratoy, pormimetismo,seuniráal enzimae imposibilitarásu actividadcatalítica.

La inhibición competitiva es reversible y puede ser superadaincrementandola

concentraciónde sustrato;su efectividadestádeterminadapor laafinidaddel enzimahacia

el sustratoy el inhibidor.

El mecanismode reacciónessimilar al discutido en el apartado11.3.2, si bien

considerandounanuevareacción:la quesuponela unión del enzima(E) y del inhibidor

(1) paraformar, demodoreversible,un complejoenzima-inhibidor(El). Estareacciónse

puederepresentarpor:

E+I.- El

El complejoEl no puede,sin embargo,escindírseparaformarproductosde reaccióndel

modoquelo haceel complejoES; porotraparte,la constantede equilibrio del complejo

El vienedadapor la expresión:

k~ [E] [‘1
[El] [11.17]
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La ecuaciónde la velocidadde reacciónen presenciadel inhibidor secalcula

siguiendo la metodología empleadapara obtener la ecuaciónde Michaelis-Menten,

teniendoúnicamenteen cuentala nuevarelaciónde equilibrio y que ahorael valor de [E]0

correspondeal valor dadopor la expresión:

[E]0 [El + [ES]. [El] [11.18]

Con ello la ecuaciónde velocidadde reacciónen estetipo de sistemasen presenciade

inhibidoresvienedadopor:

Vmn [51

[5] + Km + ~ Km 111.19]
Kl

La existenciadel fenómenode inhibición competitivasereconocemedianteel empleode

la representacióngráfica de Lineweaver-Hurk,para lo que la anteriorecuacióndebe

expresarsede la forma:

1 = i + K1.I KM 1
_ ____ — [11.20]Vmn K1 Vmax [SJ

representando,entonces,11v frentea 1/[S] y haciendovariar la concentraciónde inhibidor.

Así, en la inhibición verdaderamentecompetitiva las representacionesde

Lineweaver-Burksecaracterizanporqueseobtienenrectasde pendientesdiferentes,que

tienenun puntodeinterseccióncomúnsobreel eje 11v (figura 2.17), lo queindica quela

V,,mno sealteraporlapresenciadeuninhibidor competitivo.Además,sedemuestraque

la presenciade inhibidor en el sistemaconducea la obtenciónde un valorde K,,, aparente

mayorqueel verdadero.
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Figura 2.17. Representacion de Lineweaver-Burk de la inhibición competitiva.

Inhibición no competitiva.En estecaso,la actividadenzimáticaseinhibe porcompuestos

queno tienenningunarelaciónestructuralcon el sustratoy, por tanto,no resultainvertida

porel aumentode la concentraciónde sustrato.Es presumiblequeel inhibidor seunaa

otraporcióndel enzimadistinto queel de su unión con el sustrato;puedeunirseal enzima

libre, al complejoES o a ambos,lo quepuederepresentarsecon las dosecuaciones:

E.I~ EJ

ES+I— ESI

Pendientede la
reacc¡ón inhibida
=(1+í1U/K)K 1V

1 y,, mt’ 1
m

-1/K

a,

Sin inhibidor

1/[5]

a, lIEN
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En estecaso, la distribución del enzimaentrelas diversasespeciesvienedadopor la

ecuación:

[E]0=[E]+[ES]+[El]. [ESl] [11.21]

Comola velocidaddel procesoesproporcionala [ES],ecuación[11.3],y todaslas especies

quecontieneninhibidor se consideraninactivas,la ecuaciónde velocidadpuedeexpresarse

en los siguientestérminos:

_____ Vmax• [5

]

+ [1] Km + [51 [11.22]

Tambienenestecaso,la inhibición no competitivasereconocede forma sencillamediante

las representacionesde Lineweaver-Burk,en presenciade varias concentracionesde

inhibidor:

1 K1.[l] 1 K1.[1] Km
_______________ _________ *

A?1 Vm~ A?1 Vma [51 [1113]

En la inhibición no competitivalasrectastienendiferentespendientes,perono presentan

un puntode interseccióncomúnsobreel eje 11v (figura 2.18).La intersecciónsobreel eje

11v esmayorparael enzimainhibido queparael no inhibido, lo cual indica quela V,~

ha disminuido poi accióndel inhibidor y no puederecuperarsepormuy elevadaquesea

la concentracióndel sustrato.
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Figura 2.18. Representación de Leneweaver-Burk de la inhibición no competitiva.

El tipo máscorrientede inhibición no competitivaesel queofrecenlos reactivos

quepuedencombinarsereversiblementecon los grupossulfl,idrilos (-SH) de los restosde

cisteina,esencialesparala actividadcatalíticade algunosenzimas.Los ionesmetálicos

pesados,o susderivados,inhiben estosenzimasformandomercáptidosde los grupos-SH,

detal maneraquela cantidadde enzimaen forma de mercáptidoestáen rápidoequilibrio

con el ion metálicolibre, esdecir:

E-SH + Mc - ES-Me +

Talesgrupos-SH puedenestarlocalizadosen el propio centrocatalíticoo bien pueden

hallarsesituadosa algunadistanciadel mismo.En esteúltimo caso, no obstante,pueden

seresencialespara la actividadcatalítica,porque ayudana mantenerla conformación

tridimensionalespecíficade lamoléculaenzimática.

t
m

1V
— max

1/151

11V (I+flJñC)
mtx 1

-1/K
m
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Inhibición irreversible.Seproducepor la unión medianteenlacescovalentesdel inhibidor

con los centrosactivosdel enzima.

Es importantedistinguir entreinhibición no competitivae inhibición irreversible.

El tratamientocuantitativode Michaelis-Mentende la inhibicióncompetitivay de la no

competitivasuponeque la combinacióndel enzimacon el inhibidor esreversible,pero si

el inhibidor reaccionairreversiblemente,el tratamientode Michaelis-Mentenno resulta

aplicable. Cuando se afiade un inhibidor irreversibleen excesosobre el enzima,la

inhibición puedeser,al principio, incompleta,perocontinuaráaumentandocon el tiempo,

porqueseproduceunainhibición total de unafracción crecientede moléculasdel enzima,

mientraslas restantescontinúansiendototalmenteactivas.

Algunosinhibidoresirreversibleactúan“lesionando”la moléculaenzimáticapor

modificaciónquímica de su estructura;en estecaso,el enzimamodificadotodavíaes

activo,peroactúaa velocidadreducida.Paraponerde manifiestoestaclasede inhibición

senecesitanmétodosespecíficos.
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III. PARTE EXPERIMENTAL.



Parte experimental 55

111.1. OBJETIVO YPROGRAMA EXPERIMENTAL.

El objetivo de nuestrainvestigación es desarrollarun método que permita

determinarla actividad de las proteasasbacterianasdel lodo activado,en diferentes

condicionesde operacióny antela presenciade agentestóxicos como son los metales

pesados,empleandounaproteínanaturalcomosustratode hidrólisis. Con ello, sepretende

demostrarquela actividadenzimáticadel lodo activadopuedesercuantificadamediante

la valoración de los enlacespeptidicosrotosdurantela reaccióndehidrólisis.

El programade investigacióndesarrolladoha sido el siguiente:

10) Seleccióndel procedimientoanalíticoparavalorarlos enlacespeptídicosrotos en el

transcursode la reacciónenzimática.

20) Determinaciónde la concentraciónde sustratoque sehallaporencimadel nivel de

saturación,de modoque la velocidadde reacciónseade ordencerorespectoal sustrato.
30) Determinacióndel pH óptimo de hidrólisis.

40) Estudio de la influencia de la temperaturasobrela actividadenzimáticadel lodo

activado.
50) Estudiode la influenciade la edaddel lodo activadosobresuactividadenzimática.

60) Efectosde los ionesmetálicosCu(Il) y Zn(II) como potencialesinhibidores de los

procesosenzimáticos.

La influenciade las condicionesde operación,así como el efectode los metales

pesadossobrelos procesosenzimáticos,sehan determinadomedianteel cálculo de la

velocidadde hidrólisismáximaespecífica,V~, definidacomo:

y
y - __max,e - SST [111.1]
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dondeV,,,2~ es la velocidadde hidrólisis máximacalculadaa partir del incrementoen la

concentraciónde gruposamino libres en el hidrolizadoproteicocon el tiempo, en las

condicionesdeexperimentaciónen quelas proteasasse encuentransaturadasde sustrato;

y, SSTesla concentracióndebiomasaen el ensayo,expresadacomosólidosen suspensión

totales.
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111.2.MA TERIA LES.

111.2.1. Lodo activado.

Los lodos activadosutilizadosen estetrabajose hangeneradoen unaplantapiloto

de tratamientode aguasresidualesque funcionapor el sistemaconvencionalde lodos

activados,constituidapor dosunidadesidénticasen cadaunade las cualessecultivaun

lodo de edaddeterminada.

Paraqueel lodo seencuentresiempreen lasmismascondiciones,unavezextraído

del tanquede aeracióndela correspondienteunidad,debedecantardurante30 minutosen

un cono de Imhoff de 1 litro de capacidad.Transcurridoestetiempo se separael

sobrenadantey secentrifugael sólidodurante5 minutosa 3.000r.p.m,en unacentrífuga

Selectamodelo Centromix. Seguidamentese suspendeel sólido en agua destilada,

determinándosela concentración de biomasa de la nueva suspensión por

espectrofotometríavisible.

111.2.2.Sustratode Ii idrólisi&

La eleccióndel sustratosusceptiblede serhidrolizadopor los microorganismos

constituyeun factorclavea la horade la correctadeterminaciónde la actividadenzimática

del lodo activado.

La utilizacióndeun carbohidrato-tal como el almidón- fué descartada,ya que las

técnicasanalíticasutilizadasparael seguimientode la hidrólisisde los enlacesglucosídicos

sebasanen la determinaciónde los azúcaresreductoresque seforman en el transcursode

lareaccióny estosproductossonutilizadosinmediatamentepor los microorganismosen

los sistemasbiológicos,como fuentede carbonoy energíaen su metabolismo,lo quehace

imposiblesucuantificación.
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En estesentido, la únicaposibilidadparael seguimientode la hidrólisis de un

carbohidratopor acción de los microorganismopresentesen el lodo activo es la

determinaciónde su velocidaddedesaparición.Sin embargo,éstano esunatécnicafiable

ya que senecesitaque la concentraciónde carbohidratoseaelevadaparagarantizarla

cinéticade ordencero.Otroproblemaañadidosurgeen el casode que seprodujeseuna

rápidaadsorcióndel sustratosobreel lodo, lo que impediríacuantificarla velocidadde

hidrólisis.

Ambas situacionesseevitan utilizando proteínascomo sustrato.En efecto, su

hidrólisis enzimáticapor la accióndel lodo activadopuede cuantificarsemediantela

valoraciónde los enlacespeptídicosrotos, ya que de estaformasevalorany cuantifican

productos intermedios de reacción que no pueden ser metabolizadospor los

microorganismos.

En estetrabajopor razonesúnicamenteeconómicas,se han seleccionadodos

proteínasparahacerel seguimientode la actividadenzimáticade las bacteriasintegrantes

del lodo activado: caseínade leche de oveja y gelatina de piel de cerdo, ambas

suministradasporFluka.
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1ff.3. EQUIPOEXPERIMENTAL.

111.3.1.Plantapiloto detratamientode aguasresiduales.

La plantapiloto de depuraciónmediantelodos activadosutilizadaparaobtenerlos

lodosempleadosen el trabajosemuestraen la figura 3.1.

Está constituidapor dos unidadesidénticas.Cadauna constade un tanquede

aeración,provisto de un difusor de vidrio sinterizado en su parte inferior, y un

sedimentador,construidos en metacrilato, con capacidadesde cinco y seis litros

respectivamente.

La alimentaciónde aguasredidualesa cadaunade las unidadesserealizadesdeun

únicodepósitode 125 litros de capacidadmedianteuna bombadosificadorade membrana

tipo CF 0410, con accionamientomagnético,longitud variable de carreray~ control

electrónicodel númerode éstas.La bombainipulsa al influentea un erlenmeyerde 500

Figura 3.1. Planta piloto de lodos activados.
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mí, el cualpor rebosealimentaun segundoerlenmeyerde igual capacidad;desdeestos

erlenmeyerseproducela alimentacióna cadauno de los tanquesde aeracióna travésde

las correspondientesválvulasde membrana.El caudal excedentede soluciónalimento

rebosadel segundoerlenmeyerparavolveral depositode alimentación.

Comosoluciónalimentoseutilizó aguaresidualsintéticaequilibradaen carbono,

nitrógenoy fósforo.Como fuentedecarbonoseutilizó glucosa;comofrentede nitrógeno,

cloruroamónico;y, comofuentede fósforo,unamezclade di-potasiohidrógenofosfato

y potasiodi-hidrógenofosfato queen las concentracionesutilizadasactúa,a la vez, como

tampón,manteniendoel medio a pH=7,0. Las concentracionesde estoscompuestosen la

solución alimento seindican en la tabla 3.1; su disolución se llevó a cabo con agua

corriente,la cual aportala concentraciónde salesy oligoelementosnecesariosparael

crecimientomicrobiano.

La concentraciónde oxigenodisueltoen los tanquesde aeraciónsemantienepor

encimade 2 mg/1,controlandoel flujo de aireprocedentedel compresorcon un rotámetro

instaladoen la líneade aire.

Tabla 3.1. Composición del agua residual sintética.

Compuesto Concentración

(mg/l)

D(-4-)-Glucosa, C6H,,06 (PANRiEAC, purisirno>

Cloruro amónico anhidro, NH4CI (PANKEAC. purisirno)

Di-potasio hidrógeno fosfato anhidro, K21-IPO, (PANREAC, purisirno)

Potasio di-hidrogeno fosfato anhidro, KII2PO, (PANREAC, purisirno)

500

250

1.750

250

<~ Equivalentea unaliBO5 de 373+17mg(Rodier, 1989). la cual seencuentradentrode las concentTaciones

generalmente encontradasenlas aguasresidualesurbanas(Ronzanoy Dapena. 1995).
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La recirculaciónde lodosdesdelos sedimentadoresa los tanquesde aeraciónse

realizade formaintermitentemediantedospequeñasbombasmamutactuadasporairey

reguladaspordosválvulasmagnéticastipo Lucifer 121 A 02, cuyo tiempo de actuación

eintervalotranscurridoentredosoperacionessucesivasescontroladoporun mecanismo

electrónicode controltipo Bircher5943.

La puestaen marchade la plantapiloto de tratamientosellevó a caboinoculando

en los tanquesde aeraciónlodo procedentede la EDAR de La China’. El caudal de

alimentaciónsefijó en 0,7 l/h, con el fin de obtenerun tiempo de residenciahidráulicode

7h, tiempo adecuadoparalas condicionesde alimentaciónutilizadas (Metcalf-Eddy,

1985).El tiempoderetencióncelularsefijó en 10 díasen unaunidady 14 en la otra,para

lo quediariamenteseextrajeroncomopurga500 y 350 ml de los tanquesde aeración.

Ambasunidadessemantuvieronen funcionamientodurante30 y 45 días,periodo

equivalentea tres veces el tiempo de retencióncelular, con objeto de conseguirsu

estabilización;transcurridoestetiempo el lodo de pur~a seempleó para realizarlos

correspondientesensayos.

La calidaddel tratamientoalcanzadoen la plantay, por tanto, de los lodos que

contiene,sedeterminóde forma periódicamedianteel análisisde parámetrostípicosde

operación,talescomo el contenidoen materiaorgánica,en términosde carbonoorgánico

total (COT) en el influentey en el efluente;la concentraciónde biomasa,en términosde

concentraciónde sólidos en suspensióntotales (SST); el índice volumétrico de lodos

(IVL); la concentraciónde oxígenodisuelto en el tanquede aeracióny el pH del medio.

La temperaturade la suspensióndel depósitode aeraciónse dejó evolucionarlibremente,

oscilandoentrelos 12 y 240C, debidoa los cambiosambientales.

Parala determinacióndel COl se utilizó un analizadorRosemountAnalytical Inc.

modelo DC-190,empleandocomopatróndecalibradounasoluciónde 100 mg/l de ftalato

potásicoparael influentey de 10 mg/l parael efluente.
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La concentraciónde biomasaen los depósitosde aeraciónse determinó por

espectrofotometríavisible medianteun espectrofotómetroUV-Visible de doblehazVarian

modeloCary lE.

El IVL se obtuvo de acuerdocon el métodoestandarreferidoen la bibliografíay

expuestoen el apartado11.2.5. de estamemoria.

La concentraciónde oxígenodisueltoen el depósitode aeraciónsesiguió con un

oxímetro WTW Oxi 96; el pH mediante un phmetro CRISON micropH 2001 y la

temperaturamedianteun termómetrode mercurio.

En latabla3.2. seresumenlos valoresmediosde los parámetrosde operaciónde

ambasunidadesde tratamientobiológico.

Tabla 3.2. Parámetros de operación de las unidades de lodos activados.

Parámetro Unidad 1 Unidad 2

Caudal alimento, 1/día 17 17

COTinfluente, mg/l 200 200

COl efluente,mg/l 22 21

OxigenoDisuelto,mg/l 2,4 2,7

pH 7,0 7,0

Tiempo retenciónhidráulico,horas 7 7

Tiempo retencióncelular,días lO 14

551en tanquede aeración,mg/l 2600 3400

IVL, ml/g 135 155
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111.3.2.Sistemadereactoresen discontinuo.

El equipoexperimentalutilizado parala determinaciónde la velocidaddehidrólisis

del sustratoporaccióndel lodo activadosemuestraen la fotografíade la figura 3.2. Para

la realizaciónde los experimentossedispusode dosequiposcomo el de la figura.

Los ensayosdehidrólisisenzimáticaserealizaronen vasosde precipitadosde 500

ml de capacidad,provistos de agitación y sumergidosen un baño termostáticopara

mantenerconstantela temperaturaduranteel tiempode reaccion.

La agitación de la disolución, formadapor la proteína y el lodo activado, se

consiguió mediante un equipo de floculación marca SBS modelo FC-6 que consta de seis

agitadores mecánicos de pala que giran simultáneamente a la misma velocidad.En todos

Figura 3.2. Sistema de reactores en discontinuo.
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los ensayosal menosuno de los agitadoressededicabaa la agitacióndel baño,con objeto

de evitarla apariciónde gradientesde temperatura.

La uniformidad de temperaturase lograbaen un baño termostáticode agua,

construidoen metacrilato,dondesesumergíanlos vasosde precipitados.La temperatura

se manteníaconstantemedianteun termostatode inmersión marca Selectamodelo

“Digiterm 100” con seleccióny lectura digital de la temperaturaentre+50C y 99,90C;

comoalgunosensayosserealizaronpordebajode la temperaturaambientesedispuso,

también,de unaunidadrefrigeradoraparabañosmarcaSelectamodelo “Frigedor”.
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Hl.4. DETERMINACIONES ANALÍTICAS.

111.4.1.Concentraciónde biomasa.

La concentracióndebiomasasedeterminade formadirecta,únicamente,mediante

el pesode material celular que contieneun determinadovolumen de cultivo. Esta

determinación supone, en primer lugar, la separación 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 partículaspequeñasdifractan la luz de

manera proporcional a su concentración, dentro de ciertos límites, se ha pensado que la

utilización de este método óptico puede resultar adecuado para cuantificar la biomasa

presente en el medio. Así, de forma indirecta, pero rápida y fiable, basándoseen la

reducción de la cantidad de luz transmitidapor un hazluminosoal pasara travésde una

suspensión bacteriana, puede determinarse la concentracióndela masacelularen un medio

de cultivo.

Ya que la difracción es inversamenteproporcionala la cuartapotenciade la

longitud de onda de la luz que se difracta, la sensibilidadde las medidasseincrementa

bruscamente si se utiliza luz de longitud de onda más corta; generalmente para la

cuantificación de la biomasa se utilizan longitudes de onda comprendidas entre los 420 y

650 nm(Staner y col., 1986). Por eso, en la investigación a que se refiere esta memoria,

la concentracióndebiomasase ha determinadopor espectrofotometríavisible, utilizando

un espectrofotómetro12V-Visible VarianmodeloCary lE, y seleccionandocomolongitud

de ondamásadecuadasegúnbibliografia (Jorgenseny col, 1 992-b)450 nm.

Determinaciónde la rectade calibrado. De acuerdocon la ley de Lambert-Beer

laconcentraciónde soluto esdirectamenteproporcionala la absorbanciade la solución,

de tal modo que la concentraciónde biomasapuede determinarseexperimentalmente
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medianteuna recta de calibrado que relacioneJa absorbanciade una suspensiónde

microorganismoscon lamasacelularde la misma.

La elaboraciónde la rectade calibradoserealizótomandoun volumende lodo; la

suspensiónse dividió en cuatroalícuotasde 10 ml cadauna: tresde éstassecentrifugaron

durante 10 minutos a 3.500 r.p.m. en una centrífugaSelecta modelo Centromix,

posteriormentese resuspendieronen agua destilada y volvieron a centrifugarse,

repitiéndoseestaoperacióndosvecesmáscon objetode eliminar las sales;el sedimento

sesecóen estufaa 1050C,durante24 horas,y sedeterminósupesoen balanzade precisión

(±0,0001g), calculándoseel valormediode las tresmedidas.Porotraparte,se determinó

la absorbanciade la cuarta alícuotaa la longitud de onda seleccionada.La repetición

sucesivade esteprocesocon diferentesgradosde dilución de la suspensiónde lodo

activadopermitióobtenerlos puntosnecesariosparatrazarla rectade calibrado.

El ajustede los datosexperimentalesse realizómediante el softwareMicroCal

Origin versión2.8, con el que seobtuvola ecuaciónde calibrado:

C = -2,12 + 548,74t4~ [1111.2]

dondeC esla concentraciónde biomasaen mg/l, y A es la absorbanciaa la longitud de

onda indicada. En la figura 3.3. se representala recta de calibradoy las hipérbolas

representativasde los límitesde confianzaparaun nivel de significacióndel 95%.
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Figura 3.3. Recta de calibrado para la determinación de la biomasa a 450 nm.

En la tabla3.3. sepresentanlos datosestadísticosde la ecuaciónde calibrado,así

comolas ecuacionesrepresentativasdelos limitesde confianza,obtenidasajustandoambas

hipérbolasa unaecuaciónde segundoorden.

La ley de Lambert-Beerse cumplehastaun valor de absorbanciade 0,4. Esto

significaque la concentraciónlímite a analizarmedianteel espectrofotómetroempleado

esaproximadamentede 220 mg/l; paraanalizarsuspensionesmás concentradasdeben

diluirse.

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0 250
0 50 100 150 200

C (mg/l)
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Tabla 3.3. Ecuación de calibrado y límites de confianza para la

determinación de la concentración de biomasa.

BIOMASA: RECTA DE CKLIBRACJON A 450

C (m2/l)= A+B~Ajg<,

JAWite.$unarlor de Confianza

Parámetro Valor ds

A -2,12 1,48

B 548,74 6,97

R=0,9994

DS =2,5901

P = 7,568~10’~

C(m~’/l) = A, + A1• A4g, +A,• A
2.gg

Parámetro Valor ds

A
0 2,374 0,027

A, 526,93 0,32

A, 60,83 0,80

R=1

DS = 0,0729

Parámetro Valor ds

A, -6,610 0,027

A, 570,55 0,32

A, -60,83 0,80

R=1

DS = 0,0729

Límite Inferior de Confianza

C(m2/l) = A, + A,- A4~, +A,- A
2

4~,
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111.4.2.Actividadenzirnáticade lasproteasas.Métododel TNBS.

La degradaciónhidrolítica de las cadenaspeptidicasqueconstituyenlas proteínas

transcurresegúnun procesocatalizadopor las enzimasdenominadasproteasas,segúnla

reacción:

O
II Pnteasa

—C—NH~ —‘- ~COOH +

Parte deja Resto de It
cadena cadena

proteínica pioteinica

Amida Acido carboxilico Amino

El gradode ionizaciónde la aminay el ácidocarboxílicoformadosdespuésde la

hidrólisis de la proteínadependedel pH de la reacción.Los valoresde los pI(, de los

grupos-COOH y -NH en los polipéptidosestáncomprendidosentre3,1-3,6y 7,5-7,8,

respectivamente(Steinhardty Beychok,1964;Rupley,1967).Portanto, el grupocarboxilo

no seencontrarádisociadoapH inferioresa 2, se encontraráparcialmentedisociadoentre

pH 2 y 5, y lo estarácompletamentea pH superioresa 5. Porsu parte,el grupoamino

estarácompletamenteprotonadopordebajode pH 6, parcialmenteprotonadoentrepH 6

y 9,5, y no estaráprotonadoporencimade pH 9,5.

El procesosuponecesióny/o capturade Hj lo que se traduce en una variación del

pH del medio, a excepciónde que éste se sitúe entre 5 y 6, ya que en este caso el

intercambiodeprotonessecompensamutuamente.Por debajode pH 3,1-3,6menosde la

mitad de los gruposcarboxilo seencuentrandisociadosmientrasque los gruposamino

están completamenteprotonados;entonces,se produceuna captura neta de 0,5 a 1

equivalente de H4 por cada equivalente de enlaces peptídicos rotos, si el pH no se

encuentra tamponado se observa un rápido 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 están

protonados y todos los grupos carboxilo completamente disociados, lo cual provoca una



Parteexperimental 70

cesiónnetade 0,5 a 1 equivalentede H~ por cadaequivalente de enlaces peptídicos rotos;

en consecuencia,el pH disminuyesi no seencuentratamponado.

En resumen, para valores de pH mayores o menores que el intervalo dado por los

correspondientespKs de los gruposamino y carboxilo, la reacciónde hidrólisis a pH

constantetranscurrecon el consumode considerablescantidadesde ácidoo de basepara

titular los gruposaminoy carboxiloliberados.Así, resultaobvio que si el pH permanece

constante,porejemploa pH8, la relaciónentreequivalentesde enlacespeptídicosrotos

y equivalentesde baseconsumidaseráproporcional;la constantede proporcionalidades

el gradode hidrólisis, a, del -NH¿ esdecir:

10 pH.pK

Esteesel principiode la técnicadel pH-estato(Jacobseny Léonis,1951; Jacobsen

y col, 1957)parael seguimientoen continuodel grado de hidrólisis durante la reacción.

Sin embargo,en la práctica,estatécnicaesmáscomplicadapuesla determinación del pK

del hidrolizadoproteico, como seha visto, es la cuestióna resolvera la hora de la

calibración de los equipos, y, desafortunadamente, el pK de los grupos amino no

permanececonstante,varíacon la naturalezade los aminoácidosterminales,la longitud

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

Comoconsecuencia de los inconvenientes apuntados, las técnicas que se basan en

la determinacióndel incrementode grupos amino libres son las más ampliamente

utilizadaspara el seguimientode las reaccionesde hidrólisis de proteínas,conocida,

además,su alta fiabilidad y sencillezde operación.Existenvariosmétodos,entrelos que

cabedestacarla reaccióncon ninhidrina (Moorey Stein, 1948),fluorescamina(Felix y

col., 1975),o-ftaldehido(GarcíaAlvarez-Coquey col, 1989; MedinaHernándezy col.,

1991)ocon el ácido2,4,6-trinitrobencenosulfónico(Satakey col. 1960;Mokrasch,1967;

Burger, 1974; Snyderand Sobocinski,1975; Adler-Nissen,1979).
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El empleodel ácido2,4,6-trinitrobencenosulfónico(TNBS) parala determinación

dela concentraciónde gruposaminolibres de proteínasehidrolizadosproteicosha sido

aceptadode formaunánimecomoel másadecuadodesdesu introducciónporSatakey col.

en 1960;no obstante,el procedimientooriginal ha sido modificadoporMorkrasch(1967)

parapermitir la determinaciónde aminas,aminoácidosy proteínasen mezclas.En ambos

procedimientosla reacciónde trmnitrofenilaciónesseguidaporunaetapade congelación

con metanola 00C, despuésde la cual la concentraciónde gruposamino serelacionacon

el incrementoen la absorbanciade la solución a 340 nm o a 420 nm.

Con posterioridad,Snydery Sobocinski (1975)estudiaron,también,la reacción

de trinitrofenilación, proponiendoque el contenidoen gruposamino libres puedeser

relacionadodirectamentecon la absorbanciaa 420 nm de la mezclaresultantede la

reaccióndetrmnitrofenilacióndespuésde un conoperiodode incubación(15-30minutos)

a 250C, yaqueen estascondicionessedesarrollamásdel 98%del color. Lasupresiónde

la etapade congelaciónde la reacciónde trinitrofenilación mejora la sensibilidaddel

método,puesseelimina la dilución del color causadaporel metanol.

Portodo ello, la determinaciónde la actividadde las proteasasbacterianasdel lodo

activado,enestetrabajo,serealizaporcuantificacióndel incrementode la concentración

degruposamino libresen la soluciónde hidrolizadoproteico,utilizandola modificación

del método del TNBS propuestoporSnydery Sobocinski.

Determinaciónde la recta de calibrado. La reconocidaimportancia del tiempo y la

temperaturade incubaciónen el métodode análisisseleccionadoaconsejan,en primer

lugar, determinarel rendimientode trinitrofenilación de la glicina, aminoácidotomado

comopatrón,a tres concentracionesy trestemperaturasdiferentes(figura 3.4).
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Cadauno de los valoresque se representanen las gráficas de la figura 3.4,

correspondena la medidade la absorbanciaa 420 nm, en un espectrofotometroUV-

Visible de doblehazVarianmodelo Cary lE, de una muestraque seobtuvomezclando:

2 mililitros de glicina (Fluka) de concentraciónqueseindica,2 mililitros de tetraborato

sódico(Panreac,gradoanálisis)0,2M y 25 microlitros de TN?BS (Fluka) 0,03M, quese

incubó en un baño termostáticoa la temperaturay duranteel tiempo indicado. Los

resultadosmuestranque a 250C, la reacción no llega a completarseen eí intervalo de

tiempo de ensayo;la reacciónde trmnitrofenilaciónse completaen 40 minutosparauna

temperaturade400C;mientrasquea 600C seobservala perdidadel color desarrolladoen

la solución.

En consecuencia,paraobtenerla rectade calibradoseutilizaron las cantidadesy

concentracionesde reactivos indicadasanteriormenteala temperaturade incubaciónde

400C, durante40 minutos.

La ecuaciónde calibrado resultantedel ajuste de los datos experimentales

obtenidosal analizarsolucionesde glicina de concentraciónconocidafué:

C = 0,94 + 13,55v4
420 [111.41

donde:Cesla concentraciónde glicina en 10
5mol/l; y, A es la absorbanciaa la longitud

de ondaindicada.En la figura 3.5. serepresentala rectade calibradoy las hipérbolas

representativasde los límitesde confianzaparaun nivel de significacióndel 95%.
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Figura 3.5. Curva de calibrado para la determinación de glicina a 420 nm.

En la tabla 3.4 se recogen,además,los datos estadísticosde la ecuaciónde

calibrado,asícomolasecuacionesrepresentativasde los límitesde confianzaobtenidas

tras el ajustede ambashipérbolasauna ecuaciónde segundoorden.

La ley de Lambert-Beersecumplehastaun valor de absorbanciade 1,8, lo que

viene a decir que la concentracionlímite a analizarmedianteel espectrofotómetroes,

aproximadamente,de 2540~mol/l; las disolucionesmásconcentradasdebendiluirse.

2,0

1,5

o

1,0

0,5

0,0 30~
0 5 10 15

C(105 M)

25
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Tabla3.4. Ecuación de calibrada y límites de confianza para la

determinaciónde la concentración de grupos amino libres.

- GLICINA:RECTADE’CALIBRACION A420 n

C (105M)= 4tWA~
410~

Límite Superior de Confianza

Parámetro Valor ds

A 0,94 0,19

B 13,55 0,17

R=0,9994

DS=2,2961

P = 5,638.10’~

C(10
5M) = A, + A,- A

42, +A A
2

42,

Parámetro Valor ds

A, 1,532 0,003

A, 12,9439 0,0074

A, 0,3032 0,0038

R=1

DS= 0,008

Parámetro ~‘alor ds

A, 0,340 0,003

A, 14,1631 0,0074

A, -0,3032 0,0038

R= 1

DS = 0,008

Lúnite Inferior de Conf

C(10
5M) = A, + A,A

421, +A,- ~2,
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111.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

El plan de trabajo presentadoen el apanado111.1 de estamemoria, se ha

desarrolladoen dosseriesde ensayos:

- La primerasedirige ala determinaciónde la actividadde un lodo activadobajo

diferentescondicionesde operaciónen la plantade tratamiento;y,

- la segunda,paracuantificarla influenciaque ejercela presenciade diferentes

cantidadesde Cu(II) y Zn(II) sobrela actividaddel lodo.

En todos los casos,parafacilitar el estudiocinéticodel procesode tal modoque

la velocidad de reacción resultede orden cero respectoal sustrato --proporcional

únicamenteala concentraciónde enzimaactiva presenteen el medio--,se ha trabajadoen

lascondicionesen quela concentraciónde sustratoseencuentrapor encimadel nivel de

saturación.

Paraello, en un primeraetapa,sedeterminóel nivel de saturaciónde las proteasas

del lodo activadoutilizando comosustratocaseínay gelatina,con el objetivo añadidode

seleccionarparalos ensayosposterioresaquélque generaseunamayorcantidadde grupos

aminolibres en el transcursode la reaccion.

Enunasegundaetapa,otrasecuenciade ensayos,a diferentespH, temperaturasy

edaddel lodo, informó sobrela influenciade estasvariablesen la reacciónde hidrólisis

de la proteína,y, en consecuencia,sobrelapropiaactividad del lodo activado.

Por último, en una terceraetapa, se realizaronensayosde hidrólisis con la

presenciaen el medio de diferentescantidadesde Cu(I1) y de Zn(II), tanto de forma

individual como en mezclas,variando,además,el pH y la edaddel lodo.
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Así, apartir del incrementoen la concentraciónde gruposamino libres entrela

disolución inicial de proteínay de hidrolizadoen función del tiempo, expresadocomo

concentraciónde glicina en moles/l que generala misma absorbancia,sedeterminóla

velocidadmáximadehidrólisis (Vmax) enlas condicionesde ensayoexperimentadas.Con

ella, y conocidala concentracióndebiomasaen el ensayo,seobtuvola velocidadmáxima

específicadehidrólisis ~ variablequesehaelegidocomola másrepresentativapara

llevar acabotodo el estudio.

La forma de operaren cualquierade los ensayosrealizadosconsistióen la

preparaciónde 100 ml de disoluciónde proteínadela concentraciónprogramada,fijándose

el pH de la experimentaciónmedianteadición deK,HPO4(Panreac,purísimo) y, por otra

parte,sepreparóunamezclade 100ml de lodo activado, en la cual sehabíadeterminado

previamentela concentraciónde biomasa,y 50 ml de solucióntampónde fostato0,02 M.

Ambas soluciones,una vez atemperadasa la temperaturade ensayo en el baño

termostático, semezclabanen un vasode precipitadosde 500 ml provistode tabiques

deflectoresy agitacióna 150r.p.mparamantenerel lodo en suspension.

El seguimientode la reacciónse realizó extrayendoperiódicamente5 ml de

muestradel hidrolizadoproteicoque inmediatamenteseintroducian en vialesde 10 ml con

tapónroscadoy junta de teflón, y secolocabanen un termostatode bloquemetálicomarca

Selectamodelo “Multiplazas” a 150
0C durante2 minutos, con objeto de paralizarla

reacciónpordesnaturalizacióndel enzima.Posteriormentese enfriabany centrifugaban

durante10 minutosa3.000r.p.m en una centrífugamarcaSelectamodelo “Centromix”,

tomándose2 ml del sobrenadanteparael análisisde los gruposamino libres.

En el casodel estudiode aguasredidualesque conteníanionesmetálicos,la única

diferenciaen el procedimientoexperimentalradicóen que se preparóuna mezclade 75

ml de lodo activado,25 ml de soluciónde CuSO
4ó ZnSO4(PANREAC, gradoanálisis)

de concentracióntal quesealcanzarala de ensayoen el volumen final de mezcla,y 50 ml

de solución tampón de fosfatos0,02 M. Estasuspensiónsemantuvoen agitacióna la



Parte experimental 78

temperaturade ensayodurante 1 hora, tiempo estimadosuficiente paraalcanzarel

equilibrio de adsorcióndel metal sobreel lodo.
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HL 6. RESULTADOSEXPERIMENTALES.

111.6.1.Seleccióndel sustratoy desu nivel de saturación.

La primeraetapade la experimentacióntuvo como objetivo determinar,poruna

parte,la proteínaa utilizar como sustratode las proteasassoportadasporel lodo activado

y, por otra,la concentraciónde la misma quellegaa saturara las citadasenzimas.

Los ensayoscorrespondientesse hanrealizadocon lodosde 10 díasde edad,apH

7 y temperaturade 250C,manteniendoconstantela concentraciónde biomasay variando

la de sustrato,siguiendoel incrementoen la concentraciónde gruposaminolibresen el

hidrolizadoproteico expresadopor la concentraciónde glicina que presentasu misma

absorbancía.

Las tablas3.6.1 a 3.6.5 recogenlos resultadosde los experimentosen los que se

utilizó caseínacomosustratoy alícuotasde lodoactivadoprocedentesde unamismapurga

del tanquede aeraciónde la plantapiloto. Porsu parte,las tablas3.6.6a 3.6.10recogen

los resultadosde los experimentosen los queseutilizó gelatinacomo sustratoy alícuotas

de lodoactivadoprocedentedeunamisma purgadel tanquede aeración,si biendiferente

ala de los ensayosanteriores.

La nomenclaturautilizadaparala presentaciónde estosresultadosesla siguiente:

[5], esla concentraciónde sustratoen el ensayo,en mg/l.

pH, esel pH del medio.

T, esla temperaturade reacción,en “C.

SST,es el intervalo de confianzapara un nivel de confianzadel 95% de la

concentraciónde biomasaen el ensayo,expresadacomo sólidos en suspensión

totales,en mg/l.

es la edaddel lodo, expresadaen días.
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Tabla3.6.1. Hidrólisis de caseína.Influencia de la concentración de sustrato.

Experimento: SS-1-1.

[SI = 1000 mg Cascina/J SST 900 ± 21 mg/1

pH= 7,0±0,1 e = 10 d

T= 25,0±0,1 0C

T

Tiemno (m¡n~ Glicina (10

15 3,0

30 6,4

45 10,6

60 14,2

75 15.8

90 17,3

105 21,1

120 22,7

135 25.2

150 25.6

165 27.0

180 29,4

Tabla 3.6.2. Hidrólisis de caseína. Influencia de la concentración de sustrato.

Experimento: SS-I-2.

(51 = 2000 mg Caseína/I SST 900 + 21 mg/l

pH= 7,0±0,1 e = rn1

T= 25,0±0,1 0C

j

jtfrilio (mm) Glicina (1(1 NI)

15 5,4

30 ¡0.1

45 15.2

60 15.0

75 21.9

90 25,0

105 27.6

120 29,2

135 30,1

150 31.5

165 34,7

180 35.9
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Tabla3.6.3. Hidrólisis de caseína.Influencia de la concentraciónde sustrajo.

Experimento: SS-¡-3.

[Sí = 3000 mg caseína/l SST= 900 + 21 mg/1

pH~ 7±0,1 e = lCd

T= 25,0±0,1 0C

Tiemoo (mini Glicina (¡O M)

15 6,4
30 10.7
45 16,1
60 19.4
75 20.9
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. Hidrólisis decaseína.Influencia de la concentraciónde sustrajo.

Experimento: SS-1-4.

(S~ 4000 mg Casehia/I SST 900 ± 21 mg/L

pH 7,0± 0,1 8 = 10 d

T= 25,0±0,1 0C

Tie¡nuo (mini Glicina (10 Mi

15 5.3
30 10,7
45 15.0
60 7.2
75 24.2
90 27.8

105 31,7
120 37,0
135 41.6
150 45.9
165
180 56,5
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Tabla 3.6.5. Hidrólisis de caseína. Influencio de lo concentración de sustrato.

Experimento: SS-J-5.

[Sí = 5000 mgCascfna/I S5T = 900 ± 21 mg/l

pH= 7,0± 0,1 e = ¡0 d
c

T= 25,0±04 0C

T
Tiemno (miii) Glicina (1CM)

15 5,2

30 8,8

45 13,7

60 17,5

75 23,4

90 27 7

105 31,7

120 36,]

135 40.4

¡50 43.2

165 49.4

180 53.4

Tabla 3.6.6. Hidrólisis degelatino. Influenciade la concentraciónde sustrato.

Experimento: SS-2-J.

[Sí = 2000 mg Gelatiiva/I SST = 983 + ¡9 mg/I

pH = 70 + 0,1 6 = ¡o <1

T = 25,0 ±0,1 0C

Tiempo (mi») GI¡C¡IIa ~ El

15 9.3
30 21.6
45 28.2
60 35.4
75 39.8
90 42.5

105 47.4
120 53,5
135 55,1
150 62,2
165 67,4
180 73,9
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Tabla 3.6.7. Hidrólisis degelatina. Influencia dela concentraciónde sustralo.

Experimento: SS-2-2.

[SI = 4000 mg Gchatina/I S5T 983 ± ¡9 mg/I

pH 7,0±0,1 6 = lo d
e

T= 25,0±0,1 “C

T

Tiemno (¡ni») Glicina <10 Ml

15 11.5
30 21,0
45 29,4
60 35,6
75 45,2
90 56.5

105 62,3
120 67,5
135 79,7
150 85,3
165 85,5
180 95,3

Tabla 3.6.8. Hidrólisis de gelatina. Influencia ele la concentración de sustrajo.

Experimento: SS-2-3.

[Sí = 6000 mg Gvlaiina/l 5ST = 983 -4- 19 mg/I

pH 7,0±0,1 6 = 10 d
(1

T= 25,0±0,1 0C

T

Ticinno (xlii») Glkj¡w~±iIL~ff

15 ¡2.8
30 =6.3
45 34.9
60 47.8
75 57,1
90 66.7

105 77,6
120 87.8
135 101,5
150 113,4
165 126,5
180 140,6
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Tabla 3.6.9. Hidrólisis degelatina. Influencia dela concentraciónde sustrajo.

Experimento: SS-2-4.

[SI = 8000 mg GelaLuna/I SST = 983 + 19 mg/I

pH 70+C,1 6 = lCd

T= 25,0±0,1 0C

T

Tiempo (inuíd Ghieuna(ItVM)

15 13,8
30 27.0
45 30.7
60 47.2
75 54.9
90 68,2

105 82,4
120 94,5
135 94,6
150 111,2
165 116.9
180 130,0

Tabla 3.6.IO.Hidrólisis de gelatina. Influencia de la concentración de sustrato.

Experimento: SS-2-5.

[8] = ¡0000 mg GelatinaR 55T = 983 ± ¡9 rngII

pH 7,0± 0,1 e = lO d

T= 25,0±o,¡ 0c

j[fr~no (iltuní Glicina - (¡IbM)

¡5 15.4
30 22,9
45 37.0
60 46.7
75 55,8
90 66,6

¡05 79.0
120 85,4
135 02,2
150 ¡¡0.8
¡65 121,6
¡80 129,1
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111.6.2.EfectosdelpHy de la temperatura.

La segundaetapade la experimentaciónha tenidocomoobjetivoel estudiode la

influenciadel pH y de la temperaturasobrelaactividaddel lodo activado.

Paraello, utilizando gelatinacomosustratoy lodode 10 díasde edad,serealizaron

dos seriesde ensayosreplicados,cadauna con 5 experimentossimultáneosa 250C de

temperaturay valoresde pH de 5,5, 6 ,7, 8 y 8,5. En cadaunade estasseriesse utilizó

lodoactivadoprocedentede dosvolúmenesde purgaobtenidosdel tanquede aeraciónde

la planta piloto en días diferentes.Las tablas3.6.11 a 3.6.20 recogenlos resultados

experimentalespertenecientesaestosensayos.

Posteriormente,serealizaron3 seriesde ensayosa pH 7, que asu vez secomponen

de dosjuegosde 3 experimentossimultáneosadostemperaturasdiferentes.Comoen el

estudiode la influenciadel pH, el lodo activadoutilizado en cadaseriede ensayosprocede

devolúmenesde purgadel tanquede aeraciónrealizadasen díasdiferentes.En las tablas

3.6.21 a 3.6.26sepresentanlos resultadosde los experimentosrealizadosa 10~ y 350C, en

las tablas3.6.27 a 3.6.32los realizadosa 150 y 300C y en las tablas3.6.33a 3.6.38 los

realizadosa 200 y 250C.

Como en las condicionesde experimentaciónensayadassealcanzael nivel de

saturacióndel enzimapor el sustrato,los datos cinéticosse han ajustadoa una recta

medianteel programade cálculo MicroCal Origin y. 2.8., representandola pendientede

dicha rectala velocidadmáximade hidrólisis <VIUa0, a partir de la cual se calculala

velocidadmáximaespecíficade hidrólisis (Vmaxj, todavez que tambiénse conocela

concentraciónde biomasaen cadaensayo(SST).

La nomenclaturaparala representaciónde estosresultadosexperimentalesesla

utilizadaen el punto anterior,a la quehay queañadirlos símbolossiguientes:

A, esla concentraciónde glicina a tiempo cero,expresadaen 105’mol/l.
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Vmax, esla velocidadmáximade reacción,expresadaen 105mol GlicinaIl~min.

ds, esla desviaciónestándarde A y V,,,~.

t, esel valorde la t de StudentparaN-l gradosde libertady un nivel de confianza

del 95%(Montgomery,1991).

esel coeficientede correlaciónde la regresiónlineal.

DS,esla desviaciónestándarde la regresiónlineal.

esel nivel de significión del coeficientede correlaciónde la regresiónlineal.

esel númerodepuntosexperimentalesutilizadosen la regresión.

es el intervalo de confianzaparaun nivel de confianzadel 95% de la

velocidadmáximaespecífica,expresadoen iimol Glicina/mg SST’hora.
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Tabla 3.6.11. Influencia del pH en la actividad en:hnótica del lodo activado.

Experimento: 110-1-1.

[Sí = 6000 mg Ge¡atuna/l

pH 5,5±04

T= 25,0±0,¡

Tiempo (mini

¡5
30
45
60
75
90
¡05
¡20
135
¡50
¡65
¡80

6= ¡0 d

oc

5

Glicina (¡0’ NI

)

4,7
8,4

¡5.2
‘9,3
21,3
28.2
30.2
37.0
40,5
43,¡
47.¡
53,5

Determinación de V por regresión ¡ineal de los
mnx

chitos cumielicos: (;licuii;i = A + X’ ‘I’ie’npo
Unix

y
o,ax

R = 0,997

dx - cl.t

¡ .35

0.0¡2

DS = 1,225

P = ¡.4E-12

SST 670± 2¡ mg/¡

Fa ni me:ras

A

Valor

0,96

0,288

0,75

0.007

N= 2

y = 2.58 E—O ¡ ~ ¡ .91’A12 ~ mal Glicina/mg 552’ - h
nULO
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Tabla 3.6.12. Influencia del pH en la actividad enzimótica del lodo activado.

Experimento: HG-I-2.

[5] = 6000 mg Oelatina/¡ 55T = 670 ± 21 mg/¡

pH 6,0±0,¡ 6 = ¡0 d

T= 250+ 0,¡ 0C

5

Tiempo (ini») Glicina (10 MI

¡5
30
45 ¡9,2
60 ‘~ 3
75 29.3
90 31,1

¡05 40,5
¡20 41.7
135 49.0
¡50 51.5
¡65 59,1
180 62,9

Detenninación de V por regresión Iinen¡ de los datos cinéticos: Glicina = A + y . Tiempo
lan

Fará metros Va/a, cts ‘-ch

A 3,53 1,37 2,51

y 0.330 0,011 0,021
znax

R 0,995 N = LO

DS= 1,548

P = 2,¡E-09

y = 2 .96E—EI 1 + 2 .SE.02 ~J md Glicina/mg SST Ii
uiax.e
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Tabla 3.6.13. Influencia del ph en la actividad enzimótica del lodo activado.

Experimento: HG-¡-3.

[5] = 6000 mg Oc¡atinafl 551’ = 670 + 21 mgl¡

pH 7,0± 0,1 6 = ¡0 d

1’ = 25,C ±o,i
0C

s
Tiempo <mini Glicina ____ (lO M)

15

30 17.0
45 21,0
60 31,3
75 35,6
9C

105 49,4
¡20 56,6
¡35 66,9
¡50 71,5
¡65 78.2
¡80 89,0

Detenninación de Y por regresión lineal de los (IaI(,s ci;wtic(,s: Glicina = A + y Tiempo
nb»X Din

Farái»flros VI//br íLv ¡ íh

A 0.99 1,32 2,42

V 0.476 0.011 0.021
itax

R= 0,998 N = lO

D5 = 1,756

P = IlE-lo

y = 4.26E-Ol ~ 3.21>02 J ¡1101 GIkuna/íng SST h
mat.e
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Tabla 3.6.14. Influencia del pH en la actividad enzimó fico del lodo activado.

Experimento: 110-1-4.

[5] = 6000 mg Gc¡atina/¡ 5ST = 670 + 21 mg
11

pH 8,0±0,1 6 = 10 d
e

T= 25,0±0,1 0C

5

Tiempo (mi») Glicina (10 M

)

¡5

30 16,9
45 22.7
60 26,4
75 31,2
90 40.3

¡05 49.6
¡20 55,3
35 57.2

¡50 63,7
¡65 72,7
¡80 76,0

Determinación de V por regresién lineal (le los dMos c¡ii~Irncos: Glicina = A + V Tiempo
DI•X ma~

Parámetros Valor cts ¡ - cts

A 3,63 1,51 2,74

y 0,409 0.013 0.024
flux

R= 0,995 N = II

DS = 2,068

1’ = SE-lO

Y = 3.óóIt—O¡ + 3.3k—nl ~ ~m>l«lkiuia/mng SS’! h
Iflax.c
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Glicina <¡()~ M

)

¡4,0

22.8
27,3
41.0

45.6

48.1
53,0

58.0

Tabla 3.6.15. Influencia del pH en la actividad enzimótica del lodo ant vado.

Experimento: 110-1-5.

[5] = 6000 mg Gelauina]1 SST 670 + 2> mg!>

pH = 8,5 ±0,1 e = ¡O d
c

T= 25,0±0,! 0C

Detenninación de y por regresión lineal de los chitos cinéticos:
mas

Valor

.89

0,385

N= 8

2.87

0,028

Glicina = A + V Tiempo
mas

¡ ch

5.34

0.052

V = 3.45E-O1 + 5.7E-O2 Li mdGlicina/mg SST h

Tiempo (mini

¡5
30
45
60
75
90

¡05
¡20
‘35
¡50
165

180

Parcbnerros

A

y
nlax

R = 0,985

DS = 2,963

1’ = 9,¡E-06
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Tabla3.6.16. Influencia delpH en lo actividadenánzó fico del lodo activado.

Experimento: 110-2-1.

[~l = 6000 mg Gclotina/l SST = 807 + ¡9 mg/¡

pH = 5,5 ±0,1 6 = lO d

T= 25,0±0.1 0c

T

Tie,nno (¡ni»> Glicina (¡O’ Ml

15 3,5
30 8,1
45 ¡3,!
60 ¡8,4
75 20,5
90 25,5

¡05 30,8
¡20 34.7
¡35 41,0
150 50,3
165 54,9
¡80 59,8

Determinación de V por regresión lineal de los dMos cinélicos: Glicina = A + V Tiempo

max rnúx

Fará,nn ros Valor clx - clx

A -3.17 ¡.24 ‘‘3

V 0.341 0.033 0.020
flux

R= 0,995 N 32

DS = 2,015

1’ = 3,ÓE->>

V = 2.53E-Ol ± 2.1 E-02 Li ¡nol Glicina/mg SST’h
wax.e
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Tabla 3.6.17. Influencia del pH en ¿a oci’i rielad enzi¡nótica del lodo activado.

Experimento: HG-2-2.

[51= 6000 mg Gelatuna/l 55T = 807 ± 19 mg/¡

pH= 6,0±0,1 6 = ¡Cd
e

T= 25,0±0,1 0C

Tiempo (mini Glicina <1O~ Mi

15 ¡0.1
30 ¡6,0
45 23,6
60
75 35,4
90 43,7
¡05 52,4
¡20 56.6
¡35

¡50 71.9
165 78.0
180

Determinación de V por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + V Tiempo
max

.PaM,njros Valor dx ¡ cts

A 2,05 0,78 1,45

y 0,462 0,008 0,014
mix

R= 0,999 N = 9

OS = 1,137

P = 9,4E-Il

y 3,43¡~.()j ~ 3 .9E—<12 Li ,noI (;licina/ung SST It
max.e
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Tabla3.6.18. Influencia del pH en la actividad enzin¡ótica del lodo activado.

Experimento: HG-2-3.

[51= 6000 mg Gelatuna/¡ SST = 807 ± ¡9 mg/¡

pH= 7,0±0,1 6 = ¡o d

T= 25,0±04 0C

5
Tiempo (ini») Glicina <JO !%li

¡5 3,1

30 22.0
45 26.7
60 35.8
75 46,0
90 58,1

¡05 65.3
¡20 79.8
135 82,5
150
¡65 96,]
180 ¡09,0

Determinación de V por regresión lineal de ¡os chitos cinéticos: Glicina A + y . Tiempo
mex maN

Parámetros Valor cts dx

A -0,09 2,34 4.24

y 0,613 0,022 0,040
mix

R= 0,994 N = II

DS = 3,765

1’ = 4.9E-I0

V = 4.SÓE—O1 + 4.OL-02 iJ mmml Glicina/mg SST- It
max,e
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Tabla3.6.19. Influencia delpH en ¿a actividadenzirnóticadel lodo octivado.

Experimento: 110-2-4.

[5] = 6000 mg Oelatina/l 55T = 807 ± ¡9 mg/l

pH = 8,0 ±0,1 6 = lO d

1’ = 25,0 ±0,1 0C

5

Tiempo (mm> Glicina (10 M

)

¡5 8.5
30 21,5
45 26,!
60
75 39.1
90 51,1

¡05 61.2
120
¡35 76.3
150 89.7
165 93,1
¡SO lO! .6

Determinación de y por regresión lineal de los datos cimieticos: Glicimia A + y . Tiempo
mas IDas

Parámetros Valor <It dx

A 0.98 1,66 3,05

y 0,564 0.015 0,027
mn

R= 0,997 ¡‘4 = lO

D5 = 2,553

P = 2,3E-l0

V = 4.¡9E-Ol ± 341E-02 Li mmii Glicina/mg SST It
U,aX.e



Parte experimental 96

Tabla 3.6.20. influencia del pH en ¿a actividad enámnótico del lodo activado,

Experimento: 110-2-5.

[Sí = 6000 mg Gclatina/l SST = 807 + ¡9 mg/¡

pH 8,5±0,1 e = ¡Cd

T= 25,0±0,1 0C

Tiempo (miii> Glicina <10’ NI

)

15 10,2

30 15,2
45 20,9
60 26,2
75 40,9
90 47,8

¡05 58.0
¡20 63,2
¡35 71.6
¡50 77.0
165
180

Determinación de V por regresión lineal de los datos cinélicos: Glicina = A + V ‘ Tiempo
tan titas

Fará¡neo-os Va/nr dx clx

A -0,56 1,79 3,28

y 0,529 0,019 0,035
mAN

R= 0,995 ¡‘4 = lO

D5 = 2,621

P = 3,3E-09

y = 3,93E—O l + 3,SE—02 Li ¡¡¡ol Glicina/mg SS’I’ It
Dbn.e
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Tabla 3.6.21. Influencia de la temperaturaen la actividad enzimóticadel lodo acávado.

Experimento: 110-3-1.

(5] = 6000 mg GeIamunafI SST = 690 + 19 mgl¡

pH 7,0±0,1 e = lo d

T= ¡0,0±0,1 oc

Tiempo (miii> Glicina <10 NI

)

15 1.9
30 3,6
45 6.2
60 6,6
7.5 >0,6
90 ¡4,9

105 13,4

120 ¡6,0
135 20,1
¡50 20,6
¡65 24,6
$80 23,8

Determinación de y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + y . Tiempo
‘flaN mas

Parámetros Va/o, ch- ¡ -dx

A -0.40 0.79 ¡ .43

V 0,143 0.007 0,013
maN

R = 0,988 N = ¡2

DS = 1,290

P = 2.3E-09

V = 1.24E-0¡ ± 1.SE-02 u ¡no! Glicina/mg5SF Ii
Infl.t
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Tabla 3.6.22. Influencia de la temperaturaen la actividad enzimóticadel lodo activado.

Experimento: 110-3-2.

[5] = 6000 mg Gelatunaul 5ST = 690 ± 19 mg/¡

pH 7,0±0,1 e = ¡Cd
e

1’ = 10,0 ±o,¡ 0c

Tiemno <mm) Glicina (1O~ NI

>

¡5 1,1
30 6,1
45 ¡¡.1
60 8,2
75 ¡3,7
90 ¡5,7

105 J 9,6
120 16,5
135 21.4
150 22,3
165 27,7
180 28.5

Detenninadón de V por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: Glicina A + V Tiempo
mar mal

Parámetros Valor cts ¡-cts

A 1,16 1,25 2,24

V 0,152 0,011 0,020
mix

R 0,973 N = 12

1)5 = 2,02781

P = 9.9E-08

Y = 1 .32k—Ol + 2.1 I.-112 Li niol «licuna/ung SST It
max.e
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Tabla 3.6.23. Influencia de la temperatura en la actividad enzimótico del lodo activado.

Experimento: HG-3-3.

[Sí = 6000 mg Gelatinad] SST = 690 ± ¡9 mg/¡

pH 7,0± 0,1 6 = ¡Cd
e

T = 10,0 ±o,¡ 0C

Tiemno (mm) Glicina (10 NI

)

15 2,4
30 4,9
45 4,8
60 ¡0.0
75 9,5
90 ¡6,3

¡05 ¡6.8
120 19,9
135 18,6
150 21,7
¡65 25,1
¡80 28,6

Determinación de V por regresión lineal de los dalos cinéticos: Glicina = A + y . Tiempo
DitAS maN

Farámetros Valor dx ch

A -0.18 0.98 1,75

V 0,155 0.009 0,O¡6
Dlix

R= 0,984 N = 12

DS = 1,587

1’ = 8,0E-09

V = 1.34E-O1 ± l.8E-02 ~j¡¡inI G¡icina/mng SS’! It
mai,e
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Tabla 3.6.24. Influencia de la temperaturaen ¿a actividadenzimática del lodo activado.

Experimento: IIG-3-4.

[5] = 6000 ¡ng Gelatina/1 S5T = 690 ± 19 mg/1

pH = 7,0±0,1 6 = ¡0 d

T= 35,0±0.1 0C

Tiempo <mm) Glicina (10

’

15 ¡4,9
30 28,2
45 40,5
60 58,7
75 69.2
90 81,6

¡05 ¡01,3
¡20 112,6
>35 127,7
¡50 ¡43.6
165
180

Determinación de y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V Tiempo
litaN maN

Parámetros Va/o,- c/x cts

A -0,69 1.34 2,45

V 0,952 0,014 0,026
mix

R= 0,999 N = ¡O

1)5 = 1,960

P = 3.OE-12

y = 8.27E-0J + 4.6E-02 p ¡mml Glicina/mg SST h
lila x.e
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Tabla 3.6.25. Influencia de la temperatura en la actividad enzimárica del lodo activado.

Experimento: 110-3-5.

[Sí = 6000 mg Ge¡atina/¡ 851’ = 690 ± ¡9 mg/¡

pH 7,0±0,1 6 = ¡0 d

T= 35,0±0,1 0C

Tiempo (miii> Glicina (10 NI

)

15 ¡2,3
30 28,2
45 48,9
60
75 80,4
90 91,1

¡05 ¡03,6
¡20 ¡¡6,3
¡35 ¡32.4
¡50 ¡46.2
¡65 ¡61.1
¡80

Determinación de V por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + y Tiempo
maN mas

Parámetros Va/nr dx ¡ - ds

A 2,74 2,24 3,93

y 0.971 0,020 0,037
mAN

R= 0,998 N = 0

DS = 3,148

P = 4,2E-¡¡

y = 8,44E—O¡ ± 5.ÓE.02 13 ¡aol Glicina/uíxg 5SF It
lila
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Tabla 3.6.26. Influencia de la temperatura en la actividad enzinultica del lodo activado.

Experimento: HG-3-6.

[51= 6000 mg Gelatina/¡ SST = 690 ± 19 mg/l

pH = 7,0±0,! 6 = ¡0 d

T= 35,0± 0,1 oc

5

Tiempo (mi») Glicina (10 NI

)

¡5 ¡0,5
30 31,0
45 48,4
60 65,7
75 77,3
90 97,3

lOS ¡01,5
¡20 ¡¡5,9
¡35 131,4
¡50
¡65
180

Determinación de V por regresión ¡ineal de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + y . Ticíapo
luDí lliaN

Parámetros Valor cts ¡ -cts

A 2,44 3.41 6,35

y 0,973 0,040 0,075

mas

R= 0,994 N = 9

OS = 4,700

P = 5.4E-08

y = S.4~E—O ¡ + 8,9E—(12 13 ¡nol G litina/mg SST Ii
tnax.e
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Tabla 3.6.27. Influencia de la temperatura en la actividad enzimática del lodo activado.

Fspeñmerno: 110-4-1.

[SI = 6000 mg Ge¡atina/1 SST = 702 ± 17 mg11

pH = 7,0 ±0,1 6 = 10 d

T= ‘5,0± o,¡ 0c

Tiemno (mm) Glicina (1<>~ Mi

¡5
30 6,8
45 ¡0.9
60 16,2
75 21,4
90 20.6

¡05 25,7
120 31,3
135 32,5
150
165 39.3
180 44,2

Determinación de V por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + V Tieínpo
ilioN

Parámetros Valor ch ct
5

A 0.82 1.10 2,02

y 0.239 0.010 0.018
filaN

R= 0,993 N = 0

1)5 = ¡,485

P = 9.OE-09

y = 2,OSE-OI + 2.OE-(>2 >1 sutil (;licmna/zng 551’ 1>
tnfl,e
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Tabla 3.6.28. Influencia de la temperatura en la actividad enzimática del lodo activado.

Experimento: RG-4-2.

[Sí = 6000 mg Clc¡atuna/l SST = 702 ± ¡7 mg/¡

pH 7,0±0,1 e = ¡Cd
t

T= 15,0±0,1 0C

5
Tiemno (mini Glicina (10 NI

)

15
30 10,5
45 14,2
60 ¡8,5
75 24,0
90 22.8

¡05 27,6
120 317
235 33,0
¡50
¡65 43.0
180

Determinación de V por regresión lineal de los dalos cinéticos: Glicina = A + V Tiempo
maN maN

Parámetros Valor dx ¡ - cts

A 4,24 ¡.27 2,36

y 0,227 0,013 0,023
mAN

R= 0,989 N = 9

D5 1,571

p = 4,IE.07

y = 1 .94E—O1 + 2 .5E—(12 oíd Glicina/mg SS r
wax.e
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Tabla 3.6.29. Influencio de la temperatura en la actividad enziniótica del lodo activado.

Experimento: HG-4-3.

[Sí = 6000 mg Ge¡atina/¡ SST = 702 ± ¡7 mg11

pH 7,0±0,1 e = lO d

1= 15,0±04 0C

$

Tiemno (ini»> Glicina (10 M

)

15 2,6
30 5,0
45 11.2
60 10,9
75 17,2
90 23.9
05 27,4

¡20
¡35 30,5
150 34,9
¡65
¡80

Determinación de y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V Tiempo
mAN

Parámnel ros Valor cts ¡cts

A -1,19 1,41 2,62

y 0,247 0,016 0,029

ma’

R= 0,986 N = 9

1)5 = 2,052

P = I,OE-06

y = 2.11 E-al + 3.OE-02 ~amítol Glicina/mg SST h
ía ax. e
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Tabla 3.6.30. Influencia de la temperatura en

Experimento: HG-4-4.

la actividad enzinzótica del lodo activado.

[5] = 6000 mg OeIatina/l 551’ = 702 + 17 mg/¡

pH 7,0± 0,1 e = ¡o~
e

1’ = 30,0 ±o,í 0C

Tiempo (mm)

15

Glicina (10 NI>

6.0
30
45
60
75
90

105
120
135
¡50
¡65
180

22.0
37.2
43,3
56,2
72,9
78.1
93,1
97.3

¡¡¡.4
1 ¡2,1
¡20,1

Determinación de y por regresión lineal de los
mal

Parámneiros Valor

3.28A

y
maN

R = 0,991

OS = 5,346

P = 4,9E-¡0

0,692

N= [2

datos cinéticos: Glicina = A + y . Tiempo
maN

cts ¡ch

5.91

0,054

3.29

0.030

V = 5,92E-O1 + 6.OE-02 Li mol G¡icina/¡ng SST It
,i,ax.e
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Tabla 3.6,31. Influencio dela temperaturaen la aci’ii’idad enzimótica del lodo acávado.

Experimento: HG-4-5.

(S] = 6000 mg Oe¡atina/1 SS’!’ = 702 + 17 mg/I

pH = 7,0± 0,1 e = ¡O d
e

1’ = 30,0 ±0,1 0C

$

Tiempo (mi») Glicina (10 M

)

15 3,6
30 18,4
45 32,9
60 53,3
75 61.9
90 73,8

105 88,0
¡20 86,0
135 97,8
¡50 97,8
165 106,5
180 117,6

Determinación de y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + y . Tienípo
ma, maN

Fará‘neo os Valor ct
5 ¡ - cts

A 5,93 524 9,4

y 0,655 0047 0,085

mix

R= 0,975 N = [2

1)5 = 8,507

P = ilE-OS

V = 5,60E-O1 + 8,ÓE-02 p mííol Glicina/mg SST’ h
maN,C
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Tabla 3.6.32. Influencio de la temperatura en la actividad enzimótica del lodo activado.

Experimento: HG-4-6.

[5] = 6000 mg Ge¡atina/¡ SS’!’ = 702 ± ¡7 nig/¡

pH 70+0,1 e = ¡Cd
e

T = 30,0 ±0,1 oc

Tiempo (mini Glicina (10 ¡~fl

15 >1,8
30 27.9
45 27,9
60 42.6
75 56,7
90 62,8

¡05 75,4
120 85,7
135 94.8
150
>65 116,8
¡80 ¡23,3

Detenninación de y por regresión Iinea¡ de los dalos cinéticos: Glicina = A + y . Tiempo
mlix as

Parámetros Valor dx ¡ - c/x

A 2.70 78 3,23

V 0,682 0,017 0,030
ma’

R= 0,997 N = II

1)5 = 2,874

P = 1W-II

y = 5,83E-01 + 441E-02 Li ¡aol Glicina/mg SST h
¡‘18 X,e
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Tabla 3.6.33. Influencia de la temperatura en la actividad enzimótica del lodo activado.

Experimento: 110-5-1.

(5) = 6000 mg Gelatina/I 551’ = 759 ± 19 mg!1

pH = 7,0±0,1 6 = ¡O d

1’ = 20,0± 0,1 0C

Tiempo (miii> Glicina (10 Ml

15 8,7
30 17,9
45 19,6
60 24,5
75 41,4
90 44,2

¡05 48,9
IZO 54,3
¡35 59,1
150
165 73,8
180 76,6

Detenninación de V por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + 1’ Tiempo
mas

Parámetros Va/nr cts ¡ cts

A 3,83 95 3,54

V 0,419 0,018 0.033
mAN

R= 0,991 N = II

1)S = 3,147

P = 3,OE-09

y = 3.31E-0t + 3.SE-02 ji mol Glicina/mg SST It
‘nax,e
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Tabla 3.6.34. Influencia de la temperatura en lo actividad enzin¡ótica del lodo activado.

Experimento: HG-5-2.

15] = 6000 mg Ge¡atina/¡ SST= 759 ± ¡9 rng/¡

pH 7,0±0,1 6 = ¡Cd
e

1’ = 20,0 ±o,¡
0c

5

Tiempo <mm) Glicina (10 M

)

¡5 jO

30 11,7
45 14,9
60 23.3
75 36,3
90 37,2

¡05 42.3
¡20 52,3
¡35 57,9
¡50 62,9
¡65
¡80 77,2

Detertninacidn de y por regresión lineal de ¡os datos citélicos: Glicina = A + \~ Tiempo
mlix titaN

Parámetros Valor cts 1 -cts

A -2,89 1,47 2,67

y 0,448 0,014 0,026
filaN

R= 0,996 N = II

1)S = 2,339

P = ¡,6E-l0

y = 3.54E-O1 + 2.9E-02 Li mol Glicina/ung SST It
mlix,C
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Tabla3.6.35. Influencio de la temperaturaen la actividad enzimótica del lodo activado.

Experimento: HG-5-3.

[5] = 6000 mg Ge¡atina/¡ 55V = 759 ± 19 mg/I

pH = 7,0±0,1 6 = ¡0 d
e

T = 20,0 ±o,í
0c

Tiempo <mini Glicina (10 M

)

15 7,1
30 11,9
45 ¡8,5
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

Detenninacién de V por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + y . Tiempo
mlix luliN

Parámetros Va/o, dx e - dx

A 3,79 3,17 5,7

V 0,434 0,029 0.052
mlix

R = 0,979 N = ¡2

OS = 5,153

P = 3,3E-08

y = 3,43E-O1 + 4.9E412 ~ ¡¡sol Glicina/mg SS F It
max,e



Tiempo (mini

¡5
30
45
60
75
90

105
120
135
150
165
180

Glicina (10’ NI

)

6,5
¡9,2
30,5
44.0
52.3
55,9
67,4
77.1
91,7
92,4

101,7
¡08,2
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Tabla 3.6.36. Influencia de la temperatura en la actividad enzimática del lodo activado.

Experimento: 110-54

[Sí = 6000 mg Gelatina/l SS’!’ = 759 ± 19 mgí¡
pH 7,0±0,1 e = ¡0 d

e

1’ = 25,0 ±o,í 0C

Valor

272

0.610

N= 12

datos cinéticos: Glicina = A + y

ci ¡cts

4.17

0038

2.32

0021

y = 4.SZE-Ol + 4.ZE-O2 Li mol Glicinaf~ng SS’!’ It
uDS x,e

Determinación de y por regresión lineal de los
Din

Parámetros

A

y
maN

Tiempo
ma’

R = 0,994

1)5 = 3,772

1’ = SSE-II
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Tabla3.6,37, Influencia de la temperatura en la actividad enzimótica del lodo activado.

Experimento: 110-5-5.

[51= 6000 mg Gelatina/l SST = 759 ± 19 mg/I

pH 7,0±0,1 e = lO d

T= 25,0±0,1 ¡‘c

5

Tienuno (mi»> Glicina <14)’ M

>

15 7,9
30 20,1
45 32,2
60 40,1
75 57.0
90 65,2

105 75,1
120 74,9
¡35 83,6
¡50
¡65
¡80

Determinación de y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + y . Tiempo
fila, liX

Parámetros Va/o,’ <Ix ¡ ‘ds

A 2,50 3,54 6,58

V 0.642 0042 0,078
mAN

R= 0,985 N= 9

1)5 = 4,872

P = ¡,ZE.06

y = 5.08E-Ol + 7.41>02 ~ uno! Glicina/mg SS’! - It
lDaX.t
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Tabla3.6.38. Influencio de la temperaturaen la actividadenzimóticadel lodoantvado.

Experimento: 110-5-6.

[51= 6000 mg Ge¡atina/¡ 551’ = 759 ±19 mg/I
pH 7,0±0,1 e = ¡0 d

T 25,0± 0,1 ¡‘c

Tiempo (mio> Glicina (10 NI)

>5 9.>
30 26,8
45 38,5
60 38,0
75 47,1
90 60.9

¡05 70.5
¡20 81,2
¡35 87,8
¡50 96,5
¡65 ¡¡4,3
¡80 ¡¡5,2

Determinación de y por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + y Tiempo
tan taN

Parárnnros Va/op jIs 1 - jis

A 3,64 2,43 4,37

V 0,634 0.022 0040
unaN

R= 0,994 N = ¡2

os = 3,955

P = 6,OE-¡¡

y = 5,411 E—O! + 4,41>02 p ¡‘ml Glitina/mg SST - It
max,e
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111.6.3.Efectode la edaddellodo.

En la terceraetapade la experimentaciónse obtienenlos datosnecesariospara

determinarla influenciade la edaddel lodo sobresu actividadenzimática.

Paraello, utilizandogelatinacomo sustrato,y trabajandoapH 7 y temperaturade

250C, sehanensayadodoslodosde edaddiferente,concretamentede 10 y 14 días.Cada

ensayoseha replicadoen cuatroocasionesutilizando lodoprocedentede las purgasde las

dos unidadesde tratamientobiológico realizadasen días diferentes;a la vez, en cada

ocasión,sehan realizadotres réplicascon alícuotasprocedentesdel mismo volumende

purga,por lo quesedisponede doceexperimentosparacadauno de los dostipos de lodos

activadosensayados.Los resultadosexperimentalesobtenidosquedanrecogidosen las

tablas3.6.39 a 3.6.62,en las que, ademásde la evoluciónde la concentraciónde grupos

amino libres con el tiempo, se recogeel resultadodel cálculo de la velocidadmáxima

específicade hidrólisis (V~~) de la misma formaque se hizo en el apañado111.6.2.La

nomenclaturautilizadaen estecasocoincidecon la de aquél.
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Tabla 3.6.39. Influencia dela edaddel lodoactivadoen su actividadenzirnútica.

Expeñmen¡o: 110-6-1.

[SI = 6000 mg Gelatina/l SST= 779 ± ¡9 mg/l

pH 70+0,1 6 lOd
c

T= 25,0± 0,1 0C

3

1’ie¡noo (mirO Glicina (¡0 NI

)

15 3.6
30 13,4
45 22.6
60 31.5
75 38,5
90 56,4

[05 57.3
120 60,1
¡35 70,8
150
165
¡80

Detenninación de V por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + y . ‘I’iexnpo
max

Parámetros Valor dx ¡dx

A -2,58 2,84 5,28

V 0,559 0,034 0.063
rnax

R= 0,988 N = 9

D5= 3,906

P = 6,9E-07

V = 4,31E-01 + 5.9E-02 J mol Glicinating SS’I’ h
max.c
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Tabla 3.6.40. influencia de la edaddel lodo activadoen su actividadenzimótica.

Experimento: 110-6-2.

(5] = 6000 mg Golatina/l SST = 779 ± ¡9 mg11

pH = 7,0 ±0,1 6 = lO d
e

1= 25,0± 0,1 0C

Tiempo (minj Glicina (10 Ml

‘5
30
45 29.4
60 38,2
75
90 58,4

105 66.2
20 70,8

[35
[50 85,6
¡65
¡80 104,0

Determinación de V por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + y - Tiempo
ma, wn

Parámetros Valor dx ¡ -dx

A 6,87 2,24 4,36

y 0,539 0,019 0,038
mt,

R= 0,997 N = 7

lis = 2,265

1’ = l.IE-06

y = 4.15E-0l + 3,9E-02 IJ mol Glicina/uug SST It
ma x .
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Tabla 3.6.41. Influencia dela edaddel todoactivadoen su actividadenzimútica.

Experimento: HG-6-3.

[Sí = 6000 mg GelatinalI SST = 779 ± 19 mg/1

pH = 7,0 ±0,1 e = lO d
c

T= 25,0±0,1 0C

TiemDo (mm) G[icina (10 M

)

[5
30 17.5
45
60 37,4
75
90 49.4

los 58,0
120 67,4
135
150 82,8
¡65
180 99,1

Deler¡ninación de V por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V Tiempo
wax mox

Pará,ne¡ros Valor dx ¡-dx

A 2,58 1,39 2,7

y 0,535 0,012 0,023
‘nfl

R= 0,999 N = 7

DS= 1.512

P = [,[E-07

y = 4,IZE-01 + 2.8E412 ~i md Glicina/mg SST- It
.nax.e
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Tabla3.6.42. Influenciade la edaddel lodo actívado en su actividadenuj.mática.

Expeñmento:HG-6-4.

[Sí = 6600 mg Gelatina/[ 55T = 365 ± 22 mg11

pH = ~,O± 0,1 6 = 14 d
y

T= 25,0± 0,1 0C

Tiempo (mini Glicina (10 M

)

I5
30
45 16,8
60 23,7
75 26,7
90 37,0

105 45,4
120 49,7
135 55,0
150 61,1
165 69,5
180

Detenninacién de V por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + V Tiempo
mnaX [flux

Fará metros Valor dx ¡ dx

A -3.00 1.61 3,00

V 0,436 0,014 0,027
[fin

R= 0,996 N = 9

DS = 1,676

P = IlE-OS

V = 7,17E-01 + 8.9E-02 p ¡nol Glicina/mg SST It
¡nax . e
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Tabla3.6.43. Influenciade la edaddel lodoactivadoen suactividadenzimática.

Expeámento:HG-6-5.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SST= 365 ± 22 mg/I

pH 7,0±0,1 8 = 14 d

T= 25,0± 0.1 0c

Tiemno (mini Glicina (10’ M)

‘5
30 II,>
45 ¡9,4
60 23,8
75 31.2
90 41,3
05 48,7

120 51,3
¡35 55,7
¶50 66,0
¶65
¡80

Detenninación de V por regresión lineal de los datos cinéticos: G[icina = A + V Tiempo
Énsx Inax

Parámetros Val o, dx ¡ -dx

A -1,38 1,81 3,37

y 0,446 0.018 0.034

mlx

R= 0.994 N 9

OS = 2,148

P = 5,4E-08

V= 7,33E.01 ± 1.02E.01 lJ inol Glicina/mg SST~ It



Parteexperimental 121

Tabla3.6.44. Influenciadela edaddel lodo activadoen su actividadenzimdtica.

Expenmemo:HG-6-6.

[Sí = 6000 mg aelatina/I SS’!’ = 365 ± 22 mg/I

pH 7,0± 04 e =y ¡4 d

T = 25,0 ± o,¡
0c

Tiempo (miii) Glicina (10~

¡5
30
45
60
75
90

¡OS
¡20
¡35
¡50
¡65
¶80

22,1
26,3
33,4

58,3
64,6
72,3
81,8

Determinación de V por regresión lineal de [osdatos cinéticos: Glicina = A + V Tiempo
ma, mSX

Pará,nflros Valor

0.93

ti, ¡-ti

,

1,59 3.09

0,025

A

y
—x

R = 0,998

OS = 1,685

p = 3,SE.07

0,435

N= 7

0.013

V = 7,ISE-0I + 8.SE-02 j~ ¡no’ Glicina/mg SST h
max.c
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Tabla3.6.45. Influenciade la edaddel lodoadivado en su actividadenzimótica.

Experimento:HG-7-1.

[Sí = 6000 mg Gelatina/I 55T = 789 ± ¡9 mg/I

pH = 7,0±0,1 6 = 10 d

T= 25,0±0,1 0C

Tiemno <mini Glicina (lO~ Mi

‘5
30 ¡6.9
45 26,8
60
75 42,4
90 55,3

lOS 59,0
¡20 70,9
‘35
150 85,5
165 95,3
180 ¡03,0

Detenninación de V por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + V Tiempo
ma’

Parámetros Valor dx ¡ -dx

A 0,75 1,32 2,45

V 0,57! 0,011 0,021
¡Xlix

R= 0.999 N = 9

OS = 1,657

P = 3,OE-I0

V = 4.35E-OI + 2.6E-02 p mol Glicina/mg SST It
max,e
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Tabla3.6.46. Influenciade la edaddel lodoacávado en suactividadenzimótica.

Experimento: 116-7-2.

[5] = 6000 mg Golatuna/1 55T = 789 ± ¡9 mg/l

p11 7,0±0,1 6 = lod

T= 25,0± 0,1 0C

Tiempo (mirO Glicina <10 M

)

15
30 19,7
45 30,0
60 34.9
75 48,7
90 55,8

105 64.5
¶20 71,7
¡35 82,2
150
¶65
¶80 106,8

Determinación de V por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo

nIax max

Parámetros Valor dx ¡-dx

A 2,89 1,21 2,26

V 0,581 0,012 0,022
flux

R= 0,999 N = 9

OS = 1,568

P = 3,SE-¶0

‘Y = 4.42E-O1 + 2.7E-02 i mol Glicina/mg SST h
maN ,e
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Tabla3.6.47. influencia dela edaddel lodo activadoen su actividadenzimática.

Experimento:HG.7-3.

(5] = 6000 mg Gelatina/I SST = 789 ± ¶9 mg11

pH = 7,0± 0,1 6 = JO d
e

T= 25,0± 0,1 0C

Tiempo (mm) Glicina <10 M

)

15
30 11,4
45
60 345
75 45.4
90 55,5

lOS 65,7
¶20 67,8
¶ 35
150 81,5
165 90,3
180 ¡03,6

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina A + V Tiempo
maz ma’

Parámetros Valor cis tós

A 0,36 3,49 6,48

V 0,567 0,029 0,055
fila,:

R = 0,99l N= 9

OS = 4,186

P = 2,6E-07

‘Y = 4.31E-01 + 5.2E-02 tJ ¡no! Glicina/mg SST’ h
nhax,e
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Tabla 3.6.48. Influenciadela edaddel lodo activadoen su actividadenzimática.

Experimento: 110-7-4.

[51 = 6000 mg Gelatina/¶ 551’ = 391 ± 32 mgIl

pH = 7,0±0,1 6 = >4 d
e

T= 25,0± 0,1 0C

Tiempo (miii) G[icina (10’ NI

)

‘5
30
45
60 23,4
75 30,8
90 37,0

¡05 42,3
120 50,1
135 56,3
150 61,7
165 71,6
180

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz ma’

Parámetros Valor ds (dx

A -3,14 1,32 2,5

‘Y 0,443 0.011 0.02!
ma

R 0,998 N= 8

05= 3,092

1’ = l.8E-08

‘Y = 6,SOE-OJ ± 8.9E-02 u mo> Glicina/mg SS’!’’ h
max,c
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Tabla 3.6.49. influencia de la edaddel lodo activadoen su actividadenzimática.

Experimento:HG-7-5.

[5] 6000 mg Gelatina/l SS’!’ = 39! ± 32 mg/l

pH 7,0±0,1 6 = 14 d

T= 25,0±0,! 0C

5
Tiemno (minI Glicina (10

’

Ji
30
45 19,6
60
75
90

¡05 44,3
120 51,8
135 59,5
150 66,4
>65 72,9
180 79,2

Determinación de ‘Y por regresión ¡ineal de los datos cinéticos: G!icina = A + ‘Y Tiempo

fha, ola,:

Parámetros Valor dx ¡ dx

A -1,29 ¡.03 1,99

‘Y 0,447 0,008 0,015
ma,

R= 0,999 = 7

05 = 0,834

P = 2,7E-08

‘Y = 6.87E.O1 + 7.9E-02 ti ‘nol Glicina/mM SST - It
UISN,e
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Tabla3.6.50. Influenciade la edaddel lodoacávado en suactividadenzimótica.

Experimento:HG-7-6.

[Sí 6000 mg Gelatina/l SST = 39! ± 32 mg/l

pH 7,0±0,1 e = 14 d
y

T= 25,0± 0,1 oc

TiCIJIDO (minI Glicina (IO~ Nl

)

‘5

30 ¡0,3
45 >5,4
60
75
90 37,2

lOS 41,5
120
¡35 58.7
150 63,3
165 67,0
180 74,3

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz ma,:

Parámetros Valor tis vds

A -2,92 1,47 2,79

y 0,435 0,012 0,023

ma

R= 0,998 N 8

DS= 1,733

P = 2,8E-08

‘Y = 6,67E-O1 + 9.OE-02 ¡‘ mo! G!icimalmg SST’ It
.naz,e
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Tabla3.6.51. Influenciadela edaddel lodoactivadoen suactividadenzimótíca.

Experimento:HG-8-¡.

[5] = 6000 mg Gelatina/1 551’ = 618 ± 19 rng/I

pH = 7,0 ±0,1 e = 10 d

T= 25,0± 0,1 oc

Tiempo (mio) Glicina <10’ Ml

15
30
45 ¡9,8
60 27,0
75 32,9
90 41,4

lOS 48,2
120 52,9
135 60,!
150 64.3
¡65 72,0
180 76,7

Determinación de ‘Y por regresión [inca! de [osdatos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
fin tez

Parámetros Valor dx dx

A 203 1,07 1,96

V 0,422 0,009 0,016
ma

R= 0,998 N lO

OS = 1,210

1’ = 4,2E-I!

‘Y = 4,10&01 + 2,9E-02 Li mo! Glicina/mg SST h
max.e
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Tabla 3.6.52. Influenciade la edaddel lodo activadoensu actividadenzim4tice.

Experimento:HG-8-2.

[5) = 6000 mg Gelatina/l 55T = 618 ± 19 mg/l

pH = 7,0± 04 e = 10 d

T= 25,0±04 0C

$
Tiempo <mini Glicina <10 Mi

‘5
30 ¡3,2
45 ¡5,8
60 27,3
75 29.9
90 36,6

lOS 47.3
120 49.6
135 58,8
150 63,3
165 70,8
180

Determinación de ‘Y por regresión [ineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
flaN Ifa,:

Parámetros Valor ds ¡ <It

A -1,2! 1,53 2,8

V 0,436 O,O!4 0,026
Ifa’

R= 0,996 N = ¡O

OS = ¡.953

P = l,SE-09

y = 4,23E-61 + 3.9E-02 ¡i mol G!icina/mg 5SF h
maz,e
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Tabla3.6.53. Influenciade la edaddel lodoactivadoen suactividadenzimótica.

Experimento:HG-8-3.

[5] = 6000 mg Gelatina/l SST = 618 + 19 mg/l

pH = 7,0±04 e = 10 d

T= 25,0+01 0C

5

TiemDo (mini G!icina <10’ Mi

15
30
45 19,8
60 30,1
75 37.9
90 44,6

105 50,7
¶20 57,3
135 59,2
150 65,9
165 72,6
¡80 83,5

Determinación de ‘Y por regresión !inea! de los datos cinéticos: G[icin-a = A + ‘Y Tiempo
maN ma,:

Parkne¡ros Valor dx ¡ dx

A 3,92 2,18 4,00

V 0,429 0,018 0,033

mas

R= 0,993 N = lO

05 = 2,466

P = líE-OS

‘Y = 4.161>01 + 4.SE-02 ~ mol Glicina/mg 5SF It
max.e
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Tabla 3.6.54. Influenciade la edaddel lodo activadoen su actividadenzimática.

Experimento:HG-8-4.

[S] = 6000 mg Gelatina!! SST = 663 + 14 mg/1

pH = 7,0 ±0,1 e = ¶4 d
y

T = 25,0 ±o,¡ 0c

Tiempo <miii) Glicina UO NI

)

15
30 29,5
45 38,5
60 47,8
75 71,1
90 85,7

lOS 96,0
120 ¡03,3
135 114,6
150 119,4
165 144,9
180

Determinación de ‘Y por regresión [ineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
ma,: Ifa,:

Farámaros Va/or ±-Is ¡ -dv

A 4,49 4,29 7,87

y 0,827 0,040 0,074
ma

R= 0,991 N = 10

¡35 = 5,485

5> = 3,3E-08

‘Y 7,48E-0] + 8.3E-02 Li iziol Glicina/mg 5SF It
max,e
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Tabla3.6.55. Influenciade la edaddel lodo activadoen su actividadenzimátíca.

Experimento: 110-8-5.

[5] = 6000 mg Gelatuna]! SST = 663 ± ¡4 mg/l

pH = 7,0 ±04 6 = 14 dy
T= 25,0±04 C

Tiemno <miii)

15

Glicina (10. NI)

30
45
60
75
90

105
120
135
150
¡65
180

20,3
36,3
48,0
62,3
73,6
84,1
96,1

106,7
126,9

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los
maz

Parámetros Voto,-ET
1 w
239 311 m
257 311 l
S
BT


-2,86

0,840

A

y
¡XXIX

R = 0,998

¡35 = 2,547

P = 2,2E-09

N= 9

datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y

dx ¡-dx

4,00

0,041

2,15

0,022

Tiempo
ma’

‘Y = 7,601>61 ± 5,3E-O2 Li inol Glicina/mg 5SF h
IXIax,e
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Tabla3.6.56. Influenciadela edaddel lodoactivadoen su actividadenzi,ndtica.

Experimento:HG-8-6.

[5] = 6000 mg Gelatina/l SST = 663 ± ¡4 mg/l

pH 7,0±04 8 = 14 d

T= 25,0±04 ~0

Tiemno (mini Glicina (10- NI

)

15
30
45 32,9
60 52,8
75 56,7
90 7! ,3

¡05 88,3
120 99,!
135 ¡¡0,3
150
165
180

Determinación de ‘Y por regresión linea[ de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz maN

Parámetros Valor ¿/5 1 - tis

A -3,31 3,95 7,68

y 0,849 0,042 0,08!
ma,:

R= 0,994 N = 7

¡35 = 3,309

1’ = 5,3E-06

‘Y = 7,ÓSE-01 ± 9.OE-02 ~ mo) Glicina/mg 5SF h
max,c
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Tabla 3.6.57. Influenciadela edaddel lodoactivadoen suactividadenzim4tica.

Experimento:RG-9-¡.

[5) = 6000 mg Gelatina!! SST = 659 ± 16 mg11

pH = 7,0±04 e = lO d
y

T = 25,0± 0,1 ~C

Tiempo (mirO Glicina (10 NI

)

15
30 12,5
45 18,1
60 29,1
75 34,7
90 44,1

105 53,9
¡20 59,3
¡35 67,0
150 70,0
¡65 79,9
180 86,5

Determinación de ‘Y por regresión [ineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz maz

Parámetro, Valor tis ¡-dx

A -¡.70 ¡46 2.65

V 0,497 0.013 0,023
filA,:

R= 0,997 N II

¡35 = 1,998

5> = 2,JE-Il

y = 4,531>01 + 3.21>02 p inol Glicina/mg 551 h
moNs
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Tabla3.6.58. Influenciade la edaldel lodoen su actividadenzim4tica.

Experimento: HG-9-2.

[Sí = 6000 mg Golatuna!1 S5T = 659 ± 16 mg/l

pH = 7,0 ±04 6 = lO d

T = 25,0 ±04 0C

5

Tiempo (mm) G[icinn (10

15
30 15,4
45 22.2
60
75
90 48,6

¡05 54,9
¡20 59,8
¡35 71,2
¡50 75,4
165 82,8
180 90,9

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
max maN

Parámetros Valor tis ¡ - dx

A 0,97 1,42 2,64

V 0.502 0,012 0,021
fila,:

R= 0,998 N 9

D5 !,677

5> = 8,7E-l0

‘Y = 4,581>01 + 3.IE-02 Li mol Glicinalmng SST It
max,C
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Tabla3.6.59. Influenciade la edaddel lodoactivadoensuactividadenzimática.

Experimento:HG-9-3.

[SI = 6000 mg Gelatuna/l SST = 659 ± ¶6 mg1!

pH 70+04 8 = ¡Od

T= 25,0±04 0C

Tiempo <mm) Glicina <10

15
30 15,4
45 21,3
60 29,4
75 38,8
90 45,1

105 52,4
120 57,9
135 66,3
150 72,8
165 77,9
180

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
max Ifa,:

Parámetros Valor dx - dx

A 1 .56 0,96 ¡ 77

‘Y 0,474 0,009 0,017
ma

R= 0,999 N = lO

DS = 1,233

5> = 2,OE-l1

‘Y = 4,311>01 + 2,61>02 p mo! Glicina/mg SST- h
nia,:, e
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Tabla 3.6.60. Influenciadela edaddel lodoactivadoensu actividadenzimótica.

Experimento:HG-9-4.

[5] = 6000 mg Gelatina]! SST = 610 + 13 mg/l

pH 7,0±04 e = 14 d
y

T= 25,0±04 0C

TicmnDo <mini G!icina <10~ NI)

‘5
30 24,0
45 34,2
60 42,9
75 54,9
90

105 76,1
120 88,9
135 95,9
150 106,8
165 ¡25,4
180 132,4

Determinación de ‘Y por regresión linea! de los
ma,

Pard,netras Valor

0,48

0.729

A

y
ma

R = 0,998

¡35 = 2,429

p = 4,7E-I[

N = ¡0

datos cinéticos: Glicina = A +

t-ds

1,82 3,34

0,0280,016

‘Y Tiempo
ma’

y = 7.171>01 + 4,41>02 Li mol Glicina/mg SST Ii
Ef ax,c
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Tabla3.6.61. Influenciade la edaddel lodo activadoen suactividadenzimdtica.

Experimento:HG-9-5.

[S] = 6000 mg Gelatina/! SS’!’ = 610 ± 13 mg/I

pH 7,0± 04 6 = 14 d
y

T= 25,0±04 0C

5
Tiempo <mini Glicina <10’ Mi

>5 >2,4
30 22,8
45 33,9
60
75 54,8
90 62,!

lOS 75.0
120 85,4
135 96,7
150 !07,4
¡65
lSd 128,3

Determinación de ‘Y por regresión une»! de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz Ef

Faráme!ros Valor dx ¡ - ¿Is

A 1,57 0,70 ¡28

V 0,702 0,006 0,012
mt’

R= 1,000 N= lO

05= 1,049

P = 6,OE-14

‘Y = 6,901>01 + 2,71>02 ti ¡fol Glicina/mg SST It
mate



Parteexperimental 139

Tabla3.6.62. Influenciade la edaddel lodo activadoen suactividadenzimátíca.

Experimento: 110-9-6.

(5] = 6000 mg Gelatina/l SST = 610 ± 13 mg/I

pH = 7,0±04 6 = 14 d
y

T= 25,0± 0,1 0C

TiemDo <minI Glicina <10 NI

)

¡5
30 21,4
45 29,8
60
75 52,5
90 6! ,7

lOS 75,6
120 82,9
135 95.3
150 101,6
165 ! !3,7
180 126,8

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: G!icina = A + ‘Y Tiempo
maz maN

Parámetros Valor dx vds

A -0,14 1,36 2,5

V 0,697 0,011 0,021
fin

R= 0,999 N =

OS = 1,713

Y> = 5,8E-12

‘Y = 6,SSE-01 ± 3,61>02 ji mo! Glicina/mg SST h
flXaz.e
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111.6.4.Efectosde los ionesmetálicosCu(W u Zn(II»

La cuartaetapade la experimentacióncorrespondeal estudiodel efecto de los

ionesde los metalespesadoscobrey cinc, de forma individual y en mezclas,sobrela

actividadenzimáticade los lodosactivados.

Los ensayossehanllevadoacaboa 250Cde temperatura,a distintosvaloresde pH,

y con lodosde 10 y 14 díasde edad.Tantolas concentracionesde Cu(IJ) como deZn(II)

ensayadashan sido de 1, 5, 10, 20, y 40 mg/l; y, lasmezclasde 1-40, 5-20, 10-10,20-5

y 40-1 mg!] de Cu(JI) y Zn(JI), respectivamente.

Las tablas3.6.63 a 3.6.68 recogenlos resultadosobtenidosen un experimentode

control, en ausenciade metal,y en 5 experimentosrealizadosen presenciade diferentes

concentracionesde Cu(II) a pH 6. De forma análoga,las tablas3.6.69a 3.6.74 recogen

los obtenidosapH 7; y, las tablas3.6.75a 3.6.80 los llevadosa caboa pH 8.

Los resultadosobtenidos,tambiéncon lodo de 10 díasde edadyenpresenciade

cincsemuestranen lastablas3.6.81 a 3.6.86parapH 6, en las tablas3.6.87a3.6.92para

pH7yenlastablas3.6.93a3.6.98parapfl8.

Por su parte,los resultadosde los experimentoscon lodo de 10 díasde edaden

presenciade mezclasde cobrey cinc a pH 6 semuestranen las tablas3.6.99a 3.6.104,a

pH7enlastablas3.6.105a3.6.líOyapl-l.Senlastablas3.6.ll1a3.6.116.

Por iltimo, se realizarondos series de ensayospara compararla inhibición

originadapor el cobreye1 cinc sobre la actividadenzimáticade los lodosactivadosde 10

y 14 días de edad,a pH ‘7 y temperaturade 250C. En las tablas3.6.117 a 3.6.122 se

presentanlos resultadosexperimentalesde la primerade estasseries,queconstade dos

gruposde 3 experimentosrealizadoscadauno de elloscon un tipo de lodo; el primerode

los experimentosde cadagrupocorrespondeaun experimentode control, en ausenciade

metal,el segundoen presenciade 20 mg/l de Cu(1I) y el terceroen presenciadc 20 mg/l
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deZn(II); la segundaseriede ensayos,cuyosresultadossemuestranen las tablas3.6.123

a3.6.128,sonunaréplicade laprimerayserealizó con objeto de confirmarlos resultados

experimentalesobtenidosen aquélla.
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Tabla 3.6.63. Actividadenzimáticadel lodo activadoenpresenciade Cu(II) (pH= 6).

Experimento:110-10-1.

[51= 6000 mg Gelatina/l SST = 963 ±22 mg/l

pH = 6,0±0,1 e = lo de
T = 25,0 ±o,¡ oc [cuí = O mg/J

T
Tiemno (minI Glicina (10 NI)

15

30 19,5
45 25,5
60 43,2
75 41,4
90 60,7

lOS 62,0
120 78,0
135 82,6
150
165
180

Determinación de V por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + V Tiempo
maz maz

Parámetros Valor ds vds

A 0,55 4.02 7,62

½‘ 0,619 0,045 0,085

ma,:

R= 0,985 N = 8

OS = 4,371

5> = 9,IE-06

V = 3,851>01 + 6,21>02 Li mo! Glicina/mg SST’ h
maz,e
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Tabla3.6.64. Actividadenzimefticadel lodoactivadoenpresenciade Cu(II) <pH= 6).

Experimento:HG-10-2.

[Sí = 6000 mg Gelatina/l 551’ = 963 ± 22 mg1>

pH = 6,0±0,1 6 = 10 d
e

1 = 25,0 ±04 0C [Cii] = 1 mg/1

Tiemno <mini Glicina <10 Mi

15 ! ! .9
30 17.9
45 30,3
60 43,3
75 52,4
90 59,8

105 67,7
120
¡35
150 99,0
165 109,0
180 117,0

Determinación de ‘Y por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz maz

Parámetros Valor ¿Is t-ds

A ¡67 1,17 2,14

V 0,647 0,011 0,020
ma,:

R= 0,999 N = lO

¡35= ¡894

Y> = 7,SE-12

‘Y = 4,031>01 + 2,21>02 Li mol Glicina/mg 5SF It
max.t
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Tabla3.6.65. Actividadenzimáticadel lodo activadoenpresenciade Cu<II) (,pH=6).

Experimento: 110-10-3.

[5] = 6000 mg Gelatina/l SST = 963 ± 22 mg/l

pH 6,0+01 6 = lOa
e

T= 25,0±04 0C [Cu]= 5 mg/l

5

Tiemno <mini Glicina (IO~ NI

)

15
30 16,6
45 23,4
60 31,3
75 37,6
90 45,7

lOS 57,8
120 63,9
¡35 74,4
150
165
180 99,9

Determinación de ‘Y por regresión lineal de [osdatos cinéticos: G[icina = A + ‘Y Tiempo
iDa,: mnax

Parámefros Valor dx ¡-dx

A .2,43 1,32 2,46

V 0,563 0,013 0,024
ma

R= 0,998 N = 9

OS = 1,71!

P = 8,2E.J0

‘Y = 3,501>01 ± 2,31>02 Li alo! Glicina/mg SST’ h
tXIaX.C
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Tabla3.6.66. Actividadenzimáticadel lodo activadoenpresenciade 0411) (pH= 6).

Experimento:HG-¡0-4.

[Sí = 6000 mg Gelatina/l SST = 963 ± 22 mg11

pH = 6,0±0,1 e = lO d
£

T = 25,0±0,1 0C [Cuí = ¡0 mg11

5

Tiempo (mirO Guicina (10 NI

)

15 11,2
30 18.1
45 24,9
60 33,7
75 43,1
90 48,8

105 61,1
120 65,2
135 73,8
150 81,5
165
180

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
¡fin maz

Parámetros Valor dx ¡-dx

A 2,41 0,95 1,75

y 0,530 0,010 0,019
ma

R= 0,999 N = ¡0

¡35= 1,394

P = 2,!E-l1

y = 3,301>01 + 1,91>02 Li mo! Glicina/mg SST It
max,c
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Tabla3.6.67. Actividadenzimáticadel lodoactivadoenpresenciade Cu<II) (pH=6>.

Experimento:HG-10-5.

[5] = 6000 mg Gelatina/l SST = 963 ± 22 mg/I

pH 6,0±04 e = ¡o a

T 25,0± 0,1 C [Cu] 20 mg/l

Tiemno (minI Glicina <10 MI

15
30 11,0
45 22,4
60 21,3
75 35,2
90 37,7

lOS 46,2
¡20 55,5
135 62,9
150 66,!
165 75,7
130 79,5

Determinación deY por regresión une»! de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
8,: max

Parámetros Valor dx ¡-dx

A -1,89 1,89 3,43

V 0,463 0,0!6 0.030
ma

R= 0,994 N=

05 = 2,584

Y> = 4,4E-l0

‘Y = 2,881>01 ± 2,51>02 Li mol Glicina/tng SST h
maz,e



Tiempo <mirO

‘5
30
45
60
75
90

¶05
120
‘35
150
165
180

8,6
9,8

31,2

38,4
49,0
52,0
57,0
65,9
79,6
82,9

a
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Tabla 3.6.68. Actividadenzimdticadel lodo activadoenpresenciade Cu(II> <pH= 6>.

Experimento: 110-10-6.

(Sl 0 6000 mgClelatina/l SST 963±22 mgfl
pH = 6.0±0,1 6 = lO d

y

1 = 25,0 ±04 0C [Cul = 40 mg/l

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos:
—n

Valor

-0,56

0,457

dx

2,39

0,020

R 0,992

OS = 3,4l5

P = l,6E.O8

N= ¡0

Glicina = A + ‘Y Tiempo

maz

¡ - dx

4,38

0,037

y = 2,851>01 + 3,0E-02 II niol G[icina/mg SS’)’ It
IflaX.c

Parámetros

A

y
‘fin
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Tabla 3.6.69. Actividadenzimáticadel lodoactivadoenpresenciade Cu(H) (>11=7).

Experimento: 110-11-1.

[SI = 6000 mg Ciclatina/¡ sST = 939 ± 20 mg/l

pH 7,0±04 8 = 10 d
e

T 25,0± 0,1 0C (Cu]= 0 mg1!

$
Tiemno (mirO Glicina (10’ NI

)

15 12,2
30 23,9
45 36,3
60 48,8
75 59,2
90 73.5

105 83,5
120 92,4
135
150 ¶14,4
165 ¶29,2
180 ¡39,9

Determinación de V por regresión linea! de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz mas

Parámetros Valor dx vds

A 1,75 0,93 1,68

‘Y 0,767 0,009 0,016
maz

R= 0,999 N 1!

DS= 1,502

Y> = l,4E-14

‘Y = 4,901>01 + 2,11>02 Li mo] Glicina/mg SST It
Xnaz,e
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Tabla 3.6.70. Actividadenzimóticadel lodo activadoenpresenciade Cu(II) (pH= 7).

Experimento:HG-I1-2.

[3] = 6000 mg Gelatina]! SST = 939 ± 20 mg/l

pH = 7,0± 04 6 = JO d
y

T 25,0± 0,1 0C [Cu] 1 mgll

$

Tiempo (mini Glicina <10 NI

)

¡5 11,5
30 26,8
45 38,9
60 44,0
75 57,1
90 69,4

¡05
120 87,2
¡35 99,9
150 ! !8,0
165
180

Determinación de y por regresión linea[ de ¡os datos cinéticos: G!icina = A + V Tiempo
maz maz

Parámetros Valor dx t-ds

A 2,2! 2,17 4,03

y 0,740 0,024 0,044
mlx

R= 0,996 N 9

OS = 3,170

5> = 8,7E.09

‘Y = 4,731>01 + 3,SE-02 Li mo! Glicina/mg SST’ h
max.e
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Tabla3.6.71. Actividadenzimáticadel lodo activadoen presenciade Cu<II) (¡4<1=7).

Experiinento: 11(3-11-3.

(5] = 6000 mg Gelatinall = 939 ± 20 mg/I

pH 1,0±04 6 = loa

T = 25,0 ±04 0C [Cu] = 5 mgll

Tiempo <minI Glicina <10’ MI

¡5 11,6

30 25,1
45 34,9
60 43,6
75 58,3
90 66,7

105 72,5
120 89,1
135
¡50
165
180

Detenninación de ‘Y por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: G[icuna = A + y Tiempo
maz maz

Parámetros Valor dx ¡ -dx

A 2,57 1.89 3.58

y 0,706 0,025 0,047
flaN

R= 0,996 N = 8

OS = 2,427

P = l,3E-07

‘Y = 4.511>01 + 4,01>02 Li ¡no! G!icina/¡ng SST’ It
maz, e
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Tabla3.6.72. Actividade’ j’ndtica del lodoactivadoenpresenciade Cu(II) (pH= 7).

Experimento: 11(3-11-4.

LS] = 6000 mg Gelatina/l SST = 939 ± 20 mg/¡

pH = 7,0±0,¡ O = 10 d
e

T = 25,0± 0,1 oc [CuJ = lO mg/l

TiemDo <mini Glicina (10~ NI)

¶5 8,7
30 20,7
45 31,0
60
75
90 58.3

105 67,2
120 79,2
¡35
¶50 93,9
165 ¡01,0
180 111,0

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos:
Ifaz

Parámetros Valor

2,39

dx

1,39

0,012

A

y
mu

R = 0,999

¡35 = 2,056

Y> = 3.2E-l0

0,611

N= 9

Glicina = A + ‘Y Tiempo

Ifa,:

- dx

2,59

0,023

‘Y = 3,901>01 + 2.31>02 Li ¡¡¡cl Glicina/mg SST It
mate
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Tabla3.6.73. Actividadenzimóticadel lodoactivadoenpresenciade Cu(II) (p11 7).

Experimento:HG-11-5.

[5] = 6000 mg Gelatina/¶ SS’!’ = 939 ± 20 mg/I

pH 7,0±0,1 6 =
e

10 d

T = 25,0 ±0,1
0C [Cu] = 20 mg/l

Tiempo <miii)

¶5
30
45
60
75
90

lOS
120
135
150
¶ 65
180

Glicina
(

(10 NI)

5,8

13,5

21,1

32,3

41,2

44,2

57,!

59,4

70,1

91,3

Detenninacién de ‘Y por regresión [ineal de [osdatos cinéticos:
maN

Parámetros

A

‘Y
ma,

Valor

-0,90

0,520

R = 0,997

¡35 = 2,227

5> = 4,IE-!0

N = ¡O

.43

0.0 15

Glicina = A + ‘Y Tiempo
[fa,:

2,62

0,027

‘Y = 3.331>01 ± 2,41>02 Li ¡nol Glicina/mg SS’)’ It
mfl,e
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Tabla3.6.74. Actividadenzinulticadel lodo activadoenpresenciade Cu<I¡) (pH= 7).

Experimento:11(3-11-6.

[Sí = 6000 mg Gelatina/l

pH 7,0±0,1

T= 25,0±0,! 0C

SS’)’ = 939 ± 20 mg/1

6=
e

10 d

(Cul = 40 mg11

G[icina (10 NII

¡5
30
45
60
75
90

105
¡20
¡35
150
165
180-

Determinación de ‘Y por regresión
ma,

Fará metros

A

R = 0,994

21,2
30,7
34.9
38,5
53,2
63,9

89,6
95,9

lineal de los datos cinéticos: Glicina = A +

Valor

6,01

0,506

dx

2,40

0,022

- dx

4,54

0,043

N= 8

¡35 = 3,226

Y> = 5,OE-07

Tiemno <minI

y
-A,:

‘Y Tiempo
maz

y = 3,241>01 ± 3,41>02 Li mo! Glicina/aig SST It
maz,e
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Tabla3.6.75. Actividadenzimóticadel lodoactivadoenpresenciadeCu(II) <pH=8).

Experimento: 11(3-12-1.

[SI = 6000 mg Gelatuna/l SST = 694 ± ¡5 mgll

pH = 8,0± 04 6 = lO d

T 25,0± 0,1
0C fCul= O mg11

T

Tie¡nno <minI Glicina (IO~ ¡44)

¡5

30
45
60 28,7
75 36,8
90 48,9

lOS 57,8
120 62,3
¡35 67,7
150 75,3
165 81,4
180 88,0

Determinación de ‘Y por regresión lineal de [osdatos cinéticos:
maz

Parámet,os

A

‘Y
ma

Valor

2,94

dx

2,79

0,022

R = 0,993

OS = 2.574

Y> = !,IE-07

0,482

N= 9

Glicina = A + ‘Y ‘ Tiempo

>na~

¡ - dx

5-,

0,041

y = 4,161>01 + 4,4E.-02 ji mol Glicina/mg 5SF b
max.e
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Tabla 3.6.76. Actividadenzi,ndticadel lodoactivadoenpresenciade Cufil) (>11=8).

Experimento: 110-12-2.

[5] = 6000 mg Ge!atuna/1 SS’!’ = 694 ± 15 mg/!

pH 8,0± 04 6 = 10 d

T = 25,0 ±04
0C [Cu] = 1 mg/l

Tiemno (minI G[icina (lO~ T’SI

15

30
45
60
75
90 47,¶

lOS 52,3
¡20 64,3
¡35 66,7
150 74,1
165 81,4
¡80 91,2

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y ‘ Tiempo
maz maz

Parámetros Valor dx tás

A 3,78 3,54 6,88

V 0,477 0,026 0,050
ma,:

R= 0,993 N = 7

DS = 2,033

Y> = 8,21>06

‘Y = 4,121>01 + 5,2E-02 ji ¡¡ml Glicina/mg SST~ lx
ID áX,e



Tiemno <miii

)

¡5
30
45
60
75
90

¡05
120
35

¡50
165
180

Glicina <10 NI

)

47,3
53,2
63,0
68,5
78,5
85,0
89,6
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Tabla3.6.77. Actividadenzi,n-dticadel lodoactivadoenpresenciade Cu(II) (pH=8).

Experimento:HG.¡2-3.

[5] = 6000 mg Gelatina/l SST = 694 ± 15 mg/l

pH = 8,0± 04 8 = lO d

e

T 25,0±04
0C [Cu] 5 mg/l

[ineal de [os datos cinéticos:

Valor

3,09

0,490

N= 7

dx

2,61

0,019

Glicina = A +

¡ - dx

5.06

0,037

y . Tiempo
ma’

OS = 1,496

P = 1,61>06

y = 4,241>01 + 4,11>02 p ano! G!icinallXlg SST~ lx
XI,az.e

Determinación de ‘Y por regresión
maz

Parámetros

A

‘Y
EXIA,:

R = 0,996
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Tabla3.6.78. Actividadenzimdticadel lodo activadoenpresenciadeCu<II) (pH8).

Experimento:110-124.

[5] = 6000 mg Gelatina/¡ SS’!’ = 694 ± 15 mgll

pH 8,0±04 6 =
y

JO d

T = 25,0 ±0,1 oc [Cu] = 10 mg/l

Tiempo <miii)

15

G!icina

(

(LO Nf)

13,2
30
45
60
75
90

lOS
120
135
150
165
180

24,3
23,2
33,8
39,7
49,7
49,3
63,2
67,5

87,0

Determinación de ‘Y por regresión
Inax

Parámetros

A

y
fin

R = 0,990

[ineal de los datos cinéticos:

Valor

5,49

0,471

N = lo

dx

2,21

0.023

Glicina = A +

¡ ‘dx

4,06

0,042

‘Y Tienípo
fila,

OS = 3,339

5> = 3,SE-08

V = 4,071>01 + 4,5E-02 Li ‘no! G[icina/n’g SST lx
ID • e
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Tabla3.6.79. Actividadenzimáticadel lodo activadoenpresenciade Cu(II) (¡4<1=8>.

Experimento: 11(3-12-5.

(5] = 6000 mg Gelatina/1 SST = 694 ± 15 mg1>

pH 8,0±04 6 = 10 d
y

T 25,0±0,1 0C [Cu] 20 mg/l

$
Tiempo (mm) Glicina (¶ O MI

‘5
30
45
60 24,0
75 30,6
90 41,1

lOS 47,7
¡20 53,!
¡35 58,4
150 64,4
165 77,6
180 79,1

Determinación de V por regresión [me»!de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
ma,: maz

Parámetros Valor dx ¡dx

A -2,94 2,46 4,58

y 0,465 0,020 0,036
fil,:

R= 0,994 N = 9

OS= 2,268

5> = 5.8E-08

‘Y = 4,021>01 ± 4.OE-02 Li ano! G!icina/ing SST It
nXaX.c
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Tabla3.6.80. Actividadenzirnáticadel lodo activadoenpresenciade Cu(II) (pH=8).

Experimento:110-12-6.

[8] = 6000 mg Gelatina/l SST = 694 ± 15 mgIl

pH = 8,0± 04 e = 10 d
y

T = 25,0 ±o,í
0c [Cu] = 40 mg/1

5

Tiempo <mm) Glicina (10 ¡44

)

¡5
30 10,!
45 18,7
60
75 35,7
90 43,6

lOS 49,3
¶20 52.3
35 60.4

150 74,8
165 78,1
180 86,4

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz maz

Parámetros Valor ¿Is tás

A -3,67 2,00 3,67

V 0,499 0,017 0,031
ma,:

R= 0,996 N = lO

DS = 2,519

5> = 1,81>09

y = 4,311>01 + 3,61>02 Li XflOl Glicina/mg SST- lx
IXbax.t
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Tabla3.6.81. Actividadenzimóticadel lodo activadoenpresenciade Zn(II) <pH= 6>.

Erpeitnento: HG-13-1.

[5] = 6000 mg Gelatina/l 55T = 935 ± 20 mg/l

pH 6,0±04 e = lo d
c

T = 25,0 ±04
0C [Li] = O ¡¡¡g/l

Tiempo <minI Glicina (10~ NI

)

15
30
45 23,0
60 29,7
75 39,3
90 48,0

lOS 58,0
120 65,7
135 72,3
150 77,6
165 90,7
180

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: G!icina = A + ‘Y Tiempo
Ella,: ma’

Parámetros Valor dx t-ds

A 2,09 1,68 3,12

½‘ 0.554 0,O!5 0.028

ma

R 0,997 N= 9

¡35= ¡.744

P = 2.SE-09

‘Y = 3,551>01 ± 2,61>02 Li niol G!icina/¡ng S5T lx
XDa,:,e
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Tabla3.6.82. Actividadenzim4ticadel todo activadoenpresenciade Zn(¡I) (>11=6).

Experimento: 11(3-13-2.

[S] = 6000 mg Gelatina/l SS’! = 935 ± 20 mgl¡

pH 6,0±04 6 = ¡0 d

T = 25,0 ±04
0C [Za] = 1 mg/l

TieniDo <miii) Glicina <10’ MI

15
30 ¶2,8
45 24,3
60 29,6
75 42,0
90 50,6

lOS 56,7
120 64,!
>35 77,6
150 83,4
165 91,1
180 93,8

Determinación de ‘Y por regresión lineal de ¡os datos cinéticos: G!icina = A + ‘Y Tiempo
maz maz

Parámetros Valor dx ¡ - dx

A -1,53 1,93 3,49

V 0,557 0,017 0,030
ma,:

R 0,996 t’4 = II

05 = 2,63¶

P = 9,8E-ll

‘Y = 3,571>01 ± 2,71>02 Li ínol GlicunafElíg SST It
XfaX.C
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Tabla 3.6.83. Actividadenzimáticadel lodo activadoenpresenciade Zn(lI) <p11= 6).

Experimento: 11(3-13-3.

[Sí = 6000 mg Gelatina/l SST = 935 ± 20 mg/I

pH 6,0±04 6 = lOd
e

T= 25,0±0,! 0C [Zn]= 5 mg/l

Tiempo (mm) G!icina <10 NI

)

‘5
30 10,0
45 20,0
60 31,6
75 35,!
90 44,5

l0S 52,7
120 65,3
¡35 74,5
¡50 72,8
¶65 81,8
¡80 92,7

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz maz

Parámetros Valor dx t - dx

A -3,43 2,40 4,35

y 0,536 0,021 0,038
ma

R= 0,993 N = 1!

OS = 3,282

5> = 9,9E.!O

‘Y = 3,441>01 + 3,21>02 ~j níol Glicuna/ung SST lx
Inax.e
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Tabla3.6.84. Actividadenzbndácadel lodoactivadoenpresenciade Zn(l¡) (pH=6).

Experimento:11(3-134.

[8] = 6000 mg Gelatinaul 551’ = 935 ± 20 mg/¡

pH= 6,0±04 e = 10 d

T = 25,0 ±0,1 ~C [Li] = 10 mg/I

Tiempo <minI Glicina <10’ NI

)

15
30
45 24,5
60 33,2

75 35,3
90 49,0

¡05 49,8
¡20 57,2
¡35 69,6
¡50
165 84,8
l80

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + Y Tiempo
lIla,: maz

Parámetros Valor dx ¡-dx

A 1,32 3,04 5,76

‘Y 0,494 0,029 0.054
mss

R= 0.990 N = 8

DS = 3,032

Y> = 2,4E-06

‘Y = 3,171>01 + 4,21>02 Li mcl Glicina/mg 5SF lx
ma,:.,
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Tabla 3.6.85. Actividadenzimdticadel lodo activadoenpresenciadeZn<11) (pH 6).

Experimento:HG-¡3-5.

(5] = 6000 mg Gelatina/1 SST = 935 ± 20 mg/l

pH= 6,0±04 6 = lO d
e

T= 25,0±0,1 0C [Znl 20 mg/1

$
Tiemno <¡nial Giicina (10 Nf

)

15

30
45
60
75 40,7
90 50,7

105 52,8
¡20 62,9
¡35 63,9
150 72,2
¶65 84,9
180 89.7

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz fila,:

Parámetros Valor dx ¡dx

A 6,42 3,86 7,3!

V 0,457 0,029 0,055
ma

R= 0,988 14 = 8

OS = 2,839

Y> = 4,3E-06

‘Y = 2,931>01 ± 4,21>02 Li ¡nol Glicuna/¡ng SST It
maz.e
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Tabla3.6.86. Actividadenzbnáticadel lodoactivadoenpresenciade Zn(II) (pH 6).

Experimento:HG-13-6.

[Sí = 6000 mg Gehatinau¶ 55T = 935 ± 20 mg/l

pH 6,0±04 6 = lOd
e

T = 25,0 ±o.¡ oc [Znl = 40 mg/¡

Tiempo <minI Glicina <10 Nf

)

¡5 9,3
30 ¡6,4
45 ¡9,4
60 28,2
75
90

¡05 42,2
120 57.6
135 63,6
¡50 60,9
165 73.8
180 70,8

Detenninación de ‘Y por regresión [inca! de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz maz

Parámetros Valor dx ¡ - dx

A 3,60 2,67 4,88

‘Y 0,404 0,023 0,042
mlx

R= 0,987 N = lO

VS = 4,ll0

Y> = 1,21>07

‘Y = 2,591>01 + 3,31>02 Li inol Glicina/mg SST h
XIX
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Tabla3.6.87. Actividadenzbndticadel lodo actirodoenpresenciade Zn(II) <pH 7>.

Experimento:HG-14-¡.

(5] = 6000 mg (iehatunaul SST = 955 ± 20 mg/l

pH= 7.0±04 6 = 10 d

T = 25,0 ±04
0C [Lii = 0 mg/1

5
Tiempo (miii) G!icina <10 MI

15
30 21,7
45 33,6
60 43,4
75 54,1
90 64,0

[05
¶20 87,2
¡35 ! 00,0
¡50 ! ¡0,9
165 ! 17,1
180

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
EllaS IDBX

Parámetros Valor dx ¡-dx

A 0,14 1,26 2,34

V 0,725 0,022 0,022
ma,:

R= 0,999 N = 9

OS = 1,603

P = 7,9E-lI

‘Y = 4,561>01 + 2,41>02 ~ ¡no! G!icina/rng SST’ lx
in az•e
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Tabla3.6.88. Actividadenzimáticadel lodoactivadoenpresenciade Zn(II) (pH= 7).

Experimento: 11(3-14-2.

(SI = 6000 mg Gchatinaul SS’! = 955 ± 20 mg/l

pH = 7,0± 04 6 = 10 d

T = 25,0 ±0,1
0C IZní = 1 mg/1

5
Tiempo (mm) Glicina (10 NI

)

¡5

30
45
60 40,8
75 55,1
90 64,0

los
120 84,0
135 95,4
150
165 119,8
180 129,5

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: G!icuna = A + ‘Y Tiempo
[fax mas

Parámetros Valor dx t-ds

A -1,91 1,77 3,43

V 0,730 0.014 0,027
ma

R= 0,999 N = 7

¡35= ¡569

5> = SIE-OS

‘Y = 4,591>01 ± 2,71>02 Li mo! Glicina/mg 5SF lx
maz, IX
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Tabla3.6.89. Actividadenzimáticadel lodo activadoenpresenciade Zn<II) (pH= 7).

Experimento: 110-14-3.

[5] = 6000 mgGelatuna/1 SST = 955 ± 20 mg/l

pH 7,0±0,1 e = lO d
y

T = 25,0± 0,!
0C [Za] = 5 mg/l

$

Tiempo <ndn) Glicina (1U~ ¡44

)

¡5
30
45 36,4
60 43,8

75 54.4
90 62,1

105 75,4
120 88,1
135 96.1
150 108,!
165 115,2
180 128,6

Determinación de ‘Y por regresión ¡me»! de [osdatos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz

Parámetros Valor dx t -dx

A 2,97 1,63 2,98

‘Y 0,692 0,0!4 0,025
ma,:

R= 0,998 N = ¡0

DS= 1,840

P = 2.3E-I u

‘Y = 4.351>01 + 2,51>02 ji mol Glicina/mg SST~ lx
XIISX.C
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Tabla 3.6.90. Actividadenzimáticadel lodo activadoenpresenciade Zn<II) (>11=7).

Experimento:11(3-144.

[3] = 6000 mg Geiatinsi> SST = 955 ± 20 mg/J

pH= 7±0,1 6 = lOd

T = 25 ±0,1
0C [Zn] = 10 mg/l

5
Tiemi~o <minI G[icina <10’ Ml

15

30
45
60 39.1
75 52,8
90 64,9

¡05 63,3
120 78,2
135 84.5
¡50 94,0
65 lOS.!
80

Determinación de ‘Y por regresión [¡¡¡ea!de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
[fax ma,:

Parámetros Valor dx t - dx

A 6,51 4,21 7,98

y 0,589 0,036 0,068
ma

R= 0,989 N = 8

OS = 3,478

5> = 3,2E-06

V = 3,701>01 ± 5,11>02 Li iiioI Glicina/mg SST’ h
ma,:,e
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Tabla3.6.91. Actividadenzimóticadellodoactivadoenpresenciade Zn(II) <pH= 7).

Experimento:11(3-14-5.

[5] = 6000 mg Gelatina/1 SST = 955 + 20 mg/l

pH 7,0± 04 6 = 10 d

T = 25,0±0,! 0C [Za] = 20 mg/l

5
Tiempo (miii) Glicina (10’ NI

)

15
30
45

- 60
75 48,3
90 52,3

105 66,4
120 71,4
135 82,2
150
165 97,3
¡80

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: G[icina = A + ‘Y Tiempo
ma. [fax

Parámetros Valor dx t-ds

A 4,76 3,74 7,53

y 0,564 0,031 0,063
IDA,:

R= 0,994 N= 6

OS = 2,280

5> = 6,OE-05

‘Y = 3,551>01 + 4,711-02 ji niol Glicina/mg SST~ h
n,az.c
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Tabla3.6.92. Actividadenzimóticadel lodo activadoenpresenciadeZn(I1) <pH= 7).

Experimento:110-14-6.

[Sí = 6000 mg Gelatinad SST = 955 ± 20 mg/l

pH 7,0± 04 6 = l0 d
e

T = 25,0 ± 0,1
0C [Zn] = 40 ¡ng11

Tiemno (mm) G!icima (10’ MI

15
30 13.!
45 23,1
60 29,4
75 33,9
90 52,1

105 56,4
120 61,9
135 74.9
[50
¶65 88,8
180

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz maz

Parámetros Valor dx ¡ - dx

A -3,83 2,39 4,44

y 0,567 0,024 0,044
¡XXI,:

R= 0,994 N = 9

¡35 = 2,954

Y> = 5,7E-08

‘Y = 3.571>01 ± 3,51>02 Li ¡no! Glicina/mg 5SF h
ii, ax . e
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Tabla3.6.93. Actividadenzimáticadel lodo activadoenpresenciade Zn(11)(pH= 8).

Experimento:HG-15.1.

[5) = 6000 mg Gehatinaul SS’!’ = 862 ± 20 mg/l

pH 8,0± 04 8 = lO d
y

T= 25,0±04 0C [Znl O mg/1

Tiemno <miii) Glicina <10 Nf)

¡5 7.7
30 20,4
45 38,5
60 47,1
75 60,1
90 62,6

¡05 76,4
120 69,6
135 84,6
150 96,0
¡65 ¡06,9
180 ¶14,!

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: G[icina = A + ‘Y - Tieínpo
Ella, Ella,

Parámetros Valor dx t’ds

A 6,67 3,58 6,43

y 0,602 0,032 0,058
ola,:

R = 0,986 N = 12

¡35 = 5,8!7

5> = 4,SE-09

Y = 4,191>01 + 5,01>02 Li mol Glicina/mg5ST’ lx
maz,
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Tabla3.6.94. Actividadenzimóticadel lodo activadoenpresenciadeZn(lI> <pH=8>.

Experimento:11(3-15-2.

[5] = 6000 mg Gelatunall SS’! = 862 ± 20 mg/l

= 8,0± 04 e = ¡o a

T = 25,0± 0,1
0C IZal = 1 mg/!

$
Tiempo <miii) Glicina (10’ NI

)

15 10,0
30 25,9
45 32,3
60
75 53,8
90 60,8
05 79,7

¡20 89,8
135 92,3
150 94,8
¡65 ! ¡3,3
80 112.9

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
ma, fIS,:

Parámetros Valor dx ¡ - dx

A 5.47 3,43 6,2!

y 0,636 0,030 0,OSS
ma

k= 0,990 N = II

OS = 5,267

Y> = 5,6E-09

‘Y = 4,421>01 ± 4,81>02 Li mo! Glicina/mg SST’ lx
Efl a,: e



Tiempo (mm

)

15
30
45
60
75
90

105
120
135
150
165
180-

5

Glicina (10- M)

5,0
¡8,8
32,2
39,9
51,2
62,1
77,0
82.2
85,7
87,2

¡05,0
¡08,8
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Tabla3.6.95. Actividadenzimnóticadel lodo activadoenpresenciade Zn<II) (pH=8).

Experimento: 11(3-15-3.

[8) = 6000 mg Gehatinaul 387 = 862 ± 20 mg/í
pH 80+04 6 = ¡Od

e

T = 25,0 ±04 0C [Zn] = 5 mg/Y

Determinación de ‘Y por regresión
maz

R = 0,988

lineal de ¡os datos cinéticos:

Valor

2,94

0,615

N = ¶2

dx

3,30

0,030

Glicina = A + ‘Y

- dx

5,92

0,05 4

- Tiempo
n,ax

OS = 5,358

Y> = I,6E-09

‘Y = 4,28E—01 + 4,71>02 ¡ mo! Glicina/mg SST- lx
toax,e

Parámetros

A

y
mu
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Tabla3.6.96. Actividadenrimáticadel lodo activadoenpresenciade Zn<JI) (pH= 8).

Experimento:11(3-154.

[Sí = 6000 mg Gehatuna/I 55T = 862 ± 20 mg/l

pH = 8,0± 04 6 = lo a

T = 25,0± 0,1
0C [Zii) = 10 riig/l

5

TiemDo (minI Glicina (10- NI

)

¡5 5,5
30 ¶4,7
45 27,1
60 34,2
75 44.2
90 55,7

¡05 64,3
¶20 74,3
135 79,8
¡50 89.6
¡65 98,1
¡80 ¡09,7

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
Illaz [fax

Parámetros Valor dx t-ds

A -2,38 !,01 ¶82

y 0,620 0,009 0,O¡6
mt’

R= 0,999 N = 12

¡35= 1,643

5> = l,2E-14

‘Y = 4.32E-01 ± 2,11>62 p ¡aol Glicina/mg SST h
‘XIaz,e
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Tabla3.6.97. Actividadenzimóticadellodo activado enpresenciadeZn(II) <¡>11=8).

Experimento:11(3.15-5.

[5] = 6000 mg Gehatunaul 55T = 862 ± 20 mg/l

pH = 8,0± 0,! e = 10 d
e

T = 25,0 ±o,í oc [Zn) = 20 mg1>

5
Tiempo <minI Glicina <10’ Ml

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
80

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
maz [fax

Parámetros Valor dx vds

A 0,73 3,79 7,05

‘Y 0,584 0,034 0,063
ma’

R= 0,988 N = 9

DS = 3,936

5> = 5,4E-07

y = 4.07E-01 ± 5,31>02 Li Ello! Glicina/aig 5SF lx
max.e
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Tabla3.6.98. Actividadenzimáticadel lodoactivadoenpresenciade Zn(II) <pHzz8).

Experimento:HG-15-6.

[5] = 6000 mgOelatuna/l 551 = 862 ± 20 mg/1

pH= 8,0±0,1 6 = ¶0 d
y

1 = 25,0 ±0,1
0C [Za] = 40 mg/l

Tiempo (mm) Glicina (1O~ MI

15 5,2
30 ¡5,6
45 25,9
60 40,4
75 46,3
90

105
¡20 75,8
¡35 79,7
¡50 86,4
165 102,8
180 ¡05,9

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
¡¡la,: [fax

Parámetros Valor dx t’ds

A -0,92 2,09 3,83

‘Y 0,608 0,019 0,034
mt,:

R= 0,996 N = ¡0

OS = 3,31712, N =

Y> = 8,11>10

y = 4,241>01 ± 3,31>02 Li mo! Glicina/aig SST~ lx
nIaz,e
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Tabla3.6.99. Actividadenzfrnáticadel lodoactivadoenpresenciademezclasde CuI[11)
yZn<ll> (¡>11=6>.

Experimento:11(3-16-1.

[5] = 6000 mg Gelatuna/I SS’!’ = ¡.024 ± 21 mg/¶

pH = 6,0± 04 e = 10 d

T = 25,0±0,1 0C [Cii] = O mg/1

[Za] = O mg/l

Tiemno (miii) Glicina <10-Ml

15 ¡1,6
30 23,0
45
60 39,9
75 52,5
90 58,4

105 66,3
¶20 76,4
135 91,6
¡50 97,5
¡65 ¡05,7
¡80 [¡7,6

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
El,ax [fax

Parámetros Valor di ¡-dx

A 2,64 1,37 2,49

‘Y 0,632 0,012 0,022
ma

R 0,998 N = II

DS = 2,048

5> = l,6E-!2

‘Y = 3,71E-01 + 2,11>02 Li íno! Glicina/mg SST lx
Ina,:.e
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Tabla3.6.100. Actividadenzimáticadel lodoactivadoenpresenciademezclasde Cu<¡I)
yZn(I¡) (p11 6).

Experimento:110-16-2.

[5] = 6000 mg Gelatina/l 551’ = ¡.024 ± 21 mg/1

pH = 6,0± 0,1 0 = ¡o a

T = 25,0 ±0,1 ~C [Cu] = 40 mg/l

[zn] = J mg]
1

5

Tiempo (mm) G!icuiia (10- NI

)

15
30 13.8
45 15,7
60 24,3
75 38,0
90 40,5

¡05 49,0
¡20 60,2
35 60,9

150 70,3
165 82,7
180 85,8

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + V ‘ Tiempo

maz [fas

Parametros Valor dx ¡-dx

A -3,71 2,!3 3,86

‘Y 0,504 0,018 0,034

R= 0,994 N =

OS = 2,908

Y> = SSE-lO

‘Y = 2,951>01 ± 2,61>02 Li ínol Glicina/mg SST - h
Ellfl X,t
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Tabla3.6.101. Actividad enzimáticadel lodo activadoen presenciademezclasde Cu<11)
y Zn(J1) <¡>11=6).

Experimento: 110-16-3.

[5] = 6000 mg Ge¶atina/J SST = u 024 ± 2¶ mg1>

pH 6,0± 04 6 =

T = 25,0±0,! 0C [Cul = 20 mg/l

Izní = 5 mg/I

Tiempo <minI Glicina (10- NI

)

15

30
45 23,9
60 28,6
75 38,2
90 45,8

¡05 48,6
¡20
135 66,6
¡50
¡65 82,9
180 93,0

Determinación de ‘Y por regresión [ineal de !os datos cinéticos: G!icina A + ‘Y - Tiempo
[fa,: ma,:

Parametros Valor dx - dx

A -1,05 ¡95 3,70

V 0,5!0 0,017 0,032
ma,

R 0,997 N = 8

DS = 2,182

5> = 8,SE.08

‘Y = 2,991>01 ± 2,51>02 [1 tuol Glicunahng SST~ h
maxc



Parteexperimental 181

Tabla3.6.102 Actividadenziunáticadel lodoactivadoen presenciademezclasde Cu(1I)
yZn<¡I) <¡>11= 6>.

Experimento: 110-16-4.

[5] = 6000 mg Gelatina]! SST ¡.024 ± 21 mg/¡

pH = 6,0± 0,1 6 = ¡o d

T = 25,0 ±0,1 CC [Cu] = 10 rng/l

fznj ¡O mg/¡

Tiempo <íniní Glicina <10- MI

15 ¡0,4
30 20,6
45 23,2
60 28,8
75 40,3
90 47,3

¡05 54,3
¡20 61,3
¡35
¡50
¶65
¡80 92,0

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: G!icina = A + ‘Y - Tiempo
maz ma,:

Parametros Valor dx t dx

A 2,65 ¡,24 2,28

V 0,492 0,013 0,024
mt,:

R= 0,997 N 9

¡38= !,915

5> = 2,8E-09

‘Y = 2.881>01 ± 2.01>02 p mol Glicina/mg 5SF h
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Tabla 3.6.103. Actividadenzimóticadel lodo activadoenpresenciade mezclasde Cu<II>

yZn(II) (pH= 6).

Experimento:HG-1 6-5.

[5] = 6000 mg Gelatina/l SS’!’ = ¡.024 ± 21 mg/¡

pH = 6,0±0,! e = ¡O d
y

T = 25,0± 0,! 00 [Cuí = 5 mg/1

LZnI = 20 tng’1

T
Tiempo (pdn) G!icina (10- NI)

15

30

45 16,2

60 28,5

75 39,4

90

¡05

¡20

¡35 66,9

¡50 74.3

¡65 79,4

¡80 91,7

Determinación de ‘Y por regresión [inea!de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
¡faz maz

Parametros Valor dx ¡dx

A 3,64 2,69 5,23

y 0,521 0,021 0,041
IbA~

R= 0,996 N = 7

¡35 = 2,848

2’ = 2,¡E-06

y = 3,OSE-01 ± 3.11>02 Li mo! Glicina/mg SST- h
mfl.e



Tiemno (mml

15
30
45
60
75
90

los
20

¡35
50

¡65
¡80

5
Glicina.. <¶0-MI

8,3
19,1
28,9

42,7
54,9
58,5
66,!
74,1
79,8
9! .8
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Tabla 3.6.104.Actividadenzimdticadel lodoactivadoenpresenciade mezclasde Cufih)
yZn(¡1> (¡>11=6>.

Experimento: 11(3-16-6.

(5] = 6000 aig Ge!atina/¶ SS!’ = ¡.024 ± 21 mg/l

pH 6,0±04 6 = ¡0 d

T = 25,0 ±oj
0C [Cuí = ¡ mg/l

[Znj = 40 mg/¡

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: G[icina = A + ‘Y - Tiempo
maz maz

Valor

-4.79

0,530

dx

¡ .68

0,0 14

- dx

3,08

0,026

R = 0,997

¡35 = 2,!89

5> = 2,9E.¡0

N= lo

‘Y = 3,101>01 ± 2,21>02 Li íiiOl Glicina/íng 5SF h
maLe

Perúmetros

A

y
mlx
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Tabla3.6.105. Actividadenzbndticadel lodoactivadoenpresenciade mezclasde Cu(1¡>
yzn(I¡> (¡>11=7>.

Experimento: 110-17-1.

[Sí = 6000 mg Gelatina]! SST = 956 ± 20 mg/l

pH 7,0± 04 6 = ¡O d
y

T = 250+04
0C [Cu 0 mg/1

¡Zn] O mg/¡

Tiempo <minI G!icina (10- MI

¡5 ¡0,6
30 23,!
45 36,0
60 46,4
75 56,2
90 65,2

105 77,7
¡20 84,5
135 98,9
¡50 ¡12,5
¡65 121,0
180 131,4

Determinación de ‘Y por regresión unen! de los datos cinéticos: Glicina = A + Y - Tiempo
Ellaz [faz

Parámetros Valor dx - dx

A 1,38 1,10 1,98

V 0,724 0,0!0 0,0!8
mu

k= 0,999 N= 12

DS= 1393

P = 6,2E-15

‘Y = 4,S4FrOl + 2,111-02 Li mol G!icina/¡ng SSTIt
Iflaz.e
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Tabla3.6.106. Actividadenzinulticadel lodo activadoenpresenciade mezclasde 0411>
yZn(11) (¡>11= 7).

Experimento: 11(3-17-2.

(5] = 6000 mgGelatina/1 55T = 956 ± 20 mg/l

pH 7,0±04 6 = 10 d

T = 25,0 ±0,1 OC (Cu] = 40 mg/l

(Za] = 1 mg’]

$

Tiempo <¡¡xiii) Glicina <10- NI

)

15
30
45 25,5
60 32,9
75 46,8
90 49,3
¡05 57,9
¡20 72,0
¡35 75,2
¡50 91,1
¡65 92,[
¡80 98,3

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
ElIaX [fa,

Parámetros Valor dx tdx

A 1,25 3,02 5,53

‘Y 0,559 0,025 0,046
Ola,:

R= 0,992 N= lO

OS = 3,414

Y> = J,7E-O3

‘Y = 3,5111-01 + 3.61>01 ~ inol Glicina/mg SST’ lx
ElIS X.e
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Tabla3.6.107.Actividadenzimáticadel
y Zn<fl> <¡>11=7).

lodo activado enpresenciade mezclasde 0411)

Experimento: HG-17-3.

[5] = 6000 mg Gelatina/l SST = 956 ± 20 nig/l

pH = 7,0± 0,1 e = 10 d
e

T = 25,0± O,¡
0C [Cuí = 20 mg/l

<zn¡ = 5 mg11

Tiempo <mml Glicina (10- NI)

15
30 13,8
45 !8,l
60
75 37,6
90 47,5

105 54,4
¶20 67,1
¡35 69.0
¡50 85,0
¡65 88.2
¡80

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + Y - Tiempo
maz ma,:

Parámetros Valor dx ¡ - dx

A -5,40 2,30 4,27

y 0.578 0,02! 0,039

ma,:

R= 0,996 N= 9

OS = 2,707

5> = 2,OE-08

‘Y = 3.631>01 ± 3,21>02 Li mnol Glicina/mg SST h
ma,:,e
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Tabla3.6.108. Actividadenzimdticadel lodoactivadoenpresenciademezclasde Cu(JI)
yZn(11> (pH= 7).

Experimento:HG-¡7-4.

LS] = 6000 mg Gelatina/l SST = 956 ± 20 mg/l

pH = 7,0± 04 6 = ¡0 d

T = 25,0± 0,1
0C [Cuí = ¡0 mg1)

[Za] = [0 I,Ig/!

Tiempo (mm) Glicina (10- NI

)

‘5
30 17,8
45 27,8
60 40,5
75 44,3
90 5!,3

¡05 67.2
120 71,!
35 77,4

150 87,5
165 98,7
¡80 ¡09,6

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: G!icina = A + ‘Y - Tiempo
maz [fa’

Parametros Valor dx - dv

A 1.32 1,97 3,57

‘Y 0,588 0,0¡7 0,03!
fila,:

R= 0,996 = II

OS = 2,692

P = 7,41>11

‘Y = 3,691>01 ± 2,71>02 Li ¡no! Glicina/mg SST- h
n¡ a,: •e
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Tabla 3.6.109. Actividadenzimóticadel lodoactivadoenpresenciademezclasde Cu(II>
y Zn(I¡> (¡>11=7>.

Experimento:HG-¡7-5.

[SI = 6000 mgGolatina/l SS! = 956 ± 20 mg/l

pH 7,0±04 6 = ¡0 d
e

T = 25,0± o,í oc [Cuí = 5 mg/1

[za] = 20 mg!>

Tiempo <minI G[icina (10- MI

¡5
30 ¡8,>
45 28,0
60 37.7
75
90 53,6

¡05
¡20 77,1
¡35 87,0
¡50 92,5
¡65 ¡03,7
¡80 ¡10,8

Determinación de ‘Y por regresión linea! de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
Elba,: IflaN

Parametros Valor dx ¡ - dx

A -0,33 1.42 2,65

V 0.627 O,0!2 0.022

ma,:

R 0,999 N 9

DS= 1,828

Y> = 2,3fl40

‘Y = 3,931>01 ± 2,21>02 l~ Eno! Glicina/mg SST- h
ma,:,e
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Tabla 3.6.110.Actividad enzimáticadel lodo activadoenpresenciade mezclasde Cu(II>
yZn<I1> (¡>11=7>.

Experimento:11(3-17-6.

[Sí = 6000 mg Geíatuna/l 551’ = 956 ± 20 mg/l

pH = 7,0± 0,1 e = ¡O d
y

T= 25,0± 04
0C [Cul= 1 mg/¶

jZn) = 40 mg!)

5
TieniDo <minI Glicina (10- NI

)

¡5
30
45
60 36,1
75
90 56,2

lOS 59,7
120 72,7
135 775
¶50 87,5
¡65 ¡02.2
¡80 ¡08,9

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
[faz [fax

Parametros Valor dv ¡ -dx

A -0.94 3,31 6,28

‘Y 0,606 0,025 0,048
ma,:

R = 0,995 N= 8

DS = 2,676

Y> = 3,SE-07

‘Y = 3,SOE-0I ± 3,81>02 Li ínol Glicina/mg SS’)’ h
EXXSX.y
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Tabla3.6.111. Actividadenzimdticadel lodoactivadoen presenciademezclasde Cu(II)
yZn(I¡> (¡>11=8>.

Experimento: 11(3-18-1.

[5) = 6000 mg Gelatixxall 5ST = 993 ± 21 nxg/1

pI-I= 8,0± 0,1 6 = 10 d

T = 25,0 ±04
0C [Cu] = O mg/l

IZo] = O mg/1

5

Tiemno (mm) Glicina <10’ MI

- 15
30 ¡8,6
45 25,5
60 35,5

75 44,1
90 59,4

¡05 66,5
¶20 76,7
35 84,4

150 96,6
¶65 ¡02,8
¡80

Determinación de ‘Y por regresión [ineal de [osdatos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
[faz maz

Parametros Valor dx ¡‘dx

A -2,21 1,52 2,78

V 0,648 0,014 0,026
mt,:

R= 0,998 N = ¡0

OS = 1,942

5> = 6,OE-ll

‘Y = 3,921>01 + 2,41>02 Li íflol Glicina/mg SS’)’- h
XIX a x e
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Tabla 3.6.112.Actividadenzimóticadel lodo activadoenpresenciade mezclasde Cu(JI>
yZn(II> (¡>11=8).

Experimento: 11(3-18-2.

[5] = 6000 mg Gelatinall SST = 993 ± 21 mg/1

pH = 8,0± 0,1 6 = ¡o a
y

T = 25,0± 0,1
0C [Cii] = 40 mg/1

~Zn]= 1 mg/l

Tiempo <mm) G!icina (10- NI

)

15 8,9
30 ¡5,6
45 27,1
60 37,5
75 43,3
90 55,9

105
¡20
¡35 84,2
¡50 9! .8
65 ¡00,6

180

Determinación de V por regresión !uneal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
ma, [faz

Parametros Valor ds ¡ - dx

A -1,27 0,94 1,75

‘Y 0,623 0,009 0,018
mt,:

R= 0,999 N = 9

OS = 1,451

Y> = 5,OE-¶¶

‘Y = 3,7611-01 ± 1,91>02 Li mol Glicina/mg SST- It
maze
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Tabla3.6.113. Actividadenzimáticadellodo activadoenpresenciade mezclasde Cu<I¡>
yZn<II> <¡>11=8>.

Experimento:HG-18-3.

[5] = 6000 mgGelatina/l SSI’= 993± 21 mg
11

pH = 8,0±0,1 e = ¡O d
y

T = 25,0±0,1 0C [Cii] = 20 mg/!

[Zn] = 5 mg/l

Tiemno (miii) G!icuiia (10- Ml

¡5 8,8
30 22,3
45 28,!
60 40,!
75 47.2
90 59,!
05 69.9

120
135
150 96,0
165 107,1
180 115,5

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
[faz maz

Parametros Valor dx t -dx

A 0,75 0,95 1,74

V 0,64! 0,009 0,016
mt,:

R= 0,999 N = ¡O

OS = 1,537

5> = l,SE-12

‘Y = 3,88E-O1 + 1,81>02 Li Eno! G!icina/n¡g 5SF lx
IXEaz,e
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Tabla 3.6.114.Actividadenzimáticadel lodo activadoenpresenciademezclasde Cu(II>
y Zn(JI) (pH= 8>.

Experimento:HG-18-4.

[5] = 6000 mg Gelatina/l SST = 993 ± 21 mg11

pH = 8,0±0,1 e = ¡O d
y

T = 25,0± 0,1 0C jCu] = ¡O mg/1

[Zol = ¡O mg/l

A
Tiempo (minI Glicina <10- Ml

15
30
45 33,7
60 45,5
75 49,!
90 62,8

¡05
¡20 81,!
¡35 91,2
¡50 103,!
165
¡80 ¡21.4

Determinación de V por regresión uineal de ¡os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
[fa, ma,

Para ,netros Valor dx t - dx

A 3,76 1,84 3,49

y 0,652 0,016 0,030

ma

R= 0,998 N = 8

DS = 1,983

5> = I,4E-08

‘Y = 3,9411-01 ± 2,61>02 Li mol Glicina/mg SS’)- h
EEXa,:.e
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Tabla3.6.115. Actividadenzimtlticadel lodo activadoenpresenciademezclasde Cu(JJ>
yZn(J¡) (pH= 8).

Experimento: 11(3-18-5.

[3] = 6000 mg Gelatina/l SST = 993 ± 21 mg/¶

pH = 8,0±0,! 6 = ¡O d
y

T = 25,0± 0,1 0C [Cii] = 5 mg11

£znl = 20 mg1)

$
Tiempo <minI G[icina <10- NI

)

¡5
30 26,1
45 30,0
60 45,5
75 53,0
90 63.8

¡05 68,8
¡20 84,2
¶35 88,7
150
165
¡80

Determinación de ‘Y por regresión [ineal de [osdatos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
maz [fax

Parametros Valor dx ¡dx

A 5,79 2,55 4,84

V 0,627 0,029 0,054
[fa,:

R= 0,994 N = 8

¡35 = 2,776

2’ = 5,SE-07

‘Y = 3,791>01 ± 4.111-02 Li ¡no! Glicina/mg SST - lx
,n ax , e
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Tabla3.6.116. Actividadenzimóticadel lodoactivadoenpresenciademezclasde Cu<¡I>
yZn(1J) (¡>11=8>.

Experimento: 11(3-18-6.

[Sí = 6000 mgGelatina/l SS’!’ = 993 ± 21 mg11

pH 8.0± 04 6 = loa
e

T 25,0±04 0C [Cu] 1 mg/l

[Zn] = 40 mg/!

Tiemoo (mm) Glicina 00- MI

15
30 ¡8,5
45 26,2
60
75
90 54,9
05 62.5

¡20 78,5
¡35 82,4
¡50 95,3
165 ¡04,4
180 109,8

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
mt’ Iflaz

Parametros Valor dv t - ds

A -1.27 2.00 3,73

V 0,631 0,016 0,030
n.a,:

R= 0,998 N = 9

OS = 2,367

5> = 2.OE-09

‘Y = 3,821>01 + 2,61>02 Li mo! Glicina/mg SST- lx
Inaze
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Tabla3.6.117. Comparaciónentre la inhibición enzinzóticacausadapor elCu(IJ)
yel Zn<¡J> sobrelodo de¡Odios deedad.

Experimento:11(3-19-1.

LS] = 6000 mg Gelatina/l SST = 695 ± 19 mg/l

pH 7,0±04 6 = ¡O d
e

T = 25,0 ±04 0C [Cuí = O mg/l

[Zo] = O mg/l

T
Tiemno <minI G[icuna (10- Nf)

¡5

30 ¡3,7

45 21,6

60 31,8

75 40,4

90 48,7

¡05 54,4

¡20 63,5

¡35

¡50 77,0

¡65 85,8

¡80 90,5

Determinación de ‘Y por regresión lineal de [osdatos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
maz ma,:

Parametros Valor dx ¡ - ds

A 0,20 ,25 2,29

‘Y 0.515 0,011 0,020
maz

R= 0,998 N = ¡O

¡35= 1,702

Y> = 4,91>!¡

‘Y = 4,451>01 ± 3,01>02 Li ¡nol Glicina/mg SST- b
maz.e
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Tabla3.6.118. Comparaciónentre la inhibición enzimóticacausadaporel Cu(II>
y elZn(II) sobrelodo de10 díasde edad.

Experimento: 11(3-19-2.

[5] = 6000 mg Oclatina/! SST = 695 ± 19 mg/1

pH = 7,0±04 6 = ¡O d
e

T = 25,0 ±0,1 0C [Cu] = 20 mg/1

T
Tiemno <minI G[idna <10’ Ml

¡5

30 ¡1,8

45 ¡5,7

60 21,7

75 30.4

90 33,7

¡05 39,7

¡20

135 48,5

150 55,0

165 60,5

180 66,8

Determinación de Y por regresión !ineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
~az maz

Parámetros Valor dx t-ds

A 0,68 0,87 1,6

V 0,364 0,008 0,0!4
maz

R= 0,998 N = JO

OS = 1,191

Y> = 4,OE-11

‘Y = 3,ISE-O1 ± 2,XE—02 Li mo! Glicina/mg SST - h
flla,:,e
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Tabla3.6.119. Comparaciónentre la inhibición enzimáticacausadapor el Cu<¡J>
y el Zn<IJ> sobrelodo deJOdíasde edad.

Experimento: 11(3-19-3.

[5] = 6000 mg Ge¶atuna/l SST = 695 ± 19 mg11

pH 7,0±04 8 = loa
e

T = 25,0 ±0,1 0C [Zii] = 20 mg/l

A

Tiempo (minI Glicina <10- MI

¡5
30 ¡1,9
45 ¡7,5
60 27,4
75 32.3
90 36.4

¡05 46,9
¡20 54,0
135 57,3
150 61,6
165 71,2
¡80 77,4

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: G[icuna = A + ‘Y - Tiempo
ElIA,: [fax

Parámetros Valor dx - dx

A 0,44 ¡.32 2,4

y 0,432 0,011 0.021
mt’

R= 0,997 N = II

¡35= 1,806

1’ = 3,3E-ll

‘Y = 3,73E—01 + 2,81>02 Li inol Glicina/íng SST- h
maN,e
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Tabla3.6.120. Comparaciónentre la inhibición enzimóticacausadaporel Cu(1J>
y el Zn<¡1> sobrelodode ¡4 díasde edad.

Experimento: 11(3-194

LS] = 6000 mg Gelatina/l SS’!’ = 651 ± 14 rng/l

pH 7,0± 04 6 = 14 d

T = 25,0 + 0 ¡ 0C [Cix = O mg/l

!ZnW O mg/I

Tiempo (mill) Glicina (10 NI

)

¡5
30 ¶9,9
45 27,2
60 42,0
75 49,9
90 61,9

¡05 73.2
¡20 86,0
135 91,4
¡50 105,0
¡65 ¡¡4,3
¡80

Determinación de ‘Y por regresión ¡ineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
maz [fa,:

Para¡negros Valor dx t - clx

A -,_‘8 ¡.43 2,62

‘Y 0,711 0,013 0,025
mt,:

R= 0,999 N = lO

05 = ¡.827

5> = ISE-Il

‘Y = 6.56E—0I + 3.711-02 Li ib! Glicina/ing SS’)’- It
mfz,c
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Tabla3.6.121.Comparaciónentre la inhibición enzimóticacausadapor el Cu<II)
yel Zn(JI> sobrelodode 14 díasde edad.

Experimento: 11(3-19-5.

[5] = 6000 mg Gelatina/1 SST = 651 ± ¶4 mg/l

pl-1= 7,0± 04 6 = 14 d
o

T = 25,0± 0,1
0C [Cii] = 20 mg/l

Tiempo <miii> G[icinn (10- MI

¡5 5,8
30 ¡5,3
45 20.2
60 27,4
75 40,9
90 48,1

¡05 50,0
120 58,8
135 70,3
150
165 79,5
180 89,3

Determinación de ‘Y por regresión linea[ de !os datos cinéticos: G[icuna = A + ‘Y - Tiempo
[fa, [faz

Parámetros Valor dx t-ds

A -0,45 1,60 2,89

V 0,50! 0,015 0,027
mt,:

R= 0,996 N = II

OS = 2,570

P = 9,9E-11

‘Y = 4,621>01 ± 3.SE-02 ~i mo! Glicuiia/Eng SST- b
maz.e
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Tabla 3.6.122. Comparaciónentre la inhibición enziznóticacausadapor el Cu(II>
y el Zn<IJ) sobrelodo de 14 diosde edad.

Experimento: 110-19-6.

[SI = 6000 mg Gelatine./1 SST = ¿Sí ± ¡4 mg/l

pl1= 7+01 e = 14d

T= 25± 04 0C [Zn]= 20 mg/l

T
TieniDo (minI Glicina <10- NI)

¡5

30
45 21,8
60 34,6
75 39,4
90 48,0

¶05 63,2
¡20 64,9
¡35 68,3
150 80.5
165
180 99,6

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y Tiempo
[fa,: Ina,:

Parámetros Valor dx vds

A -0,55 3.[3 5,81

V 0,547 0,027 0,051

ma

R= 0,99! N = 9

OS = 3,400

Y> = ¡91>07

‘Y = 5,051>01 ± 5.81>02 Li mo! Glicina/mg SST It
max,e

201
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Tabla3.6.123. Comparaciónentre la inhibición enziunáticacausadapor elCu(¡I)
yelZn(JI) sobrelodo de 10díasde edad.

Experimento: 11(3-20-1.

[5] = 6000 mg Gclatina/¡ SS! = 66) ± 20 mg
1)

pH 7,0±04 e = lo d

T 25,0±04 0C [Cu] O mg/l

(ZnJ = O mg/l

Tiempo <mill) G¡icina <10- Ml

¡5

30 11.5
45 21,7
60 26,4
75 35,7
90 42,0

105 49,3
120 56,3
135 63,9
150 68,9
165 77,2
180 82,9

Determinación de ‘Y por regresión lineal de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
maz ma,:

Parametros Valor dx ¡ dx

A -0,75 0,84 1,52

V 0,471 0,007 0,O¡3
ala,:

R= 0,999 N = II

¡35= 1,147

Y> = 2,6E-¡3

‘Y = 4,2811-01 ± 2.51>02 Li Enol Glicina/mg SST’ h
XIX ax , e
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Tabla3.6.124. Comparaciónentre la inhibiciónenzúnóticacausadapor elCu(II)
y el Zn<II> sobrelodode10 díasdeedad.

Experimento:11(3-20-2.

[5] = 6000 mg Gelatina/l 557 = 661 ± 20 mg/1

pH= 7,0+01 e = io~

T= 25,0±0,1
0C [Cu] 20 mg/l

Tiempo <minI Glicina <10- NI

)

15
30 ¡2,3
45 u 8,5
60 26,9

75 28,2
90 34.3

105
120 455
135
150
165 56,5
180 62,)

Determinación de ‘Y por regresión linea! de los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
maz Ifa,:

Parámetros Valor dx ¡ - dx

A 4.79 ¡.38 2,62

V 0,322 0,0!3 0,024
mt,:

R= 0,995 N = 8

OS = 1,851

P = 2,SE-07

Y = 2,921>01 ± 3,1E-02 [i mol Glicina/mg 5SF lx
nlax,e
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Tabla 3.6.125. Comparaciónentre la inhibición enzii’nóticacausadapor el Cu<¡I>
yelZn(JI) sobrelodo deJOdíasdeedad.

Experimento:HG-20-3.

[5] = 6000 mg Gelatina/1 557 = 661 ± 20 mg/l

pH 7,0±0,1 e = ¡O d
y

T = 25,0 ±o,í
0c iZní = 20 mg11

$

Tiempo <miii) Glicuiia <10- Nf

)

¡5
30
45 18,!
60 23,5
75
90 35,0

¡05 41,0
120 45,5
135 51,6
150
¡65 62,¡
180 67,8

Determinación de ‘Y por regresión [inealde los datos cinéticos: Glicina = A + ‘Y - Tiempo
flux ‘Duz

Parámetros Valor dx - dx

A 1,73 0,37 0.69

‘Y 0,368 0,003 0,006
mt,:

R= 1,000 N= 8

¡35 = 0,379

Y> = 2,IE-[l

‘Y = 3,341>01 -1- ¶31>02 Li mo! G[icila/Eng SST lx
maz.e
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Tabla 3.6.126. Comparaciónentre la inhibición enzimóticacausadapor el Cu<¡I>
yelZn(JJ)sobrelodo de 14díasde edad.

Experimento: 11(3-20-4.

(~l = 6000 mgGelatina]! SS’! = ¿¡0 ± )3 mg/¡

pH= 7,0±04 6 = ¡4 d
y

T = 25,0± 0,1 0C ¡Ciii = O mg/!

[Za] = O mg/¡

Tiempo <mini G!icina (lO MI

- ¡5
30
45 26,9
60 41,6
75 51,5
90 61,8

¡05 78,9
¡20 85,!
¡35 87,2
¡50 ¡06,7
165 111,6
180 118,8

Determinación de ‘Y por regresióii ¡inea! de los datos cinéticos: G!icina = A + ‘Y - Tiempo
maz maz

Parametros Valor dx

A 0,85 3,66

V 0,677 0,030
ma

R= 0,992 14= lO

DS = 4,142

Y> = 1,7E-08

‘Y = 6,6511-0! + 6,91>02 Li lElo! Glicina/mg SS’)’ h
max.c
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Tabla3.6.127. Comparaciónentre la inhibición enzimóticacausadapor el Cu(JJ>
y el Zn<Il> sobrelodo de 14 diosde edad.

Experimento: 110-20-5.

[5] = 6000 mg Cie!atina/I 557 = 6)0 ± ¡3 mg/l

pH 7,0±04 6 = ¡4 d
y

T = 25,0 ±04 0C [Cu] = 20 ¡41

Tiempo <minI G[icuna <10 Ml

¡5
30
45 18,6
60 27,3
75 30,5
90 42,3

¡05 49,6
¡20 50,3
¡35 57,8
¡50 70,4
¡65 79,2
¡80 81,9

Determinación de ‘Y por regresión linea! de los datos cinéticos: G[icina = A + ‘Y - Tiempo
[fa, maz

Parámetros Valor dx t-ds

A -2,83 2,52 4,61

y 0,477 0,021 0,038
fila,:

R= 0,992 N= ¡O

OS = 2,846

5> = 1 ,4E-08

‘Y = 4,691>01 ± 4,SE-02 Li Eno! Glicina/mg SST- It
nmaz,e
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Tabla3.6.128. Comparaciónentre la inhibiciónenzimáticacausadapor el Cu<’11)
yel Zn<IJ> sobrelodo de 14 días deedad.

Experimento: 11(3-20-6.

[5] = ¿<‘00 mg Gelatina/l 557 = ¿¡0 ± 13 mg/1

pH 7±0,! 6 = ¶4 d
y

T 25± 04 0C (Zn] 20 mg/1

5
Tiempo <minI G[iciíxa (10- Ml

¡5
30 ¡8,!
45 33,2
60 35,4
75 41,!
90 55,8

¡05 68,9
¡20 80,2
¡35 85,5
¡50 90,8
165 91,9
180 97,3

Determinación de ‘Y por regresión lineal de !os datos cinéticos: G[icina = A + ‘Y - Tiempo
maz ala,:

Parámetros Valor dx t-ds

A 5,55 4,12 7,46

Y 0,552 0,036 0,065
ma,:

R= 0,982 N = II

OS = 5,625

5> = 8,8E08

‘Y = 5.4211-01 + 7.GE-02 Li mnol Glicina/mg 5SF h
ma,:,e
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IV. INTERPRETACIÓNYDISCUSIÓNDERESULTADOS.
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IV.). Seleccióndelsustratoy de su nivel de saturación.

Los resultadosexperimentalesobtenidosen el estudiode la influenciadel tipo y

concentraciónde sustratosobre la actividadenzimáticadel lodo activado(apanado

111.6.1), serecogen,gráficamente,enlas figuras4.1,parael casode la caseína,y 4.2, para

el de lagelatina.

En la primera, manteniendoconstantela concentraciónde lodo activado, la

concentracióndegruposamino libres, expresadocomo concentraciónen mol!! de glicina,

crece al incrementarseel tiempo de reacción y la concentraciónde caseína,lo que

demuestrael aumentodela velocidadde hidrólisis, tal y comoprediceel modelocinético

representativode estetipo de reacciones.Se alcanzael máximoparaunaconcentraciónde

caseínade 4.000 mgIl, a partirde la cual la velocidadde hidrólisisse haceindependiente

de dichaconcentración,por lo que se tratade la de saturacion.

Por su parte,el análisisde los resultadoscorrespondientesa ]a hidrólisis de la

gelatinacon concentracionesentre2.000 y 10.000mg/l, manteniendola de lodo activado

en 983+19mg 581/1, indica un comportamientosimilar al descritoparala caseína;sin

embargo,en estecaso,la concentraciónde saturacióndel sustratosesitúaen 6.000mg/1.

Parajustificar la seleccióndel sustratoy del nivel de concentracióndefinido en los

ensayosposterioresde estetrabajode investigación,se han representadoy ajustadopor

regresiónlineal los datoscinéticoscorrespondientesa las concentracionesde saturación

de los dos sustratoscalculándose,además,las velocidadesmáximas específicasde

hidrólisis (Vmn e).

Los resultadosobtenidosse recogenen la figura 4.3 asícomo en las tablas4.1 y

4.2. El análisis de estos resultadospone de manifiesto el buen ajuste de los datos

experimentalesal modelo lineal seleccionado,con valoresdel coeficientede correlación

de 0,998significativosa P<l0’0, [oqueconfirma la tesisdefendidaen estamemoriasegún

la cual la valoración de los gruposamino libres de los péptidosproducidoscomo
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intermediosdereacciónen lahidrólisis delasproteínaspuedeserutilizadaparadeterminar

la actividaddelasproteasasbacterianasy, portanto, la del propio lodo activado.Por otra

parte,la velocidadmáximaespecíficade hidrólisisde la caseínasesitúaen 0,203+0,011

¡imol Glicina/mg SST~h frente a los 0,459+0,023 gmol Glicina/mg SSTt que

correspondenala de la gelatina.Es decir, lautilización de gelatinacomo sustratoimplica

mayor sensibilidaddel métodopropuestoparael seguimientode la actividaddel lodo

activado.

En consecuencia,para todos los experimentosposterioresde estetrabajo de

investigaciónseutilizarácomosustratogelatinaa unaconcentraciónde 6.000mg/] y lodo

activado en concentraciónsiempreinferior a 1 g SST/1, con objeto de asegurarla

saturaciónde los enzimasporel sustrato.
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Tabla 4.1. Resultadosde la regresiónlineal de los datoscinéticosde hidrólisis

de 4.000mg/l de caseínapor 900 + 21 mg SST/l de lodo activado de 10 díasde

edad.

Parámetro Valor ds t0510-ds

A 0,65 0,55 1,00

0,304 0,005 0,010

R=0,998,N= 11

DS=0,879

P=7,8E-13

Tabla 4.2. Resultadosde la regresión lineal de los datoscinéticosde hidrólisis

de 6.000mg/l de caseínapor 983 + 19 mg SST/l de lodo activado de 10 díasde

edad.

Parámetro Valor ds t0511 ds

A 1,04 1,42 2,55

Vmax 0,753 0,013 0,023

R= 0,998 , N = 12

SD= 2,304

P=5,1E-14

Glicina(10~ M) = A + V,~ Tiempo(min) _______________

V~,JSST 0,203* 01011 ~xmolGlicina/mg SST.b

Glicina (10~M) = A + Vm,x Tiempo(mm) _______________

0459±0,023 mol Clicin
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IV.Z Influencia delpUy dela temperatura.

Con los resultadosobtenidosen la faseexperimentaldel estudiode la influencia

del pH y de la temperaturasobrelaactividadenzimáticade los lodosactivados(apanado

111.6.2.)sehanconfeccionadolas tablas4.3. y 4.4., y las figuras4.4. y 4.5. en las que se

presentanlas velocidadesmáximasespecíficasde hidrólisisde gelatinacorrespondientes

a cadaunade las condicionesdel medioensayadas.

En lo quese refiereal pH la curva de actividad,figura 4.4, expresadacomo

frenteal pH, presentaun perfil acampanadoque demuestraque la actividaddel enzimaes

máxima cuandoelpH es de 7; por encimay por debajode estevalor se apreciala

disminución de la actividadenzimáticade las proteasasdel lodo activado.Mientrasque

pasardepH 7 a 8,5, suponeunareducciónmediade la ~ del 16%, el pasarde 7 a 5,5

lo suponede] 42%;esdecir,el medioácido inhibeen mayormedidaque el mediobásico

la actividadenzimáticade los lodosactivados,lo quesecolTespondecon lo expuestoen

laparteteóricade estamemoriasobrela incidenciadel pH en los sistemasbiológicosde

depuración.

Por lo que respectaa la temperatura,el análisis de los resultadospone de

manifiestoque la actividadenzimáticaaumentaal incrementarsela temperaturaen todo

el intervalo ensayado,triplicándosela actividadenzimáticaaproximadamenteporcada

100C de aumentode temperatura.

Puedeafirmarse,en consecuencia,queel pH óptimoparalaactividadenzimática

de las proteasasbacterianases7; además,la velocidadmáximaespecíficade la reacción

dehidrólisis de la gelatinapor el lodo activadoaumentaal hacerlola temperaturaentrel0~

y 350C.
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1V3. Influencia de la edaddellodo.

Con los resultadosexperimentalesobtenidosen el estudiode la influenciade la

edaddel lodo sobresu actividadenzimática,recogidosen el apanado111.6.3., seha

confeccionadola tablaresumen4.5., en la que se presentanlas velocidadesmáximay

máximaespecíficade hidrólisisde los ensayosrealizadosa pH 7 y temperaturade 250C

con lodosactivadosde 10 y 14 díasde edad.

Pararealizarla interpretacióny discusiónde estosresultados,seha elaboradola

tabla4.6, en la queserecogenlos valoresmediosde las velocidadesmáximasespecíficas

dehidrólisisdentrode cadaseriede ensayos,representativasde la actividadenzimáticadel

lodo activado.Se advienela existenciade unaactividadenzimáticadiferentesegúnseala

edad del lodo: con lodo de 10 días de edadla ~ media se sitúa en 0,430 timol

Glicina/mg SST~h, mientras que con lodo de 14 días éstaalcanzalos 0,714 ilmo1

Glicina/mgSSTt.

Con el objetivode confirmarestasituaciónseharealizadoel análisisde la varianza

delos datosdela tabla4.6, cuyosresultadosseresumenen la tabla4.7, y de cuyo análisis

sededuceque,comola mediadecuadradosentrelos ensayoscon lodo activadode edades

diferentes (1,61910’) es mucho mayor que la media de cuadradosdebida al error

(7,1910j esimprobableque las mediasde la ~ de amboslodos seaniguales.Más

formalmente,esposiblecalcularel parámetroestadísticoF de Snedecor(tambiénconocido

comode Fisher),segúnel cual

E 1,618-l0~’ 225,09
7,19-1(1

y compararlocon el valor tabuladoal 95% del nivel de confianzapara 1 y 6 gradosde

libertadrespectivamente(Montgomery, 1991).ComoF
0516 = 5,99 resultaqueesmucho

menor que el valor alcanzadopor F0, debe concluirseque las mediasde tratamientos
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difieren y, por tanto, la edaddel lodo activadoafectasignificativamentesu actividad

enzimática.

Seexplicaquela actividadenzimáticadel lodo activadono permanezcaconstante

al variarsu edadpor la relaciónentremicroorganimosvivos y muertosen el sistema.El

aumentode laproporciónde microorganismosmuenos,al crecersu edad,sedebea que

la disminuciónen el caudalde purgade los lodos origina que la pérdidade materiales

inertesy no reproductivosdisminuya,produciéndosesu acumulaciónen el sistema;estos

materialessedanasimiladospor los microorganismosvivos a travésdel metabolismo

endógeno.Así, al estarconstituidadichamateriapor sustanciascomplejasque van a

necesitarde unahidrólisispreviaa su asimilación,la actividadde la enzimasquetomen

parteen estaetapase veráincrementada.
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Tabla 4.6. Actividad enzimática del lodo activado de 10 y 14 días

de edadexpresadacomo ~ (pmol Glicina/mg SSTb).

Edad del lodo, días

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. Análisis de varianza de los datos de la tabla 4.6.

Fuentede

variación

Sumade

cuadrados

Gradosde

libertad

Mediade

cuadrados

Edaddel lodo í,áí*i0~ 1 l,61910’ 225,09

Error 4,315l0~ 6 7,190d0~

Total 1,662.10.1 7 2,37410.2
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IV 4. Reproducibilidadde los experimentos.

La investigacióncon mediosde cultivo mixtos, como son los lodos activados,

sujetosa variacionessignificativasen la composiciónde susespeciesy actividad,según

seanlascondicionesdel medio,hacequelos resultadosobtenidosen momentosdiferentes

puedanno coincidir plenamentey, sin embargo,tenervalidezdesdeun punto de vista

estadístico.Así, pareceoportunodemostrarla reproducibilidaddel procedimientode

operación,antesdel estudiode la influencia de factoresexternosal medio sobrela

actividadde los lodosactivados.

Paraello sehan utilizado los resultadosexperimentalesobtenidosen e] anterior

puntode ¡amemoria,evaluandola precisióndel métodoparala medidade la actividaddel

lodo activadomediantelos coeficientesde variación(CV) dentrode cadaseriede ensayos,

paracadauno de los dostipos de lodos. Los resultadosobtenidosserecogenen las tablas

4.8 y 4.9.

El análisis de los coeficientesde variación pone de manifiesto la excelente

precisióndel métodocuandose realizanensayosutilizando alícuotasde lodo activado

procedentesde un mismo volumen de purga del tanquede aeraciónde la plantapiloto,

habidacuentaque el valor másdispar es de un 3,2%. Sin embargo,el métodopierde

fiabilidad cuandosecomparanlos valoresmediosde los resultadosobtenidoscon lodos

procedentesde distintaspurgas,situaciónqueseobservacon mayorclaridadsi se realiza

un análisisde la varianzaque conducea los resultadosqueserecogenen las tablas4.10.

y 4.11.

Si secomparael valor F0 obtenido en el casodel lodo de 10 díasde edad con el

valor tabuladode la F de Snedecoral 95% del nivel de confianzapara 3 y 8 gradosde

libertadrespectivamente,seobservaque E = 6,63 es mayor que F053~ = 4,07, lo que

indica la existenciade diferenciassignificativasentrelasmediasde cadaseriede ensayos

con los valoresobtenidosdentrode ellasparael nivel deconfianzaelegido.Estadiferencia
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escuantitativamentemássignificativaen el casode los ensayoscon lodo activadode 14

díasde edadparalos queel valor de F0 asciendea 24,26.

Dado que la forma de operación es la misma en todos los ensayosque

correspondenal trabajopresentadoen esta memoriaes lógico suponerque la menor

reproducibilidaddel métodosedebea la propiavariabilidadde] sistemaobjetode estudio

cuandoseutilizan lodosactivadosprocedentesde distintaspurgas.Porello, en la última

etapade estainvestigaciónserealizanensayoscomparativosutilizandoalícuotasde lodo

procedentesdeuna mismapurgadel tanquede aeración,paraminimizar el errordebido

al medio de cultivo mixto con el que setrabaja.
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Tabla 4.8. Actividad enzimaltica del lodo activado de 10 díasde edad

expresadacomo ~ (pmol Glicina/mg SSTb).

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

2,4 1,3 1,6 3,2

Tabla 4.9. Actividad enzimática del lodo activado de 14 díasde edad

expresadacomo ~ Úimol Glicina/mg SSTt).

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 0,0101 0,0101 0,0172

CV’” 1,4 1,5 1,3 2,5

~> CV = (DS/Media)* 100
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Tabla 4.10.Análisis de varianza de los datos de la tabla 4.8.

Fuente de Suma de Grados de Media de E0

variación cuadrados libertad cuadrados

Entre l,9l0~l0~ 3 6,37010~ 6,63

experimentos

Dentro de los 7,680-l(Y
4 8 9,600lO~

experimentos

Total 2,678.l0~ 11 2,430l(1~

Tabla 4.11. Análisis de varianza de los datos de la tabla 4.9.

Fuente de Suma de Grados de Mediade

variación cuadrados libertad cuadrados

Entre 1,0081W 3 3,6264W 24,26

experimentos

Dentrode los l,l9610~~ 8 í,500404

experimentos

Total 1,208.10.2 II 1,0981W
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IV.5. Influencia de los ionesmetálicosCu(I¡) y Zn(JI).

La última etapade este trabajode investigacióncorrespondeal estudio de la

influencia de factoresexternosal medio sobre la actividadenzimáticade los lodos

activados,como sonlos ionesmetálicosCu(II) y Zn(II).

Los resultadospresentadosen el apartado111.6.4,seresumenen la tabla4.12 y en

la figura 4.6, parael ión Cu(Il1); y, en la tabla 4.13 y en la figura 4.7, parael ión Zn(H).

En la figura 4.6 se observael efectodel cobresobrela actividadenzimáticadel

lodo paralos tresnivelesde pH ensayados.Destacaque cuandoel pH del medio es 8 no

seapreciaefectoalgunosobrela actividadenzimáticadel lodo, los valoresde la velocidad

máximaespecíficade hidrólisis seencuentransiempredentrodel intervalode confianza

del ensayode control. Sin embargo,paralos otrosdosnivelesde pH el efectonegativoes

significativo y sigue, en general, la misma tendencia:concentracionesbajas del ión

metálico, 1 mg/l, no modifican significativamentela actividadenzimáticadel lodo,

mientrasque concentracionesdesde 5 hasta20 mg/l reducenla velocidadmáxima

específicadehidrólisis tantomáscuantomayores la concentración;después,seestabiliza

el efecto.

Por lo que se refiere al zinc, en la figura 4.7 se observaun comportamiento

cualitativosimilar al del cobre.En estecaso,tampocoa pH 8 seadvierteefectonegativo,

pero apHs 6 y 7 se apreciala influencianegativade esteión metálicosobrelaactividad

enzimáticadel lodo.

El estudiocomparadode las figuras4.6 y 4.7 muestrala reduccióncuantitativa

similar de la actividadenzimáticaprovocadapor ambosionesa phIs 6 y 8; sin embargo,

apH 7 secompruebaque el efectonegativooriginadopor el ión Cu(Il) esmásacusado

queel ocasionadopor el ión Zn(ll).
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Al objeto deestudiarlos posiblesefectossinérgicosentreambosionesmetálicos,

se realizaronlos ensayoscon mezclasde ambosmetalescuyosresultadosseencuentran

recogidosen la tabla4.14 y en la figura 4.8.

Seapreciaun comportamientocualitativo similar al observadoen el tratamiento

individual de los metales. A PH 7 se observauna ligera disminucióndelaactividaddel

lodo conlasmezclasde metalesen lasquelas concentraciónesde Cu(IJ) sonmáselevadas;

asípues,seconfirma queel Cu(II) presentamayortoxicidadque el Zn(I1). También,la

reducción de la actividad enzimáticadel lodo es cuantitativamentesemejantea la

observadaen el tratamientoindividual para todas las concentraciónesensayadas,no

apreciandoseningúnefectosinérgico.

Por último, para determinarel efecto de la edad del lodo sobrela inhibición

enzimáticase realizaronexperimentoscon lodosde 10 y 14 díasde edad,en presenciade

concentracionesde 20 mg/l de Cu(fl) o de Zn(I1). Los resultadoscorrespondientesse

presentanenlatabla4.15yen lafigura4.9.

Del análisisde estosresultadosseconcluyeque la inhibición enzimáticaproducida

por el ión Cu(II) escuantitativamentemásimportantequela producidaporel Zn(IJ), tanto

si seutiliza lodo activadode 10 díasde edadcomo si setrabajacon lodo de 14 días. Así,

la reducciónde la actividadenzimáticaesdeun 30% en el casodel ión Cu(H) y de un 20%

en el del ión Zn(ll). Se observa,también,como la reducciónen términosabsolutosde la

actividadenzimáticadel lodo activadode 14 díases másacusadaque la del lodo de 10

días.

La estabilizacióndel efectonegativodel Cu(ll) y del Zn(li) a pI-] 8 así como al

aumentarsu concentraciónen los otros niveles de pH ensayadosse explica por su

precipitaciónen formadehidróxidosy/o fosfatosal sobrepasarsesu solubilidaden dichas

condicionesexperimentales.
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Con los resultados experimentalesobtenidosen este trabajo de investigación,en

el que se propone determinarel grado de actividad de los sistemasde depuración

biológicossiguiendola reaccióndehidrólisis enzimáticadeunaproteínade origennatural,

sededucenlas siguientesconclusiones:

1 . - Quedaplenamentedemostradaque la determinaciónde la actividadde las

proteasasbacterianaspuedeserutilizada como medidade la actividaddel lodo

activado,por la excelentereproducibilidaddel método cuandoseutiliza como

sustratogelatinaenconcentraciónde 6.000mg/l paraconcentracionesde biomasa

igualeso inferioresa 1 g SST/l, operandoa pH 7 y temperaturade 250C.

2.- La reproducibilidad del método para la determinaciónde la actividad

enzimáticaeselevada:El valor máximo del coeficientede variaciónha sido del

3,2%. La precisiónesmayorcuandose comparanresultadoscorrespondientesa

determinacionesrealizadascon muestrasde lodo procedentesde la mismapurga,

paraevitar la variabilidaddel complejocultivo bacterianocon el quesetrabaja.

3.- La edaddel lodo afectaa la actividadhidrolítica de las proteasas.Los lodosde

más edad presentanmayor actividad enzimática como consecuenciade la

asimilación endógenadel protoplasmacelularde los microorganismosmuertos.

4.- En el intervalode temperaturasexperimentado,100 a 350C, las velocidadesde

hidrólisis setriplicancada100C.

5.- Se ha comprobadoquela presenciadel Cu(II) y el Zn(Il) inhibenparcialmente

la actividadenzimáticade los microorganismos.Son los ionesmetálicossolubles

los que provocan el efecto negativo sobre los microorganismosy no sus

compuestosinsolubles.
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La inhibición enzimáticaporcentual producida sobreel lodo activado por

ambosionesmetálicoses independientede la edaddel lodo, siendo más importante

el efectonegativo ocasionadopor el Cu(ll) que el del Zn(H).
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