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R E S U M E N 

En este trabajo se presentan los resu'ltados obtenidos al ca­

racterizar a la pbblación bacteriana aerobia que predomina en un 

sistema de lodos activados y se aetermin6 el efecto que los deter 

gentes de tipo aniónico tienen sobre ella. 

Partiendo de un sistema de lodos activados con un tiempo de 

residencia celular de 6 horas, una concentración de sólidos sus-
1 

pendidos volátiles de 1.25 g/l y una carga orgánica en la alimen-

taci6n de 500 mg/l de DQO, se midió el efecto que concentraciones 

de 10 y 50 mg/l de detergente ani6nico tienen tanto en los paráme 

tros cin~ticos del sistema como en la población presente en dichas 

condiciones. 

Se encontró que la poblaci6n se . encuentra constituída oor 7 

familias que son: Halobacteraceae, Enterobacteraceae, Bacillaceae, 

Nocardiaceae, Corynebacteraceae, Pseudomonadaceae y Vibrionaceae. 

Para las concentraciones de detergente urilizadas, la veloci­

dad de crecimiento global del sistema disminuye en un 12 y un 50% 

respectivament~, mientras que la remoción tanto de materia orgá­

nica como de detergente disminuyó en casi un 50% al trabajar con 

la concentraci6n de 50 mg/l de detergente. 

Ambas concentraciones dan lugar a una sucesión poblacional 

· de manera tál que s6lo los g~neros Bacillu6, P~eudomonaó y Ae~o­

mona~• resistieron y predominaron en el sistema, aunque con una 

menor actividad degradativa. 

Al probar la actividad individual de microorganismos perte-
¡ 

necientes a estos tresg~neros sobre el detergente utilizado, se 

~ncontr6 que degra dan el detergente en un 18%, 22% y 20 % resnecti 

vamente. 



I N T R o D u e e I o N 

El deterioro del ambiente es un proceso que viene des­

de épocas remotas y que es debido principalmente al aume nto de -

las poblaciones humanas y al desarrollo agrícola e industrial 

asociado a ellas. 

Con las construcción de los abastecimientos de agua p~ 

ra las poblaciones y la industria, se empezó a utilizar el agua 

como un vehículo que transporta con relativa facilidad una gran 

parte de los desechos producidos por la actividad humana, dando . 

lu~ar a lo que en la actualidad conocemos como agua residual, 

que no es otra cosa que agua adicionada de algunos compuestos or 

.gánicos e inorgánicos en forma ya sea disuelta, coloidal o sus -

pendida y que comúnmente se vierte en los cauces, corrientes o -

cuerpos de agua más cercanos.. Esto incorpora materiales y subs­

tancias a las aguas cambiando sus características naturales dan­

do lugar a su contaminaci6n. La práctica generalizada de vertir 

residuos sin tratamiento en ríos, lagos o mar, por conside rar 

que es el sistema de disposición más econ6rnico, crea c~~bios en 

las condiciones ecol6gicas de las aguas que los recibe n. 

Lo anterior pone de rnanif iesto la irnportnncia de los -

sistemas de tratamiento de aguas residuales y uno de los aspee -

tQs ·más importantes lo constituye la selecci6n del sistema ade -

cuado que permita elimi nar de ellas compuestos y materiales con­

taminantes que se le a~regan al usarla, lo qua de sde un punto de 

vista técnico implica desarrollar metodologías que sean ef icien­

tes y econ6micas para lograrlo. 

En México hasta 1981 exi ~ tían cerea de 150 plantas de 

tratamiento de, aguas residuales y un hÚmé ro eci s i igual de proye.f_ 

tos, la gran mayoría de dichas in s t a l a ciohes ~ e construyeron, o 
f 

se proyectan construir con la fin bliaad de r~~sar ~1 agua, pues 
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son contados l os casos en los que el agua residual es tratada -

para evitar daños al ambie n te (48). 

EL SISTEMA DE LODOS ACT I VADOS. 

Entre lo s métodos más empleados para redu cir el cont~ 

nido de materia orgánica de l os desechos líquidos d ilu idos, se 

tienen los que utilizan en tratamiento biológico en condiciones 

aerobias y entre éstos s e encuentra el de lodos activados que 

constituye uno de los métodos de purificaci6nde a guas más usado. 
~ .r 

El lodo activado es un sistema contínuo abier t o con recircula -

ción que se caracteriza por sopor tar e l crecimiento de una po -

blaci6n heterogénea, fundamentalmente aeróbica. 

F ísicamente consiste de un tanque en dond e los resí -

duos son aereados y soportan el crecimiento de una población mi 

crobiana mi~ta, al desarrollarse és ta y emplear las substanci as 

que se encuentran presentes en el desecho, crea la necesidad de 

separarlas del a gua en la cual se encuentran suspendida s , lo 

cual se logra mediante el acoplamiento al sistema del tanque se 

sedimentación. 

Los lodos activados debe n cumplir 3 requerimientos 

bio l 6gicos esenciales para que funcionen en fo r ma adecuada (53): 

a) La población mixta deberá crecer en l as condicio­

nes ambientales que presenta el tanque de aerea -

ción. 

b) La población mixta debe ser cap1z de crecer y de ­

gradar e n consecuencia d e l as substancias presen­

tes en el r es íduo . 

c) Los organismos deben crecer de forma t a l que pue­

dan s edimentarse en ~l clarificador e n un tiempo 

razonable. 
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Desde el punto d e vista ecológico , s e r equiere obtc -

ner l a s condiciones p a r a que crez can lo s o rga n i s mos que s o n de­

seables, lo cual se logra ge ne r alme nte mediante la varia ción de 

las condiciones ambienta l e s , h a s ta en contrar las que permitan -

lograr él objetivo anterio r . 

Corno se mencionó a nteriorme n te , e l objet i vo del proc~ 

so es el de crecer una pob l ación heterogénea sobr e un residuo -

cuya característica principa l es la de s er u n medio dilu ído s i 

se compara con los medios qu e se e mpl e an en el labo r ator io par a 

el cultivo de microorg an i s mos. Pa r a l a med ición d e la c aneen -

tración de sustrato ox ida ble e n l o s res iduos se h an establecido 

parámetros tales corno la d emanda bioquímica de ox í geno (DEO ) , -

que indica la cantidad de mater ia o xid a b le por los microorgani~ 

mos que se encuentren presentes en e l resíduo, a t ravé s de la -

cantidad de oxígeno que se r equeriría para l ograr lo. 

Estudios reali zad o s hasta ahora (1 0 , 1 5 , 16 y 1 7 ) 

muestran los principales grupos de organismos , así corno la fun­

ción que desempeñan, pudiendo catalogar s e como sigue : 

a) Hongos . Lo s hongos que se han identific ado son -

básicamente de los géner os: Ct ad o6 pohium, Mahg ah~ 

nomyQe6, Auheoba6idium,G eot~iehum y Tni Qhod ehma; 

aunque espor ád i came nte se han reportado h o ngo s 

pertenecie ntes a l os géneros: Mu Qon , Rhi zo pu6, A6 

pehgillu6 , Pen iQiflium , Fu6anium , Myno theQiu m, 

Gi oQl adium y Phialophona. 

Se ha suger ido (V. L6 pez M. comun icación personal) 

que la pres encia de hongo s en los flócu los (cons­

tit uidos principalmente por bacterias) , pue de n te 

ner u n p apel importante e n la sedimen t ación. 

Tambié n ha s i do detectada la presencia d e levadu­

ras de los género s; Cá ndi da, Rhodo to núla, Tunuloe 
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-0¡-0 y T4ieo-Opo4um, las cuales pueden ser import a~ 

tes en la degradación de materia orgánica. 

Un caso especial, lo constituyen los hongos que -

atrapan rotíferos y nemátodos, los cuales son res 

pectivarnente identificados, como Zoopha gu-0 in-0i- -

dian-O y A4th4obot4y-0, los cuales ademá s de sapr6-

fitos son predadores de organismos indeseables 

pues originan problemas en la sedimentación de 

los lodos. 

¡ 

Protozoarios. Entre los que se han encontrado en 

forma más abundante en los lodos activados, se 

tien;e que la fllayoría de los géneros pertenecen a 

la clase de los Ciliados, Flagelados y Rhizopodos. 

Se ha detectado que estos organísmos tienen acti­

vidad saprof íta aunque no tan intensa como las 

bacterias y además actdan como predadores de org~ 

, nismos unicelulares, principalmente bacterias. 
____.,, 

e) lnvertebrados. Entre los invertebrados presentes, 

se pueden citar a los Rotíferos y a lós Nemátodos 

y en forma menos frecuente insectos y sus larvas. 

d) Bacterias. Constituyen la mayor parte de la bio-

masa . de los s6lidos suspendidos de los lodos acti 

vados y también forman el nivel básico de la cade 

na tr6f ica presente ( 1 7) • Las bacterias predomi-

nantes son saprófitas, ésto es, que obtienen la -

en~rgía y los nutrientes por ·la descomposición 

progresiva y la eventual desmineralización de los 

compuestos orgánicos en los desechos, sin embargo 

al~unos géneros y en especial las bacterias nu t r! 

ficantes (Nit~o-0omona-0 y Nlt~obaete~) son quimio­

litotróficas, siendo capace s de sintetizar su pr2 

pio material celular a partir del carbono inorgá-
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nico, por la utilizaci6n de energía en la oxida -

ción de minerales, en este caso amonio y nitrito 

respectivamente (41). La comunidad de los lodos 

activados es menos compleja y diversa que la de -

otros sistemas biológicos f 42), ésto implica, de~ 

de el punto de vista ecológico, que es más espe -

cializada y sujeta a grandes presiones de selec -

ci6n ( 2 8) • 

La característica principal que permite que las -

bacterias lleven a cabo, de manerá eficiente, la degradación de 

materiales de desecho, en comparación con otros organismos, es 

adem§s de su gran capacidad metabólica, su tamaño pequeño, lo -

que da una relaci6nárea.-volumen celular muy grande comparada 

con organismos de mayor tamaño, ésto aunado a que su capacidad 

para intercambiar nutrientes y catabolitos con el liquido es 

también mayor. 

kl estudio ~cológico de las bacterias en las pla~ 

tas de tratamiento, al igual que en otros habitats, puede lle -

varsc a cabo por: Microscopía, por técnicas de cultivo y por 

técnicas metab6licas. El principal uso de las técnicas de mi -

croscopia y de cultivo radica en la obtención de cuentas via- -

bles y totales de células que se utilizan para el estudio de p~ 

blaciones. Para la estimación de biomasa, velocidades de creci 

miento específicas y substrato consumido, los métodcs metab6li­

cos y cinéticos son más adecuados. 

Pocas bacterias tienen forma distintiva como para 

permitir que· se reconozcan microsc6picarnente, así. las bacterias 

son generalmente identificadas por sus reacciones en cultivos -

puros y con pruebas bioquímicas específicas. Una cuarta opción 

es la investigación de los flujos energ~tícos en los diferentes 

niveles tr6f icos de la cadena alimenticia de sistemas de trata­

Drlertto, ésto es teóricamente atractivo. Porqué una recircula -
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cj6n eficiente del desecho supone que h abría la mfni.ma ret e n- -

ci6n de cncr~í a e n el ecosistcmu paru 1 .::i producc ión de rnat c ri .::i ­

les celulares en forma de lodo y que mucha energía sería disipa 

da en la oxidaci6n de contaminantes orgánicos a biox ido de car­

bono, agua y amoniaco (41). 

Aunque la e~tabilizaci6n de los desechos en los lodos 

activados es el resultado de la actividad microbiana, pocas in­

vestigaciones han sido conducidas al estudio de la microf lora -

de los lodos activados. Después de los experimentos pioneros -

de Butterfield (8) se supuso que, ~eneralmente, Zooglea namige ­

~a era la única bacteria capaz de estabilizar el desecho líqui­

do con fl6culo s biol6gicos prefabricados por estos organismos. 

Heukelekian y Littman y Wattie (41) trabajaron también en el 

aislamiento de Z. namigena de lodos activados. Sin embargo po­

co después se cuestionó si otros formadores de f 16culos estaban 

involucrados; Me Kinney (36 y 37) aisló algunos otros formado -

res de f 16culos en lodos activados , estos organismos fueron no 

s6lo capaces de producir fl6culos, sino que también estabiliza­

ban la materia orgánica. 

Upa vez que se descubrió el papel que Z. ~amige~a de• 

sempeñaba en el sistema se empezaron a implementar técnicas y -

métodos p~ra aislar e identificar a la poblaci6n aerobia bacte­

riana, con el propósito de conoce r la estructura de la pobla- -

ci6n de los lodos activados y el papel que los microorganismos 

juegan en el sistema de lodos activados. 

Los métodos clásicos para describir poblaciones ba cte 

rianas son ~qu é llos en que s e aisl a n e identifican un ndme ro s u 

ficiente de cepas al azar, esta labor puede simplificarse si se 

usa la técnica de réplica en pl a ca, como en los estudios de 

Prakasam y Dondero (44 y 45) y Lighathart y Oglesby (33), o po r 

el método de multiinoculadore s (26 y 27) que es utilizado para 

inocular difere ntes medios para las pruebas utilizadas en la 
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identificación. 

una modificación del método de Harris de frecuencia -

de dilución en placa es actualmente utilizado para la estima- -

ci6n de pobl a ciones mediante e l método e s tadístico del número -

más probable (NMP). Datos cuantitativos o semicuantitativos ob 

tenidos por tales métodos están disponibles para su análisis de 

correlación (33, 45 y 47). Todos estos IT.étodos son c a paces de 

dar una descripción más o menos compleja d e las reacciones del 

ecosistema a los cambios a los que está sujeto, los cuales ori­

ginan variación en los microorganísmos pre sentes bajo condic i o­

nes fluctuantes de operación. 

La mayoría de las bacterias descritas para lodos acti 

vados corresponden al tipo de los bacilos Gram negativos con 

muy pocos ejemplos de bacterias Gram positivas, lo cual se mue~ 

traen la Tabla 1, observándose predominancia de los géneros 

P~eudomona~, Achhomobact eh, Favlobactehium Baciiiu~ y Zooglea. 

DETERGENTES. 

Por otro lado existen varios problemas en el trata- -
miento de aguas y en el control de la contaminación que no son 

de 
i 

origen _fuicrobiol6gico y que sin embargo podrían contribuir 

al conocimiento de la ecología de este ecosistema, entre los -
que se presentan en las plantas de tratamiento de lodos activa ­

dos se encuentra la presencia de grandes volúmenes de espuma 

(50}, prbvocada por la fuerte aereaci6n utilizada en el sistema 

y que se debe a la prese ncia de detergente s que es uno de lo s -

problemas graves que nece sita ser r e suelto de inmediato, no s6-

lo por su presencia en las planta s d e tra t amiento sino porque -

se ha detectado en cue rpos de agua natur Ql como ríos y lago s , -

sobre todo en donde éstos son e l punto d e desembocadura de aguas 

de desecho ya sean industri a les, domé stica s e incluso agrícolas. 

Aunado a ésto se han observ2do efectos que el detergente tiene 
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l 

T A B L A ¡ 

PRINCIPALES GENEROS DE BACTERIAS REPORTADOS EN 

ESTUDIOS TAXONOMICOS DE LODOS ACTIVADOS 

Género . Referencia No. 

P.6 e.udomona.ó ( 4 1 , ( 5 2J , ( 3 ?, ~ 
• V ' ' 

( 4 3 J ' ( 3 6 ) ( l\'< J 

C O m am O Vl.CL.ó ( 1 9 J . 

Lo phomo no. . .ó ( * ) 

Ni:t.f[o ,:i omonal.\ ( * J 

Z o og .le.a ( 8 j , { 1 9 1 , , ;> 6 J l .::; J ( *) 

S p ha. e_f[o .t.<..Y...u . .ó ( * 1 

Azo :toba. c.:t. e.h ( 1 9 ) 
';. 

e hh o m o b a. c..t e.fL,[u.m ( 4 J 

A c. h1t o m o b a c.:t. vz. ( 1 9) • ( 3 6 1 ' ( 4) ' ( 3 3 ) ' r *, 
' J 

F la.v o baC'_.te.JLium { 5 2) , ( 3 3 ) , (1 ) ' ( 4 3) , ( 3 6 ) , ( *) 

Alc.alig e. n.e . .ó ( 3 3 J I ( 3 6 J 

/ . . 

( 4 3 ) , ( 3 6 J , ( 3 3 ) , { * 1 B ac.l.l.f.u..6 \ J • 

{*J Tomado de la refer e nc ia No 42 . 
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I 
sobre las poblaciones, lo que l leva a revisar brevemente el desa 

rrollo de este tipo de compuestos. 

Se denomina detergente a aqu~l c ompuesto que tiene una _ 

po r ción hiéü~ofóbica y otra. hidrofílic2 y que es ca1xiz d'?. curr.p lir 

una función limpiadora sin causa r corros ión o abra sión (2) . La 

pre sentación comercial de los detergentes incluye adem§s de los 

grupos ante riores, que constituyen ~u principio a ctivo, una se -

rie de comp uestos como fosfatos, carbon a tos y silicatos que a c -

tGan corno formadores en las fo r mulaciones . 

La combüiacJ6n entre grupos hi.drofób.icos e hidrofíli -

cos as1 como l a estructura de 6stos puede ser ilimitada y de es-

ta manera s e obtiene una gran variedad de deterge ntes que puede 

satisfacer en forma total o parcial lo s requisi~os mencicna~os. 

Las ~ubstancias de superficie activa se clasifican d e a cuerdo a 

la forma como se d üm cia.n en el agua en les sigui.entes tipns: 

Aniónicos. Son los q ue al disoc iarse generan una carga negativa 

y en general sen derivados de grupos sulfonatos 1 sul fato o car -

boxilo. 

No I6nicos. Contienen giupos hidrofilicos que no se disocian de 

manera aprec i a ble en s ol uc:ión acuosa. Son de gr21n importancia -

coinercial · ya que comprenden del 20 al 25% del vo1.umen total de -

detergentes. 

Cati6nicos. Son los que al disociarse generan una carga postivi 

va. Son derivados d e sales c u a ternarias de amonio; su uso es tá 

;restringido ya que son caros y no tan e fectivos como J.os ¿,iJi6n.:. ·· 

cos. 

Dentro del prime~ grupo de detergentes podemos citar a losalqui! 

bencensulfonatos (ABS) que est~n consti t uidos po r una c adena al -

quílica ramificada y un fenilo substiL:.uído con un q!~upo sulfcna·· 
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to y se encuentra n entre los detergc11tcs que h iciero n s u apari -

ci6n a final es de la Segunda Guerra Mundial debi do a q ue e n este 

período hubo una gran escasez de ácido s grasos que son el compo­

nente principal de los jabones, por lo que ésto s t e n ían que ser 

substituidos. Los ABS son ampliamente usados por su s excelentes 

p r opiedades de dete rgenc i a, su bajo costo y por las propiedades 

físicas de su formutaci6n (9). 

Como ya se mencionó, estos product os causan serios es­

tragos en diferentes ecosistemas acuát i cos, aunque es importante 

mencionar que tales problemas nb sólo son debidos a las propied~ 

des de súperf icie activa de los detergentes\ sino qu e contribu -
~ 

yen a ellos la gran c a ntidad de fosfatos que se a d icionan en las 

formula ciones comerciales para cumplir otras f unciones. Con el 

propósito de encontrar la solución al problema mencionado se rea 

lizaron un gran número de trabajos, encontrándose como las cau -

sas principales las siguientes: 

a) Cadenas Olefínicas muy ramificadas. 

b) Gran número de Substituyente s 

En países desarrollados se optó por cambia r este pr in­

cipio activo por otro cuya estructura fue se más a ccesibl e al at~ 

que microbiano, así se introdujeron los alqu ilbencensulfona t o li 

nea les (LAS), cuya estructura no es ramificada por lo que son 

biodegradados más rápidamente, s i n embargo e n nuestro país este 

cambio no se h a realizado y se siguen ut ili zando los ABS ramifi ­

cados. 

Lo s de tergentes al s er vertidos en di ferentes cuerpos 

receptc res entran en contacto con l os microorganismo s de manera 

que pueden s er biodegradados si las condici ones f ís icas son ade­

cuadas . 

• 
De los estudios que sobre biodegra daci6n de detergen -
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t es en el sistema de l odos activados se han real iz a do , se tiene 

que son tres los requisito s para probar la biodegrada bilidad de 

un deterge nte: los métodos a naJíticos, e l uq c nte bio lógico y 

las propiedades y el tipo de detergente a u t ilizar ( 50). 

Cibulka (12) describe un programa para comp nrar la 

capacidades degradativas de cultivo s puros y mixtos de bacte- -

rias en lodos activados y sus resultados no van más allá de l a 

selección de i os parám~tros de operaci ón que deben ser usados -

en las pruebas de Warburg. Me Kinney (35) e n e xperimentos pre -

vios a éste, indicó que lodo s activado s preparados a partir d e 

cultivos puros, previa~ente aislados de lodos activados, fuero n 

menos eficientes que los lodos mixtos en la eliminación de la -

DBO. 

Bernarde y Col (6) observ aron que la porc ión sulfo na­

to qel ABS puede ser atacada por ciertos cul tivos puros y mix- ­

tos si se adiciona glucosa como fuente de carbono. Pos t e r ior -

mente Hovart y Koft (30) utilizando cultivos puros de P~~udo mo­

na~ ~p. HK-1 en un medio con sales y glucosa, demostra ron la s~ 

ceptibilidad del ABS a la degradación por el ataque microbiano, 

mediante cometabolismo. 

/ 

Existe un gran número de publicaciones sobre degrada­

c ión de detergentes, en los que cada autor fi ja las condiciones, 

los sustratos y los sistemas que emplea para estudiarlos lo que 

da por resultado que los valores de degradac i ón obtenidos no 

sean fácilmente reproducibles y que presenten una gran var i a- -

ci6n de un experimento a otro siendo entonce s poco compa r a bles. 

En México, los estudios que el Instituto de I ngenie -

ría de la UNAM ha hecho sobre pruebas de b i odeg r adabi l idad ( 31), 

tienen características similares a la s mencionadas (poca repro ­

ducibilidad) , ya que emplearon en sus estudios tres tipos dife­

rentes de detergentes, los cuales fueron eva luados en tres sis-
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temas, pe ceras, ne f e l ométr i c ame nte y e n pl a ntas de t ratamiento 

ope r<lndo en oca s i o ne s e n 1otc o e n c o ntín uo . Obv iamC'ntc sus r e 

SU! t.::idc) S µr c~'.~C n tan ~-JT élnd CS f ] lJ Ct U<JC Í OnCS y a qu e S U S valores va n 

desde 50% en planta s d e trat amje nto hasta un 98 % e n pecer as adi 

cionadas de nutrientes y leche. 

Finalmente y con el propósito d e dar fin al problema 

mencionado la Organización para l a Coopera c i ón Económica y el -

Desarrollo (OECD) así como la Asociación Americana de Jabones y 

Detergentes, dictaron una serie d e me didas tendientes a estanda 

rizar las pruebas que debe s a tisfacer un detergente para ser 

considerado biodegradable o no (39). 

Dada la importancia comercial de los ABS s e h a n rea l i 

zado numerosas investigacione s para el estudio de b i odegrad a - -

ci6n destacando entre ellas l a d e Higgis y Burns ( 29 ) quienes 

proponen las siguientes rutas metabólicas para la d eg r a dación -

del ABS. 

Estos autores proponen que algunos microorgani s mos, -

probablemente absorven y metabolizan el ABS, siguiendo u na d e -

sulfonación extracelular del d e te r gente, siendo el punto ini- -

cial d e l ataque el grupo metilo terminal del lado de la cadena 

alquílica. Esta reacción es catalizada por un alcano monooxig~ 

nasa. 

X es usualmente NAD o NADP y el sistema e nzimático cont ie ne al 

citocromo P-450 ó rubredoxin. El alcohol fo r mado en e s t a rea c ­

ción es convertido, por vía d e l aldehído, a ác ido carboxíli c o -

por dos enzimas deshidrog enasa: 

NAD+ NADH + H+ 
RCH 2 . CH 

2
. OH ----~------ RCH 2 . CHO 

NAD+ NADH + H+ 
.....____.. RCH

2
COOH 

La capacidad de oxidar un grupo metilo a un grupo car 
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boxilo d e esta manera est5 mu y cx t cndirto e ntre los microorga ni§ 

mos. Como los primeros pa sos invol 11cr a n l a i ncorporación de 

uno molécula de o
2

, el proceso e s depe nd iente de co ndiciones ae 

róbicos. El siguiente pa so 011 e l me t a bo lismo d e los ABS involu 

ero la oxidación de lo porción 5cida alcanoíca a unidades de 

Acc til Co A aunque la ~- oxidación no es el dnico p roceso invo­

lucrado en la degradación de la cade na, ya que e l cicl o del - -

glioxilato puede ser otra vía. Los at6mos de carbono son casi 

siempre detectados por sustratos con atómos de carbono iguales 

y viceversa sugiriendo que está involucrado el proceso de - B -

oxidación. 

Las preparaciones comerc i ales de los detergentes con­

tienen todos los isómeros del ABS excepto el 1-fenil. En todos 

los casos la cadena alquílica es atacada , probabl e mente, para -

producir ácido benzoico o ácido fenilacético. 

c-c-c-c-c-c-c-c-c-c 

o 
CH 2COOH 

OXIDACION TERMINAL o 
B- OXIDACION, DESULFONACION 

Ac. FENILACETICO 

COOH o 
Ac. BENZOICO 

Usualmente por este proceso, el grupo sulfona to ha si 

do removido previamente. 

La velocidad a la cual un grupo alquil dado es degra­

dado se incrementa con el aumento en la distancia entre el ani­

llo benzénico del grupo metilo terminal. Esto se describe como 

el principio de distancia. 
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Algunos cultivos puros de b a.cter ias que crecen e n ABS 

sólo degradan el l a do de la cadena alq u i lica, aunque mucho s c u l. 

tivos puros y mix to s deg radan tamb i é n e ] anillo aromático. Los 

productos formados despu~s d e la degradac ión d e la cadena y J.¿ 

desulfonac i ón (benzoato y fenilacetato) son ad e más metabo l:i. c~a .,. 

dos a difenoles (p.j. catecol) por una mono oxigena sa antes que 

el anillo se rompa. 

La remoción del grupo sulfonato de los ~ES es un paso 

impo;r-tante en su biodegradaci6n, de los estt:.dios que se han rea 

lizado con más detalle se encuentran los de Bac.,{ f.t u.ó en el cual 

se encuentran involucra.das des enzimas en la fo r :;iación del sul­

fato, la enzima de de~ulfonaci6n misma y un sulfito citocromo e 

oxido reductasa. El producto inmediato es muy p r obablemente un 

sulfito el cual puede ser o xidado a sulfato. El mecanismo para 

la ~eacci6n no es totalmente conocido, pero se sugiere que pue­

de estar involucLado un ataque hidroxilativo sob re el grupo sul 

;fopato, 

RS03 -{· B2º__; ROB + 2H+ + so3 

También es posible que la enz in1a catalj ce una r;'lonooxig·enaci.ón: 

en algunos org~nismos, sin embargo, el producto es un fenilalc3 

noato no hidroxilado indicando que un mecanismo reductivo está 

involucrado: 
+ + RS0

3 
+ NADH + H ~-- R-H + 1'!AD ·i· H

2
so

3 

El estado de biodegradaci6n en 81 cual ocurre la de -

sulfonaci6n varia entre los diferentes microorganis~os. Esto -

es una evidencia de que, en muchos caFo s, la desulfonaci6n oc11-

rre extracelularmenter en la superficie exterior del organismo 

y que a ésto corresponde que el fenilalcdno sea tomado y metab6 

lizado. 

un aspecto interesante e irnport2nte en las investig Q-
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ciones recientes d e ntro del mctab6lismo microbiano de l ABS s e ha 

revelado para P~ e udomona~ puti da en la cual parece ser que mu- -

chas de lás énzimas codificadas ex tracromosomicamente. Esto se 

supuso cuando se encontr6 que cultivos puros perdían frecuente -

mente su habilidad para degradar ABS d e spués de muchas resiembra s 

en medios de cultivos ricos. Esto es similar a la pérdida de 

factores de la resistencia en bacterias entéricas (29). 

Otro factor importante dentro del estudio de la biode­

gradación de detergentes es la toxicidad, ya que grandes concen ~ 

tiaciones de detergentes pueden dañar o inhibir a las bacterias 

de tal manera que éstas sean incapaces de efectuar una degrada -

ci6n que tal vez pudiera llevarse a cabo en presencia de concen ­

traciones más bajas de detergentes. 

Los efectos que el detergerite tiene sobre las bacte- -

rias han sido estudia~os por Glassman (25), Putnam (46), Fische r 

(23), Dychala (20) y Margaritis (34) entre otros. Algunos de 

los resultados a que han llegado estos autores son, que existen 

relaciones entre el tipo de detergentes y los valores de pH, así 

se tiene catiónicos a pH neutro son generalmente más tóxicos: su 

efectividad se incremehta a valores de pH mayores y disminuye a 

valores más bajos (54). 

La acción antibacteriana de los detergentes puede dis­

minuir considerablemente por la presenci a de proteínas o algún -

otro tipo de materia orgánica. Bacterias de diferentes especies 

pueden mostrar amplias diferencias en sensibilidad a un deterge~ 

te dado. En general las especies Gram positivas son más sucep -

tibles a los detergentes aniónicos que las Gram negativas, au n -

que con detergentes catiónicos ambos tipos de bacterias se v e n -

afectadas, encontrándose además que un incremento en el tamaño -

de la cadena de los aniónicos parece volverlos más tóxicos. Por 

otro lado los detergentes conservan sus propiedades espumantes -

en aguas naturales, en concentraciones tan pequeñas como una pa~ 
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te por millón, por lo ~ue su presencia reduce la velocidad de ab 

sorción de oxígeno en el agua (50). 

Finalmente si los detergentes son s6lo parcialmente d~ 

gradados en las plantas de tratamiento, una porción considerable 

de ellos es descargada en ríos y lagos, lo que necesariamente 

tendrá un efecto negativo en la vida presente en ellos. Lo ante 

rior permite ver que la alternativa m§s viable para evitar estos 

dafios ecológicos es cambiar el principio act~vo de los ABS por -

LAS y moderar el uso de aditivos en la formulación comercial, p~ 

ro como en nuestro país por diversas razones este cambio no se -

ha realj_z a do y es dificil además que se realice a corto plazo, -

siendo éste un problema que amerita trabajar en él, por lo que 

para este estudio se plantean los siguientes objetivos: 
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OBJETIVO: 

Realizar la caracterización de la población heterótro­

fa bacteriana aerobia que predomina en un sistema de lodos acti­

vados, evaluar el efecto que los detergentes tienen sobre ella y 

estudiar su capacidad para degra d a r detergente. 
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M A T E R I A L Y M E T O D O S 

Se establecieron 3 etapas d e trabajo para conocer la 

biología de los lodos activado s e n condicione s óptima s para la 

remoción de materia órganica y poder es t ablecer la relación con 

la degradación de detergentes (7). 

l. Se determinó la población microbiana que se encuentra en el 

sistemas de lodos activados en ausencia de detergente. Eva 

luandose desde un punto de vista cualitativo y cuantitat ivo 

a los grupos microbianos pre sentes. 

2. Se estudió el efecto que dos concentraciones de detergente 

tienen sobre la f iora microbiana pres~nte comparándo la con 

el experimento de la primera fase, el cual sirvió como tes­

tigo. 

3. Consistió en la caracterización microbiana de las cepas pr~ 

dominantes que se aislaron en la primera y segunda e tapa. -

Dicha caracterización se realizó hasta nivel de fami lia en 

forma general, aunque en algunos casos llegó hasta género. 

El principal logro de esta etapa es tratar de predecir en -

función de las características bioquímicas y fisiológi cas -

de las cepas dominantes la capacidad que el sistema tendrá 

para remover o no a l os detergentes, así como las c a racte -

rísticas que el sistema de lodos activados tendrá cuando se 

encuentre en presencia de las cantidades d e detergentes uti 

lizadas. Además de realizar la comparación mencionada , las 

cepas aisladas de la segunda etapa, se probaron en cuanto -

al efecto que en forma individual tienen sobre los deterge~ 

tes lo que constituyó la prueba de degradabilidad de e s te -

estudio. 

Las dos primeras etapas fueron en realidad el proceso de 

conteo y aislamiento de los microorganismos emp l eados en la 

tercera, lo que se describe a continuación: 
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PRIMERA Y SEGUNDA ETAPA. 

1 ~ MUESTREO. 

Anterior a este trabajo, el sistema de lodos activados fué 

optimizado para remover materia orgánica y corresponde a un 

sistema con mezclado completo y recirculaci6n interna, sim­

plificando Ja operación del mismo (38) (Figura 1). El sis­

tema consta de dos partes principales, un tanque de aerea -

ción en donde se desarrolla la flora microbiana responsable 

de la degradación de la materia orgánica y de un tanque d~ 

sedimentación o clarificador secundario en donde los sóli -

dos suspendidos se separan y permiten en consecuencia tener 

un efluente libre de material en suspensión y al mismo tie~ 

po una recirculaci6n de lodos contínua sin necesidad de bom 

beo adicional. 

Las unidades experimentales que se emplearon en este estu -

dio contienen en un mismo recipiente los tanques de aerea -

ci6n y sedimentación, sólo separadas por una mampara desli­

zable en la forma como está descrito por Eckenfelder (21). 

El material empleado para su construcción es lucita, los di 

fusores son de piedra porosa y las conexiones de acero ino­

xidable 304 (Figura 2). 

El funcionamiento de la unidad (Figura 3) consiste en ali -

mentar el agua residual a tratar a través del tubo alimenta 

dor (1) al tanque de aereación en donde es aereada y mezcla 

da por efecto de los difusores de aire (2) que están conec­

tadas a la línea de aire y a un rotametro (3). Una vez 

transcurrido el tiempo de contacto {0h) requerido, el mate­

rial pasa por la parte inferior de la mampara (4) en donde 

se sedimenta en el clarificador para finalmente ser colecta 

do en el vertedero que funciona por nivel (5). Las mampa -

ras 6 y 7 colocadas en los extremos tienen el propósito de 
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evitar los efectos de esquina en la unidad. 

a) Parámetros Matemáticos. 

Como ya fué demostrado, (24) el modelo al que corresponde el 

sistema que en forma esquemática se representa en la Figura 

2, está dado por la ecuación: 

En donde: 

s Y8 - xe (KdG + 1) 
e- O c h c ............... (1) e>-

YG e 

S. Concentración de materia orgánica a la salida del sis­

tema (g DQ0/1). 

s
0

. Concentración inicial de materia orgánica (gDQO/l) . 

Y. Constante de rendimiento celular (g de células/ g sus -

trato) • 

8 e· Tiempo medio de residencia celular (días) . 

x. Concentración celular en el tanque de aereaci6n (gSSV/l) 

Tiempo medio de residencia celular hidráulico (horas) -

-1 
Constante de muerte (días ) . 

El tiempo medio de reside : cia celular está definido como el 

tiempo que permanece una ¡:articula microbiana en el sistema 

y está dado por: 

G = c 

V X 

Q X + X ( Q~Q W e W 

•••••••••••••• ( 2) 

En la ecuación 2, cuando el clarificador funciona eficiente­

mente, X es practicamente :_gual a O, lo que nos da: 
e 

0 = c 

V 
-------- •••••••••••••••••••••• ( 3) 

\. ¡ • 
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La ecuación 3 implica la posibilidad de calcular 8 con só-
c 

lo conocer el valor de QW (flujo de lodo desechado) y el 

volúmen del tanque de aereación para una concentración ce 

lular constante. 

El tiempo de residencia hidraúlico se define como: 

8 = h 

V 
......................... ( 4) 

Q 

Donde Q es el flujo de agua residual alimentada al sistema 

(1 /hr.) . 
. 

La ecuación 1 permite conocer la calidad de un efluente cuan 

do se conocen sus características (S 0 ) , el tipo de reactor -

(0h) y el sistema microbiano (Y, e c y Kd). ' 

En nuestro caso, para una carga orgánica s0 , una concentra -

ción celular X y un flujo de lodo de desecho QW constante y 

necesario para mantener la concentración celular en el valor 

requerido, se calculo el valor de 8 con la ecuación 3 y el c 
valor de Kd al substituir todos los valores anteriores en la 

ecuación l. 

b) Parámetros Físicoquimicos. 

Los parámetros de diseño manejados en el modelo son: 

Concentración celular, medidos como sólidos suspendidos vóla 

tiles (SSV) . 

Concentración de sustrato s0 , medido como demanda química de 

oxígeno (DQO) . 

En forma adicional se hicieron determinaciones de sólidos 

suspendidos (SS), sólidos sedimentables (SD), oxígeno disuel 

to (OD), pH, temperatura, respiración e índice volumétrico -

de lodos, todos medidos en el tanque de aereación. También 

se midieron las demandas químicas de oxígeno del agua de ali 

mentaci6n y del agua tratada. 
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c) Detergentes. 

Los detergentes empleados en el estudio corresponden a los 

reportados en otra comunicación (·22 y 24) y son en general 

de tipo industrial. La concentración de ellos en los estu­

dios se determinó como substancias activas al azul de meti­

leno (SAAM) que es una forma de medir los detergentes de ti 

po aniónico. 

Todos los parámetros mencionados se evaluaron siguiendo la 

metodología recomendada por los manuales de análisis de 

agua y agua residual (11 y 34). 

Las condiciones de operación en las que se trabajó fueron -

las óptimas encontradas para la remoción de materia orgáni­

ca en un sistema de este tipo (7) y que son: 

s
0 

= 500 + 25 mg DQO/l 

e =6 h h 

X= 1250 mg SSV/l 

En cada caso el estado estacionario se consideró alcanzado 

cuando 3 valores de 0 eran similares lo que se logra en un c 
periodo de aclimatación de 10-15 días. En la primera etapa 

se trabajo sin detergente y en la segunda se realizó con 10 

y 50 mg/l de SAAM. 

El agua residual empleada en los estudios, equivale a la es 

pecificada por la OECD para este tipo de pruebas (39) y su 

composición se muestra en el apéndice No.l. 

El procedimiento seguido para la toma de muestras de la uni 

dad consistió en quitar la mampara deslizable para permitir 

que la unidad se homogenizara durante 5 minutos. Se tomó -

una muestra de 100 ml en un matraz Erlenrneyer previamente -

esterilizado y se procedió a homogenizar en una licuadora -

esteril durante dos minutos. 
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2. CUANTIFICACION MICROBIANA. 

Si se requiere terminar el tamaño de la poblaci6n bacteria­

na, se puede r e currir al método de recuento de microorgani~ 

mos vivos, el cual se basa en el hecho de que, a partir de 

cada microorganismo vivo se desarrollara una colonia (13). 

Dentro de estos métodos se encuentra el procedimiento de 

cuenta en placa o ~uenta viable que proporciona una medida 

de la densidad de las bacterias, las que combinadas con el 

medio adecuado indicará el número de los organismos heteró-

trofos, aerobios y/o anaerobios facultativos en el agua. 

Esta es una medida empírica, ya que las bacterias crecen 

aisladas, en pares, en cadenas, racimos o paquetes y es di­

fícil que un medio de crecimiento y una serie de condicio -

pes ambientales puedan satisfacer los requerimientos fisio­

lógicos de toda s las bacterias en una muestra de agua. Con 

secuentemente el número de colonias puede ser substancial -

mente más bajo que el número real de bacterias viables pre ­

sentes (11), es decir en general la cuenta viable hace una 

selección de la población. 

Si se requiere una cuenta total el método de conteo directo 

en microscopio, en general dá valores más altos que el rnéto 

do de conteo e n placa. Desafortunadamente, el conteo micro~ 

cópico incluy e no sólo a las bacterias vivas sino también a 

las bacteria s muertas. El método aquí usado es una modifi­

cación del método propuesto por Trolldenier (51), el cual -

se basa en que después de añadir naranja de acridina, las -

bacterias viva s presentan una fluorescencia, verde, mientras 

que las bacterias muertas presentan una fluorescencia roja. 

Para propósitos de establecer alguna posible relación entre 

estos dos métodos de muestreo, en este trabajo se utiliza -

ron ambos y las metodologías son las siguientes: 
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a) Cuenta Viable. 

Se emplearon dos medios de cultivo de los recomendados -

por la literatbra ·(42) par a este tipo de pruebas y que -

son: agar nutritivo y casitona-glicerol-ex tracto de leva 

dura (la composición detallada de los medios de cultivo 

se muestra en el apéndice No . 1) , para elegir el medio de 

cultivo a utilizar. 

Como los lodos de los que se parte son en general fl6cu­

los en los que se encuentran aglutinados los microorga -

nismos que se desea evaluar, se estudió el efecto que la 

dispersión de f lóculos en licuadora tenía sobre los valo 

res de la cuenta viable obtenida. 

finalmente y considerando que los lodos activados traba­

jan a temperatura ambiente se experimentaron las temperi 

turas de 20, 25 y 37ºC para encontrar aquella en donde -

se presenta el máximo crecimiento. 

De ,los e~perim~ntos mencionados se seleccionó el medio -

CGY la inoculación con dispersión y la incuba ción a 25ºC 

(ver resultados) . Con estas condiciones se mid i ó la 

cuenta viable al experimento d e la primera e t apa y a las 

dos de la :segunda, siguiendo el p r ocedimiento que se des 

cribe a continuac ión; 

A la muestra de lodo tomada de l a unidad en cada caso se 

colocó en un vaso de licuadora e s téril y se dispersó du­

;rante 2 minutos. Enseguida se prepararon diluciones de 

las muestras desde 10-l hasta 10- 7 mediante la ad i ción -

sucesiva de 10 ml de cada diluc ión a botellas de dilu­

ción que contenían 90 ml de agu a estéril. 

Pe las diluciones 10-5 , 10-6 y 10-7 se tomaron por tri -

plicado alicuotas de 0 . 1 rnl y s e depositaron en ca j a s de 
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petri que cohtenían medio CGY e stéril y solidificado, -

dicha alicuota se dispersó e n la supcrf icie del medio -

con una espatula de vidrio previamente flameada con al­

cohol y enfriada en la superficie del medio. Hecho lo 

anterior se incubaron durante 72 hrs. en una incubadora 

a 25ºC (Hotpack Co USA) . La cuenta viable se realizó -

mediante el conteo directo de las colonias desarrolla -

das y el valor reportado es el promedio del triplicado 

de la dilución que menos variación presentó. 

Los muestreos y las cuentas se efectuaron diariamente -

durante 10 días. 

b) Cuenta total. 

A la misma muestra que se dispersó para cuenta viable -

posteriormente se diluyó 10 veces con agua estéril y se 

dispersó 5 miriutos más en licuadora, 4.5 ml. de dicha -

dilución se colocaron en un tubo de ensayo con tapón de 

rosca y se le adicionó 1 ml de una solución de agar ba~ 

terio16gico (9iox6n*) al 1%, lo anterior es con el fin 

de au.mentar la viscosidad del medio y disminuir la movi 

lidad de las bacterias. El tubo de ensayo se agitó vi­

gorosamente en un vortex (Lab-line Mod superrnixer 1290) 

y se tom6 una alicuota que fué colocada en una cámara -

· de Petroff-Hatisser (C.A. Hausser & Son. Phila USA), di­

cha alicuota se tiño con una solución 1/10000 de naran­

ja de acridipa (Sigma) se dej6 secar a temperatura am -

biente y se observó a inmersión en un microscopio de 

fluorescencia (IV/F Zeiss, West Germany). 

* Todos los reactivos empleados en este estudio, salvo que -

se indique lo contrario son Baker, R.A. ) . 
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El número total de mic roorgani smos se c alcul6 de la si -

guiente manera: 

en donde: 

Ct= Cm X 20000 X 12.2 X 10
6 

bact/l 

= Cm x 2.44 x 10
11 

cm= número de promedio de bacterias contadas al 

microscopio. 

20000= Convers ión del volúmen de la cám.ara de -
3 Petroff-Hausser a mm • 

12.2= Factor de dilución. 

10 6= Conversión de mm3 a litros. 

3. CRITERIOS DE AISLAMIENTO. 

En ambas etapas al rea.l izar la cuenta viable, el hecho de ha 

cer un recuento de las colonias permitió llevar a cabo obser 

vaciones sobre las características que las colonias pre sent~ 

ban y de una forma indirecta tener una idea sobre la diversi 

dad de los grupos bacterianos presentes en e l sistema, as í -

como la frecuencia de l os mismos. 

Lo anter i o r necesaria mente (acorde con el objetivo del trab~ 

jo ) condujo a un criterio de aislamiento y selección para ºE 
tener las cepas con l as cuales llevar a cabo la caracteriza­

ción a nivel de famil ia. 

Durante la primera etapa, el criterio seguido consistió en -

aislar la s cepas q ue presentaban caracte rísticas di ferentes 

con el propósito de tener una idea sobre la diversidad ini -

cial de microorganismos en el sistema y en la segunda etapa 

el criterio fué la frecuencia con la que los microorganismos 

se présentaban y poder as í medir el efecto s electivo ejerci­

do por la s condiciones de esta etapa en l a población del sis 

tema. 
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Los criterios de frecuencia y di~ersidad los dieron las ca­

racterísticas macroscópicas de las colonias, figurando entre 

las más importantes durante la primera etapa: tamaño de la -
; 

colonia, pigmentación y forma, adic iona lmente en la segunda 

etapa: bordes, elevación, luz transmitida, luz reflejada, as 

pecto y superficie. 

TERCERA ETAPA, 

l. CARACTERIZACION MICROBIANA. 

Con el fin de identificar en la medida de lo posible a lo s -

diversos grupos bacterianos del sistema que sirvieron c omo -

indicadores de las características ganadas o perdidas , se 

llev6 a cabo la caracterizaci6n siguiente: 

Se identific6, ~iguiendo los criterios de Cowan (14), a ni -

vel de grandes grupos (Familias) a las poblaciones de bacte­

rias aerobias heter6trofas que fueron obtenidas al muestrear 

por primera vez el sistema y a nivel de género, siguiendo el 

criterio de Bergey (5) , a las bacterias que predomi naron 

cuando el sistema se uso con 10 y 50 mg de detergente. 

Es importante mencionar que estos cr i terios p r oponen una se­

rie de pruebas suficientes para ubicar , en algunos casos, a 

ciertas cepas a nivel de género, raz6n por la cua l en la pri 

mera caracterizaci6n no se realizaron t odas las pruebas que 

propone el autor, pues no era necesario para saber a que fa­

milia pertenecían. En la identificaci 6 n a nivel de género -

ie realizaron toda~ las pruebas propuestas, por lo menos las 

que pertenecen al grupo de las primar i as, puesto que las se­

cundarias sólo fueron necesarias en algunas de las cepas a -

i~entificar. Así aunque en ocasiones se hable de una misma 

prueba en ambas caracterizaciones, ésta puede variar en . el -

método y los reactivos usados en cada caso o en el número de 

repeticiones y/o metodologías empleadas. Esto se específica 
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en más detall~ eh el desarrollo de las técnicas utilizadas -

en cada caracterización. 

Cowan y Bergey, proponen utilizar un número determinado de -

pruebas para hacer la identificación, unificando estos crit~ 

rios se puede hacer una división de las pruebas como sigue: 

a) Pruebas P;rimarias. 

Con este nombre se conoce a las pruebas que permiten la 

ubicación inicial de upa cepa en alguno de los ordenes -

conocidos a la fecha. Como las más importantes de éstas 

tenemos: tinci6n de Gram, movilidad, requerimientos de - ' 

oxígeno, requerimientos nutricionales, esporas, catal asa, 

oxidasa, catabolismo de carbohidratos, la prueba O/F. 

Para asegurarse que se está trabajando realmente con cu! 

tivos puros se hace un examen microscópico de las colo -

nias, en donde se incluye la observación de las caracte­

rísticas como son: forma, bordes, elevación, luz transmi 

tida, luz reflejada, aspecto, consistencia, superficie y 

color. Se realiza también un examen microscópico de la 

célula, en donde se observa su forma, la presencia de e§_ 

poras, inclusiones, si es posible observar tanto en mi -

croscopio compuesto como en el de contraste de fases. 

Las pruebas me.hcionadas, como ya se dijo se apl i caron 
\ 

tanto a las cepas aisladas durante la primera e t apa como 

durante la segunda. 

Pureza. La pureza de los cultivos se verificó en creci­

mientos obtenidos a partir de las cepas conservadas a 

4°C en medio CGY y resembradas por estría cruzada en - -

Aga_r nutritivo e incubadas a 25°C durante 48 hrs. Una -

vez obtenid.o el cultivo, se observó microsc6picamente ta 
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maño, pigmento y forma colonial. Al microsc6pio (Stan -

dar K 7 Zeiss , West Germany) se observ6 morfología, pre­

sencia de esporas 'y se realiz6 tinci6n de Gram. 

Adicionalme nte a las cepas aisladas durante la segunda -

etapa se les hicieron preparaciones frescas y tinci6n de 

Grama las 12, 24, 48 y 72 hrs.,y se observaron tanto en 

microsc6pio compuesto c omo en el de contraste de fases. 

Las características coloniales observadas fueron: forma, 

bordes~ elevación, luz transmitida, lu z reflejada, aspee 

to, consistencia, superficie y color. 

Movilidad. En las cepas de la primera etapa, los culti­

vos se sembraron por picadura en tubos con medio sólido 
' 

para movilidad incubándose a 37°C durante 48 hrs. La 

prueba se considera positiva si hay dispersión del creci 

miento dentro del tubo. 

Las cepas aisladas duran t e la segunda etapa se p robaron 

además en los medios de SIM, Craigie y B-105. En SIM 

los tubos conteniendo medio se sembraron por p i cadura y 

se incubaron a 26ºC por 40-72 hrs.,observándose la zona 

de crecimiento. En el de Craigie los tubos de hemolisis 

con el medio inclinado y un tubo de medio para contener 

el in6culo en el centro se inocularon con pipeta Pasteur, 

in_cubándose en las mismas condiciones que el caso ante -
1 

rior y observando la forma como se obtuvo el crecimi ento . 

finalmente en el caso del medio B-105 los tubos de hemo­

li~is se sembrar6n por picadura o bservando el crecimien­

to transcurrido un período sim i lar de incubaci6n (48 hrs. 

a 25ºC) . 

Prueba O/F.- Para las cepas de la primera etapa se utili 

zarort los medios · de Hugh y Leif son y el medio rojo de fe 

nol. 
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En el primer caso los tubos con medio liquido fueron s e m 

brados por asada e incubados a 37°C durante 48 hrs. El 

resultado es oxidativo si hay color amarillo en la supe~ 

ticie 1 si es en el fondo es fermentativo. En el caso 

del medio rojo de fenal, los tubos también fueron sembra 

dos por asada e incubados en las mismas condiciones que 

el caso anterior leyendo finalmente producción de ácido. 

Las cepas aisladas en la se~unda fase se les hizo la 

prueba del rojo de fenal con: glucosa, sacrosa, malto s a, 

almidón, lactosa y fructosa, todos con una campana de 

Purham. para ver producción de gas. Además se hizo la 

prueba con un medio base de azul de bromotimol y los mi~ 

mas azúcares para ver su utilización por vía oxidativa y 

medi;i:- la producción de ácido. 

Catalasa y Oxidasa. Para estas pruebas, las cepas fue -

ron se~~radas por estría cruzada en agar BHI e incubadas 

a 37°C durante 48 hrs. 

Para la prueba de catalasa, se adicionó sobre los culti­

. vos 5 gotas de agua oxigenada al 3%, observando la pre -

sencia o ausencia de efervecencia. 

Para la p~ueba de citocromo oxidasa, se adicionó reacti-

. vo de tetrametil-para-fenilendiamina (clorhidrato de te­

trametil parafenilendiamina al 1% en agua) y se observó 

si las colonias presentaban cambios de coloración (rosa­

rojo o negro) . La presencia de estos colores indican la 

positividad de la prueba. 

Requerimientos de Oxigeno. Se utilizaron los medios de 

triptona-extracto de levadura y caldo nutritivo. En el 

primer caso se sembr6 por asada cuando el medio aún esta 

ba liquido (aproximadamente a 40°C) , se dejó solidificar 

para finalmente incubarse a 26ºC por un periodo de 48-72 
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.- - } hrs. El resultado lo da el tipo de crecimiento que se ma 

¡' 

- ~ nifiesta en el tubo. En el caldo nutritivo ~ste se sem -

br6 por asada y se incubó en las mismas condiciones que -

el caso anterior, pro~urando no mover para no tener fal -

sas observaciones. 

Requerimientos Nutricionales. Para verificar los requeri:_ 

mientas de carbono y energía de las cepas, se utilizó el 

medio de lascelles, para lo cual las cepas crecidas en tu 

bos de agar riutritivo y con una edad de 48-72 hrs. fueron 

~uspendidas en 3 rol. de agua de~tilada estéril, transfi -

riéndose a un tubo de centrífuga y centrifugá ndose en con 

diciones asépticas a 10,000 RPM por 5 minutos, una vez lo 

grado lo anterior se decantó el sobrenadante y el paquete 

celular se suspendió en 5 ml. de agua destilada esté ril. 

Con esta suspensión se inocularon 4 matraces de 125 ml. -

por cepa, 2 con 20 ml. de medio y tapón de algodón y 2 t~ 

talmente llenos de medio con tapón de plástico. Un ma- -

traz de cada lote se cubrió con papel aluminio y todos se 

incuba.ron en presencia de luz a 26ºC. durante 2-3 serna -

nas para lograr crecimiento. 

b) Pruebas Secundarias. 

A este grupo de pruebas corresponde el identificar carac­

terísticas bioquímicas o metabólicas específicas y que 

por consecuencia descriminan más eficientemente una cepa 

de otra. Las pruebas que se realizaron a las cepas aisla 

das en la segunda etapa fueron: hidrólisis de almidón, hi:_ 

drólisis de caseina, hidrólisis de gelatina y reducción -

de nitratos de nitritos. 

En los cuatro casos mencionados su importancia radica no 

s6lo en la presencia o ausencia de la {s) enzima {s) inv~ 

lucradas, sino que la velocidad con la que lo hacen es un 

parámetro que en ocasiones ayuda a distinguir una cepa de 
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otra. En forma breve las pruebas se hicieron como sigue~ 

Hidrólisis de Almidón. Se sembraron por estría cruzada -

cajas de petri con agar nutritivo y 2% de almidón soluble 

e incubaron a 25°C por 72 hrs .. Una vez obtenido el creci 

miento, se aplicó sobre las colonias lugol. La presencia 

de un anillo alrededor de las colonias indica una prueba 

positiva. 

Hidrólisis de Caseina. Se sembraron por estría cruzada -

cajas de petri con medio de leche descremada y se incuba­

ron a 26°C. durante 72 hrs. La prueba es positiva cuando 

se o~serva un anillo incoloro alrededor de las colonias. 

Hidrólisis de Gelatina. Se utilizaron tubos con medio de 

gelatina, dichos tubos fueron sembrados por picadura e in 

cubados a 26ºC. durante 72 hrs •. Una vez obtenido el cre­

cimiento se añadieron unas gotas de ninhidrina (Sol. aleo 

holica al 2%) y se colocó en baño maría por 5 minutos. 

Un color morado indica que la prueba es positiva. 

Reducción de Nitratos a Nitritos. En tubos que contienen 

caldo nitrato se sembraron las cepas por asada e incuba -

ron a 26°C. durante 72 hrs .. Una vez obtenido el creci- -

miento, la presencia de nitritos se detecta con la adi- -

ción de unas gotas de una mezcla 1.1 de ácido sulfanílico 

a los tubos. La formación de un color rojo se toma como 

reacción positiva y negativa cuando aparece el color rojo 

con la adición de polvo de zinc. 

2. ACTIVIDAD DE LAS CEPAS AISLADAS SOBRE EL DETERGENTE. 

Tomando como criterio el hecho de que las cepas que se ais­

laron durante la segunda fase en los experimentos con 10 y 

50 mg. de SAAM/L indican esencialmente que son cepas resis­

tentes a las concentraciones de detergente empleadas o bi6n 
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que son cepas que tienen la capacidad para metabolizarlas 

en alguna forma, se decidió probar la acci6n de dichas ce 

pas cuando se usan como finica fuente de carbono al deter­

gente, para lo cual se consideró conveniente emplear con­

diciones de la prueba presuntiva recomendada por la OECD 

( 4 6) • 

En la prueba presuntiva (nivel 1) , que es utilizada en es 

te trabajo, el detergente bajo prueba se adiciona como 

única fuente de carbono y energía a un medio de cultivo -

mineral con una composición igual al agua de dilución usa 

da en la determinación de la demanda bioquímica de oxíge­

no, ésto es: KH 2Po 4 , 8.5 mg., K2HP0 4 , 21.75 mg., Na
2

HP0
4

, 

33,4 mg., NH 4Cl, l. 7 mg. ,MgS0 4 22.5 mg., CaC1 2 , ,.27.5 mg. 

y FeC1 3 .6 H2o, 0.25 mg., todo por litro de agua destilada. 

El detergente se adiciona en una concentración de 5 mg./1 

en matraces erlenmeyer de 2,000 ml. conteniendo 900 ml. -

del medio, Se incuban a 25°C. con agitación suficiente -

para no tener limitación por oxígeno. Como in6culo se em 

plean 0.5 ml. de efluente del clarificador secundario de 

una planta de tratamiento de agua residual. 

La prueba consiste en medir el contenido de substancias -

activas al azul de metileno (SAAM) con respecto al tiempo. 

Se considera que un detergente es biodegradable cuando en 

un período que no exceda a los 19 días se degrade en 90 % 

6 más, y no biodegradable si no alcanza ese valor en el -

tiempo mencionado. 

a) Preparación del Inóculo. 

Como en nuestro caso lo que se desea es probar la capa 

cidad degradativa de las cepas aisladas además de la -

biodegradabilidad de los detergentes empleados, se re~ 

lizaron 2 series de experimentos, una con las cepas 
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aisladas en el experimento con 50 mg/l de ABS y la - -

otra con las aisladas en el experimento con 10 mg/l d e 

ABS. El inóculo de cada cepa se preparó de la forma -

siguiente: ~ultivos en medio inclinado de 48 hrs. de -

las cepas fueron suspendidas en 5 ml. de agua destila­

da estéril y transferidas a tubos de centrífuga con t~ 

pón en condiciones estériles, se centrifugaron a -

10<000 RPM/10 min.,se eliminó el sobrenadante y se re­

suspendió en 5 ml. de agua destilada estéril, centrifu 

c;ráridose nuevamente a 10,000 RPM/min .. Finalmente se 

t~ansf irieron a celdas Coleman en condiciones estéri -

les y se leyó su D.O. a 652 nm. La cantidad necesaria 

para el inóculo se obtuvo igualando la D.O. obtenida -

de cad~ cepa, con la densidad óptica del efluente del 

clarificador de lodos activados. 

b) Muestras para Cuantificación de Detergente. 

~a manera como las muestras fueron tomadas durante el 

~urso de los experimentos Eué como sigue: en un cuarto 

de siembra con campana de flujo laminar horizontal, el 

matraz correspondiente para la toma de muestra se colo 

có sobre un agitador y en el interior del matraz se co 

locÓ un magneto, previamente impregnado en alcohol y 

flameado, se puso en agitación durante 5 minutos apro­

ximadamente, ésto con el objeto de tomar la muestra lo 

más homogéneamente posible. Se tomaron 20 ml. de mue~ 

tra con una pipeta estéril y se transfirieron a un tu­

bo de ensaye. Esta muestra sirvió para realizar la 

técnica de SAAM. La frecuencia del muestreo fué a in­

tervalos de 4 días, excepto el primero que se tomó a -

los 5 dí.as. 

En las Tablas 2 y 3 se muestran las características de 

ambos experimentos. 
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.T A B L A 2 

DISEflO EXPERIMENTAL PARA ENSAYOS PE BIOPEGRADACION DE CEPAS BAC • 'f 

TEEIANAS CRECIDAS EN LODOS ACTIVADOS ( 10 mg. ABS/l ) . 

M A T R A Z AGUA SISTEMA CONCENTRACION 
DE DILUCION MICROBIANO DETERGENTE 

1 900 ml. cepa 1 5 mg /1 
2 900 ml. cepa 2 5 mg/l 
3 900 ml. cepa 3 5 mg/l .-
4 900 ml. cepa 4 5 mg/1 
5 900 ml. cepa 5 5 mg /1 
6 900 ml. cepa 6 5 mg/l 
7 900 ml. cepa 7 5 mg /1 
8 900 ml. cepa 8 5 mg/l 
9 900 ml. cepas 1-8 5 mg/l 

10 900 rnl. ninguno o mg/1 
11 900 rnl. ninguno 5 mg/l 
12 900 ml. lod.os activados 5 mg/1 

T A B L A 3 

·DISEftO EXPERIMENTAL PARA ENSAYOS DE BIODEGRADACION DE CEPAS BAC 

TERIANAS CRECIDAS EN LODOS ACTIVADOS ( 50 mg. ABS/l ) . 

M A T R A Z AGUA SISTEMA CONCEN'l'RACION 
DE DILUCION MICROBIANO DETERGENTE 

l 900 ml. cepa 8 5 mg /1 
2 900 ml. cepa 9 5 rng /1 
3 900 rnl. cepa 10 5 rng /1 
4 900 rnl. cepa 11 5 mg/l 
5 900 rnl. cepa 12 5 mg/1 

. 6 900 rnl. cepas 8-12 5 rng /1 
7 900 rnl. * cepas 8..-12 5 mg/1 
8 900 rnl. Lodo activado 5 rng/1 

** Lavado 
9 900 rnl. Lodo activado 5 rng /1 

10 900 rnl. ninguno o rng/1 
11 900 ml. ninguno 5 mg/1 

En función del efecto encontrado en el primer experimento (ver 
res~ltados) se d~cidi6 considerar la posibilidad de una degra­
dación cometab6lica, para lo cual se añadi6 glucosa al 0.1% co 
mo sustrato (30). 



- 16 -

** El l odo activado q u e denominamos lav a do, es una mue str a en 

la que s e deseaba eliminar algunos de los re siduos de lo -

dos activados que pud iera se rvi r como sustrato para lo cual 

dicha mues tra fué procesada de la siguiente manera : 100 ml. 

de efluente secundario se dej aron s edimentar, en un vaso de 

precipitados de 250 ml . ,aproximadamente 30 minutos, se tomó 

e l sobrenadante y se aforó nuevamente con agua destilada a 

100 ml. y se dejó sedimentar nuevamente durante 30 minutos 

repitiéndose esta ope r a ción una vez m§ s y al sobrenadante -

final se l e leyó su O.O. para igu a larla con la D.O. del lo­

do activado sin lavar. 
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R E S U L T A D O S 

PRIMERA Y SEGUNDA FASE 

1. MUESTREO Y CUANTIFICACION MICROBIANA .• 

En la Tabla 4 se muestra el efecto que los medios empleados 

tienen sobre la cuenta viable de las muestras de lodos acti­

vados. 

T A B L A 4 

EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO 

Agar Nutritivo c. G. Y. 

Diluciones No. de Bacterias/ml. No. de Bacterias/ml. 

10.:.. 5 64 X 10 5 56 X 10 5 

10-6 10 X 1 o5 40 X 105 

10-7 0.2 X 1 o5 0.3 X 105 

En la Tabla 5 se presenta el efecto que la dispersión de 

los fl6culos del lodo ocasiona sobre la cuenta viable, cua~ 

do ésta es realizada en medio CGY, y en la Tabla 6 se mues­

tran los resultados de los experimentos realizados para eva 

luar el efecto de la temperatura. 

Los resultados de los 3 experimentos anteriores permitieron 

seleccionar un procedimiento para llevar a cabo la cuenta -

viable de los experimentos de la primera etapa y los dos de 

la segunda, en ésta última se midi6 además cuenta total de 

microorganismos. 
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T A B L A 5 
-·J 

/ 

•. ,7 EFECTO DE LA DISPERSION EN MEDIO CGY 

Diluci6n Muestra Dispersa Muestra sin Dispersar 

No.de Bacterias/rol . No. de Bacterias/rol. 

l0-5 40 X 106 13 X 10 6 

10-6 95 10
6 85 6 

X X .10 

10'"'" 7 70 X 10
6 

80 X 10 6 

T A B L A 6 

EFECTO DE LA TEMPERATURA EN MEDIO CGY 

20°C. 25ºC. 37°C. 
Dilución · No. de Bacterias/rol. 

10 - 10
5 105 

10
5 440 X 480 X 440 X 

- 105 1 o5 105 
10 510 X 500 X 700 X 

10 300 X 10
5 900 X 10

5 
700 X 10 5 

Los resultados de los experimentos efectuados en las dos prime­

r a s etapas se muestran en las Figuras 4, 5 y 6 para el testigo 

y las concentraciones de 10 y 50 mg. de detergente respectiva -

mente, se muestran además de la cuenta viable, el comportamien­

to de parámetros como son: eficiencia del sistema para remoción 

de materia org§nica (DQO) , la variaci6n del tiempo de residen -

cia celular (8 ) , la concentración de s6lidos suspendidos y vo-c 
látiles (SSV) , la tonstante de rendimiento celular (Y) y la 

constante de muerte (Kd) , en el caso de la segunda etapa se 

muestra además de estos parámetros, cuenta total y remoción de 

detergentes, los valores promedio para los parámetros de dichos 

experimentos se muestran en las Tablas 7, 8 y 9. 
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T A B L A 7 

VALORES DE LOS PARAMETROS f'ISTCOQUIMICOS PARA EL EXPE RIMENTO 

SIN DETERGENTE * . 

PARAMETRO 

Remoción DQO 

Tiempo de res idencia hidraúlico 

Incremento d e Biomasa 

Tiempo de re side ncia celular 

Oxígeno disuelto 

Velocidad específica de crecimiento 

Velocidad específica de muerte 

Rendimiento celular 

Velocidad de respiración 

Indice volumétrico de lodos 

Cuenta viable 

* Promedio de 8 determinaciones. 

VALOR 

80.4 % 

5.88 horas 

0.32 g/l 

4. 8 días 

5.6 mg/1 

0.0083 hr -1 

0.0039 hr -1 

0.23 gSSV/g DQO 

1.63 mgo 2 /g SSV min. 

166 ml/g 

1.6 x 108 bact/ml . 
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T A B L A 8 

VALORES DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS PARA EL EXPERIMENTO 

CON 10 mg/l DE SAAM * . 

-------- ----·--·-- -·- -- -·-·---- - --- ·-·- ·---- ·----- ·------- -----
PARAMETRO 

Re mo c ión DQO 

Tiempo de r e sidencia hidraúlico 

Incremento de Biomasa 

Tiempo de residencia celular 

Oxígeno disuelto 

Velocidad específica de crecimiento 

Velocidad específica de muerte 

Rendimiento celular 

Velocidad de respiración 

Indice volumétrico de lodos 

Cuenta viable 

Cuenta total 

Re moción de SAAM 

* Promedio de determinaciones. 

VALOR 

80.4 % 

6.05 hora s 

0.16 g SSV/l 

5.6 días 

5.6 mg/1 

0.0076 hr-l 

0.0033 hr-l 

0.11 g SSV/gDQO 

2.5 mgo
2
/g SSV min . 

143 ml/g 

2.57 X 10
4 

bact/ml. 

l. 28 X 108 bact/ml. 

67.8 % 
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T A B L A 9 

VALORES DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS PARA EL EXPERIMENTO 

CON 50 mg/1 DE SAAM * . 

--- ·- ··- ---· --- ··-----------------
PARAMETRO VALOR 

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

Remoción de DQO 

Tiempo de residencia hidraúlico 

Incremento de biomasa 

Tiempo de residencia celular 

Oxigeno disuelto 

Velocidad específica de crecimiento 

Velocidad específica de muerte 

Rendimiento celular 

Velocidad de respiración 

Indice volumétrico de lodos 

Cuenta viable 

Cuenta total 

Remoción de SAAM 

* Promedio de 8 determinaciones. 

62.5% 

6.0 horas 

0.22 g SSV/1 

7.22 días 

7.0 mg/1 

0.004 hr-l 

0.0002 hr-l 

0.20 g SSV/g DQO 

0.31 mgo 2/g SSV min. 

244 ml/g 

2.26 x 10 8 bact/ml. 

3.16 x 1010bact/ml. 

55.5% 



- 48 -

2. CRI TERIOS DE AIS I~MJENTO. 

Par il la p rimera etapa c J c rite rio de a is l a mien t o de cep a s 

consistió en aislar a l a s c e pas que r e presentaban ca racterí~ 

ticas diferentes, obteniéndose un tota l de 89 c epa s en ba se 

a las c aracterísti cas como son~ mo r f o logía , ti nc i6n, movili ­

dad y presencia de esporas, l os r e s u l t a do s s e p resentan e n -

la Figura 7. 

Para la seg unda etapa el c r iteri o seguido f ué e l de l a f r e -

cuencia con la que se e ncontraba a l os mi croorgan i smos . Se 

aislaron 12 cepas, 7 correspondientes a la prime r a parte d e 

esta etapa (50 mg/l de SAAM) y 5 a la segunda 1 0 mg/l de 

SAAM. 

TERCERA FASE 

l. CARACTERIZACION MICROBIANA. 

La caracterización a nivel de familia se realizó con l as 89 

cepas aisladas en la primera etapa. Los resu l tados obten i ­

dos para la s pruebas primarias, a s í como la s f am i lia s a la s 

que pertenecen se muestran en la Figura 8 , en la cual s e en 

cuentran a grupadas todas las cepas , ésto en base a l a s i mi ­

litu d de su respuesta a las pruebas apl icadas. Además d e -

es t as cepas se incluyen otras 15 a l as que no s e le s aplic~ 

ron las p ruebas puesto que son bac i los Gram positivos espo ­

rulados, que es una característica d istintiva del género 

Bac.,{,.f...f..u-6 ( 5) • 

En l a c aracterización a n i v e l de géne r o se t rabajó c on 12 -

cepa s de bacterias que predominaron en el sistema c ua ndo se 

usaron 1 0 y 50 mg de detergente . Los g é nero s encontrados -

en función de l a s prueba s rea l iza das se muestran en la Fig~ 

r a 9 . 
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2. ACTIVIDAD E.N LAS CEPAS AI S LADAS SOBRE LOS DETERGENTES. 

Los r esulta dos d e estas prueba s se agrupa ron s egún el gé ne­

ro a l que pertene cía n l as cepa s probadas y qu e fueron ún ica 

mente 3; P6e udomo na6, Aehumona6 y Ba cifi u6. Las Figuras 10 , 

11 y 1 2 mue stran l o s re sult a do s pa r a P6 eudomona6, Achomo na6 * 

y Ba eillu6, respe ctivame nte cuando se observa concent r a ción 

de deter gente me d i do como SAAM con r espec t o al t iempo . Adi 

ciona lmente e n la Figura 13 se muest r a el comportami e n to de 

los test igo s empl e ados e n a mbos expe r imentos, as í como el 

obtenido para las dife rentes mezcl as d e cepa s y l odos acti­

vados ut i lizados. 



FIGURA 7 

.CARACTERISTICA 

MOVILES 

ESPORULADOS 

BACILOS GRAM+ 

BACILOS GRAM-

COCOS GRAM• 

COCOS GRAM-

50 100 % Aislados 

RELACION ENTRE MORFOLOGIA, TINCION, MOVILIDAD 

Y ESPORAS, POR LAS CEPAS AISLADAS EN LA PRIMERA 

FASE ( 89 CEPAS EN TOTAL ) . 
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FIGURA 8 

GRUPOS / 
MICROBIANOS 

HALOSACTEROCEAE 

ENTEROBACTEROCEAE 

PS EUOOMONACEAE 

VIBRIONACEDAE 

BACI LLACEAE 

CORVNEBACTERACEAE 

NOCARDIACEAE 
l 

3 15 30 % 
Aislados 

FAMILIAS ENCONTRADAS DURANTE LA PRIMERA FASE 
DEL TRABAJO . 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

PRIMERA Y SEGUNDA ETAPA. 

En los medios de cultivo p robado s, CGY y Aga r Nut r itivo, la ca~ 

tidad y diversidad de microorganismo s e n contrada (Tab la 4) fu é 

muy similar en ambos caso, l o cual di ficultaba la el ección. Sin 

embargo la literatura indica que dentro d e los medio s que se 

han utilizado para este tipo de cuentas ninguno puede soportar 

los requerimientos nutric i onales de todos l os tipos de b a cte 

rias en el sis t ema (42). Pike y Col (41) e ncontraron que pue -

den obtenerse cuentas óptimas d e bacterias ae robias , heter6tro ­

tas en placas con Agar CGY, r azón por la cual se u ti lizó este -

medio. 

En cuanto al e fecto de l a dispersión de los flóculos de l as 

muestras empleadas, los r e sulta dos mostrados en la Tabla 5 i nd i 

can que la cuantificación de mi croorganismos no tuvo un aumento 

significativo por efecto de la dispersión, sin embargo, se notó 

que las muestras dispersas presentaban una distribución más c la 

ra y ello facilitaba la observación , por lo que se de c i dió dis ­

persar todas la s muestra s durante 2 minutos . 

Fina l mente lo s resultados encontrados al variar las temperatu -

ras de incubación entre 20, 25 y 37ºC (Tabla 6) demostraro n que 

a 25°C se presentó el máx imo crecimiento por lo que se utili zó 

esta temperatura para · incubar todas las muestras. 

l. EXPERIMENTOS EN LODOS ACT I VADOS. 

a) Sin Detergente 

Lo s r esultados de los muestreos efectuados en las unida 

des e xperimentales para l a primera eta p a que se o bsé r -

van en l a Figura 4 y la Ta bl a 7, muestran e n gene ral 
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una gran estabilidad de los parámetros ahí mencionados, 

lo que indica que se alcanzó un estado estacionario razo 

nable, lo que se refleja en que los datos obtenidos son 

muy similares a los de las cond i ciones de opera ción esta 

plecidos y que son ~ 

Gh= 6.0 horas 

S = 500 mg / l o 
SSV= 1.25 g /l 

En forma adicional dicho estado estacionario s e man i fi es 

ta por la concentración de los sólidos suspend idos v 6 la­

tiles, lo q ue da por r e sul t ado u n tiempo d e residencia -

celular promedio de 4.8 días qhe corresponde a una velo ­

cidad específica de crecimiento observada de 0.20 días-l 

y un rendimiento celular de 0.23 gSSV/gDQO. Eckenfelder 

(21) propone que: 

Lo que da: 

De la Tabla 7 Kd 
1 

µc= 4 . 8 + 0.093 

1 
o c 

= µc-Kd .................. .. ..... (5) 

1 
G + Kd = JJ c. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ( 6) 

c 

-1 = 0.09 3 días lo que imp l ica que 
-1 

que es igual a 0.301 días que es e l -

valor de µc calculado y que corresponde a aproximada me n ­

te el 75% de la velocidad máxima reportada en otro estu ­

dio ( 24) . La relación entre Kd y µ c es igua l a 3. 23, l o 

que quiere d ecir que el crecimiento e s 3 ve ces mayor q ue 

la muerte celular, lo cual se refleja tanto en l os va l o ­

res de ;espiraci6n, 1.63 mgo
2

; mgSSV, como e n los d e l ín 

dice volumétrico que es de 166 ml/ g . es importante roen -

cionar que la remoción del 80 % en base a DQO corresponde 

a . una remoción de casi 100% de DBO. 
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Las familias de bacterias encontradas así corno su fre -

cuencia de aparición se muestran en la Tabla 10. La 

presencia de familias tale$ como: Enterobacteraceae, 

Pseudornonadaceae, Vibrionaceae y Bacillaceae en un sis­

tema de lodos activados puede considerarse esperada da­

do que se trata de microorganismos que tienen la capaci 

dad de desarrollarse en habitats muy diversos puesto 

que pueden utilizar un a var iedad considerable de corn- -

puestos , ésto debido a que presentan un metabolismo muy 

versátil, característica que le s confiere ventajas so -

bre otro tipo de microorganismos, de ahí que estas fami 

lias se consideren casi cosmopolitas. En cuanto a la -

aparición de .Halobacteraceae, Corynebacteriaceae y No -

cardiaceae, aunque estas familias no presentan una gama 

de requerimientos nutricionales exactos, son menos ver­

sátiles que las famili as antes mencionadas, sin embargo 

todas ellas son capaces de d e sarrollarse e n medios sin­

téticos con extracto de carne y peptona que son dos de 

los componentes del agua residual sintética util~zada -

en este estudio. Así se tiene que la predominanci a de 

la familia Halobacteraceae se debe a que los mic roorga­

nismos pertenecientes a este grupo se desarro ll an mejor 

en pre s e ncia de peptona (53). 

Finalmente puede decirse que tanto los parámetros f isi­

coquímicos del sistema así como las fami lias encentra -

das correspondientes a esta fase experimental concuer -

dan ampliamente con la literatura reportada (33, 36 , 42 

y 43) • 

p) Con Detergente. 

Al observar los resultados mostrados en la Figura 5 y -

la Tabla 8 para 10 mg/l de detergente se aprecia que la 

eficiencia de remoción de materia orgánica es practica-
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mente igual a la obtenida sin detergente, sin embargo h~ 

bo cambios en algunos de los parámetros sinét i cos del -

sistema; la velocidad de crecimiento disminuyó en un 12 % 

y la velocidad de respira ción aumentó en un 50 %, la cuen 

ta viable disminuyó en cuatro órdenes de magnitud y el -

rendimiento descendió en 50%. 

Si se toma en cuenta que la efic iencia del sistema no 

disminuyó, se puede considerar que la velocidad específ! 

ca de utili zación del sustrato (y) tampoco presentó u n -

descenso (ya que lo~; sólidos se mantuvieron constantes) , 

razón por la cual y de acuerdo con la ecuación 7 (5 2) 

y = m- Y~ ••••••••••••••••••••••••• ( 7) 
. g 

De dicha ecuación se observa que si disminuyeron µ e Yg, 

el coeficiente m tuvó que haber aumentado. Por otra pa~ 

te si se observa la ecuación 8: 

- JJ Qo2 - mo+ Yg· .................. .. .. (8) 

Se puede ver fácilmente que el aumento en la velocidad -

de ~espiración de 1.63 (experimento testigo) a 2.5 mg0 2/ 

g SSV min. es debido al aumento en la energía de manten! 

miento y al descenso en el r endimiento. Físicamente ello 

indica que el sistema ha entrado en un estado de "stress" 

debido a la presencia del de tergente que provoca cie rta 

intoxicación y a su vez hace que aumente el coeficiente 

de respiración (Tabla 8) , dicho aumento s e j ustifica si 

se toma en cuenta que la resistenci a al detergente por -

las diversas especies es diferente e n cada una y ésto 

origina una sucesión que da lugar al estab lecimiento de 

una nueva población que provoc a cambios en los paráme- -

tros cinéticos del sistema. Lo anterior es más notorio 

si se observa el desplazamiento poblacional mostrado en 

la Tabla 11. Como se observa de las siete familias ini-
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ci a l e s en e l experime nto sin dete r gente sólo 3 r e sistie­

ren e l efecto tóxico de es t e compuesto (T a b las 10 y 11). 

En el experimento e fectuado c on 50 mg/l de detergente 

(Figura 6 y Tablas 9 y 11) se obse rva un marcado descen­

so en la eficiencia de remoción de materia orgánica y un 

descenso de casi el 50 % de la v e l ocidad de crecimiento -

con re s pecto al experimento testig o y l a presencia de 

las mismas familias que en el experimento con 10 mg. , 

aunque con más predominancia de l a familia Bacillaceae. 

Lo anterior se puede intentar e xplic a r en función de l as 

elevadas cuentas viable y tota l que s e e n contraron en 

este experimento y que indi c a q ue aparen t eme nte a esta -

relación de microorganismos hay mayor resistencia a la -

concentración tan alta que se e mpleó en el e xperimento, 

pero que tiene asociado a ella un descenso e n l a ve l o c i ­

dad de degradación tanto de materia orgánica como de de­

tergente así como el aumento en el índice volumétrico de 

lodos, lo que se confirma al observar la Tabla 9. El he 

cho de tener cuentas viable y total altas indica que la 

población se adaptó al sistema, aunque con una baja efi­

ciencia porque el aumento en el índice volumé trico de lo 

dos hace pensar que la dispersión del sistema aumentó de 

bido al descenso en la tensión super fi cial y que el lo da 

lugar a que los flóculos se d i sperse n de manera más ef i ­

ciente y den como resultado mayores cuentas de microorg~ 

ni smo s ( 4 2 ) . 

TERCERA ETAPA. 

l. CARACTERIZACION MICROBIANA. 

Los resulta do s obtenidos p ara c a r acter izar a la población , -

constituida por 89 cepas muestran q ue esta s pertenecen a 7 -

familias que son: Nocardiaceae , Corynebacteriaceae, Vibr i ona 
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T A B L A 10 

FRECUENCIA DE APARICION DE LAS FAMILIAS 

ENCONTRADAS EN EL MUESTREO SIN DETERGENTE 

Familia Nst Cepas % Relativo 

Halobacteraceae 21 23.6 

Enterobacteraceae 13 14.6 

Pseudomonadaceae 8 9.0 

Vibrionaceae 4 4. 5 

Bacillaceae 16 20.0 

~orynebadte~aceae 12 13.5 

Nocardiaceae 2 2.2 

Total 76 100.0 

1 A B L A 11 

FRECUENCIA DE APARICION DE LAS FAMIL IAS 

ENCONTRADAS EN EL MUESTREO CON DETERGENTE 

Familia 1 0 mg/l % Relativo 50 mg/l % Relativo 

Vibrionaceae 1 cepa 20 2 cepas 40 

Bacillaceae , cepa 20 3 cepas 60 ~ 

Pseudomonadaceae 3 cepas 60 2 c epas 40 
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ceae, P s eud omon adaceae, Ente robacte r e ace a e , Ila Jobac terace a e 

y Bacillaceae e n la F jg ura 8 se mues tra n l os porcenta j es de 

cada famiJia en f unción del núme ro to t a l de cepas a i s lad a s. 

En la Figura 7 pueden observarse las c aracterísticas de las 

cepas aisl a das en l a primera etapa, en donde puede apreciar­

se que existe una predominancia e n mor fo l ogía c e l u l a r del t i 

po de los bacilos c o n re s pecto a los c ocos siendo e s t a d i fe­

rencia e n va lore s de porce ntaj e de 93.3 y 6.7 respectivamen­

te, encontrándose tambié n e n la r e spuesta a l a tinción de 

Gram una fuert e predom i na ncia de los Gram negativos tanto en 

cocos como e n b aci lo s , 65 % G- y 35 % para G+ re spect ivamente . 

En la misma Figura se observ a también c a racterísticas de mo ­

vilidad con 54. 3% y l a presencia de esporas con 1 6 .8 %, ésto 

coincide perfectame nte con l a l i teratura ya que d iversos au­

tores citan que l a población c a r acterística de lodos act iva­

tlos está constituída p rincipa lmente por bac i l os Gram negati ­

vos, además de que se ha demost r ado que las bacteria s Gr am -

positivas son más suce ptibles a los detergentes an i6nicos 

que las Gram negativas (9, 42, 52 entre otros). 

Esta población pertenece a la p r ime r a etapa de trabaj o cua n ­

do s e e xperimentó sin deterge n t e y en donde s e rea l izaron 

c ambios de s u ce sión poblac ional , s in embargo se puede dec i r 

que el número tota l de cepas aislada s en e ste exper iment o 

son represen t a tivas de l a población , e n l as c ond i c ione s d e 

trabajo en las que s e r ealizó este experimen t o y e l hec ho 

q u e a poya ésto es q u e l a b i b l iograf ía para e s te t i po de s is ­

tema concuerda ampliame nte . 

Por otro lado en la F i g u ra 9 se muestra n lo s géne r os encon -

trados en l a segunda e t apa, en donde se obser va q u e son 3 

l o s géneros a islados: A enomona~ * , P~ e u domona~ y Ba~~llu~ . -

En el ca so de A enomona~ * s e reporta de e sta manera (*), pue~ 

to que lo s r e sultados de las prue bas s e cundarias no concuer-
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dan con un género especffico, sin embargo se ubic a n dentro de 

este grupo, por ser éste el género al que más se a semeja. Se 

encontró que dentro de estos géneros predominantes y r e sis -

tentes a las concentraciones de detergente utilizadas, Póeud~ 

monaó fué el que presentó mayor secuencia de aparición. 

2. ACTIVIDAD DE LAS CEPAS AISLADAS SOBRE EL DETERGENTE. 

En los dos experimentos realizados en esta etapa del trabajo 

el primero de ellos, como puede observarse en las Figuras 10-

a la 13 tiene un tiempo de experimentaci6n de 26 días, debido 

a que el testigo de lodos activados presentó una alta remo 

ci6n de detergente para este tiempo de muestreo. 

En la Figura 10 se muestra el comportamiento de Póeudomonaó,­

puede observarse que en el caso del experimento 1 el comport~ 

miento es muy irregular mientras que en e l segundo se nota 

claramente una tendencia bién definida, así se t i ene que para 

el último muestreo a los 39 días se ha removido el 22 % de de­

tergente. 

En las Figuras 11 y 12 se muestra que los género s Ae~omonaó * 

y Ba~ifluó tieneh comportamientos similares al descrito ante­

riormente con remociones de 20 y 18 % respectivamente. 

En la Figura 13 se muestra el comportamiento que los difere n­

tes testigos empleados en los dos exper i mentos, para el pri -

mer experimento se utilizaron dos testigos: lodos activados y 

un cultivo mixto, como ya se mencionó en el caso de los lodos 

se observa un comportami e nto bién de f i nido mientras que en e l 

caso del cultivo mixto éste se mantuv6 s in actividad a lo l a r 

go del experimento. En función de estos resultados el segun­

do experimento tiene, además de estos testigos, otros para 

comprobar algunas inferencias hechas a partir del primer exp~ 

rimento, así se tiene que el lodo act i vado denominado ''lavado" 
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tuv6 una degradacion del 30 %, en este caso es importapte ha -

cer notar que lo que se ent i ende po r lavar el lodo e s tratar 

de eliminar, dentro de lo posible, la materia orgánica exis -

tente en la muestra que se prepara para tomar el inóculo, sin 

embargo lo que se hizo fué eliminar una parte de dicha mate -

ria y concentrar el nGmero de microorgan i smos, si tomamos en 

cuenta ésto s e puede expl icar la diferenc i a entre l os dos tes 

tigos de lodos activados y que uno de el l os presente una ma -

yor degradac ión del detergente debida a un aumento poblacio -

nal. 

Los testigos d e lodos activados,en ambos casos , presentan di­

ferencias muy marcadas , así se tiene remociones de 72 y 22% -

ésto podría explicarse por el origen del inóculo, ya que no 

es el mismo e n los dos casos, en el primer caso se utilizó un 

inóculo de las unidades experimentales con un tiempo de adap­

tación del orden de meses, mientras que el segundo pertenece 

a un in6culo recién traído de la planta de tratamiento y aun­

que estuvó en la unidad experimental por a l gunos días no pue­

de hablarse de un~ pobl ación adapt ada a las condiciones de 

operación , de a hí que e l primer t estigo presente una remoción 

de detergente mucho mayor en meno s tiempo que el segundo tes­

tigo. 

En los cultivos mixto s de los dos experimentos el comporta- -

miento fué muy similar , la Gnica diferencia rad ica en que en 

el experiment o .2 tuv6 u n ligero incremento la actividad micro 

biana debido a un período mayor de experiment ación. 

En el ca so de l cultivo mix t o más glucosa, aunque si bién el -

objetivo de este testigo e st uvo en función de los resultados 

del primer expe rimento, en donde al no haber actividad se pe~ 

s6 que qui zá s las cepas neces i ta ran de alguna fuente d e ener­

gí a par~ iniciar la degradac ión, que aunque si aumentó un po­

co, no fué muy significativo este c ambio y se degradó el 24% 
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Finalmente como conclusión gene ral de esta última etapa del -

trabajo puede decirse que si bién las cepas empleadas en este 

experimento degradar6n al detergente , por lo menos parcialme~ 

te, no puede decirse que sean bacterias capaces de degrada r l o 

completamente , por lo que se confirma que el detergente utili 

zado al no cumplir con los criterios ya establecidos (39) no 

es biodegradable en las condiciones en las que se realizó es­

te trabajo. Sin embargo ello hace pensar en la necesidad de 

probar la acción combinada de las cepas mediante estudios de 

co-metabo lismo y/o protocooperaci6n, así como las condiciones 

ambientales de l sistema de lodo s activados para que l a remo -

ción se lleve a cabo. 

Los resultados de este trabaj o confirman la importancia y ne­

cesidad de un cambio inmediato del principio act i vo de l o s de 

tergentes utilizados en el pa ís, es decir reemplaz ar a los 

ABS por LAS, ésto por un lado y por otro si en nuestro país -

como consecuencia de no tener una pol ítica bién definida so 

bre la conservación del ambiente y sí además la empresa que -

fabrica la materia empleada en las formulaciones de lo s deter 

gentes de PEMEX, se producen y usan los detergentes con cade ­

nas oléf ínicas ramificadas con los consecuentes problemas que 

originan y sí además la producción de detergente y productos 

de limpieza se incrementó en un 100% entre 19 73 y 197 9 y fi -

nalmente que la posibilidad de un cambio a corto plazo nd s e 

ve como una alternativa inme diata, todo ésto hace necesario -

seguir investigando sobre el t ema, para enco ntrar las cond i 

ciones de degradación más óptima s posibles para evitar todos 

los efectos que este compuesto está causando e n e l ambie n te. 
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A P E N D I C E 

COMPOSICION Y FORMA DE PREPARAC ION DE LOS MEDIOS DE CU LT IVO 

1.- AGUA RESIDUAL SINTETICA 

Peptona de Gelatina . . .. . ..... 160 mg 

Extracto de Carne . . .. ... ... . . 110 mo 

Urea ......... . . . . .... . . . . . . .. 3 O mg 

NaC 1 .. . ...... ... .. .... . ... . . . 7 . 5 mq 

CaC1 2 ·2H 2o .. . .. . .. . . . . . ...... 4.0 rng 

MgS0 4 · 7H 20 ... .. .. .... . . ...... 2. 0 mg 

Agua Destilada ... .... . .... .. . 1000 ml 

Se disuelven los ingredientes en agua y se esterilizan 

a 12ºC durante 15 minutos. 

2.- MEDIO CASITONA-GLICEROL-EXTRACTO DE LEVADURA 

Casitona .• . . .•• .............. 5 g 

Glicerol ...•.•....... ........ 5 g 

Extracto de Levadura . ... ..... 1 g 

Ag ar ....... .. ... . ... . .... .. .. 15 g 

Agua bestilada .. . ... . . .... •. . 1000 ml 

pH .. .. . ........ .......... .. ... 7 • 2 

Disolver todos los ingredientes en el agua. Calentar a 

ebul lición, ajustar el pH y envasar para e sterilizar e n au toclave 

a 121ºC durante 15 minu t os . 

3.- MEDIO AGAR NUTRITIVO 

Peptona de Gelat ina .. . ..... .. 5 g 

Extracto de Carn e de Res ..... 3 g 
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Agar . .. ...... . ... . . . . ... ..... 15 g 

Agua Destilada . ... ... ... ..... 1000 ml 

pH ••••• • •••• • • •• • ••••••••• •• • 6 • 8 

Se disuelven l os ingredientes en a gua, s e cal ientan a 

ebullición durante uno o dos minutos, se ajus ta el pH y se es te ­

rilizan a 121ºC durante 15 minutos. 

MEDIOS PARA MOVILIDAD 

4.- MEDIO SOLIDO PARA MOVILIDAD 

Gelatina ... .... .. ... . .. .. ... . 80 g 

Peptona ...... ....... . . . ...... 1 O g 

Extracto de Carne ........ .... 3 g 

Cloruro de Sod io ...... ....... 5 g 

Ag ar ... º • • ••••••• ••••••••••• • 4 g 

Agua Destilada .. .. .. .... .... . 1 O O O ml 

Agregar la gelatina a el agua, ca lentando hasta disolver 

posteriormente agregar los demás ingredientes, uno por uno y poco 

a poco. Calentar a ebullición hasta incorporar todos los ingredie~ 

tes. Envasar en tubos de 13 x 100 con 3-5 ml. Esteriliza r e n auto­

clave a 121°C durante 10 minutos. 

5.- MEDIO DE CRAIGIL 

Extracto de levadura ... •.. ... 3 g 

Glucosa . . ...... .. . . .. .. ...... 20 g 

Ag ar .... ...... . . .. " ... . ... . . . 5 g 

Agua Destila d a ....•...... .. .. 1000 ml 

Disolver todos los ingredientes cale ntandolos a ebulli ­

ci6n, distr i buir los en tubos de hemólisis y esterilizar en a u tocla 

ve a 121 °C durante 15 minutos. 
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6.- MEDIO DE SIM 

Peptona d e Caseína .... . . .... . 20 g 

Peptona de Carne . ..... .. . .... 6 • 1 g 

Sulfato d e Hi erro y Amon i o ... 0.2 g 

Tiosulf ato de sod i o .. ...... . . 0.2 g 

Agar . ... . .... ... . . ... . . .... .. 3. 5 g 

Agua De sti lada ....... . .. . . . . . 1 000 ml 

Disolver los ingredientes, calentando los a ebu llición , 

distribuirlos e n t u bos de 13 x 100 y esterilizar e n autoc lave a -

121ºC por 15 mi nutos. 

7.- MEDI O B-105 

Tripto sa .... . . .... . . ... .. . . . . 10 g 

Cloruro de Sodi o . ... . ....... . 5 g 

Ag a r . . . ....... .... . .. . ... . . . . 5 g 

Agua Destilada ..•... . . . . . . . .. 1000 ml 

Disolver los ingredientes, calentandolos a ebull i c ión , 

distribuirlos en tubos de hem6lisis y esterilizar en autoclave a 

121°C durante 15 minutos. 

MEDIOS PARA LA PRU EBA o/F 

8.- MEDIO DE HUGH- LEI FSON 

Pepton a . . .... . .. . ... . ... ..... 2 g 

Cloruro de Sodio . ..... . .... .. 5 g 

Fo s f a to de Pota s i o Dibasico . .. O. 3 g 

Agua Dest i lada .. .... . . ..... .. 1 0 00 ml 

Azu l d e Bromot imol a l 0. 2% ... 15 ml 

Glucosa . . . . . . . . • .. .... .... ... 10 g 
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Se di suelv e n l os ing r edientes ca l cntandolos e n e l a0u n 

a excepción d e la g lucosa y e l azul de bromotimol ( Solución aleo 

holica) . Po s t er iormente s e a jus t a a o H 7 .2 y se ag rega e l indica­

dor y el azúcar . Envasar en t u bos d e 15 x 150 ha sta 2/3 de su vólu 

men y esterilizar a ll ºC por 10 mi nu tos. 

9.- MEDIO BASE ROJO DE F ENOL CON AZUCAR 

Mezcla de Peptonas .. .. . . ... .. 10 g 

Cloru ro de Sod i o ......... . ... 5 g 

Rojo de Feno l . . .... .. .. . ... . . 0.025 g 

Azúcar .. . .. . ...... . ...... . .. . 2 g 

Agu a De stila da ............... 1000 ml 

Se suspenden todos los ingred iente s calentan dolos a ebu 

ll i ción, se aj u sta a pH 7. 2 y se este ril iza a 115ºC por 10 minutos 

10.- MEDIO BASE AZUL DE BROMOTIMOL 

Fosfato Dihidrogenado de Amonio .. .. 1 g 

Fosfat o Dipotas i co • .. . .. . . . .. . 1 g 

Sulf a to de Magnes i o . •. . .. . .. . . 0 .20 g 

Azu l de Brornotirno l .... • .... . .. 0.08 g 

Agua Destilada .. • . ....•. . ..... 100 0 rn l 

Su spe nder t odo s los ingredie ntes , calentandolos a ebu­

llición, se d istribu ye en t ubos de h ern6 l isis y se ester i liza a 

115°C durante 10 minutos. 

MEDIOS PARA CATALASA Y OXIDASA 

11.- AGAR PARA INFUSION DE CEREBRO CORAZON (BHI) 

Infusión de Cereb~o de Ternera ... .. 2 O O g 

I nfusión de Corazón de Res ;. . . . . . . . 2 5 O g 
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Mezcla d e Peptonas .... .. ... .• 10 g 

Cloruro de Sodio ....... . ..... 5 g 

Fosfato Dipotásico ........... 2.5 g 

Dextrosa ..................... 2 g 

Agar ....................... .. 15 g 

Suspender todos los ingredientes en el agua, ca lentand~ 

los a ebullición durante un minuto y esterilizar a 11 5ºC durante -

15 minutos. 

MEDIOS PARA REQUERIMIENTOS DE OXIGENO 

12.- MEDIO DE TRIPTONA Y EXTRACTO DE LEVADURA 

Triptona ...... .• ....... ...... 10 g 

Extracto de Levadura ......... 5 g 

Glucosa .. .... ............. ... . 1 g 

Fosfato de Potasio Dibasico .. 5 g 

Ag ar . ...... .. ... .. ... ........ 15 g 

Agua Destila da ••• •..........• 1000 rol 

Suspender todos los ingredientes calentandolos a ebull i 

ci6n y distr ibuyendolos en tubos de hem6lisis esteril izar a 1 21º C 

durante 15 minutos. 

13 .- CALDO NUTRITIVO 

Peptona de Gelatina .......... 5 g 

Extracto de Carne de Res ..... 3 g 

Agua Destilada .. ....• ....... . 1000 rol 

Disolver los ingred~entes en el agua, distribuir en t u­

bos de hemólisis y esterilizar a 1 21ºC durante 15 minutos. 
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MEDIO PARA REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES 

14.- MEDIO LASCELLES 

Solución A 

Glutamato Sodico Monohidratado .3.8 g 

Acido D-L Málico ................ 2. 7 g 

Fosfato de Sodio Dibasico ...... 0.5 g 

Fosfato de Sodio Monobasico .... 0.5 q 

Acido Nicotinico ............... 1 mg 

Clorhidrato de Tiamina ......... 1 mg 

Biotina (1 rrg/10 ml de Agua Dest.) . O .1 ml 

Fosfato Dihidrogenado de Amonio ..... O • 8 g 

Agua Destilada . ..... .... . ...... 900 ml 

pH •••••••••••• •••••• ••••••••••• 6 • 8 

Solución B 

Sulfato de Magnesio .......... 0.2 g 

Cloruro de Calcio ......... ... 40 mg 

Agua Destilada ..•..... ....•.. 100 ml 

pH ••••••••••••••••••••••••••• 6 • 8 

Disolver por separado los ingredientes de las 2 solu­

ciones, ajustar el pH con Hidroxido de Sodio 1 N, Mezclarlas y -

esterilizar a 121°C durante 15 minutos. 

MEDIOS PARA PRUEBAS SECUNDAR IAS 

15.- HIDROLISIS DE ALMIDON 

a) Almidón. . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . 2 g 

Agua Destilada ............... 100 ml 
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Disolver el almidón en el agua, distribui r en tubos de 

hemólisis y esterilizar a 121ºC durante 15 minutos. 

b) Almidón ......... •..... ...... • 0.3 g ó 3 g 

Agar Nutritivo ............... 23 g 

Agua Destilada .. ~ ............ 1000 ml 

Disolver los ingredient es en el agua calentando a ebu­

llición, ester ilizar a 12lºC por 15 minutos. 

16.-HIDROLISIS DE CASEINA 

Leche Descremada .. . . ... . .... . 100 g 

Agua Destilada ....... .. ...... 1000 ml 

Mezclar los ingredientes calentandolos a ebullici6n, 

esterilizar a 121.ºC durante 15 minutos . 

17.- HIDROLISIS DE GELATINA 

Gelatina ........•............ 2 g 

Agua Destilada . ....•.. . . . . . .. 1000 rnl 

Mezclar los ing~edientes calentandolos a ebullici6n, -

distribuir en tubos de hem6lisis y esterilizar a 121ºC por 15 min. 

18.- REDUCCION DE NITRATOS A NITRITOS 

Nitrato de Potasio ........... l g 

Extracto de Carne . .• ... .. . . .. 10 g 

Pepton a . . .. ... . ....... .• ..... 10 g 

Cloruro de Sodio ••.. . ........ 5 g 

Agua Destilada . . .. . • .•... . . • . 1 00 0 ml 

Mezclar l o s ingredientes con el agua, calentandolos a 
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e bullición, distr ibuir en tu bo s de hem6lisis . Cuando se ha obteni 

do el crecimiento añadir 1 ml de una solución de 8 g de ácido sul 

fanílico en un litro de ácido acético 5 N y se mezcla, se añade 

gota a gota una solución de 5 g de d imetil-alf a naftilamina en un 

litro de ácido acético 5 N. Una coloración rosa , r o ja o castaña 

indica la presencia de nitritos , si la prueba es neqativa se aña 

den 2-4 mg de limadur a de zinc para determinar si lo s ni tratos -

no han sido reducidos. El hidroqéno na ciente que se forma reduce 

los nitratos a nitritos, lo que produce una coloración rosa. 
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