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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos al ca-
racterizar a la poblacidn bacteriana aerobia que predomina en un
sistema de lodos activados y se determinb el efecto que los deter
gentes de tipo &nibnico tienen sobre ella.

Partiendo de un sistema de lodos activados con un tiempo de
residencia celular de 6 horas, una concentracibén de s6lidos sus-
pendidos Golétiles de 1.25 g/1 y una carga orgénica en la alimen-
tacibén de 500 mg/l de DNO, se midid el efecto gque concentraciones
de 10 y 50 mg/l de detergente anidnico tienen tanto en los paréme
_tros cinéticos del sistema como en la poblacién presente en dichas
condiciones.

~ Se encontrd que la poblacibn se encuentra constituida por 7
familias que son: Halobacteraceae, Enterobacteraceae, Bacillaceae,

Nocardiaceae, Corynebacteraceae, Pseudomonadaceae y Vibrionaceae.

Para las concentraciones de detérgente urilizadas, la veloci-
dad de crecimiento global del sistema disminuye en un 12 y un 50%
respectivamente, mientras que la remocibén tanto de materia orgé-
nica como de detergente disminuyd en casi un 50% al trabajar con
la concentracibén de 50 mg/l de detergente. ‘

Ambas concentraciones dan lugar a una sucesidn poblacional
- de manera t&l que sblo los géneros Bac<iflus, Pseudomonas y Aero-
monas* resistieron y predominaron en el sistema, aungue con una
menor actividad degradativa.

Al probar la actividad individual de microorganismos perte-
necientes a estostreggéneros sobre el detergente utilizado, se
encontrd que degrizdan el detergente en un 18%, 22% y 20% respecti
vamente.



INTRODUCCTION

El deterioro del ambiente es un proceso que viene des-
de épocas remotas y que es debido principalmente al aumento de -
las poblaciones humanas y al desarrollo aéricola e industrial -

asociado a ellas.

Con las construccién de los abastecimientos de agua pa
ra las poblaciones y la industria, se empez6 a utilizar el agua
como un vehiculo que transporta con relativa facilidad una gran
parte de los desechos producidos por la actividad humana, dando.
lugar a lo que en la actualidad conocemos como agua residual, -
que no es otra cosa gue agua adicionada de algunos compuestos or
‘génicos e inorlgénicos en forma ya sea disuelta, coloidal o sus -
pendida y que com@inmente se vierte en los cauces, corrientes o =
cuerpos de agua m&s cercanos. Esto incorpora materiales y subs-
tancias a las aguas cambiando sus caracteristicas naturales dan-
do lugar a su contaminacibén. La pré&ctica generalizada de vertir
residuos sin tratamiento en rios, lagos o mar, por considerar -
que es el sistema de disposicibn més econfmico, crea cambios en
las condiciones ecolfgicas de las aguas que los reciben.

Lo anterior pone de manifiesto la importancia de los -
sistemas de tratamiento de aguas residuales y uno de los aspec -
tas més importantes lo constituye la seleccibébn del sistema ade -
cuado que permita eliminar de ellas compuestos y materiales con-
taminantes que se le agregan al usarla, lo que desde un punto de
vista técnico implica desarrollar metodologias que scan eficien-

tes y econbmicas para lograrlo.
!

En México hasta 1981 existfian cerca de 150 plantas de
tratamiento de aguas residuales Yy uh nGmero e¢asi igual de proyec
tos, la gran mayoria de dichas instalacithes se construyeron, o
se proyectan construir con la finalidad de reusar el agua, pues



son contados los casos en los que el agua residual es tratada -

para evitar danos al ambiente (48).
EL SISTEMA DE LODOS ACTIVADOS.

Entre los métodos més empleados para reducir el conte
nido de materia orgédnica de los desechos liquidos diluidos, se
tienen los que utilizan en tratamiento biolégico en condiciones
aerobias y entre &stos se encuentra el de lodos activados que
constituye uno de los métodos de purificaciénde aguas més usado.
El lodo activado es un sistema continuo abierto con recircula -
cibn que se caracteriza por soportar el crecimiento de una po -

blacibén heterogénea, fundamentalmente aerfbica.

Fisicamente consiste de un tanque en donde los resi -
duos son aereados y soportan el crecimiento de una poblacién mi
crobiana mixta, al desarrollarse ésta y emplear las substancias
que se encuentran presentes en el desecho, crea la necesidad de
separarlas del agua en la cual se encuentran suspendidas, lo -
cual se logra mediante el acoplamiento al sistema del tangue se
sedimentacién.

Los lodos activados deben cumplir 3 requerimientos -

biQlbégicos esenciales para que funcionen en forma adecuada (53):

a) La poblacibdn mixta deber& crecer en las condicio-
nes ambientales que presenta el tangue de aerea -
¢idn.

b) La poblacién mixta debe ser cap2z de crecer y de-
gradar en consecuencia de las substancias presen-

tes en el residuo.

c) Los organismos deben crecer de forma tal que pue-
dan sedimentarse en el clarificador en un tiempo

razonable.

|



Desde el punto de vista ecoldgico, se requiere obtc -
ner las condiciones para gque crezcan los organismos que son de-
seables, lo cual se logra generalmente mediante la variacién de
las condiciones ambientales, hasta encontrar las que permitan -

lograr el objetivo anterior.

Como se menciond anteriormente, el objetivo del proce
so es el de crecer una poblacidn heterogénea scbre un residuo -
cuya caracteristica principal es la de ser un medio diluido si
se compara con los medios que se emplean en el laboratorio para
el cultivo de microorganismos. Para la medicidén de la concen -
tracibn de sustrato oxidable en los residuos se han establecido
pardmetros tales como la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), -
que indica la cantidad de materia oxidable por los microorganis
mos que se encuentren presentes en el residuo, a través de la -

cantidad de oxigeno que se requeriria para lograrlo.

Estudios realizados hasta ahora (10, 15, 16 y 17) - =
muestran los principales grupos de organismos, asi como la fun-

cidén que desempefian, pudiendo catalogarse como sigue:

a) Hongos. Los hongos que se han identificado son -
bdsicamente de los géneros: (Cladospordium, Margard
nomyces, Aureobasidium,Geotrichum y Thichodeama;
aunque esporddicamente se han reportado hongos -~
pertenecientes a los géneros: Mucor, Rhizopus, As
pengillus, Penicillium, Fusarnium, Myrothecium, -
Giocladium y Phialophonra.

Se ha sugerido (V. Lbpez M. comunicacién personal)
que la presencia de hongos en los fléculos (cons-
tituidos principalmente por bacterias), pueden te

ner un papel importante en la sedimentacién.

También ha sido detectada la presencia de levadu-

ras de los géneros; Cdndida, Rhodotordla, Turulop



844 Y Trnicosporum, las cuales pueden ser importan

tes en la degradaci6tn de materia orgénica.

Un caso especial, lo constituyen los hongos que -
atrapan rotiferos y nem&todos, los cuales son res
pectivamente identificados, como Zoophagus Ansdi- -
dians y Anthrobotrys, los cuales ademds de sapré-
fitos son predadores de organismos indeseables -
pues originan problemas en la sedimentacién de -~
los lodos,

ety .

b) Protozoarios. Entre los que se han encontrado en
forma més abundante en los lodos activados, se -~
tiene que la mayoria de los géneros pertenecen a

la clase de los Ciliados, Flagelados y Rhizopodos.

Se ha detectado que estos organismos tienen acti-
vidad saprofita aunque no tan intensa como las -
bacterias y ademds actdGan como predadores de orga

nismos unicelulares, principalmente bacterias.

—ty

¢) Invertebrados. Entre los invertebrados presentes,
se pueden citar a los Rotiferos y a los Nemé&todos

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 b&sico de la cade
na tr6fica presente (17). Las bacterias predomi-
‘nantes son sapr6fitas, ésto es, que obtienen la -
energia y los nutrientes por la descomposicién -
progresiva y la eventual desmineralizacién de los
compuestos orgénicos en los desechos, sin embargo
algunos géneros y en especial las bacterias nutri
ficantes (Nitrosomonas y Nithobacter) son quimio-
litotré6ficas, siendo capaces de sintetizar su pro

pio material celular a partir del carbono inorgéa-



nico, por la utilizacién de energfia en la oxida -
cién 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 biolbgicos (42), ésto implica, des
de el punto de vista ecolbgico, que es més espe -
cializada y sujeta a grandes presiones de selec -
cibn (28) .

La caracteristica principal que permite que las -
bacterias lleven a cabo, de manera eficiente, la degradacibn de
materiales de desecho, en comparacibn con otros organismos, es
ademis de su gran capacidad metabblica, su tamano pegueno, lo =
que da una relacién &rea~volumen celular muy grande comparada -
con organismos de mayor tamano, ésto aunado a que su capacidad
para intercambiar nutrientes y catabolitos con el liguido es -~
~ también maybr. b

Bl estudio écolégico de las bacterias en las plan
tas de tratamiento, al igual que en otros habitats, puede lle -
varsc a cabo por: Microscopia, por técnicas de cultive y por -
técnicas metabdlicas. El principal uso de las técnicas de mi -
croscopia y de cultivo radica en la obtenci6én de cuentas via- -
bles y totales de células que se utilizan para el estudio de po
blaciones. Para la estimacién de biomasa, velocidades de creci
miento especificas y substrato consumido, los métodcs metab8li-
¢os Y cinéticos son més adecuados.

Pocas bacterias tienen forma distintiva como para
permitir que se reconozcan microsc6dpicamente, asi las bacterias
seon generalmente identificadas por sus reacciones en cultivos -
Pures y con pruebas bioguimicas especificas. Una cuarta opcibn
es la investigacibn de los flujos energéticos en los diferentes
niveles tr6ficos de la cadena alimenticia de sistemas de trata-
miento, &sto es tebdricamente atractivo. Porqué una recircula -



ci6n eficiente del desecho suponc que habrifia la minima reten- -
ci6bn de cnergia cn el ecosistema para la producci6n de matceria-
les celulares en forma de lodo y que mucha energfa seria disipa
da en la oxidacibn de contaminantes orgfnicos a bioxido de car-

bono, agua y amoniaco (41).

Aunque la estabilizaci6n de los desechos en los lodos
activados es el resultado de la actividad microbiana, pocas in-
vestigaciones han sido conducidas al estudio de la microflora -
de los lodos activados. Después de los experimentos pioneros -
de Butterfield (8) se supuso que, generalmente, Zooglea ramige-
na era la Ginica bacteria capaz de estabilizar el desecho liqui-
do con flb6culos biol6gicos prefabricados por estos organismos.
Heukelekian y Littman y Wattie (41) trabajarcn también en el -
aislamiento de Z. namigera de lodos activados. Sin embargo po-
co despuéé se cuestioné si otros formadores de fléculos estaban
- involucrados; Mc Kinney (36 y 37) aisldé algunos otros formado -
res de flbculos en lodos activados , estos organismos fueron no
5610 capaces de producir flb6culos, sino que también estabiliza-

ban la materia orgénica.

Una vez que se descubrid el papel que Z. tamigera de=
sempenaba en el sistema se empezaron a implementar técnicas y -
métodos para aislar e identificar a la poblacién aerobia bacte-
riana, con el propbsito de conocer la estructura de la pobla- -
cién de los lodos activados y el papel gue los microorganismos

juegan en el sistema de lodos activados.

Los métodos cl&sicos para describir poblaciones bacte
rianas son aguéllos en que se aislan e identifican un ndmero su
ficiente de cepas al azar, esta labor puede simplificarse si se
usa la técnica de réplica en placa, como en los estudios de =
Prakasam y Dondero (44 y 45) y Lighathart y Oglesby (33), o por
el método de multiinoculadores (26 y 27) que es utilizado para

inocular diferentes medios para las pruebas utilizadas en la -



identificacibn.

Una modificacién del método de Harris de frecuencia -
de dilucibn en placa es actualmente utilizado para la estima- -
cién de poblaciones mediante el método estadistico del nlmero -
mas probable (NMP). Datos cuantitativos o semicuantitativos ob
tenidos por tales métodos esté@n disponibles para su andlisis de
correlacidén (33, 45 y 47). Todos estos métodos son capaces de
dar una descripcibén mls o menos compleja de las reacbiones del
ecosistema a los cambios a los que estd sujeto, los cuales ori-
ginan variacién en los microorganismos presentes bajo condicio-

nes fluctuantes de operacidn.

La mayoria de las bacterias descritas para lodos acti
vados corresponden al tipo de los bacilos Gram negativos con =
muy pocos ejemplos de bacterias Gram positivas, lc cual se mues
tra en la Tabla 1, observandose predominancia de los géneros -

Pseudomonas, Achromobactern, Favlobactenium Bacillus y Zooglea.
DETERGENTES.

Por otro lado existen varios problemas en el trata- -
miento de aguas y en el control de la contaminacién que no son
de origen_ mlcrobloléglco y que sin embargo podrfan contribuir -
al conocimiento de la ecologia de este ecosistema, entre los -~
que se presentan en las plantas de tratamiento de lodos activa-
dos se encuentra la presencia de grandes volGmenes de espuma .-
(50) , provocada por la fuerte aereacibn utilizada en el sistema
Y que se debe a la presencia de detergentes que es uno de los -
problemas graves que necesita ser resuelto de inmediato, no s&6-
lo por su presencia en las plantas de tratamiento sino porque -
se ha detectado en cuerpos de agua natural como rios y lagos, -
sobre todo en donde éstos son el punto de desembocadura de aguas
de desecho ya sean industriales, domésticas e inclusoc agricolas.

Aunado a é€sto se han observado efectos que el detergente tiene



TABLA I

PRINCIFALES GENERCS DE BACTERTAS REPCRTLDOS E!
ESTUDIOS TAXONOMICOS DE LODOS ACTIVADOS

Género - Referencia No.
Pseudomonas (4), (52}, (33}, [43], (38) [(*)
Comamonas (19}
Lophomonas (*)
Nitrosomenas ¥}
Zooglea | (8i, (19), (36], (*])
Sphaerotilus [¥}
Azotobacten (19)
Ch&omobacrekimJ (4)
Achnomobacten (19). (38), (4}, (33); (%]
FLavobactendum (52), (33}, (1), (43}, (36}, (%)
I,-izcaugane‘s (33), (36)
" Bacillus (431, (36), (33), (*}.

(*) Tomado de la referencia No 42.



sobre las poblaciones, lo que lleva a revisar brevemente el desa

rrollo de este tipo de compuestos.

Se depomina detergente a aquél compuesto cue tiene una
porcidn hidrofdébica y otra hidrofilica y que es capaz de cunplix
una funcitn limpiadora sin causar corrosién o abrasidn (2}. La
presentacidn comercial de los detergentes incluve ademis de los
grupos anteriores, gue constituyer su principic activo, una se -
rie de compuestos como fosfatos, carbonatos y silicatos gue ac -
tGan como formadores en las formulaciones.

La combinaciln entre grupcs hidroidbicos e hidrofili -
cos asi como la estructura de é&stos puede ser ilimitada y de es-
ta manera sc¢ obtiene una gran variedad de detergentes que puede
satisfacer en forma total o parcial los requisitos mencicnados.
Lag substancias de superficie activa se clasifican de acuecdo a

la forma comc se disocian en el agua en los siguientes tipos:

Anibnicos. Son los gue al disociarse generan una carga hegativa
Yy en general son derivados de grupos sulfonatos, sulfato o car -

boxilo.

No Idbnicos. Contienen grupos hidrofilicos que no se disocian de
manera apreciable en solucidén acuosa. Son de gran importancia -
comercial ya que comprenden del 20 al 25% del volumen total de -

detergentes.

Catibnicos, Son los que al disociarse generan una carga postivi
Qa. Son derivados de sales cuaternarias de amonio; su uso estd
restringido ya aue son caros y no tan efectivos como los anidni-
COSs.

Dentro del primer grupo de detergentes pasdemos citar a los alguil
bencensulicnatos (2BS) que estdn constituides por una cadena al-

guilica ramificada y un fenilo substituido ccn un grupo sulfcna-



to y sc¢ cncuentran entre los detergentes que hicieron su apari -
cibn a finales de la Segunda Guerra Mundial debido a que en este
periodo hubo una gran escasez de &cidos grasos que son el compo-=
nente principal de los jabones, por lo gque éstos tenian gue ser
substituidos. Los ABS son ampliamente usados por sus excelentes
propiedades de detergencia, su bajo costo y por las propiedades

fisicas de su formulacidén (9).

Como ya se menciond, estos productos causan serios es-
tragos en diferentes ecosistemas acufticos, aungue es importante
mencionar que tales problemas no s6lo son debidos a las propieda
des de superficie activa de los detergentesx sino que contribu -
yen a ellos la gran cantidad de fosfatos qué se adicionan en las
formulaciones comerciales para cumplir otras funciones. Con el
propdsito de encontrar la solucién al problema mencionado se rea
lizaron un gran nmero de trabajos, encontr&ndose como las cau -

sas principales las siguientes:

a) Cadenas Olefinicas muy ramificadas.

b) Gran nimero de Substituyentes

En paises desarrollados se opt6 por cambiar este prin-
cipio activo por otro cuya estructura fuese mds accesible al ata
que microbiano, asi se introdujeron los alquilbencensulfonato 1i
neales (LAS), cuya estructura no es ramificada por lo gue son -
biodegradados m&s répidamente, sin embargo en nuestro pais este
campbio no se ha realizado y se siguen utilizando los ABS ramifi-

cados.

Los detergentes al ser vertidos en diferentes cuerpos
receptcres entran en contacto con los microorganismos de manera
gue pueden ser biodegradados si las condiciones fisicas son ade-

cuadas.

De los estudios que sobre biodegradacibén de detergen -



tes en el sistema de lodos activados se han realizado, se tiene
que son tres los requisitos para probar la biodegradabilidad de
un detergente: los métodos analiticos, el agente biolégico y -

las propiedades y el tipo de detergente a utilizar (50).

Cibulka (12) describe un programa para comparar la -
capacidades degradativas de cultivos puros y mixtos de bacte- -
rias en lodos activados y sus resultados no van méas alld de la
seleccién de los parémetros de operacién que deben ser usados -
en las pruebas de Warburg. Mc Kinney (35) en experimentos pre -
vios a éste, indicd que lodos activados preparados a partir de
cultivos puros, previamente aislados de lodos activados, fueron
menos eficientes que los lodos mixtos en la eliminacién de la -
DBO.

Bernarde y Col (6) observaron que la porcién sulfona-
to del ABS puede ser atacada por ciertos cultivos puros y mix--
tos si se adiciona glucosa como fuente de carbono. Posterior -
mente Hovart y Koft (30) utilizando cultivos puros de Pseudomo-
nas sp, HK-1 en un medio con sales y glucosa, demostraron la su
ceptibilidad del ABS a la degradacién por el ataque microbiano,

mediante cometabolismo.

Existe un gran nmero de publicaciones sobre degrada-
cidn de detergentes, en los que cada autor fija las condiciones,
los sustratos y los sistemas que emplea para estudiarlos lo gue
da por resultado que los valores de degradacibén obtenidos no -
sean facilmente reproducibles y que presenten una gran varia- -

cibn de un experimento a otro siendo entonces pocc comparables.

En México, los estudios que el Instituto de Ingenie -
ria de la UNAM ha hecho sobre pruebas de biodegradabilidad (31),
tienen caracteristicas similares a las mencionadas (poca repro-
ducibilidad), ya que emplearon en sus estudios tres tipos dife-

rentes de detergentes, los cuales fueron evaluados en tres sis-



temas, peceras, nefelométricamente y en plantas de tratamiento

operando en ocasiones en lote o en continuo. Obviamente sus re
sultados presentan grandes | luctuaciones ya que sus valores van
desde 50% en plantas de tratamiento hasta un 98% en peceras adi

cionadas de nutrientes y leche.

Finalmente y con el prop6sito de dar fin al problema
mencionado la Organizacidén para la Cooperacién Econbmica y el -
Desarrollo (OECD) asi como la Asociacibn Americana de Jabones y
Detergentes, dictaron una serie de medidas tendientes a estanda
rizar las pruebas que debe satisfacer un detergente para ser -~

considerado bicdegradable o no (39).

Dada la importancia comercial de los ABS se han reali
zado numerosas investigaciones para el estudio de biodegrada- -
cibn destacando entre ellas la de Higgis y Burns (29) guienes
proponen las siguiehtes rutas metab6licas para la degradacién -
del ABS.

Estos autores proponen que algunos microorganismos, -
probablemente absorven y metabolizan el ABS, siguiendo una de -
sulfonacidn extracelular del detergente, siendo el punto ini- -
cial del ataque el grupo metilo terminal del lado de la cadena
alquilica. Esta reaccidn es catalizada por un alcano monooxige

nasa.

RCHZCH3 + 02 + H2 RCHZCHZOH + H20 + X

X es usualmente NAD o NADP y el sistema enzimdtico contiene al
citocromo P-450 6 rubredoxin. El alcohol formado en esta reac-
cidén es convertido, por via del aldehido, a &cido carboxilico -
por dos enzimas deshidrogenasa:

Nap” napH + HY NAD' NADH + H'
RCHZ'CHZ'OH — + RCHZ'CHO :RCH2COOH

La capacidad de oxidar un grupo metilo a un grupo car




boxilo de esta manera ecstd muy cxtendido entre los microorganis
mos. Como los primeros pasos involucran la incorporacién de -

una molécula de O el proceso c¢s dependiente de condiciones ae

2
rébicas. El1 siguiente paso en ¢l mctabolismo de los ABS involu
cra la oxidacién de la porcién acida alcanoica a unidades de -
Acetil Co A aunque la [f- oxidacidén no es cl Gnico proceso invo-
lucrado en la degradacibébn de la cadena, ya que el ciclo del - -
glioxilato puede ser otra via. Los atémos de carbono son casi

siempre detectados por sustratos con atdémos de carbono iguales

y viceversa sugiriendo que estd involucrado el proceso de -8 -

oxidacibn.

Las preparaciones comerciales de los detergentes con-
tienen todos los isbémeros del ABS excepto el 1-fenil. En todos
los casos la cadena alquilica es atacada, probablemente, para -

producir &cido benzoico o &cido fenilacético.
C=CC~-C~-C~C=C—~C—=C~-C CHZCOOH

OXIDACION TERMINAL N
8- OXIDACION, DESULFONACION

SO3Na Ac. FENILACETICO
COOH

Ac. BENZOICO

Usualmente por este proceso, el grupo sulfonato 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.



Algunos cultivos puros de bacterias que crecen en ABS
s6lo degradan el lado de la cadena alguilica, aungque muchos cul
tivos puros y mixtos degradan tamkién el anillo aromatico. Los
productos formados después de lea degradaciéOn de la cadena y la
desulfonacidén (benzoato y fenilacetate) son ademés metaboliza -
dos a difenoles (p.j. catecol) por una monooxigenasa antes gue

el anillc se rompa.

La remocidén del grupc sulfonato de los ABS es un paso
importante en su bicdegradacifn, de los estudios que se han rea
lizado con més detalle se encuentran los de Bac{lfus en el cua
se encuentran involucradas dcs enzimas en la foimacidn del sul-
fato, la enzima de desulfonacidn misma y un sulfito citocromo C
oxido reductasa. El producto inmediato es muy probablemente un
sulfito el cual puede ser oxidado a sulfato. El mecanismo para
la reaccidn no es totalmente cornocido, pero se sugiere gue pue-
de estar inﬁolucrado un ataque hidroxilativo scbre el grupo sul
fonato;

RSO, + H.O—: ROH + 2HT + SO

3 2 3

También es vosible que la enzima catalice una monooxigenacifn:

RSO.H + O. + NADH + HT—ROH + H.O + SO~ + nap’

3 2 2 3

en algunos crganismos, sin embargo, el producto es un fenilalca
ncato no hidroxilado indicando que un mecanismo reductivo esté
involucrado:

RSO, + NADH + gt r-g + naDT H,50,

El estado de biodegradacién en el cual ocurre la de -
sulfonacidn varia entre los diferentes microorganismecs. Esto -
es una e?idencia de que, en muchos casos, la desulfonacibn ocu-
rre extracelularmente, en la superficie exterior del organismo
y que a ésto corresponde que el fenilalcano sea tomado y metabé

lizado,

Un aspecto interesante e importaente en las investiga-



ciones recientes dentro del metab6lismo microbiano del ABS se ha
revelado para Pseudomonas putida en la cual parece ser que mu- -
chas de las enzimas codificadas extracromosomicamente. Esto se

supuso cuando se encontrd que cultivos puros perdian frecuente -
mente su habilidad para degradar ABS después de muchas resiembras
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-
gradacidén de detergentes es la toxicidad, ya que grandes concen-
traciones de detergentes pueden danar o inhibir a las bacterias
de tal manera que éstas sean incapaces de efectuar una degrada -
cibén que tal vez pudiera llevarse a cabo en presencia de concen-

traciones m&s bajas de detergentes.

Los efectos que el detergente tiene sobre las bacte- -
rias han sido estudiados por Glassman (25), Putnam (46), Fischer
(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, asi
se tienecatiénicosa PH neutro son generalmente més t6xicos: su
efectividad se incrementa a valores de pH mayores y disminuye a

valores mé&s bajos (54).

La accién antibacteriana de los detergentes puede dis-
minuir considerablemente por la presencia de protefinas o algtn -
otro tipo de materia orgédnica. Bacterias de diferentes especies
pueden mostrar amplias diferencias en sensibilidad a un detergen
te dado. En general las especies Gram positivas son mds sucep =
tibles a los detergentes anibnicos que las Gram negativas, aun -
que con detergentes catidénicos ambos tipos de bacterias se ven -
afectadas, encontrdndose ademds que un incremento en el tamano -
de la cadena de los anibdnicos parece volverlos méds t6xicos. Por
otro lado los detergentes conservan sus propiedades espumantes -

en aguas naturales, en concentraciones tan pequenas como una par



te por millén, por lo gue su presencia reduce la velocidad de ab

sorcién de oxigeno en el agua (50).

Finalmente si los detergentes son s6lo parcialmente de
gradados en las plantas de tratamiento, una porcibén considerable
de ellos es descargada en rios y lagos, lo que necesariamente -
tendrd un efecto negativo en la Vida presente en ellos. Lo ante
rior permite Qer que la alternativa m&s viable para evitar estos
danos ecolbgicos es cambiar el principio activo de los ABS por -
LAS y moderar el uso de aditivos en la formulacidén comercial, pe
ro como en nuestro pais por diversas razones este cambio no se -
ha realizado y es dificil ademé&s que se realice a corto plazo, -
siendo éste un problema gue amerita trabajar en €1, por lo que -

para este estudio se plantean los siguientes objetivos:
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OBJETIVG:

Realizar la caracterizacién de la poblacién heter6tro-
fa bacteriana aercobia gue predomina en un sistema de lodos acti-
vados, evaluar el efecto que los detergentes tienen sobre ella y

estudiar su capacidad para degradar detergente.



MATERTIAL Y METODOS

Se establecieron 3 etapas de trabajo para conocer la

biologia de los lodos activados en condiciones Optimas para la

remocibn de materia 6rganica y poder establecer la relacibén con

la degradacién de detergentes (7).

1.

Se determiné la poblacidén microbiana que se encuentra en el
sistemas de lodos activados en ausencia de detergente. Eva
luandose desde un punto de vista cualitativo y cuantitativo

a los grupos microbianos presentes.

Se estudidé el efecto que dos concentraciones de detergente
tienen sobre la flora microbiana presente comparéndola con
el experimento de la primera fase, el cual sirvié como tes-

tigo.

Consistid en la caracterizacibén microbiana de las cepas pre
dominantes que se aislaron en la primera y segunda etapa. -
Dicha caracterizacidn se realizb hasta nivel de familia en

forma general, aunque en algunos casos llegé hasta género.

El principal logro de esta etapa es tratar de predecir en -
funcién de las caracteristicas bioquimicas y fisiolb6gicas -
de las cepas dominantes la capacidad que el sistema tendréa

para remover o no a los detergentes, asi como las caracte -
risticas que el sistema de lodos activados tendrd cuando se
encuentre en presencia de las cantidades de detergentes uti
lizadas. Ademds de realizar la comparaciédn mencionada, las
cepas aisladas de la segunda etapa, se probaron en cuanto -
al efecto que en forma individual tienen sobre los detergen
tes lo que constituyd la prueba de degradabilidad de este -

estudio.

Las dos primeras etapas fueron en realidad el proceso de -
conteo y aislamiento de los microorganismos empleados en la

tercera, lo gue se describe a continuacién:
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PRIMERA Y SEGUNDA ETAPA.

1.

MUESTREO.

Anterior a este trabajo, el sistema de lodos activados fué

optimizado para remover materia orgénica y corresponde a un
sistema con mezclado completo y recirculacibén interna, sim-
plificando la operacidn del mismo (38) (Figura 1). E1 sis-
tema consta de dos partes principales, un tanque de aerea -
cidn en donde se desarrolla la flora microbiana responsable
de la degradacidn de la materia orgdnica y de un tanque de

sedimentacidén o clarificador secundario en donde los séli =~
dos suspendidos se separan y permiten en consecuencia tener
un efluente libre de material en suspensidén y al mismo tiem
po una recirculacién de lodos continua 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 -
cibén y sedimentacidn, sbdlo separadas por una mampara desli-
zable en la forma como estd descrito por Eckenfelder (21).
El material empleado para su construccibén 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 aereacidn en donde es aereada y mezcla
da por efecto de los difusores de aire (2) que estdn conec-
tadas a la linea de aire y a un rotametro (3). Una vez -
transcurrido el tiempo de contacto {@h} 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 propbsito de
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evitar los efectos de esquina en la unidad.

a)

Parimetros Matematicos.

Como ya fué demostrado, (24) el modelo al que corresponde el
sistema que en forma esquematica se representa en la Figura

2, estad dado por la ecuacibn:

o Bpthe < BEy MG, & AL e (1)
Y@c
En donde:
S. Concentracidn de materia orgénica a la salida del sis-

tema (g DQO/1).
Concentracidén inicial de materia orgdnica (gDQO/1).

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

0 . Tiempo medio de residencia celular (dias).
X. Concentracién celular en el tangue de aereacibén (gSSV/1)

Oh. Tiempo medio de residencia celular hidr&ulico (horas) -

Kd. Constante de muerte (dias "1).

El tiempo medio de reside:cia celular esté& definido como el
tiempo que permanece una particula microbiana en el sistema

y estéd dado por:
vV X

e: 000000400009-0(2)
c
QO X + X, (0-0, )

En la ecuacidn 2, cuando el clarificador funciona eficiente-

mente, Xe es practicamente .gual a 0, i1c que nos da:

0 = R R R T T 7 W Rt
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La ecuacibén 3 implica la posibilidad de calcular Gc con sb-
lo conocer el valor de QW (flujo de lodo desechado) y el -
volimen del tanque de aereacibn para una concentracidn ce -

lular constante.

El tiempo de residencia hidrafilico se define como:
Y 4

g, = R —

h — Q

Donde Q es el flujo de agua residual alimentada al sistema
(1/hr.).

La ecuacién 1 permite conocer la calidad de un efluente cuan
do se conocen sus caracteristicas (SO), el tipo de reactor -

(Gh) y el sistema microbiano (Y, OC y Kd).

En nuestro caso, para una carga orgénica S una concentra -

'
cidén celular X y un flujo de lodo de desecgo QW constante y
necesario para mantener la concentracidén celular en el valor
requerido, se calculo el valor de @C con la ecuacibn 3 y el
valor de Kd al substituir todos los valores anteriores en la

ecuacidn 1.

Paré@metros Fisicoquimicos.

Los parametros de disefio manejados en el modelo son:

Concentracidén celular, medidos como s6lidos suspendidos véla
tiles (SSV).

Concentracidn de sustrato S
oxigeno (DQO).

o’ medido como demanda quimica de

En forma adicional se hicieron determinaciones de s6lidos -
suspendidos (SS), sblidos sedimentables (SD), cxigeno disuel
to (OD), pH, temperatura, respiracidén e indice volumétrico -
de lodos, todos medidos en el tanque de aereacidén. También

se midieron las demandas quimicas de oxigeno del agua de ali

mentacién y del agua tratada.
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Detergentes.

Los detergentes empleados en el estudio corresponden a los
reportados en otra comunicacidén (22 y 24) y son en general
de tipo industrial. La concentracidén de ellos en los estu-
dios se determind como substancias activas al azul de meti-
leno (SAAM) que es una forma de medir los detergentes de ti

po anidnico,

Todos los parédmetros mencionados se evaluaron siguiendo la
metodologia recomendada por los manuales de andlisis de -

agua y agua residual (11 y 34).

Las condiciones de operacidn en las que se trabajé fueron -
las 6ptimas encontradas para la remocién de materia orgéni-

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

Sy = 500 T 25 mg DQO/1  -X= 1250 mg SSV/1

Gh=6 h

En cada caso el estado estacionario se consider6 alcanzado

cuando 3 ﬁalores de @c eran similares lo que se logra en un
periodo de aclimatacién de 10-15 dias. En la primera etapa
se trabajo sin detergente y en la segunda se realizd con 10
Y 50 mg/1 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

composicidn se muestra en el apéndice No.l.

El procedimiento seguido para la toma de muestras de la uni
dad consistid en quitar la mampara deslizable para permitir
que la unidad se homogenizara durante 5 minutos. Se tomd -
una muestra de 100 ml en un matraz Erlenmeyer previamente -
esterilizado y se procedid a homogenizar en una licuadora -

esteril durante dos minutos.



CUANTIFICACION MICROBIANA.

Si se requiere terminar el tamano de la poblacibn bacteria-
na, se puede recurrir al método de recuento de microorganis
mos Qiﬁos, el cual se basa en el hecho de que, a partir de
cada microorganismo Qiﬁo se desarrollara una colonia (13).
Dentro de estos métodos se encuentra el procedimiento de -
cuenta en placa o cuenta Qiable que proporciona una medida
de la densidad de las bacterias, las que combinadas con el
medio adecuado indicar& el nGmero de los organismos heterd-
trofos, aerobios y/o anaercbios facultativos en el agua.
Esta es una medida empirica, ya que las bacterias crecen -
aisladas, en pares, en cadenas, racimos o paquetes y es di-
ficil que un medio de crecimiento y una serie de condicio -
nes ambientales puedan satisfacer los requerimientos fisio-
ldégicos de todas las bacterias en una muestra de agua. Con
secuentemente el nfimero de colonias puede ser substancial -
mente mads bajo que el nimero real de bacterias viables pre-
sentes (11), es decir en general la cuenta viable hace una

seleccidn de la poblacidn.

Si se requiere una cuenta total el método de conteo directo
en microscopio, en general d& Valores mas altos que el méto
do de conteo en placa. Desafortunadamente, el conteo micros
cbpico incluye no sbélo a las bacterias vivas sino también a
las bacterias muertas. El método aqui usado es una modifi-
cacidn del método propuesto por Trolldenier (51), el cual -
se basa en que después de anadir naranja de acridina, las -
bacterias ﬁivas presentan una fluorescencia, verde, mientras

que las bacterias muertas presentan una fluorescencia roja.

Para propdsitos de establecer alguna posible relacidn entre
estos dos métodos de muestreo, en este trabajo se utiliza -

ron ambos y las metodologfias son las siguientes:



a)
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Cuenta Viable.

Se emplearon dos medios de cultivo de los recomendados -
por la literatura (42) para este tipo de pruebas y que -
son: agar nutritivo y casitona-glicerol-extracto de leva
dura (la composicién detallada de los medios de cultivo

se muestra en él apéndice No.l), 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 -
hismos que se desea evaluar, se estudibé el efecto que la
dispersibn de flbéculos en licuadora tenia sobre los valo

rYes de la cuenta viable obtenida.

Finalmente y considerando que los lodos activados traba-
Jan a temperatura ambiente se experimentaron las tempera
turas de 20, 25 y 37°C para encontrar aquella en donde -
se presenta el méximo crecimiento.

De los experimentos mencionados se seleccioné el medio -
CGY la inoculacibn con dispersién y la incubacibén a 25°C
(?er resultados) . Con estas condiciones se midi6é la - -
cuenté.ﬁiable al experimento de la primera etapa y a las
dos de la ‘segunda, siguiendo el procedimiento que se des
cribe a continuacidén;

A la muestra de lodo tomada de la unidad en cada caso se
colocd en un vaso de licuadora estéril y se dispersd du-
rante 2 minutos, Enseguida se prepararon diluciones de
las muestras desde 10'—1 hasta 1077 mediante la adicibn -
sucesiva de 10 ml de cada dilucién a botellas de dilu- -
cién que contenian 90 ml de agua estéril.

5

De las diluciones 10 7, 107°

7

y 107/ se tomaron por tri -

plicado alicuotas de 0.1 ml y se depositaron en cajas de
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petri que contenfian medio CGY estéril y solidificado, -
dicha alicuota se dispers6 en la superficie 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 25°C (Hotpack Co USA), La cuenta viable se realizb -
mediante el conteo directo de las colonias desarrolla -
das y el valor reportado es el promedio del triplicado

de la dilucidn que menos variacibén present6.

Los muestreos y las cuentas se efectuaron diariamente -

durante 10 dias.

Cuenta total.

A la misma muestra que se dispersd para cuenta viable -
posteriormente se diluy6 10 veces con agua estéril y se
dispersé 5 minutos md&s en licuadora, 4.5 ml. de dicha -
dilucién se colocaron en un tubo de ensayo con tapén de
rosca y se le adicion6 1 ml de una solucibn de agar bac
teriolégico (Biox6n*) al 1%, lo anterior es con el fin

de aumentar la viscosidad del medio y disminuir la movi
lidad de las bacterias, El tubo de ensayo se agit6 vi-
gorosamente en un vortex (Lab~line Mod supermixer 1290)
y se tomé una alicuota que fué colocada en una cédmara -
de Petroff-Hausser (C.A. Hausser & Son. Phila USA), di-
cha alicuota se tino con una solucién 1/10000 de naran-
ja de acridina (Sigma) se dej6 secar a temperatura am -

biente y se observd a inmersibén 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 nGmero total de microorganismos se calcul6 de la si -
guiente manera: .
Ct= Cm x 20000 x 12.2 x 10° bact/1

= Cm ¥ 2,44 x 1011

en donde:
Cm= nlmero de promedio de bacterias contadas al
microscopio.

20000= Conversidn del vollmen de la cémara de -

Petroff-Hausser a mm3.

12.2= Factor de dilucibn.

106= Conversién de rnm3 a litros.

CRITERIOS DE AISLAMIENTO.

En ambas etapas al realizar la cuenta viable, el hecho de ha
cer un recuento de las colonias permitié llevar a cabo obser
vaciones sobre las caracteristicas que las colonias presenta
ban y de una forma indirecta tener una idea sobre la diversi
dad de los grupos bacterianos presentes en el sistema, asi -

como la frecuencia de los mismos.

Lo anterior necesariamente (acorde con el objetivo del traba
jo) condujo a un criterio de aislamiento y seleccién para ob
tener las cepas con las cuales llevar a cabo la caracteriza-
ci6én a nivel de familia.

Durante la primera etapa, el criterio seguido consisti6 en -
aislar las cepas que presentaban caracteristicas diferentes
con el propdsito de tener una idea sobre la diversidad ini -
cial de microorganismos en el sistema y en la sequnda etapa
el criterio fué la frecuencia con la que los microorganismos
se presentaban y poder asi medir el efecto selectivo ejerci-
do por las condiciones de esta etapa en la poblacién del sis
tema.



Los criterios de frecuencia y diversidad los dieron las ca-
racteristicas macroscbpicas de las colonias, figurando entre
las mds importantes durante la primera etapa: tamano de la -
colonia, pigméntacién y forma, adicionalmente en la segunda
etapa: bordes, elevacifén, luz transmitida, luz reflejada, as
pect6 y superficie.

TERCERA ETAPA.

1.

CARACTERIZACION MICROBIANA.

Con el fin de identificar en la medida de lo posible a los
diversos grupos bacterianos del sistema que sirvieron como -
indicadores de las caracteristicas ganadas o perdidas, se -

llev6é a cabo la caracterizacibn siguiente:

Se identific6, siquiendo los criterios de Cowan (14), a ni -
vel de grandes grupos (Familias) a las poblaciones de bacte-
rias aerobias heterétrofas 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 predominaron =

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

Es importante mencionar que estos criterios proponen una se-
rie de pruebas suficientes para ubicar, en algunos casos, a

ciertas cepas a nivel de género, razén por la cual en la pri
mera caracterizacién no se realizaron todas las pruebas que

proponé el autor, pues no era necesario para saber a que fa-
milia pertenecian. En la identificacién a nivel de género -
se realizaron todas las pruebas propuestas, por lo menos las
que pertenecen al grupo de las primarias, puesto que las se-
cundarias sb6lo fueron necesarias en algunas de las cepas a -
identificar. Asi 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 o0 en el nGmero de

repeticiones y/o metodologias empleadas. Esto se especifica



en mids detallé eh el desarrollo de las técnicas utilizadas -

en cada caracterizacién.
Cowan y Bergey, proponen utilizar un nGmero determinado de -
pruebas para hacer la identificacibén, unificando estos crite

rios se puede hacer una divisi6n de las pruebas como sigue:

a) Pruebas Primdrias.

Con este nombre se conoce a las pruebas que permiten la

ubicacién inicial de una cepa en alguno de los ordenes -
conocidos a la fecha. Como las més importantes de éstas
tenemos: tincién de Gram, movilidad, requerimientos de -
oxigeno, requerimientos nutricionales, esporas, catalasa,

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

Para asegurarse que se estd trabajando realmente con cul
tivos puros se hace un examen microscbépico de las colo -
nias, en donde se incluye la observacibén de las caracte-
risticas como son: forma, bordes, elevacibn, luz transmi
tida, luz reflejada, aspecto, consistencia, superficie y
color. Se realiza también un examen microscé6pico de la

célula, en donde se observa su forma, la presencia de es
poras, inclusiones, si es posible observar tanto en mi -

croscopio compuesto como en el de contraste de fases.

Las pruebas mencionadas, como ya se dijo se aplicaron -
tanto a las cepas aisladas durante la primera etapa como
durante la segunda.

Pureza. La pureza de los cultivos se verific6é en creci-
mientos obtenidos a partir de las cepas conservadas a -
4°C en medio CGY y resembradas por estria cruzada en - -
Agar nutritivo e incubadas a 25°C durante 48 hrs. Una -
vez obtenido el cultivo, se observd microsc6picamente ta
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mano, pigmento y forma colonial. Al microscbépio (Stan -
dar K 7 Zeiss, West Germany) se observd morfologia, pre-

sencia de esporas y se realiz6 tinci6n de Gram.

Adiciohalmente a las cepas aisladas durante la segunda -
etapa se les hicieron preparaciones frescas y tincién de
Gram a las 12, 24, 48 y 72 hrs.,y se observaron tanto en
microscbébpio compuesto como en el de contraste de fases.

Las caracteristicas coloniales observadas fueron: forma,
bordes’, elevacibn, luz transmitida, luz reflejada, aspec

to, consistencia, superficie y color.

Movilidad., En las cepas de la primera etapa, los culti-
vos se sembraron por picadura en tubos con medio sélido
para ﬁovilidad incubdndose a 37°C durante 48 hrs. La -
prueba se considera positiva si hay dispersién del creci
miento dentro del tubo.

Las cepas aisladas durante la segunda etapa se probaron
ademés en los medios de SIM, Craigie y B-105. En SIM -~
los tubos conteniendo medio se sembraron por picadura y
se incubaron a 26°C por 40-72 hrs.,observdndose la zona
de crecimiento. En el de Craigie los tubos de hemolisis
con el medio inclinado y un tubo de medio para contener
el inbculo en el centro se inocularon con pipeta Pasteur,
incub?ndose en las mismas condiciones que el caso ante -
rior ¥ observando la forma como se obtuvo el crecimiento.
Finalmente en el caso del medio B-105 los tubos de hemo-
lisis se sembrardédn por picadura observando el crecimien-
to transcurrido un periodo similar de incubacidn (48 hrs.
a 25°¢) .

Prueba O/F.- Para las cepas de la primera etapa se utili
zaron los medios de Hugh y Leifson y el medio rojo de fe

nol.



= 30

En el primer caso los tubos con medio liquido fueron sem
brados por asada e incubados a 37°C durante 48 hrs. El
resultado es oxidativo si hay color amarillo en la super
ficie, si es en el fondo es fermentativo. En el caso -
del medio rojo de fenol, los tubos también fueron sembra
das por asada e incubados en las mismas condiciones que

el caso anterior leyendo finalmente produccién de &dcido.

Las cepas aisladas en la segunda fase se les hizo la -
prueba del rojo de fenol con: glucosa, sacrosa, maltosa,
almidén, lactosa y fructosa, todos con una campana de -
Durham para Qer produccién de gas. Adem&s se hizo la -
prueba con un medio base de azul de bromotimol y los mis
mos azlicares para ver su utilizacién por via oxidativa y

medir la produccidn de &cido.,

Catalasa y Oxidasa. Para estas pruebas, las cepas fue -
ron sembradas por estria cruzada en agar BHI e incubadas
a 37°C durante 48 hrs.

Para la prueba de catalasa, se adicion6 sobre los culti-
vos 5 gotas de agua oxigenada al 3%, observando la pre -

sencia o ausencia de efervecencia.

Para la prueba de citocromo oxidasa, se adicion6 reacti-
. V0 de tetrametil-para-fenilendiamina (clorhidrato de te-
trametil parafenilendiamina al 1% en agua) y se observé

si las colonias presentaban cambios de coloracibén (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 sembr6é por asada cuando el medio afin esta
ba liquido (aproximadamente a 40°C), se dej6 solidificar
para finalmente incubarse a 26°C por un perfodo de 48-72



T

b)

hrs, El resultado lo da el tipo de crecimiento que se ma
nifiesta en el tubo. En el caldo nutritivo éste se sem -
br6 por asada y se incub6 en las mismas condiciones que =~
el caso anterior, procurando no merr para no tener fal -
sas observaciones.

Requerimientos Nutricionales. Para verificar los requeri
mientos de carbono y energia de las cepas, se utilizé el

medio de lascelles, para lo cual las cepas crecidas en tu
bos de agar nutritiﬁo y con una edad de 48-72 hrs. fueron
suspendidas en 3 ml. de agua destilada estéril, transfi -
riéndose a un tubo de centrifuga y centrifugédndose en con
diciones asépticas a 10,000 RPM por 5 minutos, una vez lo
grado lo anterior se decantd el sobrenadante y el paquete
celular se suspendid en 5 ml. de agua destilada estéril.

Con esta suspensién se inocularon 4 matraces de 125 ml. -
por cepa, 2 con 20 ml. de medio y tapdén de algodbn y 2 to
talmente llenos de medio con tapén de pléstico. Un ma- -
traz de cada lote se cubridé con papel aluminio y todos se
incubaron en presencia de luz a 26°C. durante 2-3 sema -

nas para lograr crecimiento.

Pruebas Secundarias.

A este grupo de pruebas corresponde el identificar carac-
teristicas biogquimicas o metabblicas especificas y que -
por consecuencia descriminan mis eficientemente una cepa
de otra. Las pruebas que se realizaron a las cepas aisla
das en la segunda etapa fueron: hidr6lisis de almid6n, hi
dr6lisis de caseina, hidr6lisis de gelatina y reduccién -
de nitratos de nitritos.

En los cuatro casos mencionados su importancia radica no
s6lo en la presencia o ausencia de la (s) enzima (s) invo
lucradas, sino que la velocidad con la que lo hacen es un

parmetro que en ocasiones ayuda a distinguir una cepa de
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otra. En forma breve las pruebas se hicieron como siguej

Hidr6lisis de Almid6bn. Se sembraron por estrfa cruzada -

cajas de petri con agar nutritivo y 2% de almidbén soluble
e incubaron a 25°C por 72 hrs.. Una vez obtenido el creci
miento, se aplicé sobre las colonias lugol, La presencia
de un anillo alrededor de las colonias indica una prueba

positiva,

Hidr6lisis de Caseina. Se sembraron por estria 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 Observa un anillo incoloro alrededor de las colonias.

Hidr6lisis de Gelatina. Se utilizaron tubos con medio de

gelatina, dichos tubos fueron sembrados por picadura e in
cubados a 26°C, durante 72 hrs.. Una vez obtenido el cre-
cimiento se anadieron unas gotas de ninhidrina (Sol. alco
holica al 2%) y se colocd en baho maria por 5 minutos. =

Un color morado indica que la prueba es positiva.

Reduccibn 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- -
cibén de unas gotas de una mezcla 1.1 de &cido sulfanilico
a los tubos. La formaci6én de un color rojo se toma como

reaccidén positiva y negativa cuando aparece el color rojo

con la adicibn de polvo de zinc,

ACTIVIDAD DE LLAS 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 bién
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gue son cepas que tienen la capacidad para metabolizarlas
en alguna forma, se decidi6 probar la accibn de dichas ce
pas cuando se usan como Gnica fuente de carbono al deter-
gente, para lo cual se consider6 conveniente emplear con-

diciones de la prueba presuntiva recomendada por la OECD

- (46) .

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

te trabajo, el detergente bajo prueba se adiciona como -

(inica fuente de carbono y energfia a un medio de cultivo -

mineral con una composicién igual al agua de dilucibn usa
da en la determinacibén de la demanda bioquimica de oxige-

2PO4, 8.5 mg., K2HPO4, 21.75 mg., NazHPoq,

33.4 mg., NH4C1, 3 B mg.,MgSO4 22.5 mg., CaClz,'27.5 mg.
y FeCl3.6 HZO’ 0.25 mg., todo por litro de agua destilada.

no, ésto es: KH

El detergente se adiciona en una concentracién de 5 mg./1
en matraces erlenmeyer de 2,000 ml. conteniendo 900 ml. -
del medio. Se incuban a 25°C. con agitacidén suficiente -
para no tener limitacién por oxfgeno. Como inéculo 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 perijiodo que no exceda a los 19 dias se degrade en 90%

6 m&s, y no biodegradable si no alcanza ese valor en el -

tiempo mencionado.

a) Preparacibén del Inbculo.

Como en nuestro caso lo que se desea es probar la capa
cidad degradativa de las cepas aisladas ademés de la -
biodegradabilidad de los detergentes empleados, se rea

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 de
ABS, El indculo de cada cepa se preparb de la forma -
siguiente: cultivos en medio inclinado de 48 hrs. de -
las cepas fueron suspendidas en 5 ml. de agua destila-
da estéril y transferidas a tubos de centrifuga con ta
pdn en condiciones estériles, se centrifugaron a - - -
10,000 RPM/10 min.,se eliminé el sobrenédante y se re-
suspendidé en 5 ml. de agua destilada estéril, centrifu
géndose nuevamente a 10,000 RPM/min.. Finalmente se -
transfirieron a celdas Coleman en condiciones estéri -
les y se leyd su D,O0. a 652 nm. La cantidad necesaria
para el inbculo se obtuVo igualando la D.O. obtenida =~
de cada cepa, con la densidad 6ptica del efluente del
clarificador de lodos activados.

Muestras para Cuantificacidén de Detergente.

La manera como las muestras fueron tomadas durante el

curso de los experimentos fué como sigue: en un cuarto

~de siembra con campana de flujo laminar horizontal, el

matraz correspondiente para la toma de muestra se colo
cd sobre un agitador y en el interior del matraz se co
locO un magneto, previamente impregnado en alcohol y
flameado, se puso en agitacibén durante 5 minutos apro-
ximadamente, ésto con el objeto de tomar la muestra lo
m&s homogéneamente posible. Se tomaron 20 ml. de mues
tra con una pipeta estéril y se transfirieron a un tu-
bo de ensaye. Esta muestra sirvié para realizar la -
técnica de SAAM, La frecuencia del muestreo fué a in-
tervalos de 4 dias, excepto el primero que se tom6 a -
los 5 dias.

En las Tablas 2 y 3 se muestran las caracteristicas de
ambos experimentos,
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TABLA 2

DISERNO EXPERIMENTAL PARA ENSAYOS DE BIODEGRADACION DE CEPAS BAC
TE%IANAS CRECIDAS EN LODOS ACTIVADOS ( 10 mg. ABS/1 ).

MATRA Z AGUA SISTEMA CONCENTRACION
DE DILUCION MICROBIANO DETERGENTE
i 900 ml. cepa 1 5 mg/1
2 900 ml. cepa 2 5 mg/1
3 900 ml. cepa 3 "5 mg/1
4 900 ml. cepa 4 5 mg/1
5 900 ml. cepa 5 5 mg/1
6 200 ml. cepa 6 5 mg/1
1 200 ml. cepa 7 5 mg/1
8 900 ml. cepa 8 5 mg/1
9 900 ml. cepas 1-8 5 mg/1
10 900 ml. ninguno 0 mg/1
kB 900 ml. ninguno 5 mg/1
12 900 ml. lodos activados 5 mg/1
TABLA 3

‘DISENO EXPERIMENTAL PARA ENSAYOS DE BIODEGRADACION DE CEPAS BAC
TERIANAS CRECIDAS EN LODOS ACTIVADOS ( 50 mg. ABS/1 ).

MATRA 2 AGUA SISTEMA CONCENTRACION
DE DILUCION MICROBIANO DETERGENTE
1 900 ml. cepa 8 5 mg/1
2 900 ml. cepa 9 5 mg/1
3 900 ml. cepa 10 5 mg/1
4 900 ml. cepa 11 5 mg/1
5 900 ml. cepa 12 5 mg/l1
6 900 ml. cepas 8-12 5 mg/1
¥ 900 ml. * cepas 8-12 5 mg/1
8 900 ml, Lodo activado 5 mg/1
** Lavado
9 900 ml. Lodo activado 5 mg/1
10 900 ml. ninguno 0 mg/1
11 900 ml. ninguno 5 mg/1

* En funcién del efecto encontrado en el primer experimento (ver
resultados) se decidié considerar 1la posibilidad de una degra-

dacién cometabblica, para lo cual se afadid glucosa al 0.1% co
mo sustrato (30). -




* k

El lodo activado que denominamos lavado, es una muestra en

la que se deseaba climinar algunos de los residuos de lo -

dos activados que pudicra servir como sustrato para lo cual
dicha muestra fué procesada de la siguiente manera: 100 ml.
de efluente secundario se dejaron sedimentar, en un vaso de
precipitados de 250 ml.,aproximadamente 30 minutos, se tomd
el sobrenadante y se aford nuevamente con agua destilada a

100 ml. y se dejd sedimentar nuevamente durante 30 minutos
repitiéndose esta operacién una vez méds y al sobrenadante -
final se le leyd su D.0O. para igqualarla con la D.0. del lo-

do activado sin lavar.
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ESQUEMA DEL SISTEMA DE LODOS ACTIVADOS
CON MEZCLADO COMPLETO Y RECIRCULACION,

* Tanque de Aerceacibn
** Tangue de Sedimentacién

Q. Flujo de Alimentacién 1/h

Sg- Concentracidn de Materia Orafnica Inicial mg DOO/]
X. Concentracién Celular en ¢l "Tanque de Aereacibn mq/)
V. Volumen del Tanaue de Aercacibn 1

S. Concentracidén de Materia Orgfnica a la Salida a NDNO/1
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FIGURA 2
DIAGRAMA DE LA UNIDAD PARA LODOS ACTIVADOS A ESCALA

DE LABORATORIO
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FIGURA D

b 2

ESQUEMA DEL MODELO DE LABORATORIO PARA LODOS
ACTIVADOS.
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RESULTADOS

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. '
TABLA 4
EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO
Agar Nutritivo C. G. Y.
Diluciones No. de Bacterias/ml. No. de Bacterias/ml.
107> 64 x 10° 56 x 10°
1076 10 x 10° 40 x 10°
10”7 0.2 x 10° 0.3 x 10°

En la Tabla 5 se presenta el efecto que la dispersibdn de -
los flbculos del lodo ocasiona sobre la cuenta viable, cuan
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 (ltima se midi6 ademés cuenta total de

microorganismos.
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TABLA 5

o

EFECTO DE LA DISPERSION EN MEDIO CGY

Dilucibén Muestra Dispersa Muestra sin Dispersar
No.de Bacterias/ml. No. de Bacterias/ml.
1075 40 x 10° 13 x 10°
1076 95 x 10° 85 x.10°
-7 6 6
10 70 x 10 80 x 10
TABLA 6

. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN MEDIO CGY

20°C. 250C. 37°C.
Dilucidn | No. de Bacterias/ml.

10” 440 x 10° 480 x 10° 440 x 10°
10" 510 x 10° 500 x 10° 700 x 10°
10” 300 x 10° 900 x 10° 700 x 10°

Los resultados de los experimentos efectuados en las dos prime-
ras 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 ademds de la cuenta viable, el comportamien-
to de pardmetros como son: eficiencia del sistema para remocibn
de materia orgénica (DPQO), la variacién del tiempo de residen -
cia celular (GC), la concentracién de sb6lidos suspendidos y vo-
l4dtiles (SSV), la constante de rendimiento celular (Y) y la - -
constante de muerte (Kd), en el caso de la segunda etapa se = =
muestra ademds de estos pardmetros, cuenta total y remocidn de
detergentes, los valores promedio para los pardmetros de dichos
experimentos se muestran en las Tablas 7, 8 y 9.
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FIGUTRA 4
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TABLA 7

VALORES DE LOS PARAMETROS [FISICOQUIMICOS PARA EL EXPERIMENTO
SIN DETERGENTE *

PARAMETRO VALOR
Remocidén DQO 80.4%
Tiempo de residencia hidratGlico 5.88 horas
Incremento de Biomasa 0.32 g/1
Tiempo de residencia celular ' 4.8 dias
Oxigeno disuelto 5.6 mg/1
Velocidad especifica de crecimiento 0.0083 hr_l
Velocidad especifica de muerte 0.0039 hr_1
Rendimiento celular 0.23 gSSv/g DQO
Velocidad de respiracibn 1.63 mgOZ/g SSV min.
Indice volumétrico de lodos 166 ml/g
Cuenta viable 1.6 = 108 bact/ml.

* Promedio de 8 determinaciones.
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TABLA 38

VALORES DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS PARA EL EXPERIMENTO -
CON 10 mg/l DE SAAM *

PARAMETRO VALOR

Remocidn DQO 80.4%

Tiempo de residencia hidratGlico 6.05 horas
Incremento de Biomasa 0.16 g SSv/1

Tiempo de residencia celular 5.6 dias

Oxigeno disuelto 5.6 mg/1

Velocidad especifica de crecimiento 0.0076 hr_1
Velocidad especifica de muerte 0.0033 hr~!
Rendimiento celular 0.11 g SSV/gDQO
Velocidad de respiracidn 2.5 mgoz/g SSV min.
Indice volumétrico de lodos 143 ml/g

Cuenta viable 2:97 % 104 bact/ml.
Cuenta total 1.28 % 108 bact/ml.
Remociébn de SAAM 67.8%

* Promedio de determinaciones.
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TABLA S

VALORES DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS PARA EL EXPERIMENTO
CON 50 mg/l1 DE SAAM *

PARAMETRO VALOR

Remocién de DQO 62.5%

Tiempo de residencia hidraGlico 6.0 horas
Incremento de biomasa 0.22 g sSsv/1

Tiempo de residencia celular 7.22 dias

Oxigeno disuelto 7.0 mg/1

Velocidad especifica de crecimiento 0,004 hr-1
Velocidad especifica de muerte 0.0002 hr~!
Rendimiento celular 0.20 g SSV/g DQO
Velocidad de respiracidn 0.31 mgozfg SSV min.
Indice volumétrico de lodos 244 ml/g

Cuenta viable 2.26 x 108 bact/ml.
Cuenta total 3:16 x 1010bact/ml.
Remocién de SAAM 55.5%

* Promedio de 8 determinaciones.
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CRITERIOS DE AISLAMIENTO.

Para la primera etapa ¢l criterio de aislamientc de cepas -
consistid en aislar a las cepas que representaban caracteris
ticas diferentes, obteniéndose un total de 89 cepas en base

a las caracteristicas como son: morfolegia, tincibén, movili-
dad y presencia de esporas, los resultados se presentan en -

la Figura 7,

Para la segunda etapa el criterio sequido fué el de la fre -
Cuencia con la que se encontraba a los microorganismos. Se
aislaron 12 cepas, 7 correspondientes a la primera parte de
esta etapa (50 mg/1 de SAAM) y 5 a la segunda 10 mg/l de “
SAAM,

TERCERA FASE

l.

CARACTERIZACION MICROBIANA.

La caracterizacidén a nivel de familia se realizd con las 89
cepas aisladas en la primera etapa. Los resultados obteni-
dos para las pruebas primarias, asi como las familias a las
que pertenecen se muestran en la Figura 8, en la cual se en
cuentran agrupadas todas las cepas, ésto en base a la simi-
litud de su respuesta a las pruebas aplicadas. Ademés de
estas cepas se incluyen otras 15 a las que no se les aplica
ron las pruebas puesto que son bacilos Gram positivos espo-
rulados, que es una caracteristica distintiva del género -
Bacitlus (5).

En la caracterizacibn a nivel de género se trabajé con 12 -
cepas de bacterias que predominaron en el sistema cuando se
usaron 10 y 50 mg de detergente. Los géneros encontrados -
en funcibn de las pruebas realizadas se muestran en la Figu

ra 9.



ACTIVIDAD EN LAS CEPAS AISLADAS SOBRE LOS DETERGENTES.

Los resultados de estas prucbas se agruparon seglin el géne-
ro al que pertenecian las ccpas probadas y que fueron fnica
mente 3; Pseudomonas, Aexromonas y Baci{¢fus. Las Fiquras 10,
11 y 12 muestran los resultados para Pscudomonas, Acromonas’
y Baciflus, respectivamente cuando se observa concentracién
de detergente medido como SAAM con respecto al tiempo. Adi
cionalmente en la Figura 13 se muestra el comportamiento de
los testigos empleados en ambos experimentos, asi como el

obtenido para las diferentes mezclas de cepas y lodos acti-

vados utilizados.



FIGURA 7

X

CARACTERISTICA

MOVILES

ESPORULADOS

BACILOS GRAM®

BACILOS GRAM™

COCOS GRAM®

COCOS GRAM™

i V4
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

HALOBACTEROCEAE

ENTEROBACTEROCEAE

PSEUDOMONACEAE

VIBRIONACEDAE

BACILLACEAE

]

CORYNEBACTERACEAE

NOCARDIACEAE

3 (5 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 probados, CGY y Agar Nutritivo, la can
tidad y diversidad de microorganismos encontrada (Tabla 4) fué

muy similar en ambos caso, lo cual dificultaba la elecc¢ién. Sin
embargo la literatura indica que dentro de los medios gque se =
han utilizado para este tipo de cuentas ninguno puede soportar

los requerimientos nutricionales de todos los tipos de bacte -
rias en el sistema (42). Pike y Col (41) encontraron que pue -
den obtenerse cuentas &ptimas de bacterias aerobias, heter6tro-
fas en placas con Agar CGY, razén por la cual se utilizb este -

medio.

En cuanto al efecto de la dispersién de los flb6culos de las

muestras empleadas, los resultados mostrados en la Tabla 5 indi
can que la cuantificacibén de microorganismos no tuvo un aumento
significativo por efecto de la dispersién, sin embargo, se notd
que las muestras dispersas presentaban una distribucién mds cla
ra y ello facilitaba la observacibén, por lo que se decidid dis-~

persar todas las muestras durante 2 minutos.

Finalmente los resultados encontrados al variar las temperatu -
ras de incubacién entre 20, 25 y 37°C (Tabla 6) demostraron que
a 25°C se presentd el méximo crecimiento por lo que se utilizé

esta temperatura para incubar todas las muestras.

1. EXPERIMENTOS EN LODOS ACTIVADOS.

a) Sin Detergente

Los resultados de los muestreos efectuados en las unida
des experimentales para la primera etapa que se obser -

van en la Figura 4 y la Tabla 7, muestran en general -
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una gran estabilidad de los parédmetros ahi mencionados,
lo que indica que se alcanz6 un estado estacionario razo
nable, lo que se refleja en que los datos obtenidos son
muy similares a los de las condiciones de operacidn esta
blecidos y que son:

Oh= 6.0 horas

So= 500 mg/1

ssv= 1,25 g/1

En forma adicioral dicho estado estacionario se manifies
ta por la concentracidn de los sélidos suspendidos véla-
tiles, lo que da por resultado un tiempo de residencia -
celular promedio de 4.8 dias que corresponde a una velo-
cidad especifica de crecimiento observada de 0.20 dfas™?
y un rendimiento celular de 0.23 gSSV/gDQO. Eckenfelder

(21) propone que:

OFJL:UC_Kd" --------- " v v e e e -(5)
Cc

Lo que da:
—+Kd=UC. " s e 8 s = 8 s @ - = . LR ) (6)
@C

De la Tabla 7 Kd = 0.093 dfas”™! lo que implica que -
pc= %.8 + 0.093 gue es igual a 0.301 diaswl gue es el -
valor de pc calculado y que corresponde a aproximadamen-
te el 75% de la velocidad m&xima reportada en otro estu-
dio (24). La relacibn entre Kd y uc es igual a 3.23, 1lo
que quiere decgir que el crecimiento es 3 veces mayor gue
la muerte celular, lo cual se refleja tanto en los valo-

res de respiracién, 1.63 mgO,/ mgSSV, comoc en los del in

/
2
dice volumétrico que es de 166 ml/g. es importante men -
cionar que la remocidn del 80% en base a DQO corresponde

a una remocidén de casi 100% de DBO.



b)

Las familias de bacterias encontradas asi como su fre -
cuencia de aparicién se muestran en la Tabla 10. La -
presencia de familias tales como: Enterobacteraceae, -
Pseudomonadaceae, 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 -
gue pueden utilizar una variedad considerable de com- =
puestos, ésto debido a que presentan un metabolismo muy
versatil, caracteristica que les confiere ventajas so -
bre otro tipo de microorganismos, de ahi que estas fami
lias se consideren casi cosmopolitas. En cuanto a la -
aparicibn de Halobacteraceae, Corynebacteriaceae y No -
cardiaceae, aunque estas familias no presentan una gama
de requerimientos nutricionales exactos, son menos ver-
s&tiles que las familias antes mencionadas, sin embargo
todas ellas son capaces de desarrollarse en medios sin-
téticos con extracto de carne y peptona que son dos de
los componentes del agua residual sintética utilizada -
en este estudio. Asi se tiene que la predominancia de
la familia Halobacteraceae se debe a que los microorga-
nismos pertenecientes a este grupo se desarrollan mejor
en presencia de peptona (53).

Finalmente puede decirse que tanto los pardmetros fisi-
coquimicos del sistema asi como las familias encontra -
das correspondientes a esta fase experimental concuer =
dan ampliamente con la literatura reportada (33, 36, 42
y 43).

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 remocién de materia orgédnica es practica-



mente igual a la obtenida sin detergente, sin embargo hu
bo cambios en algunos de los parémetros sinéticos del -
sistema; la velocidad de crecimiento disminuyd en un 12%
y la velocidad de respiracién aumentd en un 50%, la cuen
ta viable disminuyé en cuatro 6rdenes de magnitud y el -

rendimiento descendid en 50%.

Si se toma en cuenta que la eficiencia del sistema no -
disminuyd, se puede considerar que la velocidad especifi
ca de utilizacién del sustrato (y) tampoco presentd un -
descenso (ya que los s6lidos se mantuvieron constantes),
razébn por la cual y de acuerdo con la ccuacidén 7 (52):

De dicha ecuacibn se observa que si disminuyeron u e Yg,
el coeficiente m tuvé que haber aumentado. Por otra par
te si se observa la ecuacién 8:

= mo+ L& T - T R S s« « (B)

QOZ Yg

Se puede ver fécilmente que el aumento en la velocidad -
de éespiraciﬁnlde 1.63 (experimento testigo) a 2.5 mgOz/
g SSV min. es debido al aumento en la energfa de manteni
miento y al descenso en el rendimiento. Fisicamente ello
indica que el sistema ha entrado en un estado de "stress"
debido a la presencia del detergente que provoca cierta
intoxicacibén y a su vez hace que aumente el coeficiente
de respiracibn (Tabla 8), dicho aumento se justifica si
se toma en cuenta que la resistencia al detergente por -
las diversas especies es diferente en cada una y ésto -
origina una sucesién gque da lugar al establecimiento de
una nueva poblacién que provoca cambios en los parame- -
tros cinéticos del sistema. Lo anterior es més notorio
si se observa el desplazamiento poblacional mostrado en

la Tabla 11. Como se observa de las siete familias ini-



ciales en el experimento sin detergente s6lo 3 resistie-

ron el efecto téxico de este ceoempuesto (Tablas 10 y 11).

En el experimento efectuado con 50 mg/l de detergente -
(Figura 6 y Tablas 9 y 11) se observa un marcado descen-
so en la eficiencia de remocibén de materia orgé&nica y un
descenso de casi el 50% de la velocidad de crecimiento -
con respecto al experimento testigo y la presencia de -
las mismas familias que en el experimento con 10 mg., -
aunque con mas predominancia de la familia Bacillaceae.

Lo anterior se puede intentar explicar en funcidn de las
elevadas cuentas viable y total que se encontraron en -
este experimento y gue indica gue aparentemente a esta -
relacién de microorganismos hay mayor resistencia a la -
concentracidén tan alta que se emple6 en el experimento,

pero que tiene asociado a ella un descenso en la veloci-
dad de degradacibén tanto de materia orgénica como de de-
tergente asi como el aumento en el indice volumétrico de
lodos, lo que se confirma al observar la Tabla 9. EIl he
cho de tener cuentas viable y total altas indica que la

poblacién se adapté al sistema, aunque con una baja efi-
ciencia porque el aumento en el indice volumétrico de lo
dos hace pensar que la dispersién del sistema aumentd de
bido al descenso en la tensién superficial y que ello da
lugar a que los fl6culos se dispersen de manera mas efi-
ciente y den como resultado mayores cuentas de microorga

nismos (42).

TERCERA ETAPA.

1 -

CARACTERIZACION MICROBIANA.

Los resultados obtenidos para caracterizar a la poblacién, -
constituida por 89 cepas muestran que estas pertenecen a 7 -

familias que son: Nocardiaceae, Corynebacteriaceae, Vibriona



TABLA 10

FRECUENCIA DE APARICION DE
ENCONTRADAS EN EL MUESTREO SIN DETERGENTE

- G =

LAS FAMILIAS

Familia N2 Cepas % Relativo
Halobacteraceae 21 23,6
Enterobacteraceae 13 14.6
Pseudomonadaceae 8 9.0
Vibrionaceae 4 4.5
Bacillaceae 16 20.0
Corynebacteraceae i2 13.5
Nocardiaceae 2 2.2
Total 76 100.0

lABLA 11

FRECUENCIA DE APARICION DE LAS FAMILIAS

ENCONTRADAS EN EL MUESTREO CON DETERGENTE
Familia 10 mg/1 % Relativo 50 mg/1 % Relativo
Vibrionaceae 1 cepa 20 2 cepas 40
Bacillaceae 1 cepa 20 3 cepas 60
Pseudomonadaceae 3 cepas 60 2 cepas 40




ceae, Pseudomonadaceae, Enterobactereaceae, lalobacteraceae
y Bacillaceae en la [Figura 8 se muestran los porcentajes de

cada familia en funcién del nfimero total de cepas aisladas.

En la Figura 7 pueden observarse las caracteristicas de las

cepas aisladas en la primera etapa, en donde puede apreciar-
se que existe una predominancia en morfclogia celular del ti
po de los bacilos con respecto a los cocos siendo esta dife-
rencia en valores de porcentaje de 93.3 y 6.7 respectivamen-
te, encontrandose también en la respuesta a la tincibén de -
Gram una fuerte predominancia de los Gram negativos tanto en
cocos como en bacilos, 65% G~ y 35% para G+ respectivamente.
En la misma Figura se observa también caracteristicas de mo-
vilidad con 54.3% v la presencia de esporas con 16.8%, ésto

coincide perfectamente con la literatura ya que diversos au-
tores citan que la poblacidén caracteristica de lodos activa-
dos estd constituida principalmente por bacilos Gram negati-
vos, ademés de que se ha demostrado que las bacterias Gram -
positivas son mas suceptibles a los detergentes anidnicos -

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

Esta poblacibén pertenece a la primera etapa de trabajo cuan-
do se experimentd sin detergente y en donde se realizaron -
cambios de sucesidn poblacional, sin embargo se puede decir
que el nlmero total de cepas aisladas en este experimento -
son representativas de la poblacibn, en las condiciones de

trabajo en las que se realizb este experimento y el hecho -
que apoya ésto es que la bibliografia para este tipo de sis-

tema concuerda ampliamente.

Por otro lado en la Figura 9 se muestran los géneros encon -
trados en la segunda etapa, en donde se observa gue son 3 -
los géneros aislados: Aecromonas* , Pseudomonas y Baciflus. =
En el casoc de Aeromonas* se reporta de esta manera (*), pues

to que los resultados de las pruebas secundarias no concuer-



dan con un género especifico, sin embargo se ubican dentro de
este grupo, por ser éste el género al que m&s se asemeja. Se
encontrbé que dentro de estos géneros predominantes y resis -
tentes a las concentraciones de detergente utilizadas, Pseudo

monas fué el que presentd mayor secuencia de aparicidn.
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 experimentacibén de 26 dias, debido
a que el testigo de lodos activados present6 una alta remo -

cidn de detergente para este tiempo de muestreo.

En la Figura 10 se muestra el comportamiento de Pseudomonas,-
puede observarse que en el caso del experimento 1 el comporta
miento es muy irreqgular mientras que en el segundo se nota -
claramente una tendencia bién definida, asi se tiene que para
el G(ltimo muestreo a los 39 dias se ha removido el 22% de de-

tergente.

En las Figuras 11 y 12 se muestra que los géneros Aeromonas*
y Baciflus tienen comportamientos similares al descrito ante-

riormente con remociones de 20 y 18% respectivamente.

En la Figura 13 se muestra el comportamiento que los diferen-
tes testigos empleados en los dos experimentos, para el pri -
mer experimento se utilizaron dos testigos: lodos activados y
un cultivo mixto, como ya se menciond en el caso de los lodos
se observa un comportamiento bién definido mientras que en el
caso del cultivo mixto éste se mantuvé sin actividad a lo lar
go del experimento. En funcibn de estos resultados el segun-
do experimento tiene, ademds de estos testigos, otros para -
comprobar algunas inferencias hechas a partir del primer expe

rimento, asi se tiene que el lodo activado denominado "lavado"



tuvé una degradacibn del 30%, en este caso es importante ha -
cer notar que lo que se entiende por lavar el lodo es tratar

de eliminar, dentro de lo posible, la materia orgdnica exis -
tente en la muestra que se prepara para tomar el inbéculo, sin
embargo lo que se hizo fué eliminar una parte de dicha mate -
ria y concentrar el nGmero de microorganismos, si tomamos en

cuenta ésto se puede explicar la diferencia entre los dos tes
tigos de lodos activados y que uno de ellos presente una ma -
yor degradacibn del detergente debida a un aumento poblacio -

nal.

Los testigos de lodos activadcos,en ambos casos, presentan di-
ferencias muy marcadas, asi se tiene remociones de 72 y 22% -
ésto podria explicarse por el origen del in6culo, ya que no -
es el mismo en los dos casos, en el primer caso se utilizé un
indculo de las unidades experimentales con un tiempo de adap-
tacién del orden de meses, mientras gue el segundo pertenece

a un inbéculo recién traido de la planta de tratamiento y aun-
que estuvd en la unidad experimental por algunos dias no pue-
de hablarse de una poblacién adaptada a las condiciones de =~
operacién, de ahi que el primer testigo presente una remocién
de detergente mucho mayor en menos tiempo que el segundo tes=-

tigo.

En los cultivos mixtos de los dos experimentos el comporta- =
miento fué muy similar, la (inica diferencia radica en que en
el experimento .2 tuv6é un ligero incremento la actividad micro

biana debido a un periodo mayor de experimentacidn.

En el caso del cultivo mixto méds glucosa, aunque si bién el -
objetivo de este testigo estuvo en funcidn de los resultados

del primer experimento, en donde al no haber actividad se pen
s6 que quizds las cepas necesitaran de alguna fuente de ener-
gia para iniciar la degradacibén, gque aungue si aumenté un po-

co, no fué muy significativo este cambio y se degradé el 24%



Finalmente como conclusibn general de esta Gltima etapa del -
trabajo puede decirse que si bién las cepas empleadas en este
experimento degradarbdn al detergente, por lo menos parcialmen
te, no puede decirse que sean bacterias capaces de degradarlo
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 realizd es-
te trabajo. Sin embargo ello hace pensar en la necesidad de

probar la accibén combinada de las cepas mediante estudios de

co-metabolismo y/o protocooperacién, asi como las condiciones
ambientales del sistema de lodos activados para que la remo -

cién se lleve a cabo.

Los resultados de este trabajo confirman la importancia y ne-
cesidad de un cambio inmediato del principio activo de los de
tergentes utilizados en el nais, es decir reemplazar a los -
ABS por LAS, ésto por un lado y por otro si en nuestro pais -
como consecuencia de no tener una politica bién definida so -
bre la conservacibén del ambiente y si ademds la empresa que -
fabrica la materia empleada en las formulaciones de los deter
gentes de PEMEX, se producen y usan los detergentes con cade-
nas olefinicas ramificadas con los consecuentes problemas que
originan y si ademds la produccién de detergente y productos

de limpieza se incrementd en un 100% entre 1973 y 1979 y fi -
nalmente que la posibilidad de un cambio a corto plazo no se

ve como una alternativa inmediata, todo ésto hace necesario -
seguir investigando scbre el tema, para encontrar las condi -
ciones de degradacibdn més 6ptimas posibles para evitar todos

los efectos gque este compuesto estd causando en el ambiente.



- 67 -

ARPENDIGE

COMPOSICION Y FORMA DE PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

1.- AGUA RESIDUAL SINTETICA

Peptona de Gelatina.......... 160 mg
Extracto de Carne........ erewied 1OV TG
B8 e v & cmbinimn &  sopacsmib s w o mmee 30 mg
NaCl..: s s Fsimm 5 b Suiss St B B S 7.5 mg
CaC12'2H20... ................ 4.0 mg
MgSO4-7H20... ........... § eweeds O MY
Agua Destilada....ceveeeeonns 1000 ml

Se disuelven los ingredientes en agua y se esterilizan

a 12°C durante 15 minutos.

2.- MEDIO CASITONA-GLICEROL-EXTRACTO DE LEVADURA

CABIEOMA s wwisie & 5 eisvawiviy & P e |
GLICEEOL swvnin s & sucesinie s w & wwwwd G
Extracto de Levadura.........l g
BOAT s « & sieiwims & ¢ siisay ¢ ¢ s amasld O
Agua Destilada....casaesssves 1000 ml
PBaivise » vimiwinzainn » x wie s w il

Disolver todos los ingredientes en el agua. Calentar a
ebullicibén, ajustar el pH v envasar para esterilizar en autoclave

a 121°C durante 15 minutos.

3.- MEDIO AGAR NUTRITIVO

Peptona de Gelatina..........5 g
Extracto de Carne de Bes.....3 g
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AT L vnios o o wilarivn S BT A B R 15 g
Agua Destilada.......... i 5 5as 1000 ml
PHaaezs i B8 SRR YRR ¢ .6.8

Se disuelven los ingredientes en agua, se calientan a
ebullicidén durante uno o dos minutos, se ajusta el pH y se este-

rilizan a 121°C durante 15 minutos.

MEDIOS PARA MOVILIDAD

4.- MEDIO SOLIDO PARA MOVILIDAD

GEILALINA . « v s o v weriwne » ¥ s .80 g
PepEona. o « sawisiemns o » s viwn ww we ki
Extracto de Carne....c.cveeeen 3 g
Cloruro de Sodif....oeseisnsen 5g
BEBAY vwwn 5 5 & CEEERE § SR GOEEE § e 4 g
Agua Degtilada..«ssswassvssos 1000 ml

Agregar la gelatina a el agua, calentando hasta disclver
posteriormente agregar los dem&s ingredientes, uno por uno y poco
a poco. Calentar a ebullicidén hasta incorporar todos los ingredien
tes. Envasar en tubos de 13 x 100 con 3-5 ml. Esterilizar en auto-

clave a 121°C durante 10 minutos.

5.- MEDIO DE CRAIGIL

Extracto de levadura....... 53 g
GlUO0B& s ¢ s wsvivws & & wwas e end0 G

B AL anm o & srarsrsimia® & ¥ somasaisim s a s 5g
Agua Destilada...... cbch R kK 1000 ml

Disolver todos los ingredientes calentandolos a ebulli-
cidn, distribuirlos en tubos de hemblisis y esterilizar en autocla
ve a 121°C durante 15 minutos.
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6.- MEDIO DE SIM

Peptona de Caseina...........20 g

Peptona de Carn€..eceeeecaees 6.1 g
Sulfato de Hierro y Amonio...0.2 g
Tiosulfato de sodio.......... 0.2 g
Agar....... & Sl ST e lnaels a3+ 3 O
Agua Destilada...... PR P 1000 ml

Disolver los ingredientes, calentandolos a ebullicidn,
distribuirlos en tubos de 13 x 100 y esterilizar en autoclave a -

121°¢C par 15 minutos.

7.- MEDIO B-105

TEIDLEORE e & ¢ sedliees & sssiaaa .10 g
Cloxruro de So8i0.s e asvassi 5 g
DGR o vmomnns & % o osmsmme 5 & s s -

Agua Destilada...ceeeev0es...1000 ml

Disolver los ingredientes, calentandolos a ebullicibn,
distribuirlos en tubos de hembélisis y esterilizar en autoclave a

121°C durante 15 minutos.

MEDIOS PARA LA PRUEBA O/F

8.- MEDIO DE HUGH-LEIFSON

Fosfato de Potasico Dibasico...0.3 g
Agua Destilada..iceeaces < s 5000 ml
Azul de Bromotimol al 0.2%...15 ml
ClOCOER vun «w mwawwie & & waasemke & - 10 g
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Se disuclven los ingredientes calentandolos en el aqua
a excepcibébn de la glucosa y el azul de bromotimol ( Solucién alco
holica). Posteriormente se ajusta a pH 7.2 y se agrega el indica-
dor y el azficar. Envasar en tubos de 15 x 150 hasta 2/3 de su vdlu

men y esterilizar a 11°C por 10 minutos.

9.- MEDIO BASE ROJO DE FENOL CON AZUCAR

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

Cloruro de Sodi0i:scavsonis s 5 g
ROjo de Penolecivs s swannes s s 80,025 ¢
AEBCAY « vomu v & wowmasons o« avais s iws v el G
Agud Destiladai..sss»eseess s 1000 ml

Se suspenden todos los ingredientes calentandolos a ebu

llicidén, se ajusta a pH 7.2 y se esteriliza a 115°C por 10 minutos

10.- MEDIO BASE AZUL DE BROMOTIMOL

Fosfato Dihidrogenado de Amonio ....l1 g
Posfato Dipotasico.:seeswussesd O

Sulfato de Magnesio....eecse.. .0.20 g
Azul de Bromotimol.....e0.....0.08 g
Agua Destilada....sscsosvessss 1000 ml

Suspender todos los ingredientes, calentandolos a ebu-
1llicidn, se distribuye en tubos de hemdlisis y se esteriliza a -
115°C durante 10 minutos.

MEDIOS PARA CATALASA Y OXIDASA

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

Infusidén de Cerebro de Ternera.....200 g
Infusibén de Corazdn de Rési........250 g
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Mezcla de Peptonas..ew.ss«seell @
Cloruro de Sodio.:.vovisss swand
Fosfato Dipot&sico...........2.5 g
Dextrosa..... GAE ARG § v 2 g

BO8Y sy & 3 s oweinws & vemes % 8 e 15 g

Suspender todos los ingredientes en el agua, calentando
los a ebullicidén durante un minuto y esterilizar a 115°C durante -

15 minutos.

MEDIOS PARA REQUERIMIENTOS DE OXIGENO

12.- MEDIO DE TRIPTONA Y EXTRACTO DE LEVADURA

CEAPEONA: sosmpd s § S samais 5 sd6% 10 g
Extracto de Levadura.........b> g
GlUCOBA: ¢ svvvas 6 & vuwaaws « veeod
Fosfato de Potasio Dibasice..5 g
BIAR w00 § 7 0o mbbons 8 Sl s L
Agua Destilada..ssseseesssne .1000 ml

Suspender todos los ingredientes calentandolos a ebulli
cibén y distribuyendolos en tubos de hem6lisis esterilizar a 121°C

durante 15 minutos.

13.- CALDO NUTRITIVO

Peptona de Gelatina..........5 g
Extracto de Carne de Res.....3 g
Agua Destilada....eseccess02..1000 ml

Disolver los ingredientes en el agua, distribuir en tu-

bos de hemdlisis y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
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MEDIO PARA REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

14.- MEDIO LASCELLES

Solucibén A

Glutamato Sodico Monohidratado.3.8 g

ACidO D-LMéliCO.a.o.-.-...-.-..2.7 q
Fosfato de Sodio Dibasico......0.5 g
Fosfato de Sodio Monobasico....0.5 g

Acido NicotiniCO. ces « s s enes s o4 1 mg
Clorhidrato de Tiamina......... 1 mg
Biotina (1 mg/10 ml de Agua Dest.) .0.1 ml
Fosfato Dihidrogenado de Amonio ..... 0.8 g
Agua Destilada.......c.... cees.900 ml
PHiisssamans s i ssmaenasonbsnnis e 6.8
Solucién B

Sulfato de Magnesio.......... 0.2 g
Cloriiro de Calciues s swwenes s 40 mg

Agua Destilada..sess s svsewes 100 ml
2. Y

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 SECUNDARIAS

15.- HIDROLISIS DE ALMIDON

a) RIEABN ovs s snanvis s svanenmn s s @ O
Agua Destilada.ieesssveess «..100 ml
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Disolver el almidbn en el agua, distribuir en tubos de

hemdlisis y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

b) RIMIABN: & cowwows wewgsnpsssansld3 T 8 3 G
AGAT MRETICIVE . ¢ cvanwws s o e 23 g

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

Disolver los ingredientes en el agua calentando a ebu-

1llicidn, esterilizar a 121°C por 15 minutos.

16.-HIDROLISIS DE CASEINA

Leche Descremada.....cevevene 100 g
Agua Destilada..:.veseseiiscws 1000 ml

Mezclar los ingredientes calentandolos a ebullicién,

esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

17.- HIDROLISIS DE GELATINA

Mezclar los ingfedientes calentandolos a ebullicibn, -

distribuir en tubos de hemflisis y esterilizar a 121°C por 15 min.

18.~- REDUCCION DE NITRATOS A NITRITOS

Nitrato de PotasiO..cecvscacssl @
Extracto de CarNB.cesssossses 10 g
Peptona. . s.sees . SobRSenis = Bl
Cloruro de So0di0:.csieieeiissed g
Agua Destilada....vseeessus «.1000 ml

Mezclar los ingredientes con el agua, calentandolos a



ebullicidn, distribuir en tubos de hemblisis. Cuando se ha obteni
do el crecimiento anadir 1 ml de una solucidén de 8 g de &dcido sul
fanilico en un litro de &cido acético 5 N y se mezcla, se ahade
gota a gota una solucidn de 5 g de dimetil-alfanaftilamina en un
litro de &cido acético 5 N. Una coloracidn rosa, roja o castarna
indica la presencia de nitritos, si la prueba es negativa se ana
den 2-4 mg de limadura de zinc para determinar si los nitratos -
no han sido reducidos. El1 hidrogéno naciente que se forma reduce

los nitratos a nitritos, lo que produce una coloracidn rosa.
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