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RESUMEN

Este trabajo tiene como abjetivo conacer el proceso sucesional que ocurre
durante la colonizacidon de un reactor de pellcula bioldgica a escala de
laboratorio llamado biocinta, cuando éste es operado bajo condiciones
controladas. El sistema es compacto, de facil manejo y constituye
conceptualmente una opcion viable para el tratamiento de aguas residuales “in
situ". Estructuralmente consta de un contenedor de 16 litros de volumen de
trabajo. Al centro del recipiente y sobre un eje horizontal se encuentra dispuesta
a manera de espiral una banda de aproximadamente 11 m de longitud,
constituida por una serie de piacas ensambladas entre si, dando un didmelro
total de 40 cm. Dichas placas fueron termoformadas para obtener una relacion
area/volumen de aproximadamente 275 m I’ y proporcionar asi mejores
condiciones para el proceso depurativo.

Como efluente a tratar se empled agua residual de la coccion del maiz
(nejayote), con una carga orgénica de 2,000 mg/L, medida como demanda
quimica de oxigeno (DQO) y 580 mg/L., medida como demanda bioguimica de
oxigeno (DBQs). Se efectuaron abservaciones periddicas al microscopio y se
midieron adicionalmente parametros fisicoguimicos y biogulmicos. A este
respecto, el valor del pH oscild entre 6.5-8.0 unidades; la temperatura se
mantuvo en un intervalo de 10-14°C, en tanto que los valores de oxigeno
disuello esluvieron entre 7.5-7.7 mg/l. Por otra parte, la concentracion de
maleria orgénica disuelta medida como mg DQO/L y mg DBOv/L, varié de 1,860
a 400 y de 650 a 70, respectivamente. Estos dos Ultimos parémetros fueron
empleados para establecer la relacion que existe entre el asentamiento de
poblaciones microbianas en la biopelicula del reactor y el grado de depuracion
alcanzado por el slstema de tratamiento. De acuerdo con las observaciones
realizadas, durante el proceso depurativo intervienen microorganismos de tipo
procarionte como las baclerias y eucarionte como protozoos y micrometazoos.

Referente a los protozoos, se observaron {roficamente activos flagelados,
ciliados y amebas. Los primeros se presentaron a todo lo largo del perfodo
experimental. En cuanto a los segundos, la mayor abundancia de eslos
organismos fue mayor cuando la concentracidn de materia organica se mantuvo
entre 1,200 -1,000 mg DQO/L. Finalmente, el grupo de las amebas fue mas
abundante cuando la biocinta alcanzd su mayor nivel depurativo, 400 mg
DQOIL. Con respecto a los micrometazoarios, los neméatodos se registraron en
el intervalo de concentracion de 1,200 a 400 mg DQOJ/L, mientras que los
rotlferas entre 800 - 400 mg DQOIL.



En relacion a la colonizacion del soporte de la biocinta, las baclerias y flagelados
fueron los primeros en iniciar el desarrollo de la biopelicula. Posteriormente,
cuando el proceso depurativo alcanzd el 25% de remocion se fueron
incorporando paulatinamente a la comunidad de microorganismos, ciliados tales
como Oxytricha fallax y Colpidium colpoda y formas mdviles de perilricos. A
un valor de 40% de remocion, los clliados pedunculados tales como Vorticella
campanula, Opercularia coarctatay Epistylis plicatilis y de nado libre como
Cyclidium glaucoma, Tetrahymena pyriformis y Litonotus lamella, se
presentaron en las muestras observadas. Estos microoganismos se manluvieron
hasla una remacidn del 62%, adicionadose entonces a la comunidad el ciliado

Euplotes sp.

Lo anterior constituye una clara evidencia de la estrecha relacion que exisle
entre la concentracion de la maleria organica disuella y la comunidad de
microorganismos presentes, la cual aumenla en complejidad conforme
disminuye el grado de contaminacion del agua.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, uno de los principales problemas que enfrenta la sociedad
moderna, es la desmedida contaminacidn que sufren los recursos naturales
como el aire, el agua y el suelo. De manera particular, el agua no es pura on su
estado natural, lo cual se debe a que contiene elementos de origen terrigeno,
tales como material organico e inarganico, resultado de la erosién del suelo.
Estos elementos llegan a los fios y iagos por transporie edlico y pluvial. A este
tipo de contaminacidn, se le aflade la ocasionada por los aportes provenientes
de las actividades biogenicas y antropogénicas, como son los nitratos de los
fertilizantes agricolas; los fosfatos contenidos en los detergentes; la materia
organica compieja de las excretas de los seres vivas; los productos y residuos
quimicos, minerales y orgénicos vertidos por las diversas industrias (Bébin,
1988).

México es un pais que enfrenta una grave problematica ambiental. De manera
particular, es de resaltar el aspecto relacionado con la generacién de aguas
contaminadas durante el uso doméstico, agricola e industrial. En este sentido, se
sabe que el volumen de agua residual generado por dichas actividades es de
aproximadamente 160 metios cubicos por segundo (SEDUE, 1891, en Anaya-
Huertas, 1992). Dichas aguas, una vez usadas, son descargadas en rios, lagos
ylo presas, propiciando el deterioro en su calidad fisicoguimica y bioldgica y
cansecuentemente limitande su uso induslirial, agricola y doméstico, llegando
inclusive a provocar focos de infeccidn para la salud humana.

Por otra parte, la descarga de aguas residuales en suelos, ocasiona restricciones
en su uso debido no soio a la presencia de sustancias quimicas contaminantes,
sino también a microorganismos potencialmente patdgenos, tales como
bacterias entéricas y virus. Por |o anterior, se hace necesario que, ademds de
estudiar mecanismos tendientes a disminuir los volumenes de las aguas
contaminadas, asi como los métodos de reciclamiento de las mismas, se
apliquen sistemas de tratamiento que reduzcan la cantidad de contaminantes
presentes en ellas. Actualmente, a nivel nacional, se tienen invenlariadas
aproximadamente 200 plantas de tratamiento de aguas municipales y 60 para el
tratamiento de aguas residuales industriales. E| tolal de dichas plantas, acorde
con su capacidad de tratamiento, puede solamente depurar alrededor def 9% del
total generado (SEDUE, 1991 en Anaya-Huertas, 1992).

El tratamiento de los efluentes provenientes de los diferentes procesos
industriales representa una alternativa adecuada que permite reusar el agua
tratada para consumo o blen descargarlos con menor concentracion de
contaminantes. Esta medida permite obtener beneficios inmediatos como la
preservacion de los ecosistemas y de la salud humana.



Il. MARCO TEORICO

1.1 Generalldades sobre sistemas de tratamiento de aguas residuaies

Los contaminantes dei agua pueden clasificarse arbitrariamente de diversas
maneras, por ejemplo: en funcidn de su estado “fisico, en suspendidos o
disuellos; segun su naturaleza, en organicos e inorganicos o dependiendo de la
reaccion frente a los organismos vivos, en biodegradable, inerte o toxico (Bébin,
1988).

A partir de las anteriores clasificaciones, es posible vislumbrar la necesidad de
emplear diferentes mecanismos para la eliminacién de los contaminantes
presentes en un determinado volumen de agua a tratar, y ain mas por el hecho
de que frecuentemente se encuentran combinados. Asl, los maleriales en
suspension son eliminados mediante tratamientos fisicos: decantacion, cribado y
sedimentacion, entre otros (tratamiento ptimario).

Referente a los maleriales disuellos, como los compuestos orgdnicos e
inorganicos, puede resaltarse que la materia organica disuelta es uno de los
contaminantes con mayor abundancia en as aguas residuales y naturales. Para
su remocion se recurre a procedimientos de precipitacion por via biologica
(tratamiento biolégico o secundario) o fisicoquimicos (coagulacién, floculacion) y
posterior separacién de los sélidos precipitados. En el proceso de depuracién
bioldglca, los microorganismos son la base de todos los sistemas de tratamiento.
Los seres vivos involucradas, son capaces de ulilizar el material orgénico
disuelto biodegradable como sustrato nutritivo, transformandolo a través de
procesos metabdlicos a material de facil sedimentacion y en compuestos
minerales como los nitratos y el COz, fiberando asl al agua de dichos
contaminantes. Entre los sistemas de tratamiento bicldgico mas cominmente
empleados, se encuentran los filtros percoladores, lechos rocosos, lodas
activados y reactores bioldgicos rotatorios (Luna-Pabello, 1987).

Por otra parle, para la eliminacion de materiales disueltos, inertes o téxicos, es
posible aplicar procesos quimicos de oxidacion o adsorcidn (tratamiento
terciario). Este tipo de procesos se aplican principalmente cuando se desea
obtener agua con caracleristicas de potabilidad, o bien, para descarga a cuerpos
acuaticos naturales. Para ejemplificar estos mecanismos se encuentran los
sistemas de Gsmosis inversa, fillracién en columnas de carbén activado,
intercambio idnico y, como sistema de desinfeccién, la cloracion (Bébin, 1988).

Antes de aplicar cualquier tipo de los tratamientos de purificacién del agua, se
deberdn tener en cuenta los tipos de contaminantes que se desea eliminar y el
uso que se pretenda dar al liquido tralado para que, de esta manera, el método
que se utilice satisfaga las necesidades requeridas. No hay que olvidar que el



nivel de depuracion deseado es directamente proporcional a su costo econémico
(Luna-Pabello, 1990).

Una vez determinado el grado de contaminacién del agua a tratar debe definirse
una eslrategia de solucién, lo cual usualmente se traduce en un tren de
tratamiento especifico. Este tipo de trenes de tratamiento combina diferentes
equipos y los ubica de manera légica y secuencial, cuya tarea es la eliminacion
y/o disminucién de uno o mas contaminantes. Al respecto, cabe resaltar que los
contaminantes disueltos son los de eliminacion mas dificil y costosa , por lo que
actualmente se estan haciendo esfuerzos por implementar plantas depuradoras
abocadas a la 6ptima eliminacién de los mismos. Dicha eliminacion, como se
dijo, puede realizarse por métodos fisicogquimicos o bien biolégicos (Durdn de
Bazua, et al., 1982),

De acuerdo con la tecnologia hoy disponible, se han realizado eslimaciones
referentes a los costos de tratamiento para iguales volimenes de agua de
caracterisiicas similares y se han obtenido valores que evidencian que los costos
por medios fisicoguimicos son enire 5y 10 mayores a los de tipo biologico. Claro
esld que es para aguas con contaminantes disueltos biodegradables y sin
elementos toxicos (Luna-Pabello, 1993).

De manera complementaria puede decirse que, en la depuracion del agua, los
procesos de tipo blolégico presentan como ventaja sobre los otros, la no
generacion de lodos toxicos, y subproductos quimicos provenientes del proceso
que, al ser dispuestos en el suelo o en el agua, puedan ser agresivos al
ambiente circundante. No obstante, presentan como inconveniente el
requerimento de largos perfodos para alcanzar y conservar su estabilidad
funcional (Stuckey, 1990).

Puede decirse, en términos generales, que los efluentes liguidos industriales que
contienen material organico blodegradable acompafiado de material recalcilrante
{material organico de dificil biodegradacién, como fencles, grasas y aceites) y
parcialmente toxico a los microorganismos usados cotidianamente en la
depuraci6n biolégica deben tener tratamientos combinados . Para aquellos casos
en que la concentracion de contaminanles toxicos sea intolerable a los
microorganismos, se hace necesario, si es la Unica limitante, un tratamiento
previo que elimine o disminuya dichos compuestos foxicos a fin de lograr niveles
lolerables para la presencia activa de los microorganismos (Luna-Pabello, 1993).

De forma particular, el uso de los sistemas de tratamiento biolégico de pelicula
fija han resultado exlitosos para la depuracibn de aguas residuales con alto
contenido de material organico biodegradable disuelto. Un ejemplo de eslos son
tos reactores bioldgicos rotatorios (RBRs), conocidos también como biediscos
{Alleman ef al, 1982; Pedroza, 1985; Escarcega y Pulido, 1986, Luna-Pabelio,

1993).



Los RBRs ftransforman fa maleria organica disuella (MOD) contaminante,
mediante la parlicipacion del metabolismo microbiano, obteniendo sdlidos
suspendidos, los cuales son también denominados como lodos bioldgicos o
biomasa microbiana, la cual puede separarse por métodos fisicos relativamente
simples, coma la sedimentacion y/o filtracion (Luna-Pabello, 1987 ; Bébin, 1988),
y en biogds, generalmente CO:, para los sistemas aerobios y una mezcla de
€Oz, H:S y NHs para los sistemas anaerobios.

De acuerda con algunos estudios realizados en la depuracion de nejayote (agua
residual producida a parlir de la nixtamalizacién del maiz para consumo humano)
empleando RBRs, la biomasa producida, acorde con los analisis bromatoiagicos
y bioensayos practicados con la carpa barrigona, ha demostrado ser un
complemento nutritivo en la dieta de peces (Garcla, 1888; Castro y Villegas,
1989 Valderrama, 1989; Duran-Dominguez et al., 1991). Lo anterior resulta
interésante dado que representa un ejempio sobre la posibilidad de recuperar la
inversion econémica hecha para ia adquisicion y operacion del RBR. Sin olvidar
que, a pesar de que ho se obtuviera algun subproducto il el industrial esta
obligado legalmente a tratar sus aguas residuales o bien a pagar mullas por
concepto de descarga de aguas residuales a colectores urbanos o a cuerpos
receplores propiedad de la nacién (SARH, 1992).

Por lo antes expuesto, los sistemas de pelicula fija en ia actualidad constituyen
una alternativa viable en la depuracion de efluentes que tengan su origen en
industrias como la alimentaria y domésticas principalmente (Pedroza, 1985;
Duran de Bazua, 1987). De agui el interés de desarrallar nuevos sistemas de

pelicula fija mas eficientes.

1.2 Conceptos generales de sistemas de tratamiento de pelicula fija

Los procesos biolégicos pueden ser clasificados en funcién de su dependencia o
no de oxlgeno disuello en el medio acuaso, Los microorganismas responsables
de tratamiento de las aguas residuales, pueden ser de tipo aerobio, anaerobio
y/o facultativo (Torreblanca, 1992).

En particular, en los sistemas de tipo aerobio, los organismos que realizan la
transformacion del material orgénico, lo hacen cuando existe oxlgeno molecular
disuelto en concentraciones superiores a 2 mg/l.. Como ejemplo de este tipo de
sistemas se encuentran los denominados lodos activadas, fillros percoladares,
lagunas de aeracién y reaclores biologicos rotatorios (Durdn de Baztaet al.,

1982).

Existe ofra forma de dividir los sistemas de tratamiento biologico y ésta es
acorde con la forma de crecimiento en que se presentan los microorganismos. A



este respecto es posible distinguir los floculos o grumos de microoganismos
suspendidos, como ocurre en los lodos aclivados y lagunas de oxidacién, o bien,
de crecimiento adherido a una superficie inerte formando una lama o capa de
microorganismos, la cual es lamada pelicula biolégica acliva fija o biopelicula
(Luna-Pabello, 1987).

En el tipo de crecimiento de pelicula fija, los microorganismos se encuentran
adheridos a una superficie solida, preferentemente inerte a la actlividad
microbiana y resistente a los agenles abrasivos. Es en la biopelicula donde se
lleva a cabo la conversion de la maleria organica contaminanlie a energia y
elementos mas sencillos, tales como CO:; H:0 y otros metabolitos. Los
principales microorganismos involucrados en fa depuracion son los procariontes
(bacterias) y los eucariontes (protozoos, nematodos y roliferos), obtienendo la
energla a partir de la materia organica disuella (MOD), tanlo para mantener su
actividad metabdlica basal, como para su reproduccién, incorporando con ello
nuevos organismos a la biopelicula (figura 1). En los sistemas de biopelicula
existe la posibilidad de que ésta se desplace sobre el liquido en tratamiento o
viceversa. Un ejemplo del primer caso es el que se presenta en los reactores de
biodiscos rotatorios y del segundo en los filtros percoladores o lechos
empacados de oxidacion biologica (Escarcega y Pulido 1986, Torreblanca,

1992).

Respeclo al desarrollo de sistemas de tratamiento de aguas residuales puede
decirse que los de crecimiento adherido, lienen su origen a partir de las
observaclones realizadas en los procesos de autopurificacion que Hlevan a cabo
los rlos. En ellos, sobre las rocas sumergidas, se desarrolia una lama o capa de
microorganismos, la cual depura el agua contaminada que pasa sobre la misma.
Corbelt, en 1903 (en Peters y Alleman, 1982), demostié que las bacterias
aerobias que formaban pelicula biologica, en un lecho rocoso, ocasionaban que
el agua coleclada en la base del lecho, disminuyera aproximadamente en 90%
su contenido de contaminantes organicos. De esta manera, aludia que los
sistemas de pelicula fija no eran mas que una copia del mecanismo de
autodepuracion, el cual se realiza de manera natural, tanto en las corrientes de
agua (por ejemplo los rlos), como en el suelo (Peters y Alleman, 1982).
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Figura 1.- Esquema de la biopelicula activa (Escarcega y Pulido, 1986)

I1.2.3 Generalidades sobre la biopelicula

La biopelicula, come se menciond anteriormente, es una capa de
microorganismos que se adhiere a un medio de soporie iherle el cual puede ser
de un material plastico, ceramico, arcilloso o metalico (Bébin, 1988).

El desprendimiento de la pelicula microbiana puede ocurrir cuando los
nutrimentos y el oxigeno.no son difundidos de manera suficiente de las capas
exlernas a los estratos internos. Lo anterior ocasiona que se pierda su eslructura
y cohesion por falta de dichos elementos, dando origen a procesos metabdlicos
anaerobios con la consecuente produccién de hiogds, el que a su vez induce el
desprendimiento de los microorganismos adheridos (Pedroza, 1985).

De manera adicional, la rotacién del medio de soporte y el efecto cortante,

producto del desplazamiento de la biopellcula en el agua a tratar, también son
elementos que regulan su grasor (Torreblanca, 1992).
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Debido a que tanto el desprendimiento, como el desarrolio de nuevas colonias de
microorganismos sobre el soporte son continuos, puede hablarse de una relativa
estabilizacion de Ja biopelicula, a cuyo estado se le conoce como de equilibrio
dinamico o etapa de crecimiento pseudo-estable, durante el cual, la biocapa es
permanentemente delgada y aerobia. El espesor adecuado de la pelicula no ha
sido estimado con precision, pero se considera que oscila entre 21 y 150
micrémetros, lo cual va a depender del medio de soporte y los nulrimentos
disponibles. La maxima actividad depuradora ocurrird cuando la biopelicula sea
delgada y completamente aerobia (Escarcega y Pulido, 1986).

Laimportancia de la biopelicula empezé a ser reconocida a partir de 1860, con el
desarrollo de fillros percoladores, intermitentes y lechos de conlacto. En afios
recientes, se ha rescatado la idea del uso de los reactores biologicos rolatorios o
de biodiscos, los cuales fueron conceptualizados en Alemania aproximadamente
en 1900. La idea se abandond durante cerca de cincuenta afos, siendo
retomada en Alemania por Hartmann y en los Estados Unidos de América por
Allis Chalmers, e impulsada con el advenimiento de los materiaies plasticos en la
década de los setentas (Stengelin, 1976; Peters y Alleman, 1982 ).

Los reactores de biodiscos, en tiempos pasados, presentaron su mejor
aplicacion en el tratamiento de pequerios flujos de aguas residuales domésticas
y pretralamiento de aguas industriales. Actualmente, su empleo se contempla
como una allernaliva viable para el tratamiento de los residuos liquidos de
industrias con un alto contenido de material organico disuelto. Los sistemas de
pellcula fija presentan diversas ventajas sobre los de crecimiento en floculo
suspendido.

Como ejemplo de ellas se pueden citar la capacidad de tratar aguas residuales
en una pequena area; la generacion de relativamente pocos lodos activados de
facil sedimentacion; la tolerancia a fuertes fluctuaciones tanto de carga organica
como hidraulica y el empleo de tiempos de residencia hidraulicos cortos (Jewell,
1982).

Sin embargo, los RBRs, ejemplo de reactores de pelicula fija, presentan conio
desventajas el alto costo de inversion inicial requerido; fos largos perfodos
empleados para lograr, tanto la induccidn de la biopelicula, como la
estabilizacion global del sistema; la limitacion en la depuracion de altas
concentraciones de materia orgdnica disuelta debido al bajo coeficiente de
transferencia de oxlgeno, caracleristica intrinseca a su disefio y que pueden
tratar flujos relativamente bajos de aguas residuales(Luna-Pabello, 1987).



11.2.4 Desarrolio de la blopelicula

El desarrollo de la biopelicula puede dividirse de manera general en 5 fases:
induccion, acumulacion, estabilizacion, desprendimiento y regeneracion (Bryers,
1982). Segun Characklis y Cooksey (1983), el término de biopelicula no
necesariamente implica una acumulacion uniforme en tiempo y espacio (figira
2),

a) Induccion.- Durante esta etapa, ocurre la adsorcion de los compuestos
organicos sobre el soporte que colonizardn los microorganismos, en tanto éste
se encuentra en contacto con el liquido bajo tratamiento. La impregnacion del
material orgénico disuelto sobre del medio de soporte, es condicionante para el
desarrollo de 1a biopelicula y la consecuente fijacion de la hiomasa sobre el
soporte; es decl, los microorganismos colonizan las superficies humedas,
formando una matiiz gelatinosa, cuando las cantidades adecuadas de
nutrimentos organicos, sales minerales y oxigeno estan disponibles sobre éstas
(Hoehen y Ray, 1973, Bryers, 1982; Pedroza, 1985).

b) Acumulacién.- En esta fase se produce un crecimiento lograritmico de los
microorganismas; este evento alcanza su punto mas allo una vez que el soporte
se encuentra completamente cubierto por la matriz gelatinosa (Norouzian, 1984).
Se observa un periodo de acumulacion constante, el cual termina por efecto del
esfuerzo cortante entre |a biopelicula y ia superficie del liquido. Los nutrimentos y
el oxigeno son transportados a través de la pelicula microbiana por difusion. Ei
grosor de ésta se encuentra afectado por el desarrollo de la micrabiota, lo que a
su vez permite la formacion de estratos inferiores con caracteristicas anaerobias
(Famularo et al., 1978; Reiber y Stensel, 1985).

¢) Estabilizacion o meseta.- En ella se da un desprendimiento de la biomasa, el
cual se encuentra compensado, o0 en equilibrio, con la generada par los nuevos
microorganismaos, conservando constante el grosor y la estructura de la
blopelicula. La cohesion de la biomasa se promueve por la combinacion de la
reproduccion celular y produccion extracelular de polimeros de polisacaridos
(Trulear y Characklis, 1992).

d) Desprendimiento.- En esta etapa, la estabilidad se conserva hasta que Ia
concentracion de nutrimentos difundidos en la biopelicula es interrumpida,
ocasionando que los organismos de las capas hasales mueran, perdiéndose la
integridad de la estructura de Ia biopelicula y se dé un desprendimiento masivo
(Hoehen y Ray, 1973; Pedroza, 1985).

e) Regeneracion.- En este punto ia biopelicuia ha alcanzado su estabilidad

aparente y al desprenderse las capas extemas, se presenta una capa delgada
que rapidamente tiende a engrosar repitiendo asi el ciclo (Bryers, 1982).
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Figura 2 .- Esquema del desarrollo de la biopellcula activa (Bryers, 1982)

IL.3. Microorganismos que constituyen la biopelicula

Como se ha venido mencionando, los microorganismos son la base de todos los
tratamientos de depuracion de tipo secundario, ello debido a ia gran capacidad
de adaptacion que les permite utilizar practicamente casi todos los compuestos
orgénicos e inorganicos como sustrato nutritivo (Bébin, 1988).

En la biodegradacion de fos compuestos contenidos en los cuerpos de agua
naturales intervienen conjuntos de organismos disimiles, cuya eslructura
comunitaria estd en funcion de la composicion quimica de! agua. Al cambiar
dicha composicion, se torna en un factor importante para la induccibn def
fendmeno sucesional microbiano (Madoni, 1981; Anaya-Huertas, 1992). De ahi
que todos los microorganismos que se encuentran en el agua sean importantes,
en alguna etapa, para e} control de a calidad y depuracion de la misma.
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e) Nematodos.- Son organismos eucariontes, mullicelulares, su cuerpo es
cilindrico alargado, su abundancia es indicativa del grado de saprobiedad del
agua. Estos arganismos horadan los grumas o la pelicula bioldgica rompiéndala,
y los fragmentos son arrastrados por el agua de modo que el paso del aire no
queda interrumpida.

Se han registrado estos organismos, en sistemas de tratamiento de aguas
residuales como los filtros percoladores, donde a pesar de encontrarse
condiciones polisaprobias el nivel de oxigeno permite su estabiecimienlo. Ei
grupo mejor representado en estos sistemas corresponde al orden Rhabditida

(Curds, 1975).

El entender la importancia que tienen las diferentes poblaciones de
microorganismos en la depuracién del agua, permite inferir los posibles factores
que inhiben o aceleran el funcionamiento de las planias de tratamiento (Luna-
Pabello, 1990).

A pesar de que se ha reconocido a los diversos grupes de organismos como
participantes en el proceso depurativo del agua, (Kinner y Curds, 1988), los
estudios sobre la pelicula microbiana se han viste centrados en las baclerias,
debido a que son las mas abundantes, siendo inclusive, en los procesos de
nitrificacion y desnitrificacién, los demas grupos considerados de manera
secundaria.

11.3.1 Protozoos en la depuracion de aguas residuales

En el proceso de descontaminacion organica los protozoos tiene un papel muy
importante. Por ejemplo, cuande un cuerpo de agua es contaminado por una
descarga de un efluente rico en materia organica, los microorganismos que en ¢él
habitan, mediante una intensa aclividad, degradan los compuestos organicos y
consumen el oxlgeno disuelto disponible. A medida que el proceso depurativo
evoluciona, el comsumo del oxigeno se reduce, indicando que ha disminuido la
concentracion del contaminante (Foissner, 1990).

Cuando |a contaminacién es moderada, predominan los protozoos consumidores
de bacterias, pero al empezar a tener lugar la mineralizacion de la MOD, se
hacen mas numerosos los ciliados alguivoros y amebas, aumentando asi la
complejidad de la cadena trofica. En condiciones de total mineralizacién de la
MOD, los protozoos tienden a disminuir su abundancia manifestando Ia
eliminacion del material organico. Los estudios llevados en laboratorio en
sistemas anlificiales muestran cambios y sucesiones bioltgicas similares.

16



Considerando que la presencia de cierlas especies de microorganismos se
encuentra sujeta a los cambios de concentracion de materia organica, éstas han
sido utilizadas como indicadoras de contaminacion. Tomando en cuenta que
algunas especies presentan nutricion de tipo saprofitica, se entiende su
intervencion, de manera directa, en la mineralizacion y consecuente
estabilizacion de los compuestos organicos disueltos en el liquido residual
(Sleigh, 1979),

Las ventajas que tiene el utilizar a los protozoos como indicadores de la calidad
del agua, sobre otros organismos tanto microscopicos como niacroscopicos son,
de acuerdo con Cairns (1982):

- Distribucion cosmopolita

- El muestreo representativo no dada de manera drastica la estructura de la
comunidad

- Su presencia refleja de manera indirecta las condiciones fisicoquimicas y biologicas
del medio circundante

- Facilidad en el transporte y aimacenaje de la muestra

- Relativa facilidad en su cultivo

- Ciclo biolégico corto que permite observar varias generaciones en poco tiempo

- ldentificacion morfoldgica directa con ayuda de técnicas preliminares relativamente
sencillas

- Estructura comunitaria con niveles de organizacion complejos

En paricular, los prolozoos cillados son los responsables de Ia
descontaminacion del agua ya que eliminan una porcion considerable de maleria
organica y regulan las poblaciones baclerianas (Sleigh, 1979). Debido a la
importancia que tienen dentro del proceso de biodegradacion y, ademas, como
indicadores de la calidad del agua, seran los microorganismos que se abordaran
con mayor profundidad.

11.3.2 Protozoos ciliados

En e Phylum Ciliophora se han descrilo aproximadamente 8,000 especies. El
tamario de los cillados varia de 10 micrometros a 4 mm; su forma puede ser
esférica u ovolde, oftros son muy alargados con aplanamiento lateral o
dorsoventral y espiralados, observdndose en algunas especles una
pseudoregionalizacién de “cabeza, cuello y cola". Se caracterizan por la
presencla de estructuras conocidas como cilios y organelos ciliares compueslos
(cirros y membranelas).
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Estos organelos se distribuyen en el cuerpo en diversos patrones alrededor del
citostoma o boca y en el cuerpo, teniendo entonces como funciones la
locomocion, alimentacion y en raras ocasiones la adhesidn al sustrato.
Presentan un aparato nuclear heterocarionte formado por el macronicleo y el
microntcleo, en numero variable. Es frecuenle la presencia de algunos
organelos como vacualas contractiles o vesiculas de expulsién de agua; ei
citoprocto o citopigio por donde se descargan los maleriales indigeribles y varios
tipos de extrusomas, organelos de explusion, como los mucocistos, tricocistos y
toxicistos, entre otros.

Algunos ciliados presentan coloracién debido a pigmentos ciloplasmaticos, a las
algas simbidticas o por el alimento recién ingerido o almacenado como
sustancias de reserva. Son heterdtrofos, su dieta es variada, pudiendo
encontrarse ciliados bacterivoros, algulvoros, fungivoros, carnivaros, omnivoros
y consumidores de materia organica (saprozolcos) (Aladro-Lubel et al., 1990).

Su repraduccion asexual es por fision transversal, homotetogénica percinética y
los procesos sexuales por conjugacion y autogamia (Sleigh, 1979).

Los ciliados en su estado maduro son sésiles o de libre nado. En el primer caso
se encuentran adheridos a diferentes sustratos en los cuales se desarrolian de
manera solitaria o colonial, seglin la especie en cuestiéon. En el caso de los
ciliados libres nadadores, eslos pueden encontrarse reptando sobre grumos
microbianos o bien desplazandose en el liquido que los contiene.

Este tipo de microorganismos son cosmopolitas, pudiéndose encontrar en
medios acuéticos como charcos de agua, arroyos, esluarios y mares; otros son
edaflcolas e incluso se les encuentra suspendidos en el aire (en forma de
quiste). Los ciliados en menor cantidad son simbibticos ectocomensales y
endocomensales, relativamente pocos ciliados son considerados como parasitos
verdaderos,

La amplia distribucidn de este grupo y su abundancia en diversos habitats, es
consecuencia de su amplia tolerancia a cambios en los factores ambientales
prevalecientes (Aladro-Lubel ef al., 1990).

11,3.3 Indice de diversidad

Para el estudio de las asociaciones de las diversas poblaciones de
microorganismos de una comunidad dada, se requiere conocer su diversidad o
heterageneidad, 1a cual es medida en funcidn tanto del nimero de especies
presentes, como de su abundancia relativa,

La diversidad es una propiedad Importante de las comunidades, representa una
medida del nivel de complejidad alcanzado en un determinado ecosistema.
Cuando mayor es ésta, existe mayor posibilidad para el establecimiento de
relaciones interéspeclficas mas variadas y numerosas (Begon et al, 1986).

18



Una de las expresiones matematicas mas empleadas para la estimacion de la
diversidad de una determinada comunidad, ha sido la de Shannon-Weiner, Este
Indice de diversidad debe emplearse estrictamente solo cuando se cuenla con
muestras aleatorias extraidas de una gran comunidad en que se conoce el
numero total de especies. El valor obtenido, como resultado de la aplicacion de
esta funcion es directamente proporcional al grado de diversidad presente en la
comunidad bajo estudio (Krebs, 1985).

i.4 Evaluacldn de la calidad del agua

En la evaluacion del grado de la contaminacién del agua (saprobiedad) se
emplean cualitativamente microorganismos como bioindicadores, especialmente
en ecosistemas acuaticos, donde el liquido tiene altas concentraciones de
materia organica biodegradable, tales como, aguas de origen doméstico y con
escaso o nulo oxigeno molecular disuelto.

Cuando un cuerpo de agua corriente recibe la descarga de un efluente
contaminado, cerca del sitio de afluencia se encuentra la mayor concentracion
del contaminante y conforme se aleja del area afectada por el liquido residual,
ésta decrece gradualmente.

Tomando como referencia la anterior, los sistemas saprobios son empleados en
dicha evaluacién (Sladecek, 1985). De manera general, de acuerdo con Foissner
(1992), es posible distinguir con fines praclicos 4 zonas, las cuales son utilizadas
con mayor frecuencia para la caracterizacién biologica de aguas residuales y
éstas son:

a) Polisaprobia.- Esta es la zona mas contaminada; con mayor contenido de
materia organica disuelta. En el agua existen pocas especies; sin embargo, se
observan numerosas bacterias y escasos protistas heterotréficos.

b) Alfa-mesosaprobia.- Ei oxigeno disuelto en ésta aun se encuenfra en
concentraciones muy bajas, la mineralizacion del material orgénico empieza a
darse. A pesar de que- existe mayor diversidad microbiana, las bacterias
contintan dominando, el nimero, en particular de ciliados, empieza a elevarse,

c) Beta-mesosaprobia,.- Es la zona donde la descomposicion y mineralizacion es
mas acusada y el déficit de oxigeno disminuye. Se observa una gran cantidad de
protistas heterotrdficos y ofros organismos aerobios.

d) Oligosaprobio.- La mineralizacion de la materia orgénica es completa y el

agua se encuentra saturada con oxigeno y es relativamente limpia. La variedad
de microorganismos es méas grande y los protistas empiezan a ser escasos.
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En estudios realizados por Curds (1975); Kinner el al. (1988); Luna-Pabello
(1987, 1993); Moreno (1985) y Rivera et al. (1988), han permitido inferir que la
abundancia y diversidad, particularmente de los protozoos ciliados, se encuentra
estrechamente relacionada con la eliminacién de la MOD. De aqui que en el
presente trabajo uno de los puntos de interés es el relacionar la remacion de
MOD durante la fase de preestabilizacion de un sistema de pelicula fija, as!
como la secuenciacidn de las poblaciones de microorganismos, principalmente
tas de ciliados, que paulatinamente se integran a la biopelicula.

Para Jograr satisfacer dicho inlerés, se caracterizard de manera simulténea [a
secuencia sucesional de microorganismos formadores de la biopelicula a lo largo
del perlodo pseudoestable del reactor de biocinta, prestando mayor atencién a
los ciliados, asl como de los pardmetros fisicoquimicos predominantes en el
sistema de tratamiento. que pueden influir en el desarollo de las posibles
poblaciones integradoras de la biocapa.
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Il OBJETIVOS
lil.1 Objetivos generales:

- Determinar la secuencia de aparicién de protozoos y micrometazoos en un reactor
de biopellcula conocido como "biocinta" desde su arranque hasta su fase de
estabilizacion pseudoestable.

- Asociar la presencia de ciliados can el hivel de depuracion logrado por el sistema.

11,2 Particulares:

- Elaborar medios de cultivo previos a la experimentacion, utilizando nejayote diluldo
y determinar de manera cualitativa los grupos de microoganismos presentes, con
mayor atencion en los ciliados.

~ Inducir un indculo microblano aclimatdndolo a condiciones ambientales
predeterminadas.
- Establecer las condiciones de operacion permanentes del reactor de biocinta,

- Evaluar periddicamente la eficiencia depurativa de la biocinta hasta que alcance la
etapa pseudoestable.

- Registrar la distribucién y abundancia protozoos, poniendo énfasis en los ciliados, y
micrometazoos, en diferentes porcentajes de depuracion,

- Asociar la colonizaclén y sucesitn de los microorganimos respecto al porcentaje de
material orgénico removido.
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IV MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del trabajo experimental se conio con un reactor de lratamiento
bioldgico de pelicuia fija a escala de laboratorio.Este sistema se basa en el principio
de proporcionar ia mayor superficie de contacto o de desarrollo potencial
microbiano, en el menor volumen posible. La idea es aumentar la relacion
area/volumen para promover la capacidad depurativa del mismo, Lo anterior trae
como consecuencia una mayor area de pelicula bioldgica activa fija microbiana,
distribuida adecuadamenle y en un menor espacio, con lo cual la eficiencia
depurativa se incrementa. La concepltualizacion y desarrollo este reactor conocido
como "biocinta" fue reaiizada por el Centro de Investigacion de Disefio Industrial de
la Facultad de Arquitectura de la UN.AM,

IV.1 Descripclén estructral y funclonal del reactor conocido como "Blocinta"

El reaclor de pelicula biologica en espirai demominado biocinta, se conforma
estructuralmente por dos partes principales: a) el medio de soporte y b) el
contenedor (figura 3).

a) Medio do soporte

Se encuentra construldo por una serie de placas dentadas de igual estructura y
dimensién, cuya parte terminal puede ensamblarse con la pare inicial de ia
subsiguiente, de tal manera que se constituye una banda que, ai enrollarse sobre si
misma, en {omo a un eje melalico, forme una espiral. El nombre de este reactor
experimental se debe precisamente a su semejanza con un liston o cinta, como
resuitado de la unidn de las diferentes placas que la componen. Para su
conceplualizacion y diseiio se contemplod la posibilidad de producirlo de manera
rapida en tiras de material termoformable inerte sobre el que crecera la biopelicula
y de ahl el nombre de "biocinta" (figura 4).

Las placas dentadas que constituyen el medio de soporte de la biopelicula se
construyeron mediante un proceso versatl de moldeo conocido como
termoformado. Lo anterior se realizd con el objeto de lograr la mayor area de
contaclo posible.

La disposicién y forma de la placa esta sujeta a los parametros de produccion como
son: los dngulos de salida (para desmoldar facilmente), la distancia entre los
1ientes y el numero de ellos, basada en el porcentaje de elongacion del material.
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Los dientes de las placas son elementos de sujecion entre ellas y de division entre
cada placa enrollada o nivel de la cinta, criterios que conjugados dan la mayor area
de contacto posible.

Como se muestra en la figura 4, cada placa presenta una superficie dentada, donde
cada saliente o "diente" tiene por dimensiones 1.0 x 1.7 cm, y se hallan dispuestas
en 9 hileras y 10 columnas, sumando un total de 90 unidades por placa. La
distancia existente entre cada una es de 1.3 cm.

La funcién de estos pequerios componentes es:

1.- Aumentar la superficie de contacto del reactor con el liquido residual a tratar,
debido a su geometrla "interna" de cubo sin dos de sus caras, lo cual da como
resultado una mayor area de transferencia y contacto entre los organismos, el agua
a tratar y el aire atmosférico, lo que finalmente favorece el proceso de

biodegradacion.

2.- Servir como soporte a Ja capa concéntrica superior de la espiral, y aumentar la
turbulencia del agua contenida en la camara.

Como se mencioné con anterioriad, las placas se unen longitudinalmente unas con
olras, a partir de sus porciones terminales, hasta conformar la totalidad de la espiral
de la biocinta, la unién de 40 placas dié una longitud de 11.3 m y un diametro de 40
cm. El acoplamiento de las placas de los tres materiales se realizo de la siguiente
manera. L.a seccién central con 14 placas de cloruro de polivinilo (PVC); seguida
de una serie de 11 placas de polietileno (PE) y finalmente 15 de poliestireno (PS).

b) Contenedor o "cdmara"

Esta estructura se encuentra construlda en material acrilico. Su forma geométrica
busca obtener un mayor volumen a menor costo de produccién. Consta de un
reciplente de acrllico transparente, que es un prisma semihexagonal con base
rectangular, cuyo volumen total de trabajo esde 15 L.

La cAmara consta de tres secciones, una central que sirve de unién a dos laterales.
Dicha unién se realiza mediante dos empaques laterales de hule y 8 tornillos de
sujecion lransversal, ubicados en el contomo del recipiente. La seccién central
cuenta con dos orificios gque sirven para el sumistro y desalojo de la camara,
presenta horadaciones que sirven de soporle al eje metalico que proporcionara
apoyo y rotacion a la biocinta (figura 3).
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En relacion al volumen de este components, tomando en cuenta sus medidas,
geomelria y el nivel de altura del tiquido al que opera, se obtiene como resultado
una capacidad de 14.8 L, que pueden cargarse al conlenedor sin la biocinta,
cuando la biocinta es sumergida en el contenedor se abtiene un volumen de
trabajo de aproximadamente 14 L.

Un sumario de las principales caracteristicas esiruclurales y de operacion se
pueden apreciar en la tabla 1

Tabla 1.- Caracteristicas estructurales y de operacion del reactor de biocinta.

Caracteristica B Descri cion
Estructurales
Numero de etapas 1
Diametro de la biocinta (cm) 1 40
Espesor de la biocinta (cm) 127
Malerial de las placas PVC,PSyPE
Superficie total/etapa (M) 41
Volumen total de trabajo (m’) 0015
Relacién area/volumen (m'/m’) 2733
Porcentaje de drea sumergida 0
Operacionales
Concentracion de materia orgénica
{mg DQOIL) 2000
Tiempo de residencia hidrdulico (h) 18
Velocidad de rolacion (rpm) 28

IV.2 Pruebas preliminares al arranque del reactor

Durante las pruebas preliminares al arranque de fa biocinla se deteciaron
problemas de operacion para cuya solucién se hicieron los ajustes convenientes.
Una vez superados se procedid a evaluar de manera preliminar su
funcionamiento. Como primer paso se consiald que existiera un mezclado
homogéneo que favoreceria una oxigenacion adecuada.

También se aslimd el volumen de evaporacidn de agua por dia el cual fue de
aproximadamente el 10%. Adicionalmente, se evalud cualitativamente el
crecimiento de la biopelicula y que la estructura de la biacinta resistiera el proceso
de deformacion inducido por su movimiento y acumulacién de biomasa.
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En relacion al volumen de este componente, tomando en cuenta sus medidas,
geometria y el nivel de altura del liquido al que opera, se obtiene como resultadc
una capacidad de 14.8 L, que pueden cargarse al contenedor sin la biocinta,
cuando la biocinta es sumergida en el contenedor se obtiene un volumen de
trabajo de aproximadamente 14 L.

Un sumario de las principales caracleristicas estructurales y de operacion se
pueden apreciar en la tabla 1

Tabla 1.- Caracteristicas estructurales y de operacion del reactor de biocinta.

Caracteristica ___Descripcion |
Estructurales
Numero de etapas 1
Diémetro de ia biocinta (cm) . 40__
Espesor de la biocinta (cm) 12.7
Material de las placas | PVC PSyPE
Supeficie lotalletapa (m’) 41
Volumen total de trabajo (m’) 0.015
Relacion &realvolumen (m’/m’) 273.3
Porcentaje de area sumergida 40
Operacionales
Concentracién de materia organica
(mg DQOIL) 2 000
Tiempo de residencia hidraulico (h) 18
Velocidad de rotacion(rpm) | 28

IV.2 Pruebas preliminares al arranque del reactor

Durante las pruebas preliminares al arranque de la biocinta se detectaron
problemas de operacion para cuya solucion se hicieron los ajustes convenientes.
Una vez superados se procedid a evaluar de manera preliminar su
funcionamiento. Como primer pasc se constatd que existiera un mezclado
homogéneo que favoreceria una oxigenacion adecuada.

También se estimé el volumen de evaporacion de agua por dia el cual fue de
aproximadamente el 10%. Adicionalmente, se evalud cualitativamente el
cracimiento de la biopelicula y que la estructura de la biocinta resistiera el proceso
de deformacion inducido por su movimiento y acumulacidn de biomasa.
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En la etapa de arranque, paralelamente, se observo que el sentido y 1a velocidad de
rotacidn influyen en la expansidn o ..ompactacion de la biocinta, por lo que se hizo
necesario determinar fa direccion v velocidad adecuada para el giro de la misma. Al
respeclo se considerd convenieme que el giro fuera en sentido de las manecillas
del reloj evitando de esta forma ia compactacion de la espiral.

Una vez superados estos .iconvenientes y con una mayor certeza del buen
funcionamiento del reactor, .e procedid a establecer las condiciones de operacion
permanentes a efecto de '.eterminar el procesa sucesionai de las poblaciones de
microorganismos durante !a colonizacién del medio de soporte y consecuente
formacion de la biopelicut

V.3 Condiclones de operacion permanente

Una vez realizadas las modificaciones correspondientes en cuanto a los aspeclos
estructurales del reactor, se procedio a establecer los parametros operativos, tales
como velocidad de rotacidn y tiempo de residencia hidraulico (TRH). Estos
parametros se fijaron a partir de experiencias previas en sistemas rotatorios
(biodiscos), los cuales son también sistemas de pelfcula fija (Luna-Pabello, 1987).

Adicionalmente, se calculd el volumen de trabajo, area de transferencia disponible y
la relacion area/volumen (m *’ ). 1o cual aparece resumido en {a tabla 1.

Para suministrar al reactor el agua residual a tratar, se utilizd una bomba peristaltica
Masterflex con dosificador y motor eléctrico de tipo Cole-Palmer. Para la
recoleccion del efluente del reactor se empled un sedimentador secundario con una
capacidad total de 10 L. Este sedimentador presenta una estructura central que
permite disminuir el tlempo de sedimentacion de los lodos generadas, permitiendo a
su vez una mejor separacion del efluente tratado.

Otro parametro a considerar fue el tipo y concentracion del liquido que serla
empleado como sustrato, en esle caso se selecciond agua de 1a nixtamalizacion del
maiz, debido a que representa un efluente de tipo carbonoso concentrado, que es
relativamenrte facil de obtener. Esto es importante sobre tado para garantizar ta
continuidad en el suministro del agua a tralar y una calidad refativamente
homogénea. Por tal motivo a continuacion se presentan algunos dalos relevantes al
respecto.



IV.4 Origen y composicién fisicoquimica del agua residual empleada

El agua residual empleada para la experimentacion con la biocinta fue [z
proveniente de los molinos de nixtamalizacién de maiz para consumo humano y
son conocidas como nejayote (del nahuall: nextli=cenizas de cal, dyoh=caldo y afl=
agua).

La industria de la nixtamalizacion de maiz es una de las mas importanles de
México; un diagrama de su proceso puede observarse en la figura 6.

El nejayote es de color amarillento y en ocasiones de consistencia viscosa. Algunas
veces, los efluentes provenientes del lavado de los granos tiene apariencia lechosa,
debido al excedenle de cal empleado en el proceso. Las cargas organicas son 10(
veces mas, para un mismo volumen, que las de las aguas residuales de fipo
domésilico.

Entre sus caracteristicas fisicoquimicas se encuentran: pH de 12-14 unidades,
alcalinidad de 2,700 mg de CaCQslL, sdlidos suspendidos cercanos a 2,000 mg/L.,
DBOs de 8,000 mg OD/L, DQO de 20,000 a 39,200 mg/i, y una relacion de
carbono:nitrogéno:fosforo de aproximadamente 500:1:0.25, respectivamente (Duran
de Bazla, 1987; Luna-Pabello, 1993 ).

El agua residual de alimentacion del reaclor se preparé con una dilucién de con
agua de la llave 2,000 mg/L de concentracién organica, medida como DQO, a partir
de nejayote concentrado de 39,200 mg DQOIL. Se eligio esta dilucién debido a que
es una concentracién con la cual se habla experimentado anteriormente con
reactores de biodiscos, en los cuales dicha concentracion no resulté limitanle para
permitir alcanzar niveles de aerobiosis, es decir mas de 2 mg/l. (Luna-Pabello,
1687).
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IV.5 Inducci6n del indculo microbiano y la pelicula fija

Con objelo de lograr una rapida estabilizaclén del reactor de biocinta fue necesario
realizar un indculo especifico para el tipo de agua residual a fratar. Una vez
obtenido éste, se procedio a la induccién de la biopelicula a partir del manejo de las
variables de operacion fijadas en la tabla 1.

Una ventaja adicional de elaborar de manera previa el indculo microbiano es que

permitiria fa determinacion anticipada de los posibles géneros y/o especies de
interés que pudleran presentarse a lo largo de la experimentacién con la biocinta.

IV.5.1 In6culo aclimatado

Con la finalidad de obtener poblaciones microbianas aclimatadas a los
requerimientos experimentales, se procedié a la elaboracién de indculos de la

manera siguiente;

29



A) Se obtuvieron microorganismos provenientes de un reaclor biologico rotatorio
que depuraba aguas residuales producidas por la deshidratacion de la fior
mexicana (cempasuchil). Dichos microorganismos fueron cultivados en un malraz
Erlenmeyer de 500 mL al que se le ailadid gradualmente nejayole diluido a una
concentracion de materia organica, medida como DQO, de 2,000 mg/L (indculo A).

B) Para Ja elaboracion de un segundo indculo (cultivo B), se colocd una muestra de
suela fértii con nejayote diluido a igual concenlracian en otro matraz Erlenmeyer.

Amboas indculos se realizaron bajo oxlgenacion constante con objeto de promover
el desarrollo de microorganismas aeroblos.

Los registros de temperatura mostraron valores de 20-22°C.

En relacion al pH en ambos indculos se registraron al inicio condiciones acidas 4.0
(A) y 6.0 (B) unidades.

En el caso de los microorganismos, se observo, en ambos casos, una praliferacion
inicial principalmente de bacterias, después de una semana se enconiraran ciliados
y flagelados. Dos semanas posteriores a la elaboracion de los indculos se
registraron adicionalmente micrometazoarios (nematodos y rotiferos), los cuales
aparentemente fueron mas abundantes en el indculo B.

Con base en estas observaciones se estimé que para el desarrollo de la
biopellcula, los dos cultivos promoverian su rapida formacién y cansecuente
estabilizacion, razén por la que se considerd pertinente inocular la biocinta con
ambos.

iV.5.2 Formacidn de ia biopeiicula sobre la biocinta

En esta fase de la experimentacion se empled el agua residual de nejayote diluido
a una concentracién organica, medida como DQO, de 2,000 mg/L, con la cual se
llevd a su volumen de trabajo el conlenedor del reaclor.

Durante una semana se suministré diariamente a la camara del reactor (inicamente
el volumen de agua residuai evaporado, aproximadamente 1 L y 100 mL del indculo
aclimatado. E! objetivo era evitar fuertes variaciones de calldad del liquido residual
a tratar, favoreciendo asi la rapida aclimatacion de las poblaciones microbianas.

De acuerdo con las observaciones al microscopio de muestras de agua y ia

incipiente biopelicula, los microorganimos predominantes durante la primera
semana eran bacterias y flagelados.
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En la segunda semana de operacion, se reinoculé nuevamente el reactor para
garantizar la presencia activa de mayor cantidad de poblaciones de
microorganismos. A lo largo de este perfodo la biopelicula empezd a hacerse
visible, mostrando mayor desarrollo sobre las placas de polietileno (PE), en menor
grado en las de cloruro de polivinilo (PVC) y de manera escasa en las de
poliestireno (PS). El orden de ellas era, del interior para afuera, de PVC, PE y PS.

V1.6 Técnicas de analisis

Considerando que este trabajo tiene como objetivo primordial la caracterizacion de
la colonizacién secuencial de microoganismos que ocurre en la "biocinta" y su
asociacion con las condiciones fisicoquimicas, se hace necesario tomar registros
de pH, temperatura, oxlgeno disuelto (OD), demanda qulmica y bioquimica (DBOs)
de oxigeno, asl como la determinacién y cuantificacién de microorganismos de
interés durante las fases de preestabilizacion y estabilizacion o de régimen

permanente.

IV.6.1 Parametros fisicoquimicos

El pH y oxigeno disuelto (OD), fueron registrados ‘in situ" mediante un multimetro
Corning 720-A, La temperatura fue medida con un termdémetro de butbo, el cual se
mantuvo sumergido en el contenedor. La periodicidad con la que se tomaron dichos
parametros fue de cada tercer dia, en el caso de los dos primeros y diariamente

para el caso de la temperatura.

Para determinar fa eliminacion de la materia organica disuelta presente en el agua
residual durante el tratamiento se recurrié a la determinacion de:

1) La demanda quimica de oxigeno (DQO), {a cual se aplicd a muestras obtenidas
con una periodicidad de dos a tres veces por semana. Estas fueron centrifugadas y
sometidas a diluciones y digestion 4cida, de acuerdo con el método aprobado por la

APHA (1990), (anexo IX.1.1).

2) La demanda bioguimica de oxigeno en cinco dias (DBOs). Este parametro se
registré cada semana, utiizando un aparato Voilth-Sapromat, (apartado iX.1.2 de

los anexos).
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1V.6.2 Observaciones al microscopio

Con el proposito de determinar la diversidad, distribucidn y abundancia de los
diversos protozoos ciliados, flagelados, bacterias y micrometazoos establecidos en
la biocinta hasta su estabilizacion se procedio de la siguiente manera:

En observaciones llevadas a cabo al microscopio optico se detectd que la mayor
incidencia de microorganismos se encontré en la blopelicula, no asi en el licor
mezclado (agua en tratamiento), por lo que se considero conveniente tomar
raspados de ta biomasa del soporte a fin de contar con una muestra que permitiera
observar fa mayor diversidad de grupos de microorganismos, éstos fueron de tres
zonas, correspondiendo cada una de elias a los diferentes materiales plasticos con

los que se encuentra construldo dicho soporte.

2
Cada raspado de 1 mm’ fue tomado at azar con una espatula y llevado a un
volumen de 10 mL de agua residual, esto con el objeto de contar durante ef analisis
tanto con un volumen conocido como un mezclado homogéneo de los

microorganismos en la muestra.

En relacion a la forma en la cual se realizo la cuenta de los ciliados, se recurri6 a la
técnica de Lackey (APHA, 1990) modificada, debido a que esta permite analizar
volimenes de muestra menores a 0.1 mL, atn mas pequefios que los propuestos
por los métodos def hemocitémetro, reduciendo notablemente el tiempo invertido en
el anatisls. EI nimero de muestras observadas al microscopio fue de tres por cada
raspado (Ver anexo 1X.2.2).

Para la determinaclén de los microorganismos, se llevaron a cabo observaciones
de preparaciones temporales y permanentes empleando un microscopio de
contraste de fases Olympus LHS con camaras fotogréfica y de video integradas.

a) Preparaciones temporales

En las preparaciones temporales, para retardar el movimiento ciliar se empleé
metil-celulosa al 10%, se utilizaron colorantes vitales como verde brillante, rojo y
azul de metilo al 1%, para resaltar estructuras de importancia taxondmica, como
cilios peristomales, cirros, aparato nuclear, y nigrosina al 1% para la observacion de

la ciliatura somatica (Gavifio e! al., 1972).

b) Preparaciones permanentes

En el caso de los ciliados, para su determinacion a nivel de género o bien especie,
fue necesaria la elaboracion de preparaciones permanentes, por lo que se
elaboraron medios de cultivo con infusiones de trigo, con objeto de aumentar fas
poblaclones de los mismos. Posteriormente, se aplicé la técnica de impregnacion
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argéntica de Klein para resaltar cilios, cinetosomas, cinetias y argiroma, ademas la
de protargol (Lee et al, 1985) para destacar nucleo, cilios, cinetosomas y poros de
vacuolas. En el caso de las bacterias dado su amplia diversidad y dificil
determinacion se optd por separarlas segun su morfologla y la respuesta obtenida a
la aplicacion de la tincion de Gram.

Adicionalmente se tomaron fotomicrografias de los microorganismos de
preparaciones tanto temporales como permanentes. En el reconocimiento de los
diferentes grupos de microorganismos se recurrio, en el caso de los ciliados se
empled la clave de Small y Lynn (1985) y descripciones de Luna-Pabello
(1987,1990 y 1993); para los flagelados la clasificacion de Levinee! al (1980); los
sarcodinos con la clasificacion de Sleigh (1979) y de micrometazoarios, la
propuesta por Marguilis y Schwartz, (1981).

LLas muestras de pelicula fija provenientes del reactor se cbservaron al microscopio
con intervalos de tres a cuatro dias hasta que el reactor alcanzd su equilibrio
funcional, lo cual se constato tanto por los andlisis fisicoquimicos como por el
hecho de que las poblaciones se mantuvieron constantes. Se consideré adecuado
hacer esta frecuencia de muestreo debido a que los protozoos, bacterias y
micrometazoarios presentan ciclos de vida muy cortos y, por tanto, el
establecimiento de nuevas poblaciones es muy rdpido. Este tipo de muestreo
permitié conocer los diversos organismos presentes antes y durante la fase estable
del sistema de tratamiento del llquido, es decir la secuencia de aparicion
poblacional en funcién del grado depurativo logrado por la biocinta.

{V 6.3 Calculo del indice de diversidad de cliiados

Por otro lado, reiterando en la importancia que tiene conocer la diversidad del grupo
de los ciliados con la evolucion del proceso depurativo, se aplicd el indice Shannon-
Weiner, el cual considera el nimero de especies presentes y su abundancia relativa
(Begon el at., 1986). A continuacion sera descrita la ecuacion que fue aplicada enla
obtencidn de dicho Indice.

Indice de Shannon-Weiner (diversidad):

S
=- % (pi) (logz2 pi) obien H=n1/N logzn1/N
=1
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donde:

H = indice de diversidad de especies.

s = pimero de especies

pi= proporcidn del total de ta muestra que corresponde a la especie i (n1/N)

n1= nimero de individuos por especie
N=tolal de los valores de importancia

Ofro aspecto relevanie es la homogeneidad o equidad (E) de la comunidad, para su
estimacién se puede recurrir a la siguiente ecuacion;

E= H/Hmax

donde:

E= homogenidad o equidad (gama de 0 a 1)
H= diversidad de especies observadas
Hma= diversidad maxima de especies
Hma=loga S

S= nimero de especies

El valor de la diversidad maxima (Hmax) permite inferir el nimero maximo de
especies que potencialmente pudieran incorporarse a la comunidad en un
determinado habitat.

1V.6.4 Céiculo del indice de calidad del agua

Por otro lado, para determinar la calidad de! agua en base a la proporcion estimada
de especles, se aplicod el Indice de calldad de! agua propuesto por Plantle y Buck
(1Ses), mencionado en Foissner (1992).

1Se=(N.IS)/ N

donde:

ISea=Indice de saprobiedad Plantle y Buck
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N= numero individual estimado para cada especie (1=pocas; 2=muchos;
5=demasiados)

IS=indice de saprobiedad (el cual es tomado de una tabla ya establecida, tiene
valores de 0-8)

i = especie

Segin los valores establecidos por este indice, se distinguen cuatro clases
correspondiendo cada una a la clasificacion de saprobiedad de Foissner (1992), de
esta forma, cuando |Ses es igual a;

1.0-1.5 Clase | (oligosaprobia)

1.5-2.5 Clase [l (beta-mesosaprobia)

2.5-3.5 Clase il (alfa-mesosaprobia)

> 3.5 Clase IV (polisaprobia)
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V RESULTADOS

V.1 Parametros fisicoquimicos

a) Temperatura.- De acuerdo con los registros de lemperatura se detectd que esta
se mantuvo en un intervalo de 10 a 14°C; esta variacién se debié probablemente a
la influencia de las oscilaclones de la temperatura ambiental (tabla 2}, ya que el
laboratorio no tiene ajuste de temperatura.

b) pH.- Las valores del pH a lo largo de la primera semana fueron, de ligeramente
acidos, 6.5 unidades, después de este lapso se registré un ascenso de 7.0 a 7.5.
Posteriormente, este pardmetro alcanzé un valor maximo de 8.0 unidades
manteniéndose asi hasta que la biocinta se estabilizo funcionalmente (tabla 2),

¢) Oxigeno disuelto (OD).- Desde el arranque del reactor el oxigeno disuelto
presentdé concentracién entre 7.5-7.7 mg/lL, que se mantuvieron constantes a lo
largo de todo el periodo experimental (tabla 2).

d) Demanda quimica de oxigeno (DQO).- En relacién a la materia orgdnica disuelta
removida, medida como DQO, se pudo obseivar que en la primera semana ocurrié
una remocidn del 7% (1,860 mg DQO/L) y en las 7 semanas posteriores, un
maximo del 80% (400 mg DQO), este lltimo valor indica una alla concentracion
de material biodegradable eliminado y buena efectividad del sistema una vez
alcanzada su estabilidad funcional (tabla 3 y figura 6).

e) Demanda biogquimica de oxigeno (DBOs).- Referente a este parametro, se estimo
que la remocién inicial por parte de la biocinta fue del 6% (550 mg DBO:/L),
alcanzando hasta el 88% (70 mg DBO/L) durante la fase de régimen permanente
(tabla 3 y figura 6).

Es importante mencionar que se considerd la fase estable de operacion del reactor

de biocinta cuando los valores de DQO, se mantuvieron constantes (+ 5% de
variacion) por lo menos a fo largo de tres evaluaciones consecutivas.
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Tabla 2.- Valores promedio de lemperalura, pH y oxigeno disuelto (OD), registrados
a lo largo de la fase experimental

Semana | Temperatura (°C) pH oD

(mgiL)
1 10£0.70 6.5+0.12 7.6£0.10
2 11£0.10 6.5+0.11 7.610.10
3 10£1.00 7.0£0.07 7.74£0.08
4 13+1.5 7.5¢0.11 7.5£0.05
5 12£0.70 7.5£0.05 7.5£0.15
6 13+0.90 8.0+0.07 7.6£0,11
7 1441.30 8.0£0.10 7.640.15
8 14+0.80 - 804015 | 7.6:0.15
9 1411.00 8.0+0.26 7.640.15
10 14+0.80 8.0£0.10 7.6£0.10

Tabla 3.- Valores promedio de la concentracién y porcentajes de remocion de
maleria organica, medida como DQO y DBOs, de diferentes muestras provenientes

de [a biocinta
Semana DQo DQo DBOg DBOg
(mglL) (%remocién) {mglL) (%remocion)
1 18604138 7 550110 6
2 15004223 25 320110 45
3 12004158 40 26011 56
4 10001158 50 220115 62
5 800£158 62 160412 73
6 400181 80 7042 88
7 400470 80 7042 88
8 400482 80 7015 88
9 400476 80 7043 88
10 400186 80 7042 88

Nota: DQO inicial= 2 000 mg/L; DBO:s inicial= 580 mg/L.
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V.2 Observaciones al microscapio

V.2.1 Crecimiento de la biopelicula sobre el medio de soporte

Una semana posterior a la inoculacién y operacién bajo condiciones dinamicas, la
biopelicula comenzé a hacerse visible en el medio de sopore, observandose la
proliferacion de bacterias y escasos flagelados. Conforme aumento el grosor de la
biopelicula la diversidad microbiana también crecié, asentdndose de manera
secuencial poblaciones de flagelados, ciliados, nemalodos, amebas vy rotiferos.
Cabe hacer mencién que la mayor diversidad de microorganismos se presentd una
vez que el reactor se encontrd bajo condiciones de estabilidad funcional y alla
eficiencia depuradora, condiciones de régimen pseudopermanente.

Por otra parte se observd que la biopellcula se desarrolld més rdpida y
primeramente sobre las placas de polietileno (PE), seccion media, en segundo
lugar en las de polestireno (PS), seccion mas externa, y finaimente en las de
cloruro de polivinilo (PVC) seccidn interna, la disposicion de las placas se encuentra
dada con respecto al eje central de la biocinta.

A pesar de la diferente rapidez de colonizacion en los materiales del soporte, la
dislribucién de microorganismas no se vid afectada, ya que en todas ellas se
presenté la misma riqueza de microorganismos.

La biopelicula mostré un crecimiento similar uniforme en los tres maleriales
plasticos una vez que el reactor alcanzd su estabilidad funcional.

En las observaciones de los microoganismos realizadas durante el tratamiento del
agua de nejayote, se registrd la presencia de bacterias, cocos y bacilos (gram-

negativas, en su mayorla), flagelados, sarcodinos (amebas), ciliados, nematodos y
rotiferos.

V.2.2. Cuenta de microorganismos

Los resultados de la cuenta de microorganismaos registrados durante los diferentes
porcentajes de depuracion logrados se observan en la tabla 4.
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Tabla 4. Abundancia de lo microorganismos/0.1 mL de muestra en los diferentes
porcentajes de materia organica removida, medida como DQO (*)

MICROORGANISMO | *25 *40 *50 *62 | *80
Ciliados 136 | 378 414 | 360 | 314
Flagelados 810 | 620 613 | 715 | 619
Amebas 0 0 0 72 90
Nematodos 0 54 90 65 78
Rotiferos 0 0 0 54 144
Total 946 | 1052 | 1117 | 1266 | 1245

Tomando en consideracidn que es el grupo de los ciliados al que se e ha dado
mayor televancia, en la tabla 5 se hard un desglose de sus abundancias relativas
en funcién de los porcentajes de remocion de materia organica logrados por la
biocinta.

Tabla 5. Numero de ciliados encontrados a diferentes porcentajes de remocion de
materia orgénica, medida como DQO (*)

CILIADO *25 ) *40 | *50 | *62 | '80
Colpidium colpoda 45 | 108 | 72 | 45 | 48
Cyclidium glaucoma 0 | 271 9 0 0
Tetrahymena pyriformis 0 | 27 | 90 27 18
Oxytricha fallax 7310 0 54 | 110
Litonotus lamelia 0 | 45 | 45 72 31
Euplotes sp 0 0 0 81 31
Subtotal libres nadadores 118 | 207 | 216 | 279 | 238
Opercularia coarctata 0 | 36| 90 | 27 9
Epistylis plicatilis 0 90 | 72 27 | 31
Vorticella campanuia 0 (45 | 36 g g
Formas moviles de perilrico 18] 0 0 18 27
Subtotal sésiles 18 | 171 198 | 81 78
Total 136 | 378 | 414 | 360 | 314

Como puede observarse en la tabla 5 se determinaron nueve géneros y ocho
especies de ciliados. Con excepcion del género Euplotes sp, los restantes han
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sido registrados anteriormente el tratamiento de nejayole, empleando el sistema de
pelicula fija como los biodiscos (Luna-Pabello 1987, 1992 y 1993).

En la tabla 5 se observa que los ciliados libres nadadores en general schrepasan a
los sésiles; sin embargo a un porcentaje de remocion de §0% (1000 mg DQOIL),
ambos tipos de ciliados tuvieron abundancias similares.

En comparacién con los micrometazoarios los protozoos tanto flagelados, ciliados y

sarcodinos, se presentaron en mayor abundancia, siendo los flagelados los mas
numerosos (tabla 4).

V.2.3 Valores de abundancia y diversidad de ciliados
En la tabla 6 se muestran los valores de los porcentajes relativo de los ciliados
encontrados a los diferentes porcentajes de remocion de MOD, medido como DQO.

Tabla 6. Porcentaje relativo de los microarganismos registrados en la biocinta
durante el tratamiento del nejayote, porcentaje de MOD removida, medida como

DQO (Y

CILIADO *25 *40 *50 [ "62 *80
Colpidium colpoda 33 29 17 13 15
Cyclidium glaucoma 0 7 2 0 0
Tetrahymena pyriformis 0 7 22 8 6
Oxytricha fallax 54 0 0 15 35
Litonotua lameila 0 12 11 20 10
Euplotes sp 0 0 0 23 10
Subtotal libres nadadores 87 54 52 76 75
Opercularia coarctate 0 10 22 8 3
Eplstylus plicatilis 0 24 17 8 10
Vorticella campanula 0 12 9 3 3
Formas méviles de petitrico 13 0 0 5 9
Sublotal sésiles 13 46 48 24 25
Total 100 100 [ 100 | 100 | 100 |

En ia tabla 7 se muestran los Indices de diversidad encontrados a los diferentes
porcentajes de remocion evaluados como DQO, a lo largo de toda la fase
experimental.

40



Tabla 7.- Valores de los Indices de diversidad (H) Shannon-Weiner, diversidad
maxima (Himax) y homogeneidad (E).

Porcentaje de remocién de

materia orgénica disuelta H Hmax E
25 0.959 0.9691 0.9896
40 2.6660 2.8074 0.9285
50 2.6084 2.8074 0.9212
62 2.7176 2.9999 0.9062
80 2.5658 2.9999 0.8555

En las siguientes tablas 8-a, 8-b, 8-¢, 8-d, 8-e, se indican los datos requeridos para
el célculo del Indice de diversidad (H) de Shannon-Weiner, diversidad Maxima
(Hmax) y eguidad (E) de la comunidad de ciliados, para cada uno de los
porcentajes de MOD removida a lo largo de |a fase experimental.

Tabla 8-a.- Datos requeridos para el calculo del Indice de diversidad (H) de
Shannon-Weiner, de diversidad maxima (Hmax) y equidad (E) de la comunidad de
ciliados, para un porcentaje de remocién del 25%, medido como DQO

CILIADO Numero de Pi Pi(log Pi)
individuos
Colpidium colpoda 45 0.381 0.1697
Cyclidium glaucoma 0 0.000 0.0000
Tetrahymena pyriformis 0 0.000 0.0000
Oxytricha fallax 73 0.618 0.1290
Litonotus lamella 0 0.000 0.0000
Euplotes sp 0 0.000 0.0000
Opercularia coarctata 0 0.000 0.0000
Epistylis plicatilis 0 0.000 0.0000
Vorticella campsnula 0 0.000 0.0000
Total 118 1.000 0.2887

H=0.2887
Para realizar la conversion del logtw a loge, basta multiplicar el resultado por el factor

3.32192805, obteniéndose el valor final de H, por lo que para el paricular da
H=0.9590
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Tabla 8-b.- Datos requeridos para el calculo del Indice de diversidad (H) de
Shannon-Weiner, de diversidad maxima (Hméx) y equidad (E) de la comunidad de
ciliados, para un porcentaje de remocion del 40%, medido como DQO

CILIADO Nuamero de Pi Pi(log P1)
indlviduos
Colpldium colpoda 108 0.2857 0.1554
Cyclidium glsucoma 27 0.0744 0.0818
Tetrahymena pyriformis 27 0.0714 0.0818
Oxytricha fallax 0 0.0000 0.0000
Litonotus lamella 45 0.1180 0.1100
Euplotes sp 0 0.0000 0.0000
Opercularia coarctata 36 0.0952 0.0972
Epistyiis plicatilis 80 0.2381 0.1484
Vorticella campanula 45 0.1190 0.1100
Total 378 1.0000 0.7847

H=0.7847 nwltiplicado por el factor de conversion da H=2.6066

Tabla 8-c.- Datos requeridos para el célculo del Indice de diversidad (H) de
Shannon-Weiner, de diversidad maxima (Hmax) y equidad (E) de la comunidad de
ciliados, para un porcentaje de remocion del 50%, medido como DQO.

CiLIADO Numero de Pi Pi(log Pi)
individuos
Colpidium colpoda 72 0.1739 0.1321
Cyclidium glaucoms 9 0.0127 0.0361
Tetrahymena pyriformis 80 0.2174 0.1440
Oxytrichae fallax 0 0.0000 0.0000
Litonotus lamelia 45 0.1086 0.1047
Euplotes sp 0 0.0000 0.0000
Opercularia coarctata 72 0.1738 0.1321
Epistylis plicatilis 90 0.2174 0.1440
Vorticells campanula 36 0.0869 0.0922
Total 414 1.0000 0,7852

H=0.7852 multiplicado por el factor de conversién da H=2.6084

42



Tabia 8-d.- Dalos requeridos para el calculo del Indice de diversidad (H) de
Shannon-Weiner, de diversidad méaxima (Hmax) y equidad (E) de la comunidad de
ciliados, para un porcentaje de remocion del 62%, medido como DQO

CILIADO Numero de Pi Pl(log Pi)
__individuos
Colpidium colpoda 45 06 | 01y
Cyclidium glaucoma 0 0.0000 0.0000
Tetrahymena pyriformis | .27 1 00789 | 00812 |
Oxytricha fallax 54 | 01578 0.1265
Litonotus lamelja 72 0.2105 0.1425
Euplotes sp 81 0.2368 0.1481
Opercularia coarciata 27 0.7890 0.0812
Epistylis plicatilis 27 0.7890 0.0812 |
Vorticella campanula 9 0.0236 0.0415
Total 342 1.0000 0.8181

H=0.8181 multiplicado por el factor de conversién da H=2,7176

Tabla 8-e.- Datos requeridos para el calculo del Indice de diversidad (H) de
Shannon-Waeiner, de diversidad maxima {(Hmax) y equidad (E) de la comunidad de
ciliados, para un porcentaje de remocion del 80%. medido como DQO

CILIADO Numero de Pi Pi(log Pi)

e 1 _individuos

Colpidium colpoda 48 0.1672 0.1298
Cyclidium glaucoma 0 0.0000 0.0000
Telrahymena pyriformis 18 0.0627 0.0754
Oxytricha fallax 110 0.3832 0.1596
Litonotus lamelia K} 0.1080 0.1044
Euplotes sp 31 0.1080 0.1044
Operculana coesrctata 9 0.0314 0.0472
Eplstylis plicatilis 3 0.1080 0.1044
Vorticella campanula 9 0.0314 0.0472
Total 287 1.0000 0.7724

H= 0.7724 multiplicado por el factar de conversion da H=2.5658
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V.2.4 Intervalos de saprobiedad de ciliados
En la siguiente tabla se muestran los intervalos de tolerancia a la contaminacion

organica, presentada por la comunidad de ciliados registrada en el estudio.

Tabla 9. Ciliados registrados en el reactor de biocinta a los diversos intervalos de
contaminacion organica medida como DBOs

~ CiLIADO intervalo de DBO+ (mgiL)

Col jdium col oda 650-70
Cyclidium glaucama "260-220 N
Ox tricha fallax *6560-70
Tetrahymena piryformis *260-70
Litonotus lamella *260-70

Euplotes sp 160 - 70
Opercularia coarctata *260-70

Epistylis plicatilis *260-70

Vorticella campanula *260-70

* El analisis se hizo considerando sblo a las especies senaladas, debido a que Ios
sistemas saprobios preferentemente son aplicables a este nivel taxonémico

V.2.4.1 Valores del indice de saprobiedad de ciliados

Tabla 10. Datos requeridos para el calculo del indice de calidad del agua (1Ses)

ESPECIE N IS N.IS
Cyclidium glaucoma 5 3.1 15.5
Epistylis plicatilis 5 28 140
Litonotus lamella 5 28 14.0
Tetrahymena plryformis 5 4.1 205
Oxitricha fallax 5 3.0 150
Colpidium colpoda 5 4.0 200
Vorticella cam anula 5 2.4 12.0
Opercularla coarctata 5 29 145
Total 40 251 1255
por lo que:

ISes =125.5/40 = 3.138
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V.25 Ubicacion taxondmica de los ciliados encontrados

De acuerdo con las observaciones realizadas, tanto en las preparaciones
temporales como permanentes, se identificaron un total de nueve géneros y oche
especies pertenecientes al Phylum Ciliophora. Asl mismo, se observaron, aunque
no se realizaron sus respeclivas delerminaciones, representantes de los Phyla
Sarcomastigophora, Nematoda y Rotifera.

Se da a conlinuacidn la posicion taxondmica de acuerdo con Small y Lynn (1985)

referida en Luna-Pabello (1987, 1990 y 1993), ademas de algunos comentarios
sobre sus habitos alimenticios y presencia en sistemas de tratamiento.

PHYLUM CILIOPHORA Doflein, 1901

Clase Spiritrichea Butschli, 1889
Subclase Stichotrichia Small y Lynn, 1985
Orden Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961

Suborden  Sporadothricina Fauré-Fremiet, 1961
Famllia Oxytrichidae Ehrenberg, 1838

Oxytricha fallax Stein, 1859
Su alimento lo constituyen las bacterias, algas y flagelados. Ha sido registrado en
sistemas de lodos activados, filtros percoladores, tanques lmhoff, aguas residuales

no tratadas (Curds, 1975; Rico-Ferrat y Ldpez-Ochoterena, 1976a.b; Riveraet al.,
1988) y reactores de biodiscos, (L.una-Pabello et al,, 1990ab; Sanchez, 1994).

Subphylum  Rhabdophora Small, 1976

Clase Litostomatea Small y Lynn, 1981
Subclase Haptoria Corliss, 1974

Orden Pleurostomatida Schewiakoff, 1896
Familia Amphileptidae Bitschli, 1889

Litonotus lamella Muelier, 1773

Se alimenta de fiagelados y ciliados, presenta disiribucién cosmopolita,
comiinmente se e encuentra en aguas ricas en material organico en
descompaosicion. Se ha registrado en filtros percoladores (Bick, 1972; Curds, 1375)
y sistemas de biodiscos (Rivera et al,, 1988 y Luna-Pabello, 1993).



SUBPHYLUM Cyrtophora Smail, 1976

Clase Nassophorea Smally Lynn, 1981
Subclase Hypotrichia Stein, 1859

Orden Euplotida Small y Lynn, 1985
Suborden Euplotina Small y Lynn, 1981
Familia Euplotidae Ehrenberg, 1838

Euplotes sp Wrezsniowsky, 1870

Este género se alimenta principaimente de baclerias, estos ciliados proliferan, tanto
en aguas dulces, como salobres y marinas (Aladro-Lubel, et al., 1990). También se
le ha reportado en lagunas de oxidacién de efluentes petroquimicos (Anaya-
Huerlas, 1992).

Clase Oligohymenophorea de Puytorac et al., 1974
Subclase Hymenostomatla Delage y Hérouard, 1896
Orden Hymenostomatida Delage y Hérouard, 1896
Suborden Tetrahymenina Fauré-Fremiet, en Corliss, 1956
Familia Tetrahymenidae Corliss, 1952

Tetrahymena pyriformis Ehrenberg,-1831

Su diela alimenticia abarca detritos, baclerias y algas. Es un ciliado con distribucion
cosmopolita y, cominmente, cambia de forma en respuesta a presiones locales.
Habita aguas contaminadas con materia organica en descomposicién (Bick, 1972).
Prolifera en filtros percoladores, reactores biologicos rotatorios, lagunas de
oxidacién y canales de aguas residuales domésticas (Bick, 1976, Curds, 1975;
Rico-Ferrat y Lopez-Ochoterena 1976 a,b; Rivera ef al., 1988, Sanchez, 1994).

Familla  Turaniellidae Didier, 1971

Colpldium colpoda Losana, 1829

Se alimenta de detritos, bacterias, flagelados y algas. Es cosmopolita, habita en
aguas ricas en matelia orgdnica en descomposicion (Bick, 1972). Proliferan en
filtros percoladores, lodos activados (Curds, 1975) y sistemas de biodiscos (Luna-
Pabello 1990; Luna-Pabello ef al., 1990a,b).

Suborden  Pleuronematina Fauré-Fremiel en Corliss, 1956
Familia Cyclidiidae Ehrenberg, 1838
Cyclidium glaucoma Mueller, 1773
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Su alimento lo conslituyen las bacterias y algas, presenta una distribucion amplia,
se desarrolla en aguas con maleria orgénica en descomposicion (Bick, 1972). Se
ha registrado como habitante de filltos percoladores, lodos aclivados, tanques
Imhoff, sistemas rotatorios de biodiscos y aguas negras sin tratar (Curds, 1975;
Rico-Ferrat y Lopez-Ochoterena 1976 a, b; Riveraet al., 1988; Luna-Pabello, 1993;
Sanchez, 1994).

Subclase  Peritrichia Stein, 1859
Qrden Sessilida Kahl, 1933
Familia Epistylididae Kahl, 1933

Epistylis plicatilis Ehrenberg, 1831

Es un ciliado sésil que se alimenta de baclerias y se le encuentra en aguas con
maleria organica disuelta, (Bick, 1972). Se le ha registrado en filtros percoladores y
lodos activados (Curds, 1975), asi como en sistemas de biodiscos (Luna-Pabello,
1993), en estos sistemas de tratamiento bioldgico del agua se le ha observado
adherido a delritos y agregados bacterianos.

Familia  Operculariidas Fauré-Fremiet en Corliss, 1979
Opercularia coarctata Claparéde y Lachmann, 1858

Se alimenta de baclerias, detritos y flagelados. Al igual que los demas ciliados se
desarrolla en aguas ricas en material organico en descomposicién. Se ha registrado
en filtros percoladores, lodos activados (Curds 1975) y biodiscos (Luna-Pabello of
al, 1990 a, b; Luna-Pabello, 1990; 1993). Se adhiere a detritos y grumos
bacterianos.

Familia  Vorticellidae Ehrenberg, 1838

Vorticella campanula Ehrenberg, 1831

Su alimento lo constituyen las bacterias. Es un organismo sésil de distribucion
cosmopolita, se presenta, tanlo en aguas estancadas como fluidas (Bick,1972).
Usualmente se encuentran adheridos a diversos soportes. Se han registrado que

habita en fillros percoladores, lodos activados y sistemas de biodiscos (Curds,
1975; Rivera e! al., 1988; Luna-Pabello, 1990 y 1993).
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VI ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

VI.1 Efecto de los parametros fisicoquimicos

De acuerdo con los valores de temperatura registrados en el agua contenida en el
reaclor (tabla 2), éstos no resultaron limitantes para la proliferacion de los
microorganismos depuradores. El intervalo de temperatura oscild entre 10 y 14°C,
lo cual corresponde a un ambienle adecuado para organismos psicrofilos. Es
posible esperar que a temperaturas mayores, se incremente la aclividad microbiana
y se presente una mayor abundancia poblacional {Luna-Pabello et al, 1992).

Por ofra paite, los valores de pH, denotan que la acidez del liquido de alimentacion
(6.0-6.5 unidades) se neutraliza rapidamente después de ia primera semana de
operacion, a flujo cerrado, lapso en el cual el agua residual bajo tratamiento mostrd
una fendencia hacia valores de pH neutro-alcalinos (7.0-7.5 unidades) hasta que
finalmente se alcanzaron condiciones alcalinas (8.0 unidades). Este fenomeno de
neutralizacion aparece indicado en trabajos previos realizados en otro lipo de
sistemas aerobios depurando este mismo tipo de aguas residuales (Bekris, 1992).
Por este molivo no es necesario someter el agua de alimentacion a un tratamiento
previo de neutralizacién (tabla 2).

Debe hacerse énfasis en que el pH constituye un factor limitante en la
manifestacion trofica microbiana. Mientras mas cercanos sean los valotes a un pH
neutro, se hace menos isslricliva la presencia de mayor nimero de
microorganismos. Valores de pH fuertemente acidos impiden el desarrollo de
protozoos ciliados y micromelazoos, los cuales son degradadores de materia
organica y consurmidores de bacterias. El cambio hacia un pH neutro-alcalino, se
induce inicialmente por la actividad microbiana de las baclerias y flagelados que
son los primeros colonizadores del medio de soporte (espiral). Este tipo de seres
promueven el amortiguamiento del pH como consecuencia del desprendimiento de
CO:2 metabdlico y de la reaccion de ésle con ef agua y la cal (contenida en el agua
bajo tratamiento) formando bicarbonatos.

El reactor de biocinta operd permanentemente bajo condiciones aerobias, es decir,
con oxigeno disuello a concentraciones mayores de 2 mg/l. Los valores
registrados en el licor mezclado (agua residual en tratamiento), fueron entre 7.5y
7.7 mg OD/L, por lo que el oxigeno disuelto no constiluyd un elemento limitante
para el melabolismo aerobio.
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Concentracion de MO{) medida como DQO y DBOS (mgiL)
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Figura 6.- Concentracién de material organico disuelto medido como DQO y
DBOS
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En consecuencia seria posible bajo iguales circunstancias de operacion alimentar
una mayor concentracion de materia organica disuella (superior a los 2,000 mg/L,
medida como DQO), a la biocinla y oblener el mismo nivel depurativo. Lo anterior
es factible dado que la turbulencia generada por rotacidén del soporte permite una
alta transferencia de oxigeno atmosférico hacia el agua en tratamiento.
Considerando los valores de remocion de materia organica disuelta (MOD) togrados
por la biocinta, éstos se pueden considerar satisfactorios debido a que, en términos
de DQO, se logrd Ia eliminacion del 80% de su contenido total, mientras que,
medido como DBOs, la remocion fue de aproximadamente el 90% (figura 6).

De manera global puede decirse que bajo las condiciones de operacion
establecidas, la biocinta resulté ser un sistema de tratamiento adecuado para
remover MOD en concentraciones moderadas y que es posible lograr la misma
remocién en menor tiempo al incrementar la temperatura de operacién o bien
depurar mayor volumen de agua con eficiencias similares e inclusive, dados los
niveles de oxigenacion alcanzados, tratar aguas residuales con mayor conlenido de
contaminantes organicos disueltos, debido a que el oxigeno no es factor limitante
para |a aclividad metabdlica de los microorganismos aerobios.

De manera adicional, puede mencionarse que como consecuencia de la alla
turbulencia generada por el medio de soporte (biocinta) existié una alta produccion
de espuma, lo que merma el funcionamiento del eje de rotacion, por lo cual resulla
convenienle pensar en incorporar una estructura que proteja o desaloje de manera
eficienle dicha espuma a fin de evitar eventuales paros operacionales a
consecuencia de fas actividades de mantenimiento prematuro, con la consiguiente
desestabilizacion del reaclor.

Con respeclo a la estructura del soporte, ésta resultdé poco resistente, dado que
perdid su consistencia una vez que fue completamente colonizado, propiciando que
perdiera su arreglo espiralado, tornandose amorfo al final de la experimentacion. En
este sentido, es recomendable idear una estructura complemenlaria que dé
consistencia al soporte o bien construirlo con un material de mayor resistencia a la
deformacion mecanica,

V1.2 Ecologia microbiana

En relacion al estudio de los microorganismos que intervienen durante el proceso
depurativo, puede decirse, que en general, se encuentran representados por
ejemplares, tanto del tipo procarionte (bacterias), como eucarionte (prolozoos,
nematodos y rotlferos).
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A este respecto se pudo canstatar fa alta abundancia de bacterias en forma bacitar
y de cocas gram-negativos, lo cual ha sido cominmente reportado para sistemas
de aguas residuales domésticas e industriales biodegradables. Es importante
recordar que las bacterias constituyen un alimento importanie de los protozoos.
Ademas se les atribuye entre el 50 y 80% de remacion de la materia organica
disuelta biodegradable (Madoni, 1981)

Referente a los protozoos (figura 7), fue posible observar troficamente activos,
flagelados, ciliados y amebas. Lo primeros se encontraron en mayor concentracién
durante todo el tratamiento det liquido, mientras que los segundos estuvieron mas
representados en las etapas de contaminacién intermedia del 40% al 62% (1,200-
1,000 mg DQOJL). En cuanto a las amebas, éstas fueron poca abundantes y se
presentaron durante los periodos de menor contaminacion, es decir de alto
porcentaje de remocion (aguas can concentraciones de MOD de 400 mg DQO/L).
Lo anterior coincide con la sucesion microbiana descrita, tanto para cuerpos
acuaticos naturales contaminados organicamente, como paria plantas depuradoras
de aguas residuales domésticas (Cairns et al, 1972, Kinner y Curds, 1988,
Torreblanca, 1992).

Caon respecto a los micrometazoos, se pudo apreciar que los rotiferos resuttaron
mas abundantes que los nematodos, en los niveles de mayor remocion de MOD
(figura 7). Su presencia ha sido estrechamente relacionada con una "buena” calidad
del agua tratada (Kinner y Curds 1988), lo cual se vio corroborado con los
parametros fisicoquimicos evaluados en el presente estudia.

Acorde can lo anteriormente descrito puede decirse que, desde el punto de vista
fisicoquimico y bioldgico, la biocinta alcanz6 durante su etapa de operacién estable,
una alta eficiencia depuradora. Adicionalmente, la presencia de diferentes grupos
de microorganismos confirma que la calidad del agua no es nociva o restrictiva
para su proliferacion. Lo anterior puede interpretarse como sigue: una amplia
representacion de dichos grupos es reflejo de niveles de contaminacion bajos.
Tomando como punto de partida los estudios referentes a la estructura comunitaria
de ambientes acudticos contaminados, existe menor diversidad de seres vivos
conforme fa contaminacion del agua es mayor y viceversa (Cairns, 1982).

De manera particutar, el grupo de los ciliados estuvo representado por nueve
géneros y ocho especies (tabla 5), todos ellos previamente registrados y descritos
como organismos comunes en reactores bioldgicos rotalorios que depuran aguas
residuales de la industria de la nixtamalizacion de malz {Luna-Pabelloe! al, 1988) y
en sistemas de lratamiento aerobio de aguas domésticas (Curds, 1975, Riveraet
al., 1988). Un aspecto interesante de remarcar es que, comparando la riqueza de
especies de ciliados encontrados en el presente estudio, es significativamente
menor que las registradas durante el tratamiento de las aguas residuales con los
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reactares de biodiscos. Lo anterior podria implicar la presencia de algun factor
limitante para la praliferacion de un nimero mayor de especies

No. de microorganismos/o.t mL

—(—Cihados
900 T —X— Flagelados
200 ~f\— Amebas

—O— Nematodas

700 x/x\x — Y Rovleros
600

g g

100

0
25 40 50 62 80

Porcentaje de MOD removida (DQO)

Figura 7.- Abundancia de los diferentes grupas de microorganismos enconlrados a
diferentes parcentajes de remocién de MOD, medida como DQO

52



V1.3 Relacion de la materia organica disuelta removida y los microorganismos
de la biopelicula

Las observaciones realizadas al microscopio pusieron de manifiesto que los
primeros microorganismos en proliferar y colonizar la biocinta fueron las bacterias
gram-negativas (cocos y bacilos principalmenie). Estas baclerias constiluyen en si
la matriz gelatinosa (bacleriana) y, posteriormente se presentaron bacterias de tipo
filamenteso, las cuales formaron fldculos. A continuacion, se delectd la presencia
de un bajo niimero de algas y protozoos zooflagelados. Dicha compaosicidn
miciobiana se observo cuando la biocinta solamente habla conseguide remover
aproximadamente el 7% del tolal de MOD, lo cual es equivalente a una
concentracion de malerial organico, en el llquido residual en fratamiento de
aproximadamente 1,860 mg DQOIL.

De manera paulating, se fueron incorporando al consorcio de microorganismos
presente de manera activa, ciliados de las especies Oxytricha fallax y Colpidium
colpoda, as| como escasas formas méviles de perilricos. En tales circunstancias,
la remocion lograda fue cercana al 25% de la DQO, por lo cual el liquido contenido
en el reaclor tenla una concentracién aproximada de 1,500 mg DQO/L de MOD

(figura 8).

Cuando se llegd al 40% de eliminacion del material biodegradable, equivalente a
1,200 mg DQOIL, los ciliados pedunculados, Vorticella campanula, Opercularia
coarclata y Epistylis plicatilis, empezaron a ser regisirados. Durante esta etapa
de preestabilizacién se incorporaron a la comunidad de microorganismos presente
en la biopelicula, los ciliados de nado libre Cyclidium glaucoma, Tetrahymena

pyriformis y Litonotus lamella (1abla 5 y figura 9).

A un porcentaje de remocion del 50%, es decir 1,000 mg DQO/L, se encontré la
mayor abundancia, siendo muy similares entre st la cantidad de ciliados libres
nadadores respecto de los de tipo sésiles (tablas 5 y figura 10).

Es importante mencionar que los ciliados sésiles se consideran un grupo de
protozoos relevante, debldo a que su aclividad refleja mayor estabilidad de las
condiciones del medio y al ser organismos esencialmente filtradores, reducen la
cantidad de baclerias suspendidas las cuales se encuentran estrechamente
relacionadas con la turhidez del agua en tratamiento (Madoni, 1981).

Cuando la eliminacion de MOD fue del 62%, es decir una concentracion de 800 mg
DQO/L, ambos tipos de ciliados tendieron a disminuir en numero, incrementando de
manera paralela la abundancia de los hemétodos. Es importante sefalar que bajo
estas circunstancias, los rotiferos y las amebas se incorporan como nhuevos
elementos de la comunidad microbiana prevaleciente en la biopelicula. También es
notable la aparicion del ciliade del género Euplotes sp (figura 11 y tabla 4).
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Asimismo, coincide con Ia secuencia microbiana descrita para lodos activados,
filtros percoladores y biodiscos que depuran aguas residuales domésticas (Curds,
1975; Kinner, 1984).

Cuando la concentracion de materia organica disuelta fue de 400 mg DQO/L, se
obtuvo el 80% de remacion de dicho contaminante, (tabla 4 y figura 12), En éstas
circunstancias se hizo notable, por un lado, la disminucion de los ciliados y por otro,
el incremento de los nematodos y rotiferos. Asimismo, dada la diversidad de
microorganismos presentes en este nivel de remocién de MOD, se deduce el
establecimiento de una avanzada complejidad en la estructura comunitaria que
conforma la biopelicula.

Esta apreciacién ya ha sido descrita para cuerpos de agua nalurales, en los cuales
dichos microorganismos (los micrometazoarios) se presentan siempre y cuando la
contaminacion organica prevaleciente fuera baja y el agua estuviera
suficientemente oxigenada, razén por la cual se considerd que el reactor al mostrar
dicha complejidad y composicion microbiana, alcanzé desde el punto de vista
bioldgico alcanzé su estabilidad funcional.

Oxytricha fallax
54%

//,\___\

' FMP

3%

Colpidium colpoda
33%
Figura 8.- Porcentaje de ciliadas encontrados a una remocién del 25% (1,500 mgDQO/L).
FMP (Formas méviles de peritrico)
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De manera complementaria puede decirse, que desde el punto de vista
fisicoquimico y bioquimico, el reactor alcanzé su estabilidad funcional (régimen
permanente), debido a que los valores de remacion de MOD medido comao DQO y
DBOs, se mantuvieron relativamente constantes por lo menos durante ties
evaluaciones consecutivas (tabia 3).

Colpidium colpada, resultd ser el ciliado nadador mas frecuente a lo laigo del
tratamiento del agua de nejayate utilizando el reactor de biacinta (figura 13), por lo
que podria calalogarse como un arganismo euribionte o de amplia tolerancia
ambiental. Ademas, se presenté de manera permanente (eurisaprobio) durante el
procesa de colonizacion del medio de soporle y puede considerarsele como
organismo pionero, Este hecho ha sido reportado en investigaciones previas en
sistemas de tratamiento de pelicula fija (Kinner y Curds, 1988).

De los ciliados sésiles es Epistylis plicatilis, el que presentd una mayor
abundancia (figura 14). Este peritrico ha sido repartada en sistemas de tratamiento
coimo fillros percoladores y de lodos activados y esta frecuentemente asociado con
una buena evaiucion del praceso depurativo (Kinner, 1984, Madani, 1986; Faissner,
1990).

La estructura de la comunidad microbiana asentada en la biocinta se vuelve mas
compleja a medida que aumenla la remocion organica, estableciéendose mayor
numero de eslabones tréficos. En el presente caso, la materia organica disuella
representa la fuente principal de alimento y estd integrada en parte por aquella
contenida en el liquido residual suministrado al reactor y por los productos del
melabolismo de los microorganismes y micraorganismas mueros.

Posteriormente, se encuentran los consumidores primarios, como las bacterias y
fos consumidores secundarios como los flagelados y algunos ciliados tipo
Colpidium colpoda, Tetrahymena pyriformls, Opercularia coarctata, asi como
los nematodos y finalmente consumidores terciarios, tipo ciliados "carmivoros” como
Litonotus lamella y omnivoros como amebas y rotiferos (figura 15).

A partir de la trama alimenticia descrita se infiere que se establece un equilibrio
entre las diversas poblaciones microbianas, pudiéndose observar sobre la espiral
de la biocinta, una pelicula biolégica muy densa, mostrando un grado de
complejidad microbiana, similar al de un cuerpo de agua natural (Fernandez-
Galiano, 1990) y en humedales (Pratt y Cairns, 1985).
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V1.4 Abundancia y diversidad do ciliados

Para el caso particular del reactor de biocinta, alimentado con nejayote, los ciliados
y micrometazoarios se distribuyeron de manera uniforme sobre el sopore,
presentando abundancias variables a lo largo de la fase experimental. Cabe hacer
mencion que, a lo largo de todo el periodo experimental, los ciliados libres
nadadores se presentaron en mayor abundancia que los de tipo sésil, pero en la
etapa final los primeros tendieron a disminuir (tabla 5). En cambio, los
micrometazoarios aumentaron progresivamente su abundancia conforme el
porcentaje de depuracién lo hacla.

Como se observa en las fases intermedias, 40% y 62% de eliminacion de MOD
(tabla 6 y figura 16), se presenta una abundancia similar entre citiados de nado tibre
y sésiles, lo que pudiera ser debido a la existencia de una mayor concentracion de
bacterias, las cuales constituyen su alimento principal, y a la existencia de
condiciones fisicoquimicas menos restrictivas para su proliferacion (Luna-Pabello,
1993).

Cabe mencionar que, posiblemente, la conformacion estructural del medio de
soporte y la alta turbulencia generada con su desplazamiento dentro del liquido
halla sido restrictiva para el establecimiento de un mayor nimero de individuos de
tipo sésil (tabla 6).

Es importante destacar quelas bacterias, a pesar de que no fueron determinadas ni
contadas, constituyen junto con los los flagelados los grupos mas numerosos, por
lo que se hace necesario considerar un estudio especifico sobre los mismos, a fin
de ponderar con mayor certeza la importancia de cada grupo en la formacion de la
biopelicula durante las fases pre-estable y estable del reactor.

Por ofra parte, para el caso en particular, se aplico el calculo numerico del indice de
diversidad (H) de Shannon-Weiner a fin de asociar el nivel depurativo logrado por la
blocinta (concentracion de MOD removida), con et nimero de especies de ciliados
presentes en cada porcentaje de remocion medido.

60



% Ciliados
100 ——

80 p
60 e

+ Ciliados sésiles
40

1]
25 40 50 62 80
Porcentaje de remocién (DQO)

- / + Ciliados de nado libre

Figura 16.- Abundancia ralativa de clliados de nado libre y sésiles, encontrados a los diferentas

niveles do remocion de materia organica disuolta, medida como DQO.

Como puede observarse en la fabla 7 y figura 17, conforme disminuye la
concentracion de MOD, medida como DQO, en el reactor de biocinta la diversidad
aumenta enconirandose en las fases intermedias de contaminacién (40 al 62% de
remocion, medido como DQO) la mayor diversidad de los ciliados y en las
concentraciones extremas mas y menos contaminadas del tratamiento del nejayote,
el indice de diversidad es menor, fo cual indica que el numero y ia abundancia
relativa de las especies y/o géneros que integran [a comunidad también baja.

Para este caso en pardicular, se considera que el valor de H se ve afeclado
principalmente por la disminucion de los porcentajes relativos de las especies, no
asl por su nimero debido a que la riqueza especifica constanie se conserva. Este
hecho puede explicarse si se considera que al aumentar el nivel depuralivo de la
biocinta, fa concentracion de MOD se vuelve un factor limitante para el ciecimiento
bacteriano y con ello para los ciliados, estableciéndose una fuerle competencia
inter e intraespecifica por el alimento y, consecuentemente, originando el
decremento de su abundancia.

Por ofro lado, en términos de homogeneidad (E), a medida que este valor se
parezca mas a 1, la comunidad sera mas homogénea y su riqueza especifica sera
mas similar a la abundancia esperada para ese ecosistema. Podiia inferpretarse
que, en el ambiente evaluado, no existen factores restrictivos para la manifestacion
de especies posibles de estar presentes Iréficamente activas.
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Al respecto, en el reactor de biocinta, los valores de E, tuvieron un comportamiento
similar a los de H, disminuyendo su valor durante las fases de preestabilizacion y
régimen permanente.

Como se puede observar en la tabla 7, en el primer intervalo E es igual a entre
0.9896 y se encuentra mas cerca de la unidad, por lo que se puede afimar gue
existe igualdad entre la distribucién de recursos y las especies presentes. En el
segundo caso (80% de remocion) E es igual a 0.8555, valar que se aleja de 1, por
lo que la comunidad tiende a ser heterogénea y perder su equitatividad.
Adicionalmente, se estima que la disponibilidad de los recursos también tiende a
ser desigual para la comunidad de ciliados.

Como se menciond anteriormente, los valores de Hmax o diversidad maxima,
perniten estimar el nimero de especies que potencialmente pueden encontrarse
como integrantes de una comunidad en un ambiente dado. A parir de su
comparacién con H, se puede deducir qué proporcion de los ciliados presentes
conformaron la biopelicula, para cada uno de los diferentes porcentajes de
remocion de MOD evaluadaos (tabla 7).

indice de diversidad (H)

3

e .

2,5

15 < H (Shannon-Weiner)
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25 40 50 62 80
Porcentaje de remocién (DQO)

Figura 17.- Indices de diversidad de la comunidad de ciliados encontrados a los diferentes
porcentajes de remocion de MOD, medido como DQO.
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A lo largo de la fase de preestabilizacién se encontré que la representacion de la
comunidad de ciliados fue superior al 90% de la esperada, en tanto que durante la
fase de régimen permanente o estable del reaclor, sélo se encontrd
aproximadamente el 85% de las especies que pueden conformar de manera real a
la comunidad de ciliados, Este fenémeno puede parcialmente explicarse debido a la
disminucién de la MOD en el liquido bajo tratamiento

VL5 Evaluacldn de la calidad del agua

De acuerdo al sistema de saprobiedad propuesto por Foissner (1992), en la
depuracion del agua del nejayote mediante la biocinta, las condiciones iniciales del
reactor fueron polisaprobias pues se encontraron abundantes bacterias vy
flagelados.

Con base en los datos de la tabla 9, se puede decir que en su mayoria son
especies capaces de sobrevivir en un amplio intervalo de concentracién de MOD en
el medio, por lo que se dice son eurisaprobios. Colpidium colpoda y Oxytricha
fallax presentaron el mayor intervalo de tolerencia a cambios de concentracion
(5650-70 mg DBOs/L).

Et ciliado Cyclidium glaucoma se registré en un intervalo de concentracién de
DBO:s relativamente estrecho (260-220 mg DBQs/L), por lo que puede considerarse
como esteno-saprobio. Esle organismo puede ser empleado bajo iguales
circunstancias de operacién como un indicador especifico para dicho intervalo, en
ei caso de la depuracion dei nejayote, empleando (a biocinta.

Considerando la clasificacidn saprobia se observa que las especies, Colpidium
colpoda, Litonotus lamella, Tetrahymena piryformis, y Oxyrtricha fallax, se
colocan como clliados polisaprobios, en tanto que Epistylis plicatilis y
Opercularia coarctata, son catalogados como organismos alfa-mesosaprobios.

En el caso de Cyclidium glaucoma, el nivel corresponde a la categoria de
isosaprobio y, finalmente, Vorticella campanula, como ciliado beta-alfa-
mesosaproblo.

Considerando el valor obtenido para ISes de 3.138, la calidad del agua en la
biocinta correspondié a la clase Ill, indicando la predominancia de condiciones alfa-
mesosaprobias, es decir, concentracion de MOD moderadamente alta y procesos
de mineralizacién atin bajos (Tabla 10).
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En este caso, la saprobiedad estimada de acuerdo a Foissner (1992), no es acorde
con el indice saprabio aplicado, en cuanto a la calidad del agua, debido a que de
las especies de ciliados encontrados, solo Epistylis plicatilis, corresponde a la
zona alfa-mesosaprobia, Cyclidium glaucoma, es considerado como isosaprohio,
y Vorticella campanula, es beta-alfa-mesosaprobio y las demds especies son
caracteristicas de la zona polisaprobia,

Por ofra parte, de acuerdo al sistema saprobio propuesto por Sladececk (1985), el
cual correlaciona la concentracion de la MOD del medio acuoso con los
microorganismos, el agua residual (nejayote diluido) tratada mediante la biocinta,
se encontro bajo condiciones meta-iso-polisaprobias pues la concentracion de
MOD oscild entre los 570 -70 mgDBQO-/L, reiterando de esta manera el amplio
intervalo de tolerancia en el que se presentaron las especies registradas.

Ademas, se puede decir que los ciliados encontrados en las muestras observadas,
a excepcion de Colpidium colpoda y Oxyiricha fallax, se presentaron en el
intervalo de 260-70 mg DBQ:, motivo por el cual correspande a estos organismos el
nivel de iso-polisaprobiedad.

Se considerd conveniente realizar esta comparacion entre sistemas saprobios
debido a que Foissner (1992), no hace una refacidn directa de la concentracion de
MOD, medida como DBQs, por lo que los resultados no aporiarian informacion
suficiente en cuanto a la evaluacidn de la calidad del agua, mediante el uso
exclusivo de microorganismos como indicadores de contaminacién organica.

Es importante mencionar que, no obstante estos resultados, los sistemas e Indices
constituyen una herramienta 0til y rapida en la evaluacion de la contaminacion del
agua. Estos deben ser apoyados con pardametros fisicoquimicos, a fin de obtener
un resultado satisfactorio y confiable. Ademas, deben ser aplicados, solamente
cuando las condiciones experimentales sean similares a las evaluadas de manera
previa.

Finalmente, las especies de ciliados que conformaron la biopelicula del reactor,
dada su amplia tolerancia, se estima que no son exclusivas de esle tipo de
sisiemas de tratamiento de agua de condiciones fisicoquimicas particulares; sin
embargo, al ser observadas en conjunto, permiten deducir que el proceso
depurativo se esta llevando a cabo de manera favorable.
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Vil CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Vil.1 CONCLUSIONES

Respecto a la operacion do la biocinta se puede decir que:

- La méxima remocion de materia organica disuelta durante la etapa de régimen
permanente fue del 80% como mg DQO/L y de 88% como mg DBO:/L, cuando el
reactor opera entre 10 y 12°C, con un tiempo de residencia hidraulico de 18 horas y
una velocidad de rotacidn del soporte de 28 rpm.

- Los valores de oxlgeno disuelto en el licor mezclado (7.0-7.6 mg/L), permiten
inferir que es posible tratar de manera aerobia aguas residuales con
concentraciones mayores a 2,000mg/L. como DQO y 585 mg DBO-/L.

- Debido a que el mismo proceso de biodegradacion induce el cambio hacia un pH
neutro-alcalino, la actividad depuradora microbiana no se ve limitada, por lo que no
es necesaria la neutralizacion previa del agua residual a tratar.

Respecto a los microorganismos encontrados en la biocinta se puede decir
que:

- En el licor mezclado se observé la dominancia de bacterias libres en su mayoria
Gram-negativas y la presencia de protozoos y micrometazoos.

- Los primeros microorganismos que se presentaron al inicio de la operacion, tanto
en el licor mezclado como en la formacian de la biopelicula, fueron las bacterias y
los flagelados.

- La secuencia de aparicion de microorganismos tréficamente activos dentro del
reactor fue; bacterias, flagelados, ciliados, nematodos, amebas y rotiferos. Esla
coincide con lo reportado tanto para sistemas arificiales de depuracion bioldgica,
como para la autodepuracion de cuerpos acualicos naturales contaminados con
MOD.

- Durante la elapa de régimen estable de la biocinta se enconlraron, de manera
simultdnea, representantes de los grupos microbianos antes citados, siendo su
abundancia, en términos generales, inversamente proporcional al tamafio de!
organismo en cuestidn. Es decir, las bacterias son las mas abundantes y los
micrometazoos los menos.



- En general pudo notarse que, conforme la biocinta aumenta su nivel depurativo, la
complejidad de la estructura comunitaria también se incrementa, lo cual corrobord
los datos fisicoquimicos efectuados de manera paralela.

- La presencia de micrometazoos en la etapa final de experimentacion demuestra
que el reactor de biocinta alcanzé un nivel satisfactario de eliminacion de materia
organica.

- La biocenosis del reactor tiene una estructura y dinamica similar a la de un cuerpo
de agua natural.

- De manera particular, los ciliados constituyeron un grupo importante en el proceso
de depuracion del agua residual, pudiendo asociar su presencia y abundancia con
la calidad saprobia de la misma.

- En la etapas intermedias de contaminacién se encontré la mayor diversidad de
ciliados, en el intervalo del 40% al 62% de remocién de materia organica.

- Al alcanzar la biocinta su maxima capacidad depurativa, la diversidad y equidad
de los ciliados tendi6 a disminuir, ubicandose en valores similares a los del inicio de
operacion, por lo que debe tenerse cuidado en la interpretacion de éstos, ya que
cifras iguales pueden tener diferente significado.

- A partir de la estructura de la comunidad de los ciliados es posible establecer una
correlacion cualitativa de la calidad del efluente en tratamiento, encontrdndose
mayor nimero de eslabones conforme el agua residual disminuye su
contaminacién organica.

- La clasificacién saprobia del agua basada unicamente en el nimero de especies
catalogradas saprobias, no siempre es aplicable a reactores de tratamiento
biolégico.

En relacién a los aspectos taxénomicos se concluye lo sigulente:

- Se encontraron nueve géneros y ocho especies de ciliados, de ellos seis son
libres nadadores y tres sésiles.

- Colpidium colpoda, fue el ciliado libre nadador mas abundante, mientras que
Eplstylis plicatilis fue, en el caso de los sésiles, el de mayor abundancia.

- La técnica de cuenta de microorganismos propuesta por Lackey (AHPA,1990), se

considera Ja mas adecuada para el estudio de ciliados y micrometazoarios en
sistemas de tratamiento como la biocinta.
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VII.2 RECOMENDACIONES

- Hacer las modificaciones convenientes para evitar la deformacion del medio de
soporte, a fin de garantizar el crecimiento microbiano indefinidamente.

- Conlinuar con los estudios sobre la composicién de las diversas poblaciones de
microorganismos de la biopelicula y valorar la importancia de cada grupo en el
proceso depurativo.

- Abundar en lo referente a la aplicacion cualitativa de ios indices de saprobiedad,
aplicables a éste tipo de sistemas de tratamiento de agua.

- Estudiar el crecimiento microbiano bajo diferentes condiciones de operacion como
sertan aguas residuales mas contaminadas, tiempos de residencia hidratlicos mas
cortos, etc.

- Realizar un estudio detallado enfocado al tipo de bacterias predominantes en las
diferentes etapas de funcionamiento de la biocinta,
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IX ANEXOS

IX.1 TECNICAS DE ANALISIS QUIMICO Y BIOQUIMICO DE MATERIA
ORGANICA

IX,1.1 Demanda quimica de oxigeno (DQO}

Método volumétrico de oxigeno con dicromato de potasio (APHA, 1990}

Fundamento;

El método se basa en una oxidacion enérgica de la materia organica e inorganica
oxidable, que se encuentra en el agua en un medio fuertemente acido, con una
solucion valorada de dicromato de potasio. E) exceso de agente oxidante después
de un perfodo de reflujo a 150°C durante 2 horas, se determina con una solucion
valorada de sulfato ferroso amoniacal, en presencia de un complejo ferroso de
ortofenantrolina (ferroin indicador) como indicador interno. E) valor obtenido se
introduce a una ecuacién, cuyo desarroflo da como resultado la concentracién en
mg/L de materia oxidable quimicamente,

Interferencias:

Las sustancias inorganicas como los iones ferrosos (Fe++), sulfatos {SQO«=), sulfitos
{50s=) y tiosulfatos (S:0s=) se oxidah bajo clertas condiciones y crean una DQO
inorganica, la cual interfiere cuando se estima el contenido del agua residual.

Eli6n cloruro (CI ) interfiere, pero puede eliminarse al agregar sulfato merctrico (Hg
§04) a la muestra por analizar.

Nota: mediante esta prueba no es posible conocer el tipo de compuestos organicos

presentes, ni diferenciar entre material biodegradable y sustancias toxicas, por lo
cual sdlo constituye un andlisis para la determinacion del total de material presente.
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Reactivos:

- Solucidn acuosa de dicromato de potasio 0.25 N

- Sulfato de plata (cristales)

- Solucién de sulfato de plata en 4cido sulfrico, Esta se prepara disolviendo 22 g
de sulfato de plata en 4 kg de acido sulfurico. La solucién debe protegerse de la luz.
- Acido sulfirico concentrado

- Solucidn indicadora de ferroina

- Solucién de sulfato ferroso amoniacal para valoracion en una concentracion

aproximadade 0.05 N
- Sulfato mercurico

Equipo:

El equipo empleado es de la marca Behr, el cual consta de una parritla, con control
de temperatura y tiempo de calentamlento para 24 muestras, 2 canastillas
metalicas con 24 vasos de reaccién de 200 mL de capacidad, ¢ada uno de ellos

con un tubo refrigerante que permite (a condensacion, mediante enfriamiento por
aire, de los vapores generados durante el periodo de reflujo.

De manera complementaria a lo que es propiamente el equipo para la prueba de

DQO, hay un recipiente de PVC gue contiene agua para el enfriamiento de los
vasos de reacclén después de haber puesto las muestras a reflujo (figura [-1).

Procedimiento:

Tratamiento de la muestra

1.- Centrifugar las muestras por analizar (3,600 rpm a 5°C durante 15 minutos).

2.- Poner en el recipiente de reflujo:

- 10 mL de muestra dilulda (con agua destilada) en proporciones 1:50 para
muestras concentradas y 5:50 para aquéllas provenientes del sistema de

tratamiento. En la preparacién del blanco (testigo) se utilizaban 10 mL de agua
destilada como muestra,

- 0.2 g de sulfato mercurico
- 5 mL de dicromato de potasio 0.25 N

3.- Colocar el refrigerante y afiadir lentamente 156 mL de solucién de plata en acido
sulfurico concentrado.
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Reflujo:

4.- Colocar los matraces de reaccion en la parriila eléctrica, manténiendolos en
reflujo, a 150°C, durante dos horas.

Valoracion de la muestra:

Al acabarse el reflujo, una parte del dicromato ya ha reaccionado con la materia
organica. El dicromato restante se valora de la siguiente manera:

- Agregar al recipiente de reflujo 40 mbL de agua destilada y dos gotas de indicador
ferroln, homogeneizar.

- Titular con sulfato ferroso amoniacal (SFA) 0.05 N. El punto final de 12 valoracion
{titulacion) es el cambio de coloracion de azul verdoso a pardo rojizo.

Obtoncién de resultados:

- La férmula empleada es la siguiente:

mg DQO/L = (a-b) N 8,000/mL muestra ()

Donde:; a=Volumen de sulfato ferroso amoniacal gastado para valorar el blanco
{testigo).

- b=Volumen de sulfato ferroso amoniacal gastado para valorar la muestra.
- N=Normalidad def sulfato ferroso amoniacal.

- f = Fraccion volumétrica decimal de la muestra inicial en la solucién de la cual se
toma la alicuota de 10 mi para la determinacion,

Normalldad del sulfato ferroso amonical (SFA)

En un matraz se colocan:

- 10 mL de dicromato de potasic 0.05 N

- 40 mL de agua destilada
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- 10 mL de dcido sulfiirico concentrado (enfriando constantementle)

Después de enfriar se le agregan 2 gotas de indicador ferroin y se agita.

Valoracion:

La solucién anterior se titula con sulfato ferrroso amoniacal con una normalidac
aproximada de 0.05 y se anotan los mL gastados.

N=mL de dicromato de potasio 0.05 N x Normalidad del mismo/ mL de SFA
empleados en la titulacion

N=10 x 0.05/ SFA ml SFA empleados

IX.1.2 Demanda bioguimica de oxigeno en cinco dias (DBOs). APHA, 1990 y
manual de operacion del respirdmetro Voith Sapromat B-6

Fundamento:

Este método se basa en estimar la cantidad de oxigeno que requieren los
microorganismos para efectuar la oxidacién de la materia organica presente en
aguas naturales y residuales, El consumo de oxigeno disuello, 2 pardir de la
respiracién microbiana, constituye una medida indirecta de la cantidad de materia
organica biodegradada. Se considera que un miligramo de oxigeno disuelto
consumido, equivale a un miligramo de material oiganico biodegradable. El oxigeno
requerido, se determina a parlir de ia diferencia exislenle entre el oxigeno disuello
ai inicio de la prueba {(previa inoculacién de la muestra) y el oxigeno disuello
remanente al cabo de cinco dias de incubacion a 20°C (DBOs de acuerdo con lo
establecido por la APHA (1990). El tiempo y la temperatura de incubacién, son
parametros fijos, convencionalmente eslablecidos a nivel internacional, que
permilen establecer comparaciones confiables. En el crilerio anterior, se supone
que 20°C, es la lemperalura media idénea para la actividad de fos micioorganismos
y cinco dias, e) liempo aproximado para que se realice la biodegradacién de
aproximadamente 70% (en aguas residuales de orlgen doméstico) del material
organico disuello biodegradable (libie de loxicos). Esta valoracion de
contaminantes fue adoptada como parametro de calidad de agua por la Norma
Oficial Mexicana,
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Interferencias:

Interfieren con la determinacion de DBO:s, la acidez o alcalinidad presentes en las
aguas, el cloro residual, una sobresaturacién de oxigeno disuello, la presencia de
substancias toxicas para los microorganismos y los procesos de nitrificacién. Estas
inferferencias pueden removerse si se le da un pretratamiento adecuado a la
muestra.

Mota: La extrapolacién de los resultados de DBOs a cuerpos de agua es altamente
cuestionable debido a gue el ambiente de laboratorio no reproduce las condiciones
nalurales tales como temperatura, luz solar, poblaciones biologicas, movimiento del
agua y concentracion de oxlgeno.

No deben compararse resultados de DBOs oblenidos bajo circunstancias y
procedimientos diferentes.

En la determinacion de la DBOs se ulilizd el respirometro Voilh-Sapromat B-6, el
cual proporciona los requerimientos especificados por la APHA (1990).

Equipo
Descripcion del aparato Voit-Sapromat B-6,220 V, 60 Hz

Este modelo permite la evaluacion simultdnea de seis diferentes muestras, por un
perlado superior a cinco dlas, que es el tiempo establecido como Norma Oficial
para este tipo de evaluaciones, Suministra de manera continua por electrdlisis, el
oxigeno requerido por los microorganismos aerobios, a lo largo del proceso de
biodegradacién, manteniendo las muestras en contihnua agitacion y bajo
temperatura controlada.

El Sapromat tipo B-6 (6 unidades) consiste de un gaficador direclo de curvas de
consumo de oxigeno disuelto (1), una unidad de intercambio de calor (i) y un bafic
de agua con temperatura controlada (lli), el cual contiene 6 unidades de medicion

(figura 1-2).

Cada unidad de medicidn (figura I-3) esta formada por un vaso de reaccién (C), con
un captador de CO:z (3) montado en el tapén, un generador de oxigeno (B), y un
indicador de presidn (A), interconectados con mangtieras. El vaso del sistema de
medicion esté sellado, asl que las fluctuaciones de la presion del aire
(barométricas) no afectan los resultados.

La barra magnética (1) en la muestra (2) por ser analizada, provee de agitacion
vigorosa contlnua, resultando asl un efectivo intercambio de gases.

RN
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Fiyura 1-2. Fquipo voith-Sapromat 86 de seis unidades, para
determinacion de DBOg

I Graficador de curvas
11 Unidad de enfriamiento
I11 Bafio de aqua con temperatura controfada

80



>
@
(@]

Figura 1-3. Diagrama de una unidad de medfcion

A Indlcador de presién
B Generador de oxigeno
C Vaso de reaccion

harra magnetica
muestra (250 mL)
captador de CO,
indicador de presién
electrolito
electrodos )
registro (graficador)
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La actividad de los microorganismos en la muestra crea un vacio que es registrado
por un indicador de presion (4). Esle controla tanto el oxigeno generado
electroliticamente como la indicacion y grafica de los valores medidos (puntos 5, 6 y
7 de lafigura |-3).

Cuando e! andlisis del agua bajo estudio, por determinacion de valores de
permanganato de potasio (KMnO4) o de demanda quimica de oxigeno (DQO) indica
que la DBOs puede exceder de 1000 mg Q./L, entonces se diluye 1a muestra. En el
presente estudio debido a que se trabajé con liquidos cuya DQO fue superior a
1000 mgit, y para no afectar de manera sensible el volumen del agua en
tratamiento, se emplearon 50 mL por muestra, adicicnandole 200 mL de agua
corriente, lo cual da un factor de dilucion de 5.

Obtencién de resuitados:

E! valor numérico aparecido en el indicador digital o bien el de !a linea de puntos
gaficada de manera adjunia (mg/l. de oxlgeno disuelto consumido), deben ser
multiplicados por el factor de dilucion "f', para asi obtener, el valor total de consumo
de oxigeno por muestra. Este valor corresponde directamente a la cantidad
(miligramos) de material orgénico disuelto biodegradable por unidad de volumen
{litr), presente en la muestra analizada.

Cabe hacer mencion que el resultado obtenido sélo constiluye e! contenido parcial
de materlal organico biodegradable ya que Unicamente se dejo interaccionar a los
microorganismos con el substrato durante un periodo de cinco dias a 20°C, lo cual
permite solamente |a degradacidn del material de méas facil consumo bajo esas
condiciones.

Calculo del factor de dilucién

f=VT/X 1=250/60=5
Donde:

VT= volumen total (mL.)

X= volumen de muestra no diluido (mL)

Procedimiento;

1.- Centrifugar las muestras provenientes tanto de alimentacion como de la camara
que forma al sistema de tratamiento (3,600 rpm a 5°C, durante 15 minutos).
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2.- Depositar en el vaso de reaccidn 50 mL de muestra mas 200 ml. de agua
corriente asi como una barra de agitacién.

3.- Colocar en el tapon del vaso de reaccion NaOH ganulada, para captar el CQ:
producido durante el metabolismo aerobio microbiano, previo calentamiento a 103°
C durante una hara y posterior enfriamiento en un desecador.

4.-Cerrar y asegurar con el "cinturdn” metélico, el tapdn al vaso de reaccion cerrario
herméticamente.

5.- En la hoja de papel del gaficador, realizar las anotaciones pertinentes (fecha,
hora de inicio de la prueba, procedencia de la muestra y color carrespondiente en la

gréfica).

6.- Ajustar los indicadores digitales (perillas) a cero y de ser necesario activar el
sistema de graficacion.

7.- Introducir el vaso de reaccién en el bafio de agua, previo arranque con media
hora de anticipacion, para estabilizacion de la temperatura del agua.

8.- Realizar Ias interconexiones necesarias de mangueras y electrodos de los
diferentes componentes de las seis unidades de medicidn.

9.- Encender el mecanismo de agitacion y el graficador.
10.-Ajustar el indicador de presidn.

11.-Registrar después de cinco dias los valores obtenidos en las perillas del
graficador (en caso necesario, retirar ia grafica).

12.-Apagar el equipo, abrir el tapén del vaso indicador de presion; desconectar la
manguera de los vasos de reaccion y de manera parcial los electrodos.

13.-Retirar las muestras y lavar con agua corriente los vasos de reaccion y barra de
agitacion.

14.- Vaciar el baflo de agua y volverlo a llenar manteniendo la agitacion aunque no
se use.

83



IX.2 TECNICAS PARA DETERMINACION Y CUENTA DE MICROORGANISMOS
1X.2.1 Preparaciones permanentes:

1X.2.1.1 Técnicas de adhesion

En general, para las preparaciones permanentes, es recomendable la aplicacion de
alguna de las siguientes técnicas de adhesion.

Adhesivo de Haupt

El adhesivo de Haupt se prepara con un gramo de grenetina disueita en 10 mL de
agua destilada calentada a 30°C, cuando estd completamente disuella agregar 2 g
de cristales de feno! y 15 mlL de glicerina quimicamente pura, homogenizar
completamente y filtrar 2 veces.

Procedimiento:

1- Colocar una gota pequeia del adhesivo sobre el cubrecbjetos, extenderla
completamente sobre la superficie del mismo, de tal manera que quede salamente
una capa delgada y homogénea (una capa gruesa es mas susceptible de
desprenderse que una delgada).

2.- Depositar los cubreobjetos en una estufa a 40°C o sobre una plancha caliente
para que seque.

3.- Agregar al cubreobjetos una gota de organismos previamente fijados (el fijador
puede ser formol al 4% o solucién de Bouin), dejar secar y agregar nuevamente
otra gota.

4.- Proceder con los pasos de la técnica microgréfica o de tincidn supravital elegida.
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Adhesion de Curds-Gates-Roberts

Procedimiento:

1 - En un recipiente pequerio, fijar los ciliados por 5 a 10 minutos con Bouin (75 mL
de solucién saturada de acido plerico, 25 mb de formol, 5 mL de acido acélico
glacial}. No se debe mantener a los ciliados con este fijador por periodos largos.

2.- Deshidratar en alcohol isopropllico de 70% y absoluto. No es necesario remover
tado el fijador durante este procedimiento. Centrifugar a baja revolucion (100-200

mpm).

3 - Esparcir sabre ei cubreobjetos una mezcla de albuimina:glicerina (2:1) y secar
en una placa caliente (45-50°C) hasta que esté pegajosa. Afadir una gota det
cultiva y dejarto en la placa por 1 a 2 minutos para que se evapore el alcohol y Ia
glicerina. La albtimina a clara de huevo debe ser fresca.

4.- Cubrir con alcohaliformol (praporcidn 1:1) y dejarlo de 5§ a 30 minutos para que
se asiente la albumina. Ef formol es de tipo comercial (40%) y el alcohot es etilico

absoluto.

5.- Trasladar el cubreobjetas en la siguiente secuencia de alcahoies: isoprapilico
95%, etliico absoluto (2 veces) y metilico absoluto, duranfe 5 minutos en cada uno,
para deshidratar a los organismos.

6.- Sumergir en alcohol metllico absoluto con parlodion al 0.5%. hasta que lenga
apariencia lechosa.

7.- Trasladar a la slgulente secuencia de alcahales: isopropilico 70%, 50%, y 30%.
durante 5 minutos cada uno, para hidratar los organismos.

8.-Lavar rapidamente tres veces en agua destilada. Una inmersion mas prolongada
en ef agua tiende a desprender la albtmina.

9.- Aplicar fa técnica de tincidn supravital seleccionada.



X.2.1.2 Técnicas de tincion

Técnica de Klein

La técnica de Klein no uliliza ningtn fijador, sino simplemente se deja secar, fo cual
puede ocasionar que los organismes sufran una ligera deformacion. Sin embargo,
es una técnica que resalta las estructuras argentofilas, tales como los cinetosomas,

las cinetias, los poros de las vacuolas contractiles, el citostoma, el citoprocto y el
argiroma.

Procedimiento:

1.- Colocar una gota de cultive scbre el cubreobjetos, extenderla con una aguja de
diseccion y dejar secar al aire libre.

2.- Introducir et cubreobjetos en una solucién de nitrato de plata al 5% durante 5
minutos.

3.- Retirar el cubrecbjetos y lavario dos veces con agua destilada.

4 - Colocar el cubreojetos en una caja Petri con agua destilada y fondo blanco.
Irradiar con una lampara de luz ultravioleta [a preparacién hasta que tome un color
pardo claro (de 2 a 5 minutos).

5.- Lavar con agua deslilada.
6.- Dejar secar al aire libre.

7.- Montar en balsamo de Canada.

8.- Observar los resuitados al microscopio.

Técnica de protargol

La técnica de protargol resuita adecuada para Ia observacion de estructuras
argentofilas como son: cinelosomas, cinetias, poros de las vacuolas contractiles, el
ciloprocto, el argiroma y permite resallar el aparato nuclear.

Para aplicar la lécnica de protargol propuesta por Leeet al. (1985), es necesario
realizar previamente la adhesion de los organismos a un cubreobjetos, para lo cual
se recomienda emplear el adhesivo de Haupt o bien el método de adhesién de

Curds-Gates-Roberts.
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Procedimiento:

1.- Colocar el cubreobjetos con los ciliados adheridos, en una solucién de
permanganato de potasio al 0.5% por 5 minutos. Las células se tornan color pardo.

2.- Lavar en agua corriente para remover el exceso de permanganato de potasio.
Escurrir después de cada lavado, el agua que escurra debe ser transparente al final
de este paso.

3.- Colocar el cubreobjetos en solucidn de 4cido oxalico al 5% por 5 minutos y
escurrir, éste removera la coloracién producida en el paso anterior.

4.- Lavar y escurrir de 3 a 6 veces con agua corriente, para remover el dcido
oxalico, el cual inhibe la tincion por protargol.

5.- Colocar el cubreobjefos en una solucion de protargol de 0.5 a 2%. El protargol
debe espolvorearse sobre el agua destilada, dejando que se disuelva solo (no
mezclar ni agitar). Medir el pH y de ser necesario ajustarlo a 8.8 con una solucion
0.1 N de hidrédxido de sodio, Anles de introducir el cubreobjetos en la solucién de
protargol deben introducirse l&minas o alambre de cobre lijados, flameados y
pasados por elanol al 95 por ciento.

6.- Extraer los cubreohjetos una vez que el protargol halla bajado a un pH entre 6.8
y 7.0, normaimente una noche, colocarlos en solucion de hidroquinona al 1%
disuella en sulfilo de sodio al 5% por 5 minutos (para revelar la plata).

7.- Lavar con agua corriente de 2 a 3 veces, escurrir después de cada lavado.

8- Los cubreobjetos deben sacarse y melerse rapidamente en una solucién de
cloruro de oro al 1%.

9.- Colocar los cubreobjetos en una solucion de acido oxalico 2% por 5 minutos
como maximo.

10.- Lavar una vez en agua corriente y escurrir. Revisar al microscopio.

11.- Colocar el cubreobjetos en una solucion de tiosulfato de sodio 5% durante &
minutos (para fijar la tinciény).

12.- Lavar en agua destilada y escurir.

13.- Deshidratar gadual y lentamente en isopropanol de 15%, 30%, 50%, 70% y
95% por 5 minutos en cada uno, y al 100% por 10 minutos.
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14.- Trasladar el cubreobjetos a xilol durante 10 minutos.
16.- Montar en balsamo de Canada.

16.- Después de que la preparacion halla secado, observar al microscopio.

Tincidn de Gram

Esta técnica se basa en la tincion diferencial de la pared celular de las bacterias,
debido a la presencia de los polisacaridos que la constituyen.

Procedimiento

1.- Sobre un portaobjetos hacer un frotis de la muestra, dejarlo secar al aire y
pasarlo por la flama de un mechero.

2.- Sumergir en violeta de genciana por aproximadamente 1-2 minutos.

3.- Ailadir 3-4 gotas de una solucion de Na:COs al 5% y reposar 2-3 minutos
4.- Lavar el exceso del colorante con agua caorriente.

5.- Adicionar lugol durante 1-2 minutos.

6.- Lavar con agua corriente y secar con papel absotbente.

7- Decolorar con alcohol al 95% o acetona, o bien una mezcla 1.1 de las mismas
soluciones.

8.- Adicionar fa safranina por 1-2 minutos.
9.- Lavar con agua corriente y secar con papel absorbente.
10.- Observar al microscopio.

Las bacterias seran gram-positivas si conservan el color azul-violeta del primer
colorante empleado, en caso de presentar coloracién roja o parda o ninguna seran

gram-negativas.
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IX.2.2 Técnica para la cuenta de microorganismos:

El métoda empleado para a cuenta de microorganismos fue basado en la cuenta
microdiagonal de gota propuesta por Lackey (en APHA, 1880}, incorporando
algunas ligeras modificaciones, con el fin de tener mayor certeza del nimero de
organismos de interés, presentes en el volumen de muestra observado, asi como
para facilitar su distincién.

Procedimiento:

1.- Tomar una volumen conocido de muestra homogénea.

2.- Colocarla en la parte central det p'onaobjetos.

3.- Colocar un cubreobjetos de 22 X 22 mm, cuidando de no crear burbujas.
4 .- Contar los organismos en tres o cuatro franjas.

La ecuacién para calcular el nimero de organismos por mililitro es la siguiente:
Organismos/ mililitro = C (TA)/(A) (S) (V)
Donde:

C = Numero de organismos contados.

TA = Area del cubreobjetos en mm’,

A = Area de unafranja en mm’,

S =Numero de franjas contadas.

V = Volumen de la muestra debajo del cubreobjetos.

Ei empleo de esta técnica para cuenta de microorganismos, presenta algunas
ventajas de uso, sobre ias basadas en la camara de Sedwick-Rafter (1 mL de
muestra) y la de Neubauer (0.001 mL de muestra), conocida también como
hemocitémetro (APHA, 1990). Entre las principales ventajas destaca el volumen de
muestra empleado para su observacion al microscopio (de 0.01 a 0.1 mL), el cual
resulta mas adecuado comparativamente ya que es un volumen intermedio. Dicho
volumen permite un muestreo mas representativo que el obtenido mediante ei
hemocitémetro y no tan extenuante como el de la camara de Sedwick-Rafter.
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Por otra parte, para facilitar la cuenta de los microorganismos presentes en ia
muestra, se agregd ocasionalmente solucién de Bouin dilulda (1/1000).

Se selecciond un volumen de muestra de 0.1 mL y se contd la totalidad de los
organismos presentes en la totalidad del area bajo el cubrecbjetos de 20x20 mm.
Lo anterior permite conacer el nlmero de microorganismos presentes por unidad de
volumen. En este caso se obtiene la relacidn de organismos por mililitro de ‘a
siguiente forma:

organlsmos / mililitro = C (F)

Donde:
C = Numero de organismos de interés contados en 0.1 mL.

F = Faclor de conversion a mL, en este caso vale 10, dado que:

TmL=F(0.4mL), F=1mL/01ml, F=10

A pesar de que con las modificaciones realizadas se puede obtener una relacion
del numero de organismos por unidad de volumen de muestra, con menor
incertidumbre que la obtenida al contar dUnicamente parte del drea total del
cubreobjetos, contintan presentes algunos inconvenientes como son:

- La interferencia en el muestreo homogéneo del volumen por observar, debida 3 Ia
presencia de floculos de tamafio superior al de! orificic de la pipeta con que se toma
la muestra.

- El rapido deterioro de ios crganismas presentes en la muestra observada.

- El tiempo empleado para la cuenta lotal de los organismos en el volumen total de
muestra selecclonada.

Por lo anterior se recomienda que, para la observacion cuantitativa de los
microorganismos presentes en muestras de agua que contengan floculos o grumos
de comunidades microbianas mayores a la apertura de la pipeta muestreadors, se
realice la cuenta separando los floculos del liquido, mediante un tamiz (malia de 1 a
2 mm de separacién). Asimismo, se recomienda que el valumen del liquido por
observar sea entre 0.05 y 0.1 mL. Respecto a la observacion cuantitativa de los
grumos microbianos, ésta resuita mas compiicada, debido a la dificultad que implica
cuantificar con precision tanto su drea como su volumen. También represenia un
obstaculo la observacién de su estructura al microscopio, dado que son cuerpos
con varios estratos y su grosor impide el paso de la luz para su correcla
observacion.
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