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Venir a aumentar el numero de los vivientes, ser un hombre mas donde hay tantos
lombres, oir decir de si: “Es un tal fulano” es ser un arbol mas en una alameda. pero pasar cinco
y seis lustros oscuros y desconocidos, y llegar una noche entre otras, convocar a un pueblo, hacer
tributaria su curiosidad, conmover el corazon, subyugar el juicio, hacerse aplaudir y aclamar y oir
al dia siguiente de si mismo al pasar por una calle o por el prado: “Aquel es el escritor de la
comedia aplaudida” eso es algo; es nacer; es devolver al autor de nuestros dias por un apellido
oscuro un hombre claro; es dar alcurnia a sus ascendientes en vez de recibirla de ellos; es
sobreponerse al vulgo y decirle: “Me has creido tu inferior, sal de tu engaiio; poseo tu secreta y el
de tus sensaciones, domino tu aplauso y tu admiracion; de hoy més no estard en tu mano
despreciarme, mediania; calumniame, aborreceme, si quieres, pero alaba”. Y conseguir esto un
tiempo definido, y tener mafiana un nombre, una posicion, una carrera hecha en la sociedad, el que
quiza no tenia ayer donde reclinar su cabeza, es algo, y prueba mucho en favor del poder del
talento. Esta aristocracia es por lo menos tan buena como las demas, pues que tiene el lustre de la
cuna y pues que vale dinero como al de la riqueza....

Los amantes de Teruel

Drama en cinco actos, en prosa y verso,

por don Juan Ignacio (sic) de Hartzenbusch.
Periodico: 12/ Lispaiiol, 22 de enero de 1837

= ;
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5 RESUMEN

Se describe la dindmica de poblaciones de los lodos activados en el periodo de
aclimatacion a una mezcela, a proporciones iguales, de compuestos fendlicos (fenol, 4-clorofenol,
2 4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol) a una concentracion total de 40 mg/l. Para llevar a cabo el
periodo de aclimatacion se utilizo un reactor de vidrio de dos litros con un aireador en el fondo. El
reactor estuvo funcionado de manera discontinua secuencial (SBR). Se utilizaron téenicas para el
analisis de agua descritas por APHA (1992). El seguimiento de la dinamica de poblaciones de los
lodos activados durante la aclimatacion se realizo durante 63 dias de operacion del reactor. Las
poblaciones de bacterias se aislaron en un medio de cultivo solido de peptona caseina con 0.1 mg/!l
de la mezela de fenoles, Las poblaciones de bacterias que prevalecieron durante la aclimatacion
fueron Chryseomonas hiteola, Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Flaviomonas oryzihabitans y
micobacterias. La presencia de los protozoarios Vorticella convallaria y el rotifero Proales sp. se
observo hasta el dia 63 de operacion del reactor. Las poblaciones de nemitodos, hongos y algas se
observaron hasta los dias 50, 57 y 61 respectivamente. La mezcla de clorofenoles fue degradada
con porcentajes de eliminacion superiores al 75 % . El periodo de aclimatacion se caracterizo por
presentar una disminucion en las poblaciones de bacterias, hongos, algas, nematodos, protozoarios
y rotiferos. Se presentd un cambio morfologico y una disminucion del consorcio de
microorganismos que forman al floculo. Se comprobd la degradacion de cada uno de los
compuestos fendlicos mediante la cinética de degradacion, después de 120 dias de operacion del
reactor, para los lodos activados aclimatados y para fas cepas puras de Chryseomanas hireola,
Aeromonas sp., Psendomonas sp. 'y Flaviomonas oryzihabitans. El consorcio de los lodos
activados aclimatados fue el que presentd las tasas de degradacion mas grandes para fos fenoles
utifizados: 407 mg fenol/gSSV-d, 784 mg 4-clorofenol/gSSV-d, 610 mg 2, 4-diclorofenol/gSSV-d,
y 457 mg 2,4,6-triclorofenol/gSSV-d, en comparacion con las tasas de degradacion obtenidas para
las cepas puras.
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Glosario

ADN Acido DesoxirriboNucleico

AGYV Acidos Grasos Volatiles

APl Analytical Profile Index

ARN Acido RiboNucleico

coT Carbon Orgéanico Total

CU Ciudad Universitaria

CHP Cuenta Heterotrofa en Placa

DQO Demanda Quimica de Oxigeno

DBO Demanda Biologica de Oxigeno

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
IVL indice Volumétrico de Lodo

LAA Lodos Activados Aclimatados

LSS Lauril Sulfato de Sodio

NOM Norma Oficial Mexicana

NMP Niimero Mis Probable

“%RSS Porcentaje de Reduccion de Solidos Suspendidos
SST Solidos Suspendidos Totales

SSy Solidos Suspendidos Volatiles

SSF Solidos Suspendidos Fijos

SMC Suma de Minimos Cuadrados

SJ/X, Sustrato Inicial / Biomasa Inicial

UFC Unidades Formadoras de Colonias

4-CF 4-CloroFenol

2,4-DCF 2, 4-DiCloroFenol

2,4,6-TCF 2, 4, 6-TriCloroFenol

K; Constante de inhibicion de Haldane, mg/!
K, Constante de afinidad o de saturacion, mg/!
A Concentracion del sustrato, mg/l

[T Tasa de crecimiento maxima de la biomasa, h”’
q, = mgl/d Tasa volumétrica de eliminacion de sustrato

q, =mg/g SSV/d  Tasa especifica de eliminacion de sustrato
> 9 - 1y P ¥
q, = mg de fenoles/UFC/d/10 Tasa especifica de eliminacion de sustrato

Abreviaturas

d dias

fig figura

h horas

min minutos

mi mililitros

rpm revoluciones por minuto
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INTRODUCCION

El incremento en la actividad industrial y la implantacion de nuevas tecnologias de
produccion requieren del uso de sustancias producidas por el hombre, que son arrojadas al medio
ambiente en concentraciones superiores a las que normalmente se encuentran en la naturaleza,
denominadas en su conjunto compuestos xenobioticos. Este es el caso de los fenoles, los cuales
estdn presentes en numerosos efluentes de aguas residuales industriales y en algunos cuerpos de
aguas naturales. La Legislacion Mexicana lista a los fenoles como contaminantes toxicos
priaritarios (SEDESOL, 1994).

Los procesos biologicos aerobios son utilizados exitosamente para la eliminacion de los
compuestos organicos toxicos presentes en los efluentes de aguas residuales industriales (Buitron
¢f al. 1994; Cardinal y Stenstrom, 1994). En los procesos biologicos aerobios la degradacion de
los compuestos organicos se Heva a cabo por consorcios de microorganismos. Estos consorcios
forman floculos llamados lodos activados los cuales utilizan a los compuestos organicos presentes
en el agua residual como fuente de energia. Los lodos activados estan constituidos por poblaciones
de bacterias, hongos, protozoarios, algas y algunas veces nemitodos. Las bacterias heterotrofas
constituyen el grupo mds importante, ya que son las responsables de la formacion de floculos y de
flevar a cabo la biodegradacion de compuestos organicos presentes en las aguas residuales.

Muchos han sido los microorganismos reportados en la literatura por su capacidad de
biodegradar compuestos organicos especificos, ya sea dentro de un sistema de lodos activados, o
bien aisladamente. Uno de los principales factores que distinguen la biodegradacion de
compuestos toOxicos es que éstos son inhibidores de los microorganismos. La presencia de un
sustrato complejo, como en el caso de los efluentes industriales es otro factor de importancia, ya
que un toxico puede inhibir la biodegradacion de los otros compuestos presentes en la mezcla.

Entre los grupos de microorganismos mas citados en los lodos activados encontramos a las
bacterias de los géneros Psendomonas, lischerichia, Acinetobacter, Ilavobacterium, Moraxella,
Citrohacter y Achromobacter que degradan compuestos toxicos (Silverstein ef al. 1994, Buitron,
1993). Sin embargo, poco se sabe de las comunidades microbianas que actian sobre los
compuestos organicos toxicos a altas concentraciones. De la misma manera poco se sabe acerca de
las condiciones Optimas para la estimacion cuantitativa de los microorganismos que participan en
la biodegradacion de los toxicos. Esto estd relacionado con el hecho de que las téenicas descritas
en fa literatura generalmente se aplican para la enumeracion de los microorganismos presentes en
las aguas residuales domésticas. Sin embargo, al aclimatarse las poblaciones bacterianas
experimentan un cambio en su metabolismo que hace probable que no se reproduzcan a una tasa
optima en los medios utilizados para su cuenta.

La intencion de este trabajo es describir la dinamica de poblaciones de un sistema de lodos
activados durante el periodo de aclimatacion a una mezcla de compuestos fenolicos, asi como
establecer un técnica para cuantificar ¢ identificar bacterias aclimatadas a compuestos fenolicos y
estudiar las cinéticas de degradacion de las bacterias responsables de la degradacion de
compuestos fenolicos,
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I ANTECEDENTES

La produccion de aguas residuales industriales en México es aproximadamente de 160
m'/s, de los cuales cerca del 45 % son producidas por las industrias quimica, de papel y celulosa,
del petroleo, textil, siderurgica y eléctrica (CONADE, 1992). Las Normas Oficiales Mexicanas
(NOM) establecen los limites maximos permisibles de compuestos fendlicos en las descargas de
aguas residuales a cuerpos receptores como: ros, cuencas, cauces, vasos, aguas marinas y demds
depdsitos o corrientes de agua y os derrames de aguas residuales en los suelos (tabla 1.1).

Tabla I} Limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residual a

cuerpos receptores provenientes de las industrias que utilizan fenoles.

Industrias | NOM Fenoles DQO SST pH
(mgfl) (mg/) (mgA)
Promedio [Promedio [ Promedio [Promedio Promedio | Promedio Promedio
Diario  [Instantaneo | Diario | Instantanco Diario | Instantanco
Produccion
de azdcar 002 0.5 0.75 0-9
de caiin
Refinacion de
petroleo y 003 0.5 0.75 100 120 70 85 6-9
petroquimica
Fabricacion de
productos
plisticos y 005 0.5 0.75 200 240 70 84 6-9
polimeros
sintéticos
Hierro y del 013 0.5 0.75 50 60 6-9
acero
Textil 014 0.1 0.2 200 240 100 120 6-9
Impregnacion '
de productos 019 0.1 0.2 180 240 120 150 6-9
de aservadero
Agroindustria | 03] 5 10 R T I SRR R 6 -9
SEDESOL (1994).

Cada vez es més frecuente la aplicacion de los procesos de tratamiento biologico para la
descontaminacion de los efluentes industriales. Sin embargo, poco se sabe de las comunidades
microbianas mixtas naturales que actGan sobre los compuestos sintéticos a concentraciones
ambientalmente importantes.
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La dinamica de poblaciones microbianas se define como una rama de la ciencia y
tecnologia del agua que describe las interacciones entre los microorganismos de un consorcio
microbiano complejo (Wanner, 1994). La importancia del estudio de los lodos activados es la
presencia o ausencia de pequenias poblaciones mixtas capaces de degradar muchos de los
compuestos organicos presentes en los efluentes industriales y que en condiciones apropiadas
incrementan su nimero lo que se refleja en la degradacion del sustrato organico.

Durante el periodo de aclimatacion a diferentes compuestos toxicos los microorganismos
experimentan cambios fisiologicos, morfologicos y/o genéticos, de tal forma que solo los mas
aptos se desarrollan bajo las nuevas condiciones del medio. La duracion del periodo de
aclimatacion es muy variable y puede durar desde una hora hasta muchos meses. La aclimatacion
se define como el intervalo de tiempo a partir de la introduccion del compuesto organico en
determinado ambiente, hasta cuando se hace evidente la remocion del compuesto (Buitron, 1993).

Entre los estudios orientados a describir la dindmica de poblaciones del proceso de lodos
activados se encuentran los de Curds (1975), Madoni ¢f al. (1979), Kinner y Curds (1987),
Duchene y Cotteux (1993), en los cuales se describe la téenica de observaciones microscopicas de
la microfauna del proceso de lodos activados. La téenica consiste en utilizar como indicadores
bioldgicos a las poblaciones de protozoarios, las cuales responden a variaciones de operacion de
las plantus de tratamiento de aguas.

Reddy er al. (1993) analizaron la variacion de la dinamica de poblaciones del proceso de
lodos activados en una planta de tratamiento de aguas residuales durante tres afios. Observaron
que la concentracion de solidos suspendidos variaba en las diferentes estaciones del aio (en
primavera, 900 mg/l y en invierno, 1700 mg/l). Los microorganismos detectados a lo largo del
estudio fueron: rotiferos, ciliados libres nadadores, flagelados y nemitodos.

Para la estimacion de bacterias aerobias viables presentes en las aguas se usa el método de
la cuenta heterotrofa en placa (CHP) descrito por APHA (1992). Kavanaugh y Randall (1993),
describen las poblaciones de bacterias de una planta de tratamiento de aguas del proceso de lodos
activados. Con el método de la CHP y la técnica de los dcidos grasos volatiles (AGV), obtuvieron
grupos dominantes de coliformes del complejo Aeromonas/Vibrio y de Psendomonas sp. El
aislamiento de cultivos puros de bacterias Gram negativas condujo a la identificacion de
Acinetobacter sp. la cual fue la bacteria representativa de la zona aerobia y la responsable de la
remocion de fosforo del sistema.

Silverstein ef al. (1994) utilizaron el método de la CHP para la enumeracion de bacterias
responsables de la degradacion del 24-dinitrofenol (DNF) en cultivos de procesos de lodos
activados. Estos autores confirmaron que al reciclar la biomasa en el proceso de lodos activados se
incrementa el nimero de Rhodococens sp. responsable de la degradacion del DNF. Al adicionar
una fuente suplementaria de carbono en forma de glucosa al DNF, hubo un incremento del 10 %
en la biomasa de Rhodococens sp.
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Hay varios métodos para la identificacion de bacterias que se utilizan segtn los objetivos y
la precision que se traten de alcanzar. Entre los mas generales y de facil manejo se encuentran los
sistemas AP1 (Analytical Profile Index), que constan de una serie de cupulas de plastico en forma
de galerias conteniendo diferentes pruebas bioquimicas. Otros métodos de identificacion estan
basados en el mismo principio del sistema AP1, como son los Enterotubos (Roche), Rapid [D y
Oxi-Term (Roche). El sistema APl 20E se ha utilizado en numerosos estudios para la
identificacion de cepas puras de bacterias (Smith ef a/. 1972; Robertson e/ al. 1976; Holmes et al,
1978). Kavanaugh y Randall (1993), utilizaron el sistema AP 20E, para identificar el crecimiento
de cepas puras por ejemplo: Psendomonas sp., Achromobacter sp., Moraxella sp., Acinetobacter
sp. y Aeromonas/Vibrio entre otras.

Existen también métodos avanzados en biologia molecular para la identificacion y el
andlisis de los genes de bacterias. El método de la reaccion de PCR (Polymerase Chain Reaction)
se basa en la capacidad de ampliar secuencias especificas de ADN. EI ADN de doble cadena se
separa completamente formando dos cadenas simples que sirven como moldes para los primers.
Las dos cadenas obtenidas (una original y una recién sintetizada) sirven como molde para el nuevo
ciclo de la reaccion que consiste en la separacion de las cadenas, alineacion de los primers y
sintesis de ADN, El resultado de Ia reaceion de PCR es un nimero de varios ciclos donde se
alcanza un maximo teodrico de moléculas replicadas de ADN de doble cadena que se encontraban
entre dos primers. Todas las formas de ADN o ARN pueden ser substratos para la PCR. Eso
incluye el ADN gendmico (de procariontes y eucariontes), los plasmidos y el ADN de fagos. Para
el ADN genomico de bacterias se utilizan cantidades desde pico gramos hasta nanogramos del
ADN. Aunque la PCR es una téenica relativamente nueva, ya ha sido aplicada en muchas areas
como en la investigacion basica en la genédtica y evolucion molecular, medicina y medio ambiente,
es muy importante saber cual es el objetivo del uso de la PCR, ya que desafortunadamente las
condiciones optimas para lograr una mayor especificidad son incompatibles con la eficiencia de
amplificacion. Por esta razon, cuando uno decide emplear la PCR debe saber a cual de estos tres
parametros (especificidad, eficiencia y fidelidad) dard la prioridad.

Blackhall (1993) utilizo el método de la PCR para la identificacion y ampliacion del gen
16S rARN, compardndolo con la base de datos del banco de genes de la Universidad de
Queensland (Department of Microbiology Culture Collection) para las especies de bacterias del
género Nocardia. Se encontrd las secuencias especificas de los genes para las diferentes especies
de Nocardia contribuyendo asi al conocimiento de la taxonomia y filogenia de esta especie,

Hipatesis

Una poblacion bacteriana inicial, al verse sometida al proceso de aclimatacion, variard en
cuanto al tipo de microorganismo de tal modo dnicamente los microorganismos capaces de
degradar los toxicos permanecerdn.
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I1 METODOLOGIA

El estudio se dividio en dos partes. En la primera parte se realizaron pruebas con diferentes
medios de cultivo y diferentes concentraciones de la mezcla de fenoles (0.05, 0.1 'y 2 mg/l) con la
finalidad de seleccionar un medio de cultivo adecuado para el crecimiento y desarrollo de las
unidades formadoras de colonias (UFC) para bacterias aclimatadas a compuestos fenolicos.
También se realizo el seguimiento de la dindmica de poblaciones del proceso de lodos activados
en el periodo de aclimatacion a 40 mg/l de la mezcla de fenoles. El indeulo se obtuvo de la planta
de tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria. En la segunda parte se llevd a cabo un
estudio cinético. Se comenzo el periodo de la aclimatacion a una concentracion total de 40 mg/l de
la mezcla de fenoles, con un indculo de la planta de tratamiento de aguas residuales de Ecatepec,
Estado de México. El reactor estuvo funcionando con ciclos de 2 dias durante 120 dias de
operacion. Al término de estos 120 dias se realizo el estudio de las cinéticas de degradacion para
los lodos activados aclimatados y para cada una de las cepas puras aisladas e identificadas.

II.1 Medios de cultivo empleados

El protocolo de investigacion que se establecio para poder determinar las mejores
condiciones bajo fas cuales las bacterias aclimatadas a compuestos fenolicos pueden ser
cuantificadas, fue ¢l de probar jos medios de cultivos CGY, R2A y peptona de caseina
recomendados por APHA (1992). Otro medio de cuitivo probado fue el agar bacteriologico
adicionado con agua del sedimentador de la planta de tratamiento de Ciudad Universitaria. El
medio de cultivo del agar nutritivo fue utilizado como medio general para la cuantificacion de
bacterias. A todos los medios de cultivos antes mencionados se les adiciond tres diferentes
concentraciones de la mezcla de fenoles (0.5, 0.1 y 2 mg/l). Se realizd la CHP con todos los
medios de cultivo adicionando las diferentes concentraciones de fenoles, La seleccion del medio
de cultivo se realizo con el medio que presentd fa CHP mas alta. Se observaron las caracteristicas
morfologicas de las cepas puras. Se describen a continuacion los medios de cultivos que se
utilizaron para el crecimiento y desarrollo de UFC de bacterias aclimatadas a compuestos
fenolicos ast como Ja téenica para preparar]os:
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IL1.1 Agar bacterioldgico

Para prepararlo se suspendieron |5 g de agar bacteriologico en 1000 ml de agua filtrada del
sedimentador de una planta de tratamiento de agua. Se mezeldo muy bien y se calento a ebullicion
por 2 minutos. Las caracteristicas de este medio de cuitivo se sefialan en la tabla 11.1.1.1. Se
homogeneizo y esterilizo a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el preparado se vacio en cajas
de petri,

Tabla I1.1.1.1 Caracteristicas fisicas del agar bacteriologico,

Parimetro Valor
Punto de gelificacion 32-39°C
Punto de fusion 80-88 °C
Pérdida en el secado 6-12 %
Residuo de ignicion 3.5-6.5%
Fuerza de gel 500-675 g /em*

IL.1.2 Agar nutritivo

Para prepararlo se suspendieron 23 g del polvo de agar nutritivo en 1000 ml de agua
destilada. Se mezclo muy bien y se calentd a ebullicion por 2 minutos. Cuyo contenido se muestra
en la tabla 11.1.2.1. Se homogeneizo y esterilizd a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el
preparado se vacio en cajas de petri.

Tabla H.1.2.1 Contenido del agar nutritivo.

Compuesto Cantidad
Peptona de gelatina 5g
Extracto de carne de res g
Agar I5g
pH final 6.8+ 0.2
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11.1.3 Peptona de caseina

Para preparario se suspendieron 3.5 g de peptona de caseina, 0.2 g de fosfato de potasio,
0.05 g de sulfato de magnesio, 0.00! g de cloruro férrico y 15 g de agar bacteriologico con un pH
final de 7.2, en 1000 mi de agua destilada. El contenido y las caracteristicas se muestran en las
tablas I11.1.3.1 y 11.1.3.2. Se mezcld muy bien y se calentd a cbullicion por 2 minutos. Se
homogeneizo y esterilizo a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el preparado se vacio en cajas
de petri.

Tabla I1.1.3.1 Contenido del medio de cultivo peptona de caseina.

Compuesto Cantidad (g)
Peptona de caseina 3.5
Fostato de potasio (K,HPO,) 02
Sulfato de Magnesio (MgSO,) 0.03
Cloruro Férrico (FeCly) 0.001
Agar bacteriologico 15

Tabla 1.1.3.2 Caracteristicas del medio de cultivo peptona de caseina.

Elemento Proporcion
Nitrogeno total 10% 6 mas
Nitrogeno aminico 4.5 % 0 mas
Residuo de ignicion 15 % 6 menos
Aziicares reductores Negativo
Proteina coagulable Negativo
Solubilidad a 30 °C 250 g/ 1000 cc
Pérdida en el secado 7 % O menos

I1.1.4 Agar CGY

Para prepararlo se suspendieron 5.0 g de casitona (Difco), 5.0 g de glicerol, 1.0 g de
extracto de levadura y 13 g de agar bacteriologico con un pH final de 7.2, en 1000 m! de agua
destilada. Se mezcld muy bien y se calentd a ebullicion por 2 minutos. Ei contenido se muestra en
la tabla 11.1.4.1. Se homogeneizo y esterilizo a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el
preparado se vacio en cajas de petri.
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Tabla 11.1.4.1 Contenido del medio de cultivo CGY.

Compuesto Cantidad (g)
Casitona Difco 5
Glicerol 5
Extracto de levadura |
Agar 13

ILLS Agar R2A

Para prepararlo se suspendieron 18.2 g de agar R2A en 1000 ml de agua destilada. Se
mezeld muy bien y se calentd a ebullicion por 2 minutos. Las caracteristicas se muestra en la tabla
11.1.5.1. Se homogeneizod y esterilizo a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el preparado se
vacio en cajas de petri.

Tabla I1.1.5.1 Caracteristicas del agar R2A.

Elemento Cantidad
Extracto de levadura 05g
Peptona 05g
Acido casamino 05g
Dextrosa 05g
Almidon soluble 05g
Piruvato de sodio 03g
Fosfato de potasio dibasico 03¢
Sulfato de magnesio 0.05g
Agar I15g
pH final 72+ 02

I1.1.6 Medio de cultivo Lowenstein modificado por Jensen

Para el aislamiento de micobacterias se utilizo el medio de cultivo de Lowenstein
modificado por Jensen (Difco) cuyo contenido se presenta en la tabla 11.1.6.1. Se empled el
método propuesto por Engback er al. (1967) al 3 % de Lauril Sulfato de Sodio (LSS) y 1 % de
hidroxido de sodio (NaOH). Este método sirve para el desarrollo de micobacterias tratando de
eliminar las bacterias y hongos con requerimientos similares que puedan crecer en éste medio de
cultivo.
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Tabla 11.1.6.1 Contenido del medio de cultivo Lowenstein modificado por Jensen
para aislamiento de micobacterias.

Elemento Cantidad
Asparagina 368
Fosfato monopotasico 24
Sulfato de magnesio 024 g
Citrato de magnesio 06g
Harina de papa 30g
Verde de Malaquita 04¢g
Glicerol 12 mi
Agua destilada 588 ml
Huevo homogeneizado 1000 ml

11.1.7 Procedimiento de siembra de micobacterias con medio Lowenstein.

Exclusivamente para el aislamiento de micobacterias se uso el método descrito por Kamala
el al. (1994) que consistio en: (a) Homogeneizar el reactor. (b) Tomar 5 ml de muestra del reactor
y mezclar con 5 ml del detergente previamente esterilizado (LSS al 3 % con NaOH 1 %),
centrifugar 3 minutos a 1000 rp.m. El detergente LSS actia para la eliminacion de
microorganismos como bacterias y hongos asociados con los bacilos del género Mycobacterinm
sp., de las muestras de agua. El detergente LSS conserva la viabilidad de las micobacterias. (¢)
Trabajar en condiciones estériles. (d) Flamear los bordes de los tubos, al abrirlos y antes de
cerrarlos. (e) Tomar 1 ml del sobrenadante de la centrifugacion y con puntas estériles depositarlo
en los tubos del medio Lowenstein y (f) Incubar los tubos ya sembrados, a una temperatura de 35
a 37 °C, durante 3 semanas.

11.2 Seleccion del medio de cultivo adecuado

Se realizo la seleccion del medio de cultivo mas adecuado observando la CHP. Con la
finalidad de escoger el medio de cultivo que presentara una mayor cuenta de colonias y fas
mejores condiciones de desarrollo, se efectuaron por triplicado para cada uno de los medios de

. - 2 gt o % ,
cultivos y para cada dilucion empleada (107, 107, 107 y 107), para las cuales se usod agua
tamponada, Para preparar una solucion tampon de fosfato (Agua tamponada) se disolvid 34.0 g de
fosfato dihidrogeno de potasio (KH,PO,) en 500 ml de agua destilada, se ajustd el pHa 7.2 +/- 0.5
con hidroxido de sodio (NaOt) al I Ny se aford hasta 1 litro en agua destilada. Se anadio 1.25 ml
de solucion madre de tampdn de fosfato y 5.0 ml de solucion de cloruro de magnesio (81.1 g de
MgClL, -6H O / en un litro de agua destilada). Finalmente, se repartio en alicuotas que
proporcionen 9 ml (+/- 0.2 ml) después de pasarlas 15 min por el autoclave.

Arviel Gongdler Casas



11.2.1 Prucbas de diferentes concentraciones del compuesto toxico en el medio
de cultivo

Se probaron tres diferentes concentraciones de una mezcla a partes iguales de compuestos
fenolicos (fenol, 4-CF, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF). las cuales fueron 0.05, 0.1 y 2 mg/l. Las
concentraciones estudiadas se escogieron con base en la toxicidad para cada uno de los fenoles
utilizados. Los fenoles se agregaron en diferentes matraces, después de retirar los medio de cultivo
del autoclave, a partir de una solucion madre concentrada. La tabla 11.2.1.1 muestra datos de
toxicidad para cada compuesto organico utilizado.

Tabla 1L.2.1.1 Propiedades de los compuestos fendlicos.

Compuesto Formula Peso Toxicidad Tasas de
molecular | ECg, mg/' Degradacion
Ambiental 2
Fenol C4H;OH 94.1 | 520 - 800 ** Alta 3.5 dias

Baja 0.25 dias

4-Clorofenol CICH,OH | 12850 42-150* Alta 6.2 dias
2,4-Diclorofenol | CL,CH;OH | 163.01 44 .50 *° Alta 8.3 dias
Baja 2.78 dias
2,4,6-Triclorofenol | Cl,C4H,0H | 197.50 191° Alta 70 dias

Baja 7 dias

l Al > H L
ECS50 : Concentracion de substancia que produce 50 % de la reduccion de la tasa de consumo de
0,.

2 N (4 i3 2l H . v » 3
Tasas de Degradacion Ambiental: Tasas de vida media en agua superficial para organismos no
aclimatados.

Gaudy e al. (1988).
*Klecka y Maier (1988).
*Beltrame ¢/ al. (1988).

Howard ¢f al. (1991).
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[L2.2 Preparacion de las diluciones para la cuenta heterétrofa en plac:

En el periodo de aclimatacion, se homogenizo el reactor y se tomaron 2 ml que se
depositaron en un macerador de tejidos para asegurar la separacion total del floculo. Del
macerador se tomd | ml el cual fue puesto en el tubo de la dilucion 10" asi sucesivamente hasta la
dilucion 10 . Se virtieron 0.2 m!l de la dilucion escogida en cada caja petri con el medio de
cultivo. La dilucion se selecciono de forma que el nitmero de colonias en la caja petri fuera de 30
a 300. La cuenta de las colonias de bacterias que se desarrollaron sobre el agar seleccionado, se
realizo después de 2 dias de ser incubadas a una temperatura de 35 °C.

1.3 Aislamiento de cepas puras de bacterias para la degradacion de
compuestos fendlicos

El aislamiento se realizo transfiriendo a los microorganismos con una asa de siembra y
estriando en un medio de cultivo solido para obtener una cepa pura, Durante el periodo de
aclimatacion se realizaron diferentes tipos de estriado para observar el patron de desarrollo
resultonte de las cepas puras obtenidas. Se describieron las caracteristicas morfologicas de las
colanias sobre la placa de agar (forma, bordes, elevacion, textura y color de las colonias), y las
caracteristicas microscopicas (morfologia y tipo de agrupacion), para cada cepa pura aislada.

114 Identificacion de cepas puras de bacterias aerobias

Para la identificacion de cepas puras de bacterias se utilizo la técnica de tincion de Gram y
observaciones al microscopio optico. Como no se encontraron bacterias Gram positivas se utilizo
el sistema API 20E, que sirve para identificar Enterobacterias y otros bacilos Gram negativos,
descrita por API (1990).

11.4.1 Téenica de tincion de Gram

A las bacterias aisladas se les practico la tincion de Gram. Esta tincion consiste en aplicar 4
reactivos: el cristal violeta o colorante primario, éste imparte color a todos los microorganismos
del frote; el segundo reactivo es una solucion denominada iodo de Gram o lugol, ésta actia como
mordente (aumenta o refuerza la union entre el colorante y el sustrato, formando un complejo
cristal violeta-iodo-ribonucleato de magnesio); el tercer reactivo es el alcohol-acetona, que actia
como decolorante disolviendo y arrastrando fuera de las células al colorante primario.

Ariel Gonzidlez Casay 16



Las bacterias Gram positivas, cuya pared celular es relativamente gruesa (25 a 30 nm), con
un mayor contenido de peptidoglucano (20 a 80 %) y con numerosos enlaces transversales entre
las cadenas de N-acetil-muramico y N-acetil-glucosamina, no pierden el complejo cristal violeta-
iodo al ser tratadas con alchol-acetona. En este grupo bacteriano, el colorante deshidrata y reduce
la permeabilidad de la pared; en tanto que, las bacterias Gram negativas, cuya pared celular es mas
delgada (10 a 15 nm) y contienen poco peptidoglucano (5 a 10 %) con pocos enlaces
transversales, el alcohol-acetona disuelve los abundantes lipidos (20 a 30 %) de la pared, abriendo
los poros y facilitando la salida del complejo cristal violeta-iodo y la decoloracion de este tipo de
bacterias, por lo que se tornan invisibles, y reaccionan con la safranina que es el cuarto reactivo
también Hamado colorante de contraste. Las bacterias que retienen el colorante primario a lo largo
de todo el proceso y no reaccionan con el colorante de contraste son llamadas Gram positivas,
éstas se tiflen de morado; el segundo grupo de bacterias pierden el colorante primario, reaccionan
con el colorante de contraste y se denominan Gram negativas, éstas se tifien de rojo. La técnica
completa la describen Ramirez-Gama ¢f al. (1995).

11.4.2 Sistema de identificacion API 201

El sistema de identificacion APl 20E, es un sistema estandarizado, en version miniatura de
- los procesos convencionales para la identificacion de enterobacterias y otras bacterias Gram
negativas. Estd compuesto de 23 pruebas bioquimicas que se aplican sobre cepas puras de
bacterias, que se sefialan en la tabla 11.4.2.1. El sistema consiste en una tira de plastico con galerias
o microtubos que contienen sustancias dehidratadas. Estas substancias son reconstituidas al
adicionar la suspension celular. Los resultados de las pruebas se leen a las 24 0 48 h después de
incubar las galerias a 35 °C. Las pruebas se clasifican como positivas o negativas de acuerdo con
los resultados obtenidos. La lectura de las reacciones se hace de acuerdo con la tabla de lectura y
la identificacion mediante el indice APl 20E. El indice de perfiles analiticos API 20E (1994) es
una base de datos que comprende las caracteristicas de 78 especies de Enterobacterias y 47 grupos
de otras bacterias Gram negativas. De acuerdo a las 21 pruebas bioquimicas se agrupan en 7
grupos segitn muestra la tabla 11.4.2.2. Solo las valoraciones positivas se toman en cuenta. A cada
resultado se 1a asigna un valor numérico, dependiendo de la posicion del grupo al que
corresponden. Un codigo de 7 digitos se construye al sumar los valores encontrados para cada
grupo de pruebas, que posteriormente se busca en ¢l indice analitico APl 20E, se localiza ¢l
género de la bacteria identificada. El principio numérico de la identificacion se basa en los
caleulos observados para el perfil de las frecuencias de ocurrencia observadas (reacciones
positivas: ', = P, (1- o) + (o, x P)) y reacciones negativas: F. =P_ (1 - o) + (0. x P,)). Los
taxones se clasifican por los valores decrecientes de el porcentaje de identificacion:

Excelente identificacion % ide=99.9yT >0.75
Muy buena identificacion % ide299.0y T = 0.5
Buena identificacion % ide=90.0y T 20.25
Aceptable identificacion % 1de=280.0yT 20
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Tabla 11.4.2.1 Pruebas bioquimicas estandarizadas del sistema AP1 20E.

Simbolo Prueba
ADH Arginina dihidrolasa
AMY Amigdalina
ARA Arabinosa
CiT Utilizacion de citratos
GEL Hidrolisis de la gelatina
GLU Fermentacion de glucosa
H,S Produccion de sulfuro de Hidrogeno
IND Produccion de indof
INO Inositol
LDC Lisina de carboxilasa
MAN Fermentacion de manitol
MEL Melobiosa
NO, Reduccion de nitratos a nitrogeno (N,)
NO, Reduccion de nitratos a nitritos (NO,)
oDC Ornitina decarboxilasa
ONPG O-nitrofenii beta-galactosidasa
0X Citocromo oxidasa
RHA Ramnosa
SAC Sacarosa
SOR Sorbitol
TDA Triptofano de aminasa
URE Hidrolisis de la urea
vp Prueba de Voges-Proskauer

Tabla H.4.2.2 Clasificacion para {as pruebas del API 20E de acuerdo

a los grupos y el valor de cada una.

[ 2 3 4 5 6 7 | Valordela
prueba
ONPG ODC | URE [ VP [ MAN| RHA | AMY |
ADH CIT TDA | GEL | INO SAC | ARA 2
LDC H 2S IND [ GLU | SOR | MEL 10),¢ 4
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ILS Descripeion y operacion del reactor piloto utilizado

Para el estudio se utilizo un reactor piloto de vidrio con un volumen total de dos litros,
aireado en el fondo y con biomasa en suspension. El reactor estuvo funcionando en un modo
discontinuo secuencial (SBR), es decir como un proceso periodico orientado para funcionar en el
tiempo (alimentacion, reaccion, decantacion, tiempo muerto y descarga) bajo condiciones
controladas (fig. 11.5.1). Se estudiaron dos inoculos: el primer indculo fue de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria y el segundo fue de la planta de
tratamiento de aguas de Ecatepec, Estado de México. Los inoculos estuvieron constituidos por
microarganismos provenientes de los tanque de aireacion del proceso de lodos activados de ambas
plantas de tratamiento de aguas residuales. La alimentacion del reactor consistio en una mezcla, a
proporciones iguales de: fenol, 4-clorofenol, 24-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol a una
concentracion de 40 mg de fenoles totales/l, adicionado ademas con nutrientes (tabla H.5.1) y 650
mg/l de SSV como biomasa inicial, aforado con agua hasta un volumen total de 2 litros. Durante
la reaccion la aireacion fue continua; las ctapas de decantacion y de tiempo muerto, fueron sin
aireacion y de 30 min cada una. La descarga fue de 1.5 litros del volumen total del reactor dejando
500 ml de lodos activados decantados para el proximo ciclo, esta etapa se efectud manualmente,

Reaccion .
¢ Decantacion

Alimentacion

I ———————— Sin
Con aireacion
aireacion

Con
aireacion

Descarga Tiempo muerto

Figura 11.5.1 Etapas del funcionamiento del reactor discontinuo secuencial (SBR).

) ., .
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El sistema SBR se eligio por presentar ventajas en el establecimiento de un consorcio de
microorganismos estables y flexibilidad de operacion. Este tipo de reactores se emplean para el
tratamiento bioldgico de aguas residuales industriales (Irvine y Ketchum, 1989; Wanner, 1992).

Tabla 11.5.1 Soluciones de nutrimentos utilizados dentro del reactor durante la aclimatacion,

Compuesto Concentracion
(mg/)
Acido borico 0.057
Cloruro de amonio 2.5
Cloruro férrico hexahidratado 0.044
EDTA (FeCl 6H,0) 0.055
Fosfato de potasio dibasico 10.875
Fosfato de potasio monobdsico 8.5
Fosfato de sodio dibisico 25.152
Heptamolibdato de amonio 0.034
Sulfato de calcio dihidratado 36.4
Sulfato de magnesio heptahidratado 225
Sulfato de zine heptahidratado 0.043
Sulfato férrico hexahidratado 0.25
Suifato manganoso monohidratado 0.030

11.6 Aclimatacion de microorganismos a compuestos fenélicos

El periodo de aclimatacion se define como el intervalo de tiempo a partir de la
introduccion del compuesto organico en determinado ambiente, hasta cuando se hace evidente Ja
remocion del compuesto (Buitron, 1993). El periodo de aclimatacion duré 63 d (15 ciclos) a 40
mg/l de la mezcla de compuestos fendlicos. Durante el periodo de aclimatacion se realizaron las
técnicas para andlisis de aguas (tabla 11.9.1) descritas por APHA (1992). Asi mismo, se describio
la dindmica de poblaciones de los lodos activados (bacterias, protozoarios, rotiferos, hongos,
nematodos y algas) a lo largo de esta etapa de aclimatacion, para poder establecer qué tipos de
microorganismos son los que se aclimatan y biodegradan los compuestos fendlicos.

11.7 Dindmica de poblaciones del proceso de lodos activados

El seguimiento de la dinamica de poblaciones bacteriana se realizo mediante la téenica de
la cuenta heterotrofa en placa, aislando e identificando las poblaciones de bacterias en un inicio y
cada 2 d durante todo el periodo que durd la aclimatacion. La dindmica de poblaciones de
protozoarios se siguio mediante observaciones directas en un microscopio optico (Jsrnst Leitz
Wetzlar GMBH) a diferentes aumentos (10x, 25x, 40x y 100x). La identificacion de los géneros de
protozoarios se realizo mediante la guia de Lee es a/. (1985) y la descripeion de lodos activados de
Vedry (1977). Las poblaciones de hongos, algas, protozoarios, rotiferos y nemitodos se
registraron cualitativamente (presencia o ausencia) a lo largo del periodo de aclimatacion.
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I1.8 Cinéticas de degradacion de compuestos fendlicos

Las cinéticas de degradacion se realizaron a partir del indculo de la planta de tratamiento
de aguas residuales de Ecatepec, Estado de México. Después de 120 d de operacion del reactor,
los estudios de las cinéticas se efectuaron con el consorcio de los lodos activados aclimatados
(LAA) y con cepas puras de bacterias a partir de aislamientos del consorcio de los LAA. Con las
cepas puras se procedio a incrementar la biomasa en matraces de 250 ml con un medio nutritivo
liquido de peptona de caseina (sin agar), adicionado con 10 mg/l de Ja mezcla de los compuestos
fendlicos mas los nutrientes utilizados en el periodo de aclimatacion. La incubacion duro 7 d a una
temperatura de 30 °C, con agitacion constante de 230 rpm. Una vez obtenida una adecuada
cantidad de biomasa necesaria (70 mg SSV/1) para cada cepa pura, éstas se centrifugaron 3 veces y
se lavaron con agua tamponada esterilizada durante 3 min a 4,000 rpm con la finalidad de eliminar
el carbon orgdnico sobrante del medio. La biomasa se colocd en matraces de 1000 ml,
conteniendo 500 ml de agua destilada esterilizada, 40 mg/l de la mezcla de los compuestos
fenolicos y nutrientes. Los matraces se sellaron para evitar la contaminacion del medio. Se montd
un sistema de purificacion de aire que tenia una trampa de algodon para evitar el paso de
impurezas, un matraz conteniendo una solucion de hipoclorito de sodio (6 % CI libre) para
desinfectar el aire, un filtro de carbon activado para la adsorcion de gases y un filtro de membrana
de 0.2 um. Este sistema repartia el aire por medio de mangueras de silicon, que atravesaban los
tapones de hule conectados con un aireador en el fondo de cada matraz como se muestra en la
figura 11.8.1.

" Filtro para aire de
Carbon activado
\. Y,

(" Filtro para aire de

— Membrana de 0.2 pm l

J

‘.——_—-—

m m (1] ]| e
_lE

Salida del (lc/

= [

Tapin

aire hnle

ER

! / \ /'
Difusores de aire Pinza de presion Difusores de aire Pinza de presion

Figura 11.8.1 Sistema empleado para las cinéticas de degradacion de compuestos fendlicos.
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Se determinaron los SST y la CHP al inicio y final de las cinéticas de degradacion, con la
finalidad de poder estimar la biomasa y comprobar la pureza de las cepas utilizadas. Para los lodos
activados, la toma de muestras se realizo cada 15 min hasta eliminar el 85 % del carbon organico
total, mientras que para las cinéticas de degradacion de cepas puras el muestreo se realizo cada
dia, durante 9 d seguidos.

El tiempo se ajusto segin el desarrollo de la cinética. Las muestras obtenidas se filtraron
con un filtro de membrana de nitrato de celulosa de 0.45 pm (Whatman) y se refrigeraron

posteriormente, Las técnicas analiticas que se aplicaron a las muestras obtenidas fueron COT,
fenoles, cloruros y cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

IL.9 Técnicas analiticas empleadas

Las técnicas analiticas empleadas en el presente trabajo se muestran en la tabla 11.9.1.

NPT "
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Tabla I1.9.1 Técnicas analiticas empleadas.

Prueba

Descripcion

Principio

Referencia

Precision

Limite de
deteccion

Demanda
Quimica de
Oxigeno

(DQO)

Carbon
Organico Total
(COT)

Solidos
Suspendidos
Totales
(SST)

indice
Volumétrico de

Lodo

(IVL)

Cloruros

Fenoles

Cantidad de materia organica. sea
o no biodegradable, susceptible a
ser oxidada.

Es una expresion directa del
contenido dec carbon organico total
del agua.

Es toda la matenia suspendida en el
agua residual.

Es 1a capacidad de sedimentacion o
compactacion del lodo. Se define
como el volumen que ocupa un
gramo de lodo. después de
sedimentar durante un cierto
tiempo.

El cloruro en forma de ion (Cl') es
uno de los iones inorganicos
principales en el agua natural v
residual.

Método colorimétrico de la 4-
aminoantipirina: cualquier color
producido por la reaccion se
informa como fenol.

Oxidacidn de la materia
organica con dicromato de
potasio en un medio dcido. en
presencia de un catalizador a
alta temperatura.

El método se basa en la
combustion de la materia
organica transformada a CO- v
transportado a un analizador de
gas infra rojo.

Se basa en las diferencias peso
de la materia organica e
inorganica no soluble en el
agua. después de ser evaporada
el agua v volatilizada la
materia organica.

El volumen que ocupa el lodo
después de sedimentarse por
30 minutos.

En cl método argentométrico,
una solucion neutra. usando el
cromiato potasico conio
indicador. se titula con el
nitrato de plata. Se precipita el
cloruro de plata, antes de
formarse ¢l cromato de plata
rojo.

Los renoles se condensan con la 4-
aminoantipirina v prosigue una
oxidacion alcalina, para formar
una antipirina coloreada v poder
medir la absorbancia a 300 nm.

APHA (1992)

Analizador de carbon
organico total
(TOC-3050
Shimadzu).

APHA (1992)

APHA (1992)

APHA (1992)

APHA (1992)

A una DQO promedio de 193 mg
O-/1 en ausencia de cloruro. la
desviacion estandar fue de+ 17
mg O, /1.

En muestras limpias o en muestras
que han sido filtradas antes del
analisis. la precision se aproxima
al £ 1 mgde carbon /1.

En los estudios realizados por 3
laboratorios sobre 4+ muestras y 10
replicas. la desviacion estandar fue
de 11 mg/t a 170 mg/l de solidos
totales volatiles.

Depende de la medida de los
solidos en suspension. las
caraclteristicas de sedimentacion de
Ia suspension y las variables
asociadas a la medida del volumen
de lodo sedimemado.

Se analizd en 41 laboratorios por
el método argentométrico una
muestra sintética compuesta por
24l mgdeCl'/1 v 42.5 mg/l de
alcalinidad total en agua destilada,
con una desviacion estindar de 4.2
% y 1.7 % de error relativo.

A concentraciones desde (.02
hasta 6.4 mg/l. la desviacion
estandar promedio fuede £ 12 %

DQO>353mg0,/1

COT 21mg/1

Requicrede 10 a
200 mg de residuo
scco.

En funcién de la
graduacion de la
probeta v Ia
determinacion de
los SS

De0.15a 10 mg
de Cr

0a02mg de
fenol /1
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Prueba

Descripcion

Principio

Referencia o
Aparato de
medicion

Precision

Limite de
deteccion

Temperatura

“O

pH

Cuenta
Heterotrofa
en Placa
(CHP)

Sistema de
Identificacion
API
(API 20E)

Cromatografia
Liquida de Alta
Resolucion
(HPLC)

Se basa en el estado dc equihibrio
termodinamico del sistema.

Es una medida de la actividad de
los iones hidrogeno.

M¢étodo utilizado para estimar el
nimero de colonias de bacterias
que se han desarrollado en cajas de
petri conteniendo diferentes
miedios de cultivo (agar R2A, agar
NWRI. entre otros).

En Ia identificacion de cepas puras
de Entcrobacterias v otros bacilos
Gram negativos, mediante 23
prucbas bioquimicas
estandarizadas v miniaturizadas.

En la cromatrografia liquida cs
necesaria una fase movil v una
fasc cstacionaria (columna).
Cuando sc invecta una muestra los
compucstos presentes interactuan
con la fase estacionaria y la fasc
movil. Desplazandosc a través de
la columna a distimas velocidades
o que perniite su separacion.

Se usa para indicar la acidez o
Ia basicidad de soluciones
acuosas. v cs el resultado de
las propiedades de disociacion
de los solutos.

Calcula el niimero de bacterias
viables en un volumen
conocido por medio de
diluciones.

Se basa en reaccionces
enzimaticas por el
metabolismo de las bactenias.
con base en ¢l cambio de color
que se interpreta visualmente.

La separacion cromatogrifca
sc va a realizar de acuerdo a
la interaccion de los
compueslos presentes en la
mucstra con la fasc movil y la
fase estacionaria. La
deteccion se efectua mediante
un detector de UV que
registra cada componente
como un pico. Los picos
pueden cuantificarse mediante
un registrador.

Termometro Brannan
de mercurio.

Electrodo
pH meter CG 837
Schott Gerate

APHA (1992)

API (1990)

Equipo HPLC marca
Waters que incluye

1 una bomba modelo

510, un invector
automatico modelo
717 plus. un detector
UV modeclo A86 v
un integrador
Spectra Physics

De 0.1 de 1a escala del termometro
Brannan

Escala de I a 14 unidades de pH

El personal dcl Iaboratorio que no
pueda repetir sus propios CHP de
Ia misma caja con un crror inferior
al 10 % cn el rango de 30 a 300
UFC por caja. deberi repetir las
cuentas.

El sistema ticne una seleccion de
identificacion: Excelente con %
id= 999 ¥ T2 0.75, Muy buena %
id299 v T 2 0.5, Buena % 1d= 90
v T2 0.25 v Aceptable % id=80y
T=0.

La precision depende de las
diferencias de polaridad que
existen entren los compuestos, la
fase movil y la fase estacionaria.
La deteccion sc efectia mediante
un detector de UV para ser
facilmente cuantificados por
medio de un integrador.

Intervalo de
temperatura del
termometro

-10a 260 °C.

0.1 unidades de Ia
escala l a 14 de
pH

Se requiere que cl
numecero de
bacterias sea entre
30 a 300 UFC por
caja.

Identifica bacilos
Grani negativos
incluidos cn la
base de datos
(Index Api 20 E).

Los limites de
deteccion son de
0.1 2 0.8 ppm.
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IL.10 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

La cromatrografia de liquidos de alta resolucion se llevd a cabo en una columna radial
resolve C-18 de 5 pum, Marca Radial Pack. La fase movil fue Acetato de amonio 0.03 M, la cual se
mantuvo a una velocidad de flujo de 1.5 ml/min. El volumen de muestra fue de 20, 40 y 200
microlitros, El detector de la colummna fue de UV Milipore; A = 285 nm ; AUFS = 0.05. Con una
atenuacion de 64. En la Tabla 11.10.1 se muestran los valores del tiempo de retencion (t) para
cada uno de los clorofenoles utilizados en el HPLC,

Tabla 1.10.1 Valores de t para los clorofenoles utilizados.

Pureza Nombre Formula quimica
Estimada (min)

(0 0)

OH

FENOL
97.29 2 86

99 4-CLOROFENOL 6.18

98 2,4,6-TRICLOROFENOL  ©' a 23

OH
' Cl
OH
100 2,4-DICLOROFENOL @*‘" 12.67
Cl
OH
Cl
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11 RESULTADOS Y DISCUSION

[II.1 Medios de cultivos empleados para bacterias aclimatadas a compuestos
fendlicos

A continuacion se muestran los resultados obtenidos con los diferentes medios de cultivo
estudiados con el fin de establecer cual presentaba las mejores condiciones de desarrollo de las
UFC. A cada uno de los medios de cultivo se les adiciono 0.05, 0.1 y 2 mg/l, de una mezcla, a
partes iguales, del compuesto organico toxico (fenol, 4-CF, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF). Estas
concentraciones se escogieron para tratar de mantener baja la relacion sustrato inicial/biomasa
inicial (Sy/X,) y evitar un efecto inhibitorio a fas UFC ya aclimatadas y al mismo tiempo satistacer
los requerimientos metabolicos de las bacterias aclimatadas. La tabla TIL1.1 muestra la cuenta
heterotrofa en placa N=3 realizado a los 2, 4 y 7 d después de la incubacion a una temperatura de
30 °C.

‘ ’ - 5 . . v
Tabla 11 1.1 Nimero de UFC/ml (10”) y medios de cultivos empleados adicionados
con diferentes concentraciones de fenoles. Promedios + desviacion estandar.
Indeulo proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales de CU.

Medio de Cultivo | Sin fenoles | 0.05 mg de 0.1 mg de 2 mg de
fenolesA fenoles/l fenoles/l
Agar nutritivo 734038 8.4+0.5 11.7+£0.5 102 £04
Peptona de caseina 7434006 95+04 13.71£05 107 £03
Agar CGY 6.1 £0.5 8.3+0.9 12.5 £0.7 102 +04
Agar del 1.8+£09 57104 6.7 £0.3 506 £0.5
sedimentador

Los resultados que se muestran en la tabla 1. 1.1 provienen de un inoculo aclimatado de la
planta de tratamiento de CU. Los resultados se obtuvieron con la téenica de la CHP descrita por
APHA (1992), con una dilucion de 107, después de 4 d de incubacion a una temperatura de 30 °C.
Se realizaron andlisis estadisticos (pruebas de s de student) para comparar entre los dos medios de
cultivo que presentaron fa CHP mas altas. Los resultados mostraron que no hay diferencias entre
los medios de cultivo de peptona de caseina y el agar CGY para un o = 0.05. Sin embargo, con un
o = 0.1 (foy= 2.6, 1,78 = -2.13 a 2.13) existen diferencias significativas entre los medios de
cultivo que presentaron las mayores CHP,
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El analisis estadistico para las dos concentraciones que presentd la CHP mas alta (0.1 y 2
mg/l), mostraron que difieren signiticativamente a un o, = 0.01 (/,= 7.2, 1,7 = 4.60 a 4.60).
Asi se concluye que la concentracion de 0.1 mg/l de la mezcla de fenoles utilizada en los medios
de cultivo, genera las mayores CHP para los diferentes medios de cultivo estudiados. En la tabla
I1.1.2 se muestran los resultados obtenidos a partir del indculo aclimatado de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Ecatepec, Estado de México. Las condiciones de operacion del
reactor durante los 63 d que durd el periodo de aclimatacion fueron de wna temperatura de 13 °Cy
un pHde7+1.

Tabla 111.1.2 Niimero de UFC/ml (I O”) y medios de cultivos,Promedio * desviacion estandar.
Inoculo proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales de Ecatepec.

Medio de Sin fenoles 0.05 mg de 0.1 mg de 2 mg de
cultivo fenolesA fenoles/l fenoles/l
Agar matritivo | 8.6+0.5 99 £0.7 13+04 11+04
Peptona de 9.1£04 10404 14+0.3 1205
aseina
Agar CGY 8.4+0.3 92 +04 12404 10.8 404

Los resultados de 1a tabla anterior se obtuvieron después de 7 d de incubacion, a una
dilucion de 107, bajo una temperatura.de 30 °C. Los medios de cultivos agar nutritivo y peptona
de caseina presentaron las estimaciones mas altas de UFC. La prueba de / de student mostro que
existe una diferencia significativa para un o, = 0.05 (/.= 2.8, 1,77 = 22,78 4 2.78) entre fos
medios de cultivos agar nutritivo y peptona de caseina adicionados con 0.1 mg/l de la mezela de
los fenoles. La concentracion 0.1 mg/l de la mezcla de los compuestos fendlicos presentd
diferencias significativas para un o = 0.0} (/,= 4.8, l.,")% = -4.60 a 4.60) con las otras dos
concentraciones utilizadas. Se realizo fa comparacion de los medios de cultivo peptona de caseina
y el agar R2A, recomendado por APHA (1992), para microorganismos estresados de altos
requerimientos de nutrientes. En la tabla HI.1.3 se muestran los resultados de los medios de
cultivo que presentaron las mayores cuentas adicionados con 0.1 mg/l de la mezcla de fenoles y
sin adicionar a los mismos medios de cultivo ninguna concentracion de fenoles.

. , 0 ) . . .
Tabla I11.1.3 Namero de UFC/ml (10”) y comparacion del medio de cultivo peptona de caseina
con el Agar R2A, Promedio + desviacion estandar.

Inoculo proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales de CU.

Sin fenoles

38+03

Medio de Cultivo 0.1 mg de fenoles/

42:+04

Peptona de caseina

3.0+04 4.1+05

Agar R24
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Los resultados presentados en la tabla 1.1.3, se obtuvieron con 6 d de incubacion a una
dilucion de 10™ , con una temperatura de 30 °C y una concentracion de SSV= 168 mg/l. El
anatisis estadistico mostrd que no hay diferencias entre los medios de cultivos y la concentracion
de 0.1 mg/t de tenoles utilizada.

Realizando una comparacion entre las tablas 1111 y 1113, existe una diferencia en
ordenes de magnitud entre los inoculos de la planta de tratamiento de aguas residuales de CU, esta
diferencia se debe a que se realizo con una diferencia de tiempo (25 d) durante el periodo de
aclimatacion,

A pesar de que no hay diferencias significativas entre los medios de cultivo estudiados, se
decidio seleccionar a la peptona de caseina como el medio de cultivo para la cuantificacion y el
aislamiento de bacterias aclimatadas a compuestos fendlicos. Las razones para seleccionar el
medio de cultivo peptona de caseina adicionado con 0.1 mg/l de la mezcla de fenoles fueron que
presentd la mayor cuenta en placa para bacterias aclimatadas a compuestos fendlicos y por el
precio de la peptona de caseina en comparacion con el del agar R2A o el CGY.

El medio de cultivo de peptona de caseina es un digerido pancredtico que es empleado para
el cultivo de bacterias incluyendo microorganismos de dificil crecimiento. La concentracion de 0.1
mg/l de la mezcla de los fenoles que se utilizd en el medio de cultivo permite un desarroilo
satisfactorio y favorece el metabolismo de las bacterias aclimatadas a fenoles. El medio de cultivo
de peptona de caseina adicionado con 0.1 mg/l de la mezcla de fenoles, presentd la mayor
diversidad y tamano de las UFC.
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111.1.2 Viabilidad durante la aclimatacion

El medio de cultivo de peptona de caseina adicionado con 0.1 mg/l de la mezcla de fenoles, se
utilizo para la CHP en el periodo de aclimatacion y los aislamiento de cepas puras de bacterias
aclimatadas a fenoles. La figura 111.1.2.1 presenta la evolucion de la cantidad de bacterias viables
en funcion de los ciclos de aclimatacion. Al analizar se encontrd que el medio de cultivo de
peptona de caseina a los 6 d presentaba el mayor nfimero de 3.6 x 10" UFCA. Tras la adicion de la
mezcla de compuestos fenolicos se presenta una fase de retardo, que representa el tiempo
requerido para lograr la division y comenzar el crecimiento logaritmico, el cual se establece al
sexto dia con 610 mg de SSV/I. Posteriormente se presenta una fase de muerte logaritmica,
durante esta fase, la tasa de muertes de las bacterias excede la produccion de células nuevas. Se
logra una estabilizacién de bacterias viables en los ciclos siguientes. Las bacterias viables
desarrofladas durante el periodo de aclimatacion muestran claramente la necesidad de una fuente
de carbon adicional en el medio de cultivo. Los requerimientos nutritivos de un microorganismo
estan determinados por la composicion quimica de la célula, por su constitucion genética y por
factores del medio. Considerando las necesidades nutricionales de los microorganismos desde un
punto de vista meramente quimico, cualquier sustrato o medio de cultivo que contenga los
componentes constitutivos de las células proporcionard los requerimientos nutricionales. para el
desarrollo de los microorganismos; no obstante, estos varian ampliamente en sus caracteristicas
genéticas y consecuentemente en sus propiedades fisiologicas y su capacidad para utilizar y
transformar a los diferentes compuestos quimicos. También la temperatura, CO, y O, tienen
importancia junto con el medio de cultivo para que la comunidad de bacterias aerobias se
desarrolien dptimamente.

= O = Medio sinfenoles  ==@==Medio + (.1 mg/l Tenoles

610 mg, SSVII Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3

386 mp, 301 my

SsVil 330 myp SSV/I Ssvil

UFCA (x 10°)
»

Periodo de Aclimatacion

2 r 'l ¥ 2 r
. AN AJ A . A

0 2 4 6 Dias 8 10 12 4 16
Figura 11L1.2.1 Bacterias viables, medio de cultivo peptona de caseina,
los datas son promedios +/- 1 de N=3,
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L2 Anilisis fisicoquimicos

La duracion de cada ciclo del reactor fue determinada de acuerdo con el porcentaje de
eliminacion de los toxicos; es decir, los ciclos se prolongaron hasta que los microorganismos
degradaran el 75% de la concentracion inicial de fenoles. En el periodo de aclimatacion se
realizaron los siguientes analisis: temperatura, pH, solidos suspendidos totales, indice volumétrico
de jodo, carbon organico total, determinacion de cloruros, descritas por APHA (1992). A
continuacion se discuten cada uno de los parametros.

11L.2.1 Temperaturay pH

La temperatura que se mantuvo en el reactor fue de 13+ 1 °C y el pH fue de 7 £ 1 durante
todos los ciclos del periodo de aclimatacion a compuestos fenolicos.

111.2.2 Solidos suspendidos totales

Se presentd un disminucion de la materia organica total producida por el efecto de los
compuestos fendlicos, afectando ln morfologia del floculo y lavado del mismo (tig. 111.2.2.1).
Durante los dos primeros ciclos el porcentaje de reduccion de solidos suspendidos fue del 11 %,
Una vez pasados los primeros ciclos de la aclimatacion, los solidos suspendidos tienden a
estabilizarse, por la reduccion de la materia organica de los microorganismos (respiracion
endogena). En los ciclos 7 al 15 los microorganismos estan utilizando la tnica fuente de carbono
en el sistema.

1000 —
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200 }
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mg/1

10, 2 30 D 40 50
Figwa L2221 Patron de cambio en d reactor de los
solidos suspesndicos totales, X, = 1.15x10" URCT
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111.2.3 Indice volumétrico de lodo

Durante el periodo de aclimatacion el IVL fue disminuyendo, al igual que los SST, por el
efecto de la mezcla de fenoles empleada (fig. 111.2.3.1), E! IVL varia de 40 a 100 ml/g para un
buen lodo, pero puede exceder de 200 ml/g para un lodo deficiente con tendencia a esponjar,
debido a las bacterias filamentosas y hongos en el sistema. A lo largo de la aclimatacion el lodo
mejord su capacidad de sedimentacion. Las observaciones microscopicas a los floculos durante el
periodo de aclimatacion mostraron una disminucion en el tamafio y una disgregacion de los
floculos provocados por los fenoles. El tipo de sistema SBR que se utilizé durante el periodo de
aclimatacion, mejoro la capacidad de sedimentacion del floculo ya que no presentaron fuerzas de
tension provocadas por algin tipo de bomba de recirculacion, como es el caso en los sistemas en
continuo (Wanner, 1992).

1 3 N 3 (31 B [ IS
3004 Ciclos
250 ¢
7
B 2|N|T
ol
- |5"¢-
£ 2% =
100 4 "\\
50 4 ™
0 t $ ¢ -+ | 2 e 1 % + + ¢
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 60
Dias

Figura 111.2,3.1 Indice volumétrico de lodo; Aclimatacion a fenoles

111.2.4 Carbon orginico total y fenoles

El carbon tedrico de la mezcla de fenoles utilizada fue de 21.3 mg/l. La eficiencia de
biodegradacion del COT que fue del 75 % durante los primeros ciclos. Los compuestos fenolicos
se condensan con la 4-aminoantipirina a un pH de 7.9 0.1, para producir una oxidacion alcalina
(ferricianuro de potasio) y formar una antipiring coloreada. Debido a que la mezela de los
compuestos fenolicos utilizados proporcionar un patron universal de fenoles. Por esta razon, el
propio fenol (CgHsOH) ha sido seleccionado como un patron para los procedimientos
colorimétricos; cualquier color producido por la reaccion de otros compuestos fendlicos se
informa como fenol. Debido a que la sustitucion suele reducir la respuesta, este valor representa la
concentracion minima de los compuestos fenolicos. La fig. 111.2.4.1 muestra los resultados de la
eficiencia de biodegradacion para el COT y fenoles.

Ariel Gonzdlez Casas 31



La figura muestra que hay una eficiencia de degradacion del fenol superior al COT en los
primeros 3 ciclos del periodo de aclimatacion. En estos primeros ciclos la duracion de los mismos
se establecio cuando el 95 % de los fenoles fuera degradado. Para los ciclos posteriores la
eficiencia de degradacion para el COT se incrementd por la adicion del COT tedrico (21.3 mg/t)
de la mezcla de fenoles de un ciclo a otro y por el COT de la materia organica producto de una
fisis celular del sistema. Es por esta razon que los microorganismos utilizan la fuente de carbon
disponible en el sistema.
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Figura 11.2.4.1 Eficiencias de biodegradacion para COT y fenoles

111.2.5 Determinacion de cloruros

Se realizd un balance de cloruros libres en el reactor considerando la acumulacion de CI
por el volumen intercambiado en el reactor y la cantidad de cloruros teoricos (12.0 mg CI'/l) de la
mezcla de fenoles. La concentracion de los cloruros libres en el reactor se mantuvo a lo fargo del
periodo de aclimatacion, debido al volumen intercambiado en el reactor de un ciclo a otro, Es
decir, después de cada ciclo '/4 del volumen del reactor permanece en el sistema acumulandose,
por lo tanto, durante la actimatacion se acumulan 4.1 mg CI/L Los cloruros libres en el reactor se
mantuvieron por debajo del teorico, esto significa que la mineralizacion (hasta CQ,) de los
clorofenoles fue del 55 % (fig. 111.2.5.1).
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Los porcentajes de eficiencia de eliminacion para el COT, CI" y clorofenoles se muestran
en la tabla [11.2.5.1. El porcentaje de eliminacion de COT se mantuvo por encima de los
porcentajes de CI' y clorofenoles. Debido a la acumulacion de COT en cada ciclo y por la materia
organica debida a la lisis celular del sistema. Los clorofenoles fueron mineralizadas a CO, mis
agua y cloruros libres dentro del sistema.

100 10
" ~o=Concentracion experimental %
o -

F . —e—Concentracion tedrica
. N . e
80 . = 4~ Y% de produccion de Cloruros ™

(L
o .
S0

mg CI/1

40

30
20

% de produccion de cloruros

] 1 19 28 36 42 45 53 56 58 61

Figura 111.2.5.1 Balance de cloruros en la aclimatacion

Tabla 111.2.5.1 Porcentajes de eficiencia de eliminacion del COT, CI" y clorofenoles,
durante el periodo de aclimatacion.

Ciclo | % de eliminacion | % de eliminacion | % de eliminacion para
del COT de CI' los Clorofenoles
I 79 88 99
2 57 85 99
3 68 75 86
4 67 60 53
5 63 03 55
0 65 41 49
7-10 50 44 35
[ 59 58 47
12 60 44 55
13 59 48 48
14 63 52 47
15 6l 43 44
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1113 Morfologia del floculo en el periodo de aclimatacion

El floculo es un conglomerado de microorganismos y materia orgénica e inorganica,
suspendido en un medio acuoso. El conjunto de varios floculos forman los lodos activados. Desde
un punto de vista biologico es una comunidad formada por microorganismos como son: bacterias,
algas, protozoarios y hongos. También esta constituido por materia inerte, organica e inorganica
del sistema. La composicion de los lodos activados en un sistema en particular depende del
contenido de nutrientes de las aguas residuales por tratar, asi como de las condiciones de
operacion de la planta de tratamiento.

La formacion de floculos en el proceso de los lodos activados se atribuye a la secrecion de
polielectrolitos naturales, como los polisacaridos y poliaminoacidos complejos, durante la fase de
declive y la endOgena. La formacion del material de reserva alimentaria poli-hidroxibutirato ha
sido asociada con la formacion de floculos, y se ha reportado la conexion entre las células de
fibrillas celuldsicas con el crecimiento de floculos libres (Mulder er al. 1971).

Las caracteristicas de un floculo del proceso por lodos activados (en aguas residuales), en
buenas condiciones tiene un olor no molesto caracteristico, una apariencia de color marron. Si el
color es muy obscuro, pude estar proximo a volverse séptico. Si el color es mas claro de lo normal
puede haber una aireacion insuficientemente y los solidos tienen tendencia a sedimentar
lentamente.

En este estudio se realizaron observaciones diarias al microscopio Optico y se tomaron
caracteristicas morfologicas del floculo en cuanto al color, tamaiio, forma y tipos de
microorganismos agregados al mismo. Antes de ponerlo en contacto con la mezcla de fenoles los
floculos presentaron un color café obscuro 6 marron, de tamaio grande, compacto y de forma
redondeada. En cuanto a la materia organica e inorganica inicial, los solidos suspendidos fueron:
987 mg de SST/I, 650 mg de SSV/I 'y 385 mg de SSF/I. Se observaron agregaciones de algas,
hongos y ciliados fijos al floculo camo Vorticella sp., Opercularia sp. y Episilis sp. También se
observaron ciliados libres nadadores como Paramecinm sp., Euplotes sp. y Aspidisca costata
rodeando al floculo para alimentarse de las bacterias y materia organica que lo componen.

Los andlisis empleados durante el periodo de aclimatacion, muestran una relacion de
causa-efecto, por la introduccion del compuesto de fenoles empleado y para su degradacion del
mismo, por las diferentes poblaciones de microorganismos que constituyen los lodos activados.
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H1.3.1  Evolucion de la morfologia del floculo durante el periodo de
aclimatacion a fenoles

Al adicionar la mezcla de fenoles, los cambios observados a la morfologia del floculo
fueron los siguientes. La fig. I11.3.1.1 muestra la morfologia del floculo con agregaciones de
hongos y algas, antes de ponerlo en contacto con la mezcla de los fenoles; 987 mg de SST/I, 650
mg de SSV/l 'y 385 mg de SSF/I. La fig. 111.3.1.2 muestra la morfologia del floculo, con Vorticella
convallaria a los 26 d de operacion del reactor; 490 mg de SST/I, 275 mg de SSV/l y 215 mg de
SSF/. La fig. 111.3.1.3 muestra la morfologia del floculo y protozoario muerto a los 60 d de
operacion del reactor, 290 mg de SST/I, 180 mg de SSV/I y 120 mg SSF/I.

Figura l1L3.1.1 (25 x) Figura 111.3.1.2 (40 x) Figura 111.3.1.3 (25 x)

111.3.2 Diferentes poblaciones que constituyen a los lodos activados durante el
periodo de aclimatacion

Los lodos activados se componen por procariontes como las bacterias aerobias y
eucariontes como protozoarios, algas, hongos y nematodos. La fig. 111.3.2.1 muestra a Aspidisca
costata sobre €l floculo en el dia 3 de operacion del reactor; 915 mg de SST/I, 625 mg de SSV/1 y
290 mg de SST/I. La fig. 111.3.2.2 muestra agregaciones de hongos en el floculo en el d 6 de
operacion del reactor; 815 mg de SST/, 470 mg de SSV/ y 365 mg de SSF/. La fig. 111.3.2.3
muestra un alga espirulada en el dia 10 de operacion del reactor; 745 mg de SST/, 450 mg de
SSV/ 'y 275 mg SSF/L.

Figura I11.3.2.1 (100 x) Figura 111.3.2.2 (100 x) Figura 111.3.2.3 (100 x)
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I11.3.3  Diferentes especies de protozoarios observados en el periodo de
aclimatacion

En su mayoria formas sésiles con poca ciliatura somatica. Bandas ciliares orales
usualmente conspicuas. La fig. I11.3.3.1 muestra a Vorticella convallaria en el dia 43 de operacion
del reactor; 540 mg de SST/I, 355 mg de SSV/l y 185 mg de SSF/I. La fig. 111.3.3.2 muestra a
Vorticella communis en el dia 24 de operacion del reactor; 525 mg de SST/I, 265 mg de SSV/1 y
165 mg de SSF/. La fig. 111.3.3.3 muestra a Vorticella sp. en el dia 7 de operacion del reactor;
815 mg de SST/I, 485 mg de SSV/l 'y 360 mg de SSF/I.

FiguraI11.3.3.1 (100 x) Figura I11.3.3.2 (100 x) Figura I11.3.3.3 (100 x)

La presencia de Aspidisca costata se observo en el floculo hasta los 10 dias del primer
ciclo del periodo de aclimatacion a fenoles. Las especies caracteristicas de Opercularia sp.,
Holophrya sp., Peranema sp., Acineta sp. 'y Aspidisca sp. representan un equilibrio general entre
las poblaciones que constituyen los lodos activados (Duchene y Cotteux, 1993).

Al inicio del periodo de aclimatacion se observaron los primeros protozoarios muertos
como Lauplotes sp., Euglypha sp. y Chilodanella sp. El color del floculo cambié de un color café
obscuro a café claro después de 4 dias. Los ciliados que permanecieron fijos en el floculo en el
primer ciclo fueron Vorticella sp., Opercularia sp. y Episiylis sp.
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I11.3.4 Diferentes especies de rotiferos en el periodo de aclimatacién

Una caracteristica morfologica de los rotiferos es la corona ciliada, la cuticula y el extremo
posterior que se adelgaza gradualmente hasta formar un pie con dedos. La faringe posee piezas
cuticulares moviles. La fig. I11.3.4.1 muestra a Monostyla sp. a los 13 d de operacion del reactor,
415 mg de SST/I, 240 mg de SSV/I 'y 175 mg de SSF/I. La fig. 111.3.4.2 muestra a Proales sp. a
los 60 d de operacion del reactor; 290 mg de SST/I, 180 mg de SSV/l y 120 mg de SSF/I.

Figura I11.3.4.1 (100 x) Figura I11.3.4.2 (100 x)

Al término de los 15 ciclos (63 dias) los floculos presentaron un color café claro y su
morfologia fue de tamafio pequefio, disperso y con apariencia amorfa. Se encontrd la presencia de
Proales sp. y Vorticella convallaria fija al floculo.

La apariencia morfologica y el tipo de microorganismos que conforman al floculo
dependen de las condiciones de operacion de la planta de tratamiento, tales como son: la carga
organica, oxigenacion y el volumen de espuma. Bajo condiciones de operacion de una carga
organica media y con oxigenacion estable, el tamaiio del floculo es grande, la forma redondeado,
compacto y los microorganismos caracteristicos que lo constituyen son Opercularia sp., Epistylis
sp., Carchesium sp. y Aspidisca sp. (Gschlépl y Bihl, 1993).

El efecto de la mezcla de los fenoles sobre el floculo tuvo como consecuencia que este se
disgregara. La composicion de la mezcla provoca un efecto toxico en los microorganismos que no
pueden aclimatarse. De manera externa al medio, las condiciones de operacion del reactor como
son tiempo de retencion, carga organica y aireacion, influyen en la biofloculacion del proceso de
lodos activados.
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[1L.4 Dinamica de poblaciones de los lodos activados

Para describir la dindmica de poblaciones de los lodos activados, es necesario clasificar a
los microorganismos que intervienen en el proceso del tratamiento biologico para aguas
residuales. En general los microorganismos que podemos encontrar para el tratamiento biologico
los podemos reflejar en tres categorias generales; (1) microorganismos que participan en el
proceso del tratamiento bioldgico, en la biofloculacion y la degradacion de compuestos orginicos
¢ inorgdnicos; (2) fos microorganismos que causan algun tipo de problema en el proceso del
tratamiento y (3) los microorganismos que no participan en el proceso de tratamiento, en esta
ultima categoria se incluyen los microorganismos que son patogenos y parisitos como bacterias,
virus y helmintos, Los principales procesos biologicos utilizados en el tratamiento del agua
residual se identifican en tres grupos principales: procesos anaerobios, procesos aerobios y
procesos andxicos. Cada uno de estos procesos se subdividen a su vez, dependiendo de si el
tratamiento se lleva a cabo en sistemas de cultivo en suspension, de cultivo fijo o en
combinaciones de los mismos. Las principales aplicaciones de estos procesos son: 1) la
climinacion de la materia orginica carbonosa presente en el agua residual, generalmente medida
como DBO, COT 6 DQO; 2) nitrificacion; 3) desnitrificacion, y 4) estabilizacion.

El proceso de lodos activados fue desarrollado en Inglaterra en 1914 por Andern y {.ockett
y llamado asi porque suponia la produccion de una masa activa de microorganismos capaz de
estabilizar un residuo por via aerobia. Para disefiar correctamente un sistema de lodos activados
con las debidas garantias de un funcionamiento, es necesario comprender la importancia de los
microorganismos dentro del sistema cuyo papel clave de las bacterias es biodegradar la materia
organica contenida en el agua. En general, las bacterias en el proceso de lodos activados son Gram
negativas e incluyen miembros de los géneros Pseudomonas, Zoogloca, Achiromohacter,
Flavohacterinm, Nocardia, Bedellovibrio, Mycobacterium, y bacterias aerobias nitrificantes como,
Nitrosomonas y Nitrobacter. Adicionalmente, pueden presentarse diversas formas filamentosas,
tales como Sphaerotilus, Beggiatoa, Thiothrix, Leptomitus, Lecicothri y Geotrichum. 1.as
bacterias Gram positivas que se han descrito del proceso de lodos activados son los géneros
Bacillus sp. 'y Micrococens sp. (Lewandowski, 1990). En tanto que las bacterias son los
microorganismos que realmente degradan el residuo organico del afluente, las actividades
metabolicas de otros microorganismos son igualmente importantes en ¢l sistema de lodos
activados. Por ejemplo, los protozoarios y rotiferos actian como depuradores de los efluentes. Los
protozoarios son depredadores de bacterias dispersas que no han floculado y los rotiferos
consumen cualquier particula biologica pequeia que no haya sedimentado. Los hongos también
juegan un papel importante dentro de la degradacion de compuestos organicos como son,
Plunerochacte cheysosporiam y Rizopus sp. (Lema ef al. 1995).

Wanner (1994) define a la dindmica de poblaciones microbiana como una rama de la
ciencia y tecnologia del agua que describe las interacciones entre los microorganismos de un
consorcio microbiano complejo. En la tabla H1.4.1 se muestran las interacciones entre los
microorganismos de los lodos activados.

)
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Tabla I11.4.1 Factores que limitan la distribucion en el proceso de lodos activados.

Factores abidticos Factores bioticos
Fisicos: Relaciones con otros organismos:
Temperatura
Densidad Competencia
Quimicos: Predacion
Salinidad del agua Herbivoria
pH Simbiosis
Nutrientes Parasitismo
Oxigeno Comensalismo
Alcalinidad Mutualismo

I1L4.1 Interacciones entre microorganismos del proceso de los lodos activados

li4.1.1. Competencia

Fendmeno que tiene lugar cuando un nimero de microorganismos de una o varias especies
utilizan recursos comunes que son escasos (por explotacion); o, si los recursos no son escasos,
tiene lugar la competencia cuando los microorganismos que buscan esos recursos afectan a otros
en el proceso (por interferencia).

111.4.1.2 Predacion

Una especie se come a la otra, por lo que la primera resulta beneficiada al tiempo que dofia
a la segunda.

1ii.4.1.3 Herbivoria
Especies de microorganismos que se alimentan de algas.

111.4.1.4 Simbiosis

Vida en coman de caricter permanente de organismos especificamente distintos, la cual
presenta diferentes tipos de simbiosis: parasitismo, comensalismo y mutualismo.

. v » {
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111.4.1.5 Parasitismo

Relacion en la cual, uno depende nutricionalmente de otro (el huésped), obtiene refugio de
¢l o de alguna otra forma lo afecta y desencadena una respuesta inmune.

111.4.1.6 Comensalismo

Relacion en la cual una especie de microorganismo se beneficia y la otra no resulta
afectada.

11.4.1.7 Mutualismo

Relacion en la cual ambos microorganismos se benefician de su asociacion.

Estas interacciones se presentan entre los microorganismos de fas diferentes poblaciones o
incluso en una sola poblacion; sin embargo, estas interacciones estan sujetas a condiciones de
operacion del reactor y la materia orgnica e inorganica que contenga el efluente a' tratar. En la
figura 11.4.1.1 se muestra los nichos ecologicos de los lodos activados.
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Figura H1.4.1.1 Nichos ecologicos de los lodos activados.

A) Liquido intersticial
B) Superficie del floculo
C) Materia organica, interior del floculo
1.- Bacterias y zoflagelados libres
2.- Bacterias en la superficie del floculo (bacterias formadoras del floculo )
3.- Fauna tipica del lodo activado formada por:
- Peritricos fijos al floculo como Vorticella sp. (3a)
Funcién: filtradores, depredadores de bacterias y algas
- Phyllopharyngia como Chilodonella sp. (3b) explorando la superficie del floculo
Funcion: depredadores de bacterias, algas y da mantenimiento al fléculo
- Spirotriches como el género de Aspidisca costata (3c)
Funcion: depredadores de bacterias, algas y da mantenimiento al floculo
4.- Fauna de acompaiamiento al floculo (Paramecium sp.)
Bacteriofagos
Funcion: depredadores de bacterias, hongos, algas y materia orgdnic:
§.- Fauna detritivora: Saprofagos (nemitodos)
Funcion: devoran materia orginica inerte o en descomposicion.
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111.4.2 Cadena alimenticia en los lodos activados

La cadena alimenticia de los lodos activados depende de la proliferacion de la poblacion
bacteriana, donde la densidad de microorganismos es proporcional a la carga orgdnica y en la que
se desarrollan una sucesion de especies de microorganismos que tienen entre ellos relaciones
depredadoras. A continuacion se describe fa cadena alimenticia (fig. 111.4.2.1) del proceso de
fodos activados durante el periodo de aclimatacion a la mezela de fenoles.

Cadena alimenticia de los lodos activados

Fuente de
carbén / \
Materia .
organic: \
-
<+«——————— Sentido de Ia depredacion e | presa preferida

Figura 111.4.2.1 Cadena alimenticia aplicada a los lodos activados durante la aclimatacion.

1) Produccion primaria, constituida de algas, hongos, bacterias y flagelados (Bodo sp. y
Ceratinm sp.) en la que el crecimiento de fa poblacion de hongos y bacterias es proporcional a fa
cantidad de carbon organico disponible en el sistema.

2) Protozoatios primarios (luglypha sp., Euglena sp., Aspidisca costata 'y Chilodonella
sp.) que son depredadores del nimero (1), pero también susceptibles de asimilar una parte de los
compuiestos organicos del medio; su crecimiento no es proporcional a la polucion por
consecuencia solo juegan un papel indirecto en ef proceso de degradacion.

3) Protozoarios (Opercularia sp., lpisylis sp. y Vorticella sp.) que se alimentan
preferentemente del nitmero (1) y utilizan al nimero (2) como alimento sustituto o en su defecto
utilizan la materia orgénica de manera permanente a una tasa reducida siempre y cuando el
namero (1) falte.

4) Protozoarios (Paramecium sp. y Fuplotes sp.) competidores del nimero (3) que tiene
fos mismos alimentos y las mismas preferencias pero no tiene la relacion de depredacion con el
numero (3).

» v L) N ’)
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§) Los rotiferos (Proales sp. y Monostyla sp.) son los depredadores de los nimeros (3) y
(4) cuya accion tiende a eliminarlos.

111.4.2.1 Nichos ecologicos de los lodos activados

En la mezela completa de los lodos activados destaca la existencia de unidades
morfologicas tales como: masa de floculo, superficie del floculo y liquido interflocular. La
presencia de fauna especifica en estas unidades morfologicas justifica que se les eleve a nichos
ecologicos. La especificidad de una especie animal contra la de un nicho ecologico se expresa por
una adaptacion morfologica a modo de desplazamiento y alimento disponible (formas libres
nadadoras, formas sésiles y formas depredacoras) por una etologia caracteristica y por una
presencia constante en un sitio especifico de los lodos activados. Las depredaciones
interespecificas llegan a tener importantes consecuencias para la estabilidad del ecosistema, En la
fig. 111.4.2. 1.1 se muestra el sentido de las depredaciones en los lodos activados. A pesar que los
tres nichos ecoldgicos citados son explotados en una buena actividad, el nicho del liquido
intersticial constituido por microorganismos de formas nadadoras rapidas y muy moviles no puede
ser objeto de una depredacion por los microorganismos de otros nichos que son mucho mas lentos
y poco moviles. Esta situacion deberia conducir al enriquecimiento progresivo de los
microorganisimos que constituyen el nicho flocular.

Las formas sésiles como Vorticella sp., Opercularia sp. y Lpistylis sp. que se encuentran
en {a superficie del floculo, son objeto de una depredacion mas marcada tanto por los detritivoros
como por los depredadores del liquido intersticial a causa de su lentitud relativa. La presencia de
un gran numero de vorticelados significa que el crecimiento de bacterias libres es activo y las que
estan fijas son testigo de la existencia de un sustrato denso en la superficie del floculo. La ausencia
de {a poblacion bacteriana tiene como consecuencia el disparo de la fauna de la superficie de los
floculos en vez de la fauna detritivora (nematodos). La insuficiencia de sustrato limita el
crecimiento bacteriano requerido para asegurar el desarrollo de ciliados libres del liquido
intersticial.

Los diferentes géneros de Vorticellus sp. al final del periodo de aclimatacion a fenoles,
indica que la poblacion bacteriana fue lo suficientemente abundante para satisfacer las necesidades
alimenticias y mantener vivos a los ciliados durante este periodo. La presencia del depredador
Proales sp. indica que la cadena alimenticia de los lodos activados se mantuvo hasta el final de la
aclimatacion a fenoles.

Aspidisca costata es el protozoario que mantiene la superficie del floculo libre de bacterias
y hongos. Los rotiferos como Proales sp. y luplotes sp. son los mayores depredadores de
bacterias y de protozoarios del sistema de los lodos activados. La poblacion de rotiferos depende
de las demas poblaciones de bacterias, algas, hongos y protozoarios que constituyen la cadena
trofica de los lodos activados. Los nematodos son los microorganismos detritivoros del sistema de
los lodos activados, devoran una parte de la materia orgdnica inerte y cadaveres de protozoarios.
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En resumen, la especificidad del modo de vida (nicho ecologico) introduce en los
ecosistemas de lodos activados una gran garantia de supervivencia simultanea de especies que
explotan el mismo alimento. Las diversas poblaciones de microorganismos que constituyen los
lodos activados fueron afectadas por la presencia del compuesto orgdnica toxico. Estas
poblaciones reaccionan de manera diferente dependiendo de su capacidad metabolica para lograr
su permanencia dentro del sistema y de las interacciones entre los demds microorganismos del
proceso de lodos activados.

Sentido de las depredaciones en los lodos activados

Nicho del liguido intersticial
bacterias libres
protozoarios bacteriéfagos
protozoarios depredadores

Nicho det floculo
bacterias del floculo
protozoarios sésiles

protozoarios poco nadadores

IEEEREEEE

-

Microorganismos
detritivoros

4 Cadiivares y detritos organicos

. . Serie de microorganismos del
«——— Sentido de las depredaciones . (e -
nicho del lignido intersticial
Serie de microorganismos
del nicho del floenlo
R Cadiveres de los microorganismos
que constituyen los detritos Serie de mi )
[4 . o ‘50 t] d N A\ § \ 3
orginicos @ erie de microorganismos

detritivoros

Figura 111.4.2.1.1 Sentido de las depredaciones en los lodos activados.

Ariel Gonzilez Casas 44



I11.4.3 Diniamica de Poblaciones bacteriana

El seguimiento de la dinamica de poblacion bacteriana se realizd mediante aislamientos de
cepas puras obtenidas a partir de la CHP realizada cada dos dias y durante todos los ciclos del
periodo de aclimatacion. Se identificaron 10 géneros al inicio del periodo de aclimatacion (tabla
111.4.3.1). La distribucion en la naturaleza de las bacterias identificadas, se encuentran en
ambientes acudticos como son cuerpos de agua epicontinentales. Los géneros de Serratia,
Acromonas, lorwinia 'y Protens se tienen bien identificados en estudios sobre metabolismo, ya que
son causantes de enfermedades gastrointestinales tanto en el hombre como en animales, En la
literatura se han reportado los géneros de bacterias Gram positivos de Bacillus y Micrococcus,
identificados a partir de suelos contaminados por compuestos fendlicos (Hill y Robinson, 1975;
Spokes y Walter, 1974). En la figura [11.4.3.1 se muestra la sucesion de bacterias aerobias Gram
negativas durante los 15 ciclos del periodo de aclimatacion. En los ltimos ciclos del periodo de
aclimatacion las bacterias identificadas fueron Chryseomonas  Inteola,  Psendomonas  sp.,
Ilaviomonas oryzihabitans y Aeromonas sp. Los géneros de Chryseomonay y I<laviomonas tienen
importancia medica por ser bacterias patogenas Gram negativas y causantes de diversas
infecciones intestinales (Kostman ¢r al, 1991),

Tabla [11.4.3.1 Bacterias identificadas Gram negativas y porcentajes de identificacion
del sistema Api 20E.

Bacterias aerobias Porcentaje de
identificacion
Serratia sp. Aceptable identificacion
82 %: T=0.77
Aeromonas salmonicida Buena identificacion
95 %; T=0.76
rwinia sp. Buena identificacion
98.3 %; T= 0.80
Sphingomonas pancimobilis Buena identificacion
90 %; T=0.76
Pastenrella sp. Baja identificacion
75% ,T=0.72
Protens penneri Buena identificacion
89 %; T=0.72
Flaviomonays oryzihabitany Aceptable identificacion
81.3 %, T=0.97
Psendomonas pseudomallei Buena identificacion
82.7 %; T=0.70
Chryseomonas ieola Buena identificacion
96 %, T=0.78
lsnterobacter agglomerans Aceptable identificacion
87.4 %, T=0.67
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Figura 111.4.3.1 Periodos en los que estin presentes cada elemento
de la poblacion bacteriana durante la aclimatacion

El tiempo de retencion celular, es el tiempo que permanece una bacteria dentro del sistema.
Dentro del reactor, el tiempo de retencion celular fue disminuyendo a medida que los tiempos de
cada ciclo se reducian y las bacterias se aclimataban (fig. 111.4.3.2). En la tabla 111.4.3.2 se
muestran cepas puras de microorganismos reportados en la biodegradacion de compuestos
fenolicos.
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Figura 111, 4.3.2 Ticmpo de retencion celular, en ef perioda de
aclimatacion
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Tabla 111.4.3.2 Microorganismos registrados en la biodegradacion de compuestos fendlicos,
sistemas empleados y modo de operacion,

Microorganismo

Sustrato

Sistema y modo
de operacion

Referencia

Psendomonas putida P 8 y
Cryptococens elinovii H1

Alcaligenes sp. A 7-2
Phanerocaete chrysosporium
(BKM-F-1767)

Psendomonas putida

Fusarinm floceiferum

Psendomonas sp.

Candida sp.

Psendomonas sp.
Lscherichia coli K 12
Psewdomonas putida
Staphylococens anrens 257
Methanospirillum hungatei

Fusarimm floceiferum

Psewdomonas glathei

Fenol

4-clorofenol
Pentaclorofenol
4-clorofenol
Fenol
Fenol
3,4 diclorofenol
2,3,5,6-
tretaclorofenol,
Pentaclorofenol

Fenol

Fenol

Fenol
Fenol
4-clorofenol

2.4.6-
triclorofenol

Air-lift, lote y
continuo

Reactor loop

Columna empacada
Columna empacada,
lote semicontinuo
Matraz

Reactor en lote
Reactor mezclado,

continuo

Matraz agitado

Reactor loop

Matraz agitado

Matraz agitado
Matraz agitado

Proceso anaerobio -
aerobio

Zache y Rehim
(1989)

Morsen y Rehm
(1987)

Balfanz y Rehm
(1991)
Lin ¢f al. (1990)

Saez y Rittmann
(1991)
Kottury ef al.
(1991)
Anselmo y Novias
(1991)

Ibarra y Rodriguez
(1993)

Ehrhard y Rehm
(1985)
Keweloh ¢f al.
(1989)

Knoll y Winter
(1989)
Aunselmo ef al,
(1989)
Armenante ef al.
(1992)

Muchos estudios con cepas puras han mostrado que algunos intermediarios toxicos se

acumulan durante la biodegradacion debido a que un sélo organismo no posee la habilidad para
mineralizar completamente el xenobiotico.
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El uso de cultivos mixtos para la degradacion de xenobioticos no siempre puede ser tan

benéfico como una cepa pura. Como es el caso para Haugland ef al. (1990) reportaron que un
organismo manipulado genéticamente degrado mas eficientemente los herbicidas clorados del
fenoxiacetato que un cultivo puro de bacterias. En este caso es importante verificar si tal
organismo puede prevalecer en un medio ambiente abierto, como ocurre generalmente en los
procesos de tratamiento de aguas residuales. La tabla 111.4.3.3 muestra a consorcios microbianos
registrados para la biodegradacion de compuestos fenolicos.

Tabla 111.4.3.3 Biodegradacion de compuestos fendlicos por consorcios de microorganismos.

Microorganismos Compuestos Sistema de Referencia
fendlicos operacion
Cultivos mixtos de 2,4,6-triclorofenol Reactor aerobio de lecho Puhakka y
biopelicula 2.3.4 6-tetraclorofenol flutdizado Jirvinen (1992)
Pentaclorofenol
Fenol
3-clorofenol
Cultivos mixtos de 4-clorofenol Reactor de biopelicula Luy Chen
biopelicula 2 4-diclorofenol (1992)
2,4,6-triclorofenol
Cultivos mixtos de 2,4,6-triclorofenol Reactor aerobio y Puhakka et al.
biopelicula 2,3,4,6-tetraclorotenol anoxico de lecho (1992)
Pentaclorofenol fluidizado
Cultivos mixtos Fenol Columna de suelo Gaiek et al.
(1994)
Lodos activados 2,4-dinitrofenol Lodos activados Silverstein et al.
(1994)
Lodos activados p-nitrofenol Lodos activados Matsui e/ al.
(1994)
Cultivos mixtos 2,4-diclorofenolacetico Columna de suelo Estrella ef al,
(1993)

Bl uso de cultivos mixtos para la degradacion de compuestos orginicos toxicos son

particularmente importantes cuando se busca la completa mineralizacion de los compuestos
orgdnicos toxicos.
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111.4.4 Dindmica de poblaciones de protozoarios y rotiferos

El seguimiento de la dinamica de poblacion de protozoarios se realizo mediante
observaciones diarias al microscopio optico, durante los 15 ciclos del periodo de aclimatacion. Los
géneros de protozoarios identificados al inicio del periodo de aclimatacion se muestran en la tabla
H1.4.4.1. Los géneros Chilodonella sp., Paramecinm sp., Monostyla, Ceratinm sp., lnglena sp.,
Iinglypha sp., Lnuplotes sp. y Aspidisca costata se vieron afectados por [a mezcla de fenoles en el
sistema, Los protozoarios no presentan una actividad enzimatica capaz de reconocer el compuesto
organico toxico, como las bacterias, por lo que las poblaciones de protozoarios disminuyen
conforme el compuesto organico estd presente en el sistema y los ciclos aumentan. Durante el
periodo de aclimatacion los géneros Vorticella sp. 'y Ipistylis sp. representan una buena
oxigenacion y un funcionamiento estable del reactor. La presencia de Fuplores sp. en el medio
acuoso refleja una deficiente eliminacion de carbono (Madoni, 1994; Duchene y Cotteux, 1993).
L.a evolucion de la dinamica de protozoarios y rotiferos durante el periodo aclimatacion se muestra
en la fig. 111.4.4.1. Los protozoarios Vorticella convalaria y el rotifero Proales sp. se observaron
hasta el dia 63 de operacion del reactor.

Tabla 111.4.4.1 Protozoarios y rotiferos presentes en el inicio de la aclimatacion a fenoles.

Phylum Sarcomastigophor:
SubPhylum Mastigophora

Orden Género
Dinoflagellida Ceratinm
Euglenida longlena
Kinetoplastida Bodo
SubPhylum Sarcodina
Orden Género
Gromiida Lnglypha
Phylum Ciliophor:
Subclase Género
Phyllopharyngia Chilodonella
Hymenostomatia Paramecium
Peritrichia Operenlaria
Peritrichia lepistylis
Peritrichia Vorticella
Hypotrichia Aspidisca
Hypotrichia Isuplotes

Metazoarios
Phylum Rotifer:

Orden Género
Ploima Monostyla
Ploima Proales
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Figura 111.4.4.1 Periodos en los gue estin presentes cada elemento
de las poblaciones de protozoarios y rotiferos

Esteban y Tellez (1992) sefialan que las especies pertenecientes al género Opercularic
como son O. coarctata, O. microdiscus, y O. minima sirven como bioindicadores en los procesos
de lodos activados. Generalmente, se utilizan para realizar analisis estadistico sobre la calidad del
lodo activado. Cuando se incrementa el niimero de estas especies en el sistema indican que es de
mala calidad.

Madoni (1994) menciona que un alto nimero de ciliados en el medio (mayor a 107 /), por
lo general indican que existe un grado optimo de purificacion del agua tratada en fa planta. La
diversidad de poblaciones de protozoarios estan relacionadas con las condiciones de oxigenacion,
fuerzas de carga y concentraciones de amoniaco dentro de la planta de tratamiento. Cotteux
(1993), describe Ia técnica de observaciones microscopicas de la microfauna del proceso de lodos
activados. La técnica consiste en utilizar como indicadores biologicos a las poblaciones de
protozoarios, fas cuales responden a variaciones de operacion de las plantas de tratamiento de
aguas. De acuerdo con esta técnica, las especies de Forticella convalaria y Proales sp. representan
una buena oxigenacion y un funcionamiento estable durante el periodo de aclimatacion en el
reactor.
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IL.4.5 Dindmica de poblaciones de algas, hongos, nemitodos, protozoarios y
rotiferos

El seguimiento de la dindmica de poblaciones de algas, hongos y nematodos se realizo
mediante observaciones al microscopio optico diarias. En la figura {11.4.5.1 se muestra la sucesion
de las poblaciones de algas, hongos y nematodos durante los 15 ciclos del periodo de aclimatacion
a fenoles. La poblacion de nematodos se observo hasta el dia 51 de operacion del reactor. Duuhene
y Cotteux (1993) relacionan el incremento de la densidad de nemétodos (mayor a 3x10°
microorganismos/l), con la aireacion baja o por una decantacion estitica en periodos estacionales.
Los nematodos son metazoarios no segmentados y microorganismos saprofagos dentro del reactor.

La poblacion de hongos se observd hasta el dia 57 de operacion del reactor. Las
poblaciones de hongos participan de manera semejante a las bacterias en la biodegradacion de
compuestos organicos toxicos (Field ¢f al. 1993). Los compuestos fendlicos son utilizados en la
industria de aserradero para impedir el crecimiento y desarrollo de hongos. La mezcla utilizada de
compuestos fendlicos presentd un efecto toxico sobre las poblaciones de hongos dentro del
reactor. Las poblaciones de protozoarios se observo hasta el dia 63 de operacion del reactor. Las
especies de Vorticella convallaria y e votifero Proales sp. fueron las que permanecieron a lo fargo
del periodo de aclimatacion a fenoles. La dinamica de poblaciones del proceso de lodos activados
se refleja en fas condiciones de operacion del reactor, en la mezcla de compuestos fendlicos
utilizado como sustrato y en las poblaciones de microorganismos del lodo de indculo. La dindmica
de poblaciones de lodos activados se caracterizo por presentar una disminucion en las poblaciones
de bacterias, protozoarios, hongos, algas, rotiferos y nematodos.
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Figura 11L4.5.1 Dindmici de poblaciones de algas, hongos,
nentitodos, protozoarios y votiferos
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IV Cinéticas de degradacion de compuestos orgianicos

Los microorganismos heterotrofos utilizan compuestos organicos como fuente de energia
para su crecimiento. La degradacion de compuestos organicos se lleva a cabo durante el
metabolismo celular. El proceso del metabolismo tiene tugar a través de secuencias de reacciones
consecutivas catalizadas enzimaticamente, en las cuales participan varios compuestos intermedios
(Gaudy y Gaudy, 1981).

Las enzimas -catalizadores organicos producidos por la célula viviente- son vitales para las
reacciones implicadas en dichas vias y ciclos. Las enzimas son proteinas combinadas con una
molécula inorganica o una molécula orginica de bajo peso molecular. Como catalizadores, las
enzimas pueden aumentar en gran medida la velocidad de las reacciones quimicas sin alterarse.
Existen dos tipos generales de enzimas, extracelulares e intracelulares. Cuando el sustrato o
nutriente requerido por la célula no es capaz de penetrar la pared de la célula, la enzima
extracelular convierte el sustrato o nutriente en una forma tal que pueda ser transportada al interior
de la célula. Las enzimas intracelulares contribuyen a la fotosintesis y reacciones de energia dentro
de la célula. Las enzimas son conocidos por su alto grado de eficacia para convertir el sustrato en
productos finales. Una molécula de enzima puede convertir muchas moléculas de sustralo por
minuto en productos finales.

Las enzimas se clasifican basandose en la reaccion que catalizan. Algunas enzimas son
proteinas simples; otras son proteinas conjugadas y contienen grupos prostéticos constituidos por
iones metdlicos, por coenzimas, o por ambos. Las coenzimas y los grupos prostéticos actiian como
transportadores intermediarios de grupos funcionales especificos, de alomos o de electrones.

En las reacciones catalizadas por enzimas, un incremento de la concentracion del sustrato
aumenta la velocidad de reaccion hasta que se alcanza un punto en que dicha velocidad se hace
independiente de la concentracion del sustrato. En este punto el enzima se halla saturado y la
reaccion s de orden cero con respecto al sustrato. Los inhibidores competitivos de las enzimas
son aquéllos que reaccionan reversiblemente con la enzima libre en competencia con el sustrato
para formar un complejo enzima-inhibidor; su accion puede invertirse por incremento de la
concentracion del sustrato. Los inhibidores acompetitivos no reaccionan con la enzima libre, pero
se combinan reversiblemente con el complejo enzima-sustrato, impidiendo la formacion de los
productos. Los inhibidores no competitivos reacc,onan reversiblemente tanto con la enzima libre
como con el complejo enzima-sustrato. Los inhibidores irreversibles producen una modificacion
quimica permanente de al gin grupo funcional esencial en la molécula de la enzima.

Los modelos matematicos sobre cinéticas de degradacion de compuestos xenobidticos es
amplia en la literatura como la describen los autores (Pawloswski y Howell, 1973; Papanastasiou y
Maier, 1982, y 1983; Eckenfelder, 1982; Rozich y Gaudy, 1983; Banerjee ¢/ a/., 1984, D" Adamo
et al., 1984; Gaudy ef al., 1988, Klecka y Maier, 1988; Sokol, 1988, Templeton y Grady, 1988,
Pitter y Chudoba, 1990; Saéz y Rittmann, 1991; Buitrdn y Capdeville, 1993).
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. IV Aplicacion del modelo de Haldane

Experimentalmente, se ha encontrado que el efecto de un sustrato sobre la tasa de
crecimiento especifico puede definirse adecuadamente por medio de la expresion de Monod:

(VLLD
Lliﬂll\' = 2
Ks+S.
donde;
_ L . -1
i = tasa de crecimiento especifico, tiempo
ey = tasa de crecimiento especifico maxima, tiempo
§ = concentracion del sustrato lmitante del crecimiento en disolucion, masa/unidad de
volumen

K, = constante de afinidad, concentracion del sustrato existente: masa/unidad de volumen

.\'—‘

En nuestro caso, el modelo utilizado para las cinéticas de degradacion de fenoles fue el de

Haldane (ecuacion 1V.1.2), que tiene en cuenta la inhibicion del sustrato.
(IV.1.2)
| = unmx'S
b D)

K4S+ -

: >

i

donde:

. .l
1 = tasa de crecimiento, h
1 max = tasa de crecimiento maxima de la biomasa en la ausencia de inhibidores, b’
& = concentracion del sustrato, mg/l
K, = constante de afinidad o de saturacion, mg/I|
¥

K; = constante de inhibicion de Haldane, mg/|
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Las variaciones del sustrato con respecto al tiempo estan dadas por la ecuacion IV.1.3:
‘. (IV.1.3)
as p
— e T e v

df ans

donde:

Xv = concentracion de la biomasa viable, mg/I.
Yo = tasa de conversion, mg de biomasa/mg de sustrato.

Si consideramos Y, constante durante los ciclos de la biodegradacion nosotros
obtenemos:

(V.1.4)
_X =X,
obs™ g —§
entonces:

X\' = Ynhs (S() - S)+ X

oy

; Combinando las ecuaciones (1V.1.1, 3 y 4) nosotros obtenemos las relaciones que muestran
la velocidad de eliminacion del sustrato en el medio (ecuaciones 1V.1.5-7):

(IV.1.5)
e Yy
dr Y dt ‘%’
(1v.1.0)
dv N
T E T
dt S+Ks+8 /.
(V.1.7)
—..-‘i}: - (l — —-—*——-——————-—-—-——-‘S'
i ke,

A fin de evaluar las constantes biocinéticas de .. Ky y K;, se utilizd un programa en
turbo Pascal IV, Este programa realiza, dentro de la primer subrutina la integracion numérica de la
ecuacion del modelo de Haldane con la ayuda del método numérico de Runge-Kutta de 4 grado.
Dentro de la subrutina siguiente los coeficientes biocinéticos son estimados por el método de
Hooke y Jeeves. El conjunto de coeficientes se obtiene por la minimizacion de la suma de residuos
al cuadrado (SRC). Los parametros iniciales introducidos por el calculo son: la tasa de conversion,
Y ¥ 12 concentracion de biomasa viable X,,, (Buitron, 1993).
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IV.2 Determinacion de la poblacion bacteriana responsable de la degradacion
de los compuestos fenélicos

Se determin las poblaciones de bacterias responsables de la degradacion de los fenoles,
después de 120 d de operacion del reactor, con ciclos de dos dias, a una concentracion de 40 mg/l
de la mezcla de fenoles. Se aislaron e identificaron cuatro cepas de bacterias (tabla IV.2.1)
provenientes de los lodos activados aclimatados. Con objeto de caracterizarlas se realizaron
cinéticas de degradacion a 40 mg/l de la mezcla de los fenoles para cada una de ellas. Las
concentraciones de los fenoles durante las cinéticas de degradacion se determinaron mediante un
cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC). También, se determinaron cloruros, COT,
SSV y la CHP. Los resultados de la degradacion del COT del periodo de aclimatacion (120 dias)
se muestran en la fig. IV.2.1. Durante este periodo la eficiencia de degradacion fue del 50 % .

pIIE 3
LI 3
T0 4
60 4
50 4

40 4

% de Eficiencia

30 4

20 4

I 3

0 " 2 2 2 2 2 2 2 e 2 Py
v . v v A A . A v

(U 1] 20 30 40 S0 (1] 70 LU 90 1 1o 120

Diay

Figura 1V.2,1 Eficiencia de degradacion del COT
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Tabla 1V.2.1 Identificacion de bacterias (AP1 20E) Gram negativas aclimatadas
a la degradacion de fenoles.

Bacterias aclimatadas Porcentajes de identificacion

Chryseomonays Iluteola Buena identificacion

99.9 % ; T=0.80
Acromonay sp. Buena identificacion

88 % ; T=0.77
Psendomonas sp. Aceptable identificacion

85% ;T=0.72

Fleviomonas oryzihabitans Buena identificacion

914%, T=0.78

El consorcio de microorganismos formado por las cuatro cepas aisladas estuvo distribuido
de la siguiente manera: Chryseomonas lnteola = 20 %, Aeromonas sp. : 20 %, Psendomonas sp. .
25 %, Flaviomonas oryzihabitans 25 % y 10 % de micobacterias.

IV.3 Cinéticas de degradacion del proeceso de lodos activados aclimatados :
fenoles

Como resultado de los estudios cinéticos practicados sobre los lodos activados aclimatados
(LAA), se encontrd que la degradacion de fos fenoles fue secuencial: el fenol y el 4-CF fueron los
primeros en ser degradados, seguidos del 2,4-DCF y finalmente el 2,4,6-TCF (fig. IV.3.1). La
estructura del 2,4,6-TCF es mas compleja que la de los otros fenoles por lo cudl es la Gltima en ser
biodegradada, El modelo que presento los LAA es de orden cero para los fenoles.

La biodegradacion de los fenoles por el consorcio de los LAA depende de varios factores
entre los que se encuentran: 1) la estructura del compuesto fendlico, el nimero y la posicion del
sustituyente, la forma de Ia molécula, su carga eléctrica, su tamaio, la naturaleza de sus enlaces
quimicos, su hidrofobicidad y también la capacidad del sustrato de inducir o reprimir la sintesis de
enzimas o de inhibir éstas; 2) el modo de operacion del reactor como el tiempo de retencion
hidraulico; 3) factores abioticos como volatilizacion, adsorcion entre otros y 4) la presencia o
ausencia de las poblaciones mixtas apropiadas.
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Buitron (1993) realizo estudios sobre la volatilizacion de fenoles en un proceso aerobio.
Las concentraciones de fenoles que utilizo fueron de 100 a 1000 mg de fenol/l y de 50 a 400 mg
de 4-CF/I. La aireacion se mantuvo constante a 60 I/h dentro del reactor. La lectura de la
condensacion del gas se realizo por 24-48 h de aireacion en el reactor. Para Jas concentraciones del
fenol, el porcentaje por volatilizacion fue del 0.006 % total dentro def reactor. En el caso del 4-CF
fue de 0.0054 % total. Por otro lado, determind las isotermas de adsorcion para diferentes
concentraciones de biomasa en contacto del 4-CF, a una temperatura constante de 25 °C y con un
tiempo de exposicion de 4 horas. La constante energética obtenida fue de 4.15 + 1.04 mg de 4-
CFlg de SSV y la cantidad maxima del 4-CF adsorvida por la biomasa representd el 2.6 % total.
En conclusion para los resultados de este trabajo, nos indican que la eliminacion por factores
abioticos como son la volatilizacion y adsorcion de compuestos fendlicos es minima. La
biodegradacion es el proceso principal de la eliminacion de los compuestos fenolicos.

D,

—4— Fonol X, =183 ngSSVi;

=0 4F X =DngSSVi;
—— 24D X =82x 10/ URDL;
21610 kiU

2

-,

Concentracion, mg/l
T

10+
51
0 i
0 5 0 Haw BB -] 25

Figna IV3 1 Patrones die degradiacian de los fenoles por
los lodos activados adinutados

La biodegradacion del fenol comienza en la primera hora de la cinética, por ser cl
compuesto que presenta la estructura menos compleja y mas - facilmente biodegradable por las
bacterias. Se aplico el modelo de Haldane para cada compuesto fendlico (fenol, 4-CF y 2.4-DCF)
utilizado en la cinética de degradacion de los LAA. Este modelo no se aplico para el 2,4,6-TCF
por que no presenta una tendencia clara de biodegradacion, ya que Gnicamente el modelo toma en
cuenta la parte degradada observada en la cinética. Las figuras 1V.3.2, 1V.3.3 y 1V.3.4, muestran
los modelos de Haldane y los coeficientes biocinéticos obtenidos para el fenol, 4-CF y 2,4-DCF
respectivamente (anexos 1, 2y 3).
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Figura 1V.3.2 Cinética de degradacion del fenol
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Figura 1V.3.3 Cinética de degradacion del 4-CF
por los lodos activados aclimatados
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Hmax = 0.052 h-1;
Ks = 19 mgl/l;
K;= 1.85 mg/l

6 = o - Experimental

Concentracion, mg/l

—Maodelo
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Haras

Figura 1V.3.4 Cinética de degradacion del 2,4-DCF
por lodos activados aclimatados

En la tabla IV.3.1 se muestran los coeficientes biocinéticos de LAA obtenidos del modelo
de Haldane para la degradacion del fenol, 4-CF y 2,4-DCF. La tasa de crecimiento expresada
como el coeficiente 1, , disminuye al aumentar la toxicidad del compuesto para el 4-CF y 2,4-
DCF. En la figura IV.3.5 se muestra el modelo de Haldane obtenido para el COT durante la
cinética de degradacion de los LAA (anexo 4).

Tabla 1V.3.1 Coeficientes biocinéticos de la degradacion de los fenoles para lodos activados
aclimatados, 40 my/!l de fenoles.

Lodos Hinax Ks Ki xo Yprmn ‘\,I*V
activados r
aclimatados | B mg/l | mg/l | mg SSV/I | mg SSV/mg de UFC/
mezcla de fenoles

Fenol 0.094 | 2937 ! 183 0.33 1.2x 10"
4-Clorofenol | 0,066 | 205 | 1.65 183 033 12x 10

2.4- 0052 | 19 .85 183 0.33 12x 10
Diclorofenol

f} v ] v {
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.l Hre =0.26 01 ;

oy K; =217 mgh;

i K=39mgf;
X, = 183 mg SSVII;

3t Yorom=0.84 mg SSV/img de COT;
Xy =1.2x 10° UFCA.

Concentracion mg/l1 COT
A

ut
sl -« - Experimental
—— Modelo
04
54
0 + ot et —t ¢ {
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Figura 1V.3.5 Modelo de Haldane para d COT
obtenido por los lodos activados aclinatados

Los resultados obtenidos en la degradacion de clorofenoles por los LAA son semejantes a
los logrados por Puhakka er al. (1992), quienes obtuvieron altas eficiencias de eliminacion para
clorofenoles en un reactor aerobio-andxico con 217 g/m¥d en un tiempo de retencion hidraulico
de 5 h. Reportan para reactores con biopelicula la degradacion sucesiva de mono, dicloro y
policlorofenoles coma la tnica fuente de carbon y energia. Las eficiencias de eliminacion
obtenidas fueron del 99 % en la biodegradacion de clorofenoles.

Durante la cinética de degradacion para LAA se presentd un aumento en la concentracion
de Ia biomasa (Xoy = 8.2 x10” UFC/), se establece la presencia de poblaciones mixtas capaces de
degradar los compuestos fenolicos y que en condiciones apropiadas incrementan su nimero lo que
se refleja en la biodegradacion del sustrato organico.

Los estudios cinéticos, practicados sobre cada una de las cepas aisladas del consorcio de
lodos activados, demostraron que el consorcio fue mas eficiente que cada una de las cepas por
separado. En la figura 1V.3.6 se muestra la cinética de degradacion por parte de Chryseomonas
luteola, la cual no presentd una clara degradacion de los fenoles.
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La reaceion que presentd (. futeola es un modelo de orden cero para los fenoles y COT
(fig. IV.3.7). La utilizacion del modelo de Haldane se limita a cultivos aclimatados y inicamente
toma en cuenta la parte degradada de la cinética, por esta razon no se aplico éste modelo para los
fenoles y COT de la cinética de C. /nreola.

4
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Figna IV.3.6 Patrones de degradiciin de los fenoles por
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Figura IV.3.7 Cinética de degradacion del COT
por Chryseomonay luteola, modelo de orden cero
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El estudio cinético practicado para Aeromonas sp. muestran la obtencion de modelos de
orden cero para el COT y los fenoles. En la figura 1V.3.8 se muestra la cinética de degradacion de
fenoles por deromonas sp.

40
35 —8— Fenol
?IJ 30 ——4-CF
: 2 4- s 0w 2’4.M?
2 0= 24,6-TCF
20
g I
-
£ !
8 15 X, =70 mg SSV/l;
5 10+ =170 mg SSVI; X,,,,,= 120 gz SSVI;
51 X, =1L1x10°UFCH Xy = 1.2 x 10° URCA,
0 : i : i i i . {
0 1 2 3 Dias 4 5 6 7 8

Figura IV.3.8 Patrones de degradacion de los fenoles por
Aeromonay sp.

i En fa figura 1V.3.9 se muestra el modelo de Haldane para el COT por deromonas sp., y los

coeficientes b

iocinéticos obtenidos (anexo 5).

60 Hmax =2d-1;
Ks =290 mg/l;

S | Ki= 81 mgll;
% wl X, =70 mg SSV/i;
E Yorom =2.5 mg SSVimg de COT;
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£ W1 Xey=1.2x 10° UFCI.
g Zre- ...
E 20!- . E et . .. -
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Figura IV.3.9 Modelo de Haldane para el COT
obtenido por Aeromonas sp.
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El resultado de la cinética de degradacion por Psendomonas sp. de los fenoles se muestran
en la figura 1V.3.10. La reaccion que se presentan las fenoles y el COT es un modelo de orden
cero. En la figura IV.3.11 se muestra el modelo de Haldane para el COT obtenido por

Psendomonas sp. y los coeficientes biocinéticos (anexo 6).

173
[—

T %, =120 mg SSVi;
T Xe =153 mg SSVII; X,z = 136 mg SSVII;
5T X,,= 5 x 10" UFCII; X = 8.9 x 10" UFCII

0 1 l 4 ! 1 1
¥ T T T T

Concentracion, mg/l
o d
[—

—o— Fenol = 0= 4CF
——24-DCF —0—24,6-TCF

0 1 2 3 4 Dias 5 6

Figura 1V.3.10 Patrones de degradacion de los fenoles

por Psendomanas sp,
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. T K,= 816 mgl;
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i . Y,om = 2.8 mg SSVimg de COT;
£ wg M T Xry=8.9 x 10" UFCII
£ L
g et - o - Experimental
S ul —e— Modeclo
0 ¢ t + + ¢ + + -
0 I 2 K) Dias 4 5 6 7 8

Figura IV.3.11 Modelo de Haldane para el COT

obtenido por Pseudomonas sp.
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El género de Psendomonas sp. es la bacteria aerobia con la que se han hecho estudios de
degradacion de compuestos organicos. Puhakka er al. (1995) describen una proporcion del 99 %
para Psendomonas saccharophila, a partir de la operacion por dos afios de un reactor de lecho
tfluidizado. El reactor fue alimentado con una mezcla de clorofenoles: fenol, 2,4,6-triclorofenol,
2,3,4,6-tetraclorofenol y pentaclorofenol como la tnica fuente de carbon y energia del sistema,
Yara el aislamiento se wtilizo un medio de cultivo compuesto por triptona (0.5 ¢/l). extracto de
levadura (0.25 g/1), glucosa (0.1g/l) y agar (15 g/l) con un suplemento de 10 mg/l de 2,3,4,06-
tetraclorofenol ¢ pentaclorofenol. La identificacion de esta especie se realizo por medio del
método de acidos grasos. El estudio presenta las caracteristicas de los cultivos aerobios de
biopelicula, para altas tasas de degradacion de fenoles policlorados de 1500 g de clorofenoles/m’
por dia.

La cinética de degradacion de fenoles para Flaviomonas oryzihabitans se muestran en la
fig. 1V.3.12, Se presenta modelos de orden cero para los fenoles y COT. La figura 1V.3.13
muestra el modelo de Haldane para la cinética de degradacion del COT por I, oryziliabitans y los
coeficientes biocinéticos (anexo 7).

—a— Fawl

- 0= 4(F
—o— 24I(F
=0—24,6-1(F

Iy

Concentraciéon, mg/l

Xyerm = 126 g SSVII;

" X,y =1.1 X 10° UFCH; Xy = 1.4 X 10° UFCH,
0 — = : - -

0 | 2 3 dpsS 6 7 8 9
Figura 1V.3.12 Patrones de degradacion de los fenoles
por Flasvononas oryahabitans
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Figurra 1V.3.13 Modelo de Haldaune para el COT
obtenido por Flaviomonas oryzihohitony

Los resultados de las cinéticas de degradacion para los LAA y las cepas puras se muestran
en la tabla 1V.3.2. La degradacion del COT muestra que los coeficientes biocinéticos para los
LAA son mejores en comparacion con los coeficientes obtenidos para las cepas puras, [ . €5 3
veces mayor que para la mas eficiente de las cepas puras (deromonas sp.).

Tabla IV.3.2 Coeficientes biocinéticos obtenidos de las cinéticas de degradacion del COT,
con 40 mg/l de la mezcla de clorofenoles.

Consorcio | p | Ky K;, X, Yprom Xpv
microbiano p . .
d mg/l | mg/l | mgSSV/I | mgSSV/imgCOT | UFC/
Lodos activados | 6.2 | 217 39 183 0.94 12x 10
aclimatados
Aeromonay sp. 2 290 81 70 2.5 12x 10*
Psendonmonas sp. | 1.4 | 420 815 120 2.8 8.9 x 107
Flaviomonas 09 | 500 { 20200 95 1.37 1.4x10°
oryzihabitunys
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En general, la utilizacion simultanea de sustratos organicos en cultivos mixtos presenta
eficientes tasas de eliminacion, un crecimiento de microorganismos y la degradacion del COT
como Gnica fuente de energia, atribuido a la alta produccion de niveles de actividad catabolica de
los microorganismos (Klecka y Maier, 1988).

En la figura 1V.3.14 se muestran los resultados de cloruros libres durante las cinéticas de
degradacion a 40 mg/l de la mezcla de fenoles. Para las cepas de IFaviomonas 'y Psendomonas
presentaron la mayor concentracion de cloruros libres, relacionados con la degradacion del COT y
de los fenoles.

9
LI —o— Chryscomonas luteola ,/,"!
7 == Acromonas sp.
-
=== Pscudomonas sp.
0 , i
T = o~ Flaviomonas oryzibabitans
= 54
o
%ﬂ 4 &
3 IF
2 &
1 +
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 Y

Dias

Figura IV.3.14 Determinacion de cloruros

Los estudios cinéticos practicados sobre los LAA y cada una de las cepas aisladas del
consorcio de los lodos activados demostraron que las tasas maximas de degradacion fueron los de
LAA. Chryseomonas  Iiteola no presentd una biodegradacion para los compuestos fenolicos del
2,4-DCF y el 2,4,6-TCF. En la tabla IV.3.3 se muestran las tasas maximas especificas para los
compuestos fenolicos para los consorcios microbianos aclimatados a fenoles.
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Tabla 1V.3.3 Tasas de eliminacion de sustrato obtenidas para fos compuestos fendlicos.

q, =mg/id

Fenol 4-CF 2,4-DCF 2,4,6-TCF
Laodos activados aclimatados 82 158 123 92
Chryseomonay luteola 5 5 3 |
Aeromonay sp. 6 0 4 0
Pyendomonay sp. 3 5 5 8
Flaviomonas oryzihabitans 6 4 5 6
Lodos activados no aclimatados 35 3.5 1.5 0.5

q =mg/g SSVA

Fenol 4-CF 2.4-DCF 2,4,6-TCF
Lodos activados aclimatados 407 784 610 457
Chryseomonays lnteola 39 39 20 8
Aeromonay sp. 54 47 33 47
Psendomonas sp. 19 37 38 58
Flaviomonas oryzihabitans 44 30 40 44

g, = mg de fenoles/UFC/d/10”

Fenol 4-CF 2,4-DCF 24,6-TCF
Lodos activados aclimatados 820 1530 1235 920
Chryseomanas luteola 6.5 0.6 4.4 1.4
Aerontonas sp. 6l 47.6 386 53
Psendomonas sp. 86.3 101 101 156
Flaviomonas oryzihabitans 49 34 45 44

Los estudios cinéticos mostraron que las tasas de degradacion fueron superiores para el
caso de los lodos activados que para fas cepas puras, para degradar la misima cantidad de sustrato
(40 mg/l) y con concentraciones similares de biomasa viable. Ef consorcio de lodos activados
degrada los fenoles en 25 h, mientras que cada una de las cepas puras lo hizo en 9 d. En la tabla
1V.3.4 se muestran los coeficientes biacinéticos para el fenol, 4-CF, 24-DCF y 2,4,6-TCF
utilizando diferentes consorcios microbianos para su biodegradacion. Como se muestra en la tabla
fos coeficientes biocinéticos obtenidos para cepas puras y consorcios de microorganismos son
semejantes entre si, sin embargo las ventajas que presentan los consorcios mixtos de
microorganismos son particularmente importantes cuando se busca la completa mineralizacion
(hasta CO,) de los toxicos organicos.
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Tabla 1V.3.4 Coeficientes biocinéticos para fenoles utilizando diferentes
consorcios microbianos.

H g K, K, Yohs Autores Consorcio
h mg/l mg/l | mg/mg microbiano
Fenol
0.16-1.01 | 10-160 | 14-601 0.545 Pawloswski y Howell Sistema sin
(1973) filamentosas
0.20-0.60 | 2-86 34-1504 0.616 o Sistema con
filamentosas
0.13-0.36 | 5-206 | 142-1199 D*Adamo er al. (1984) | Filamentosas pero no
0.18-0.20 | 35-62 62-175 1.020 | Rozich y Gaudy (1983) predominantes
0.50-1.80] 0.5-1.6 | 7.1-142 - Sokol (1988) Lodos activados
aclimatados
0.12 53 n 0.550 Kotturi ef al. (1991) Psendononas putide
(30 °C)
0.39 1.06 903 0.780 | Hutchinson y Robinson | Pscudomonas putida
(1988) (10°C)
0.17-0.37 - 0.15-0.28 |  Lallai ¢ al. (1988) Psendomonay putida
0.18-047 | 2,4-3, 4 --- 0.03-0.48 | Cooper-B ¢f al. (1990) Biomasa comercial
0.11-0.33 | 8,2-8,9 | 170-200 0.805 | Okayguny Akgerman Lodos activados
(1992) aclimatados
4-Clorofenol
0.16-0.20 | 100-600 --- - Templeton y Grady Lodos activados
(1988) aclimatados
0.29-077| 1226 | 1;1-1.7 —- Gaudy ¢/ al. (1988) Lodos activados
aclimatados
0.25-0.29 1 2,0-7,6 | 48-114 | 0.31-0.41 | Cooper-B ¢/ al. (1990) Lodos activados
aclimatados
1.358 126 4 0.39 Kennedy er al. (1990) | Arthrobacter sp. (29 °C)
2,4-Diclorofenol
0.024 80 345 0.14 | Klecka y Maier (1988) lodos activados
aclimatados
2,4,6-Triclorofenol
0.038 160 5075 - Klecka y Maier (1988) Lodos activados

aclimatados

Uno de los aspectos importantes en la utilizacion de cultivos mixtos y comunidades de
microorganismos para la biodegradacion de compuestos xenobidticos, son las interacciones entre
diferentes especies con respecto a la capacidad degradativa, acerca de los compuestos quimicos
toxicos. La informacion generada al respecto es importante para establecer la secuencias de
reacciones catabolicas de compuestos toxicos para facilitar la biodegradacion de compuestos
xenobioticos.

Ariel Gonzdlez, Casas

68



Muchos estudios con cepas puras han sido probados con resultados positivos para la
degradacion de un sustrato especifico. Sin embargo, el empleo de cepas puras principalmente de
bacterias y hongos han mostrado que algunos intermediarios toxicos se acumulan durante la
biodegradacion debido a que un solo organismo no posee la habilidad para mineralizar
completamente el xenobiotico (Westmeier y Rehum, 1987).

La biodegradacion de varios compuestos ha sido investigada en sistemas en lote con
biomasa suspendida como los trabajos de Fan e al. (1987) y Sokol (1988). La combinacion de
ciertos sustratos como las mezclas de fenoles causan efectos de auto inhibicion, aunque junto al
efecto de inhibicion, muestran un crecimiento los consorcios mixtos expuestos a clorofenoles.

s - .
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IV.4 Aislamiento de micobacterias

Higgblom ¢ al. (1988) aislaron de aguas residuales de la industria del papel a
Rhodococeus sp., y Mycobacterinm sp. A estas micobacterias las colocaron en dos columnas
empacadas. Las pruebas demostraron que las micobacterias fueron capaces de degradar
compuestos fenolicos,

Kamala e al. (1994) evaltan los procedimientos existentes y medios de cultivo empleados
para el aislamiento de micobacterias de agua y suelo. El método para aislamiento de micobacterias
que resulto mas eficiente fue el descrito por Engbaek ¢ al. (1967), el cual se basa en la utilizacion
de lauril sulfato de sodio al 3 % (L.SS) combinado con | % de NaOH. Este método es eficiente
para obtener un mayor nimero de especies de micobacterias y por la utilizacion de un agente
descontaminante (LSS) para limpiar las muestras de otras especies de bacterias y hongos que se
desarvollan en el medio.

El aislamiento de micobacterias se realizd a partir de los lodos activados aclimatados a 40
mg/l de fenoles después de 120 dias de operacion del reactor. El indculo fue de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Ecatepec, Estado de México. El método de aislamiento que se
utilizo fue el de Kamala ¢r al. (1994) con el medio de cultivo de Lowenstein modificado por
Jensen. Los resultados de las caracteristicas morfologicas del crecimiento de colonias de
Mycohacterinm sp. sobre el medio de cultivo fueron las siguientes: forma ameboide, bordes
ondulados, elevacion rugosa y color amarillo-naranja. La incubacion durd 4 semanas a una
temperatura constante de 35°C.

Para el crecimiento y desarrollo de micobacterias se necesita un medio de cultivo
enriquecido especial. El uso del medio de cultivo Lowenstein modificado por Jensen, contiene una
base de huevo para aislamiento primario de los géneros de Mycohacterium sp. este medio de
cultivo presenta dos ventajas:

I.- El medio Lowenstein soporta una amplia variedad de micobacterias.
2.- El crecimiento de micobacterias en huevo es satisfactorio para la prueba de niacina.

La modificacion de Jensen al medio de Lowenstein emplea una concentracion moderada de
verde de malaquita para evitar el crecimiento de la mayoria de contaminantes, a la vez que
satisface los requerimientos metabolicos de las micobacterias, para su posible y ripido
crecimiento. Este medio de cultivo con huevo coagulado es empleado para el aislamiento de
Mycobacterium tuberculosis (el bacilo de la tuberculosis) y Mycohacterinm kansaii en depositos
de agua (Engel ¢f al. 1980).

La continuacion del estudio sobre las poblaciones de micobacterias no pudo ser finalizada
ya que se requiere un laboratorio especial (Nivel 11 de seguridad biologica) para poder aumentar la
concentracion de biomasa viable de micobacterias en condiciones controladas de seguridad y
poder realizar los estudios cinéticos de degradacion que comprueben su capacidad de
biodegradacion de compuestos fendlicos.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se describio cualitativamente la dindmica de poblaciones del proceso de
lodos activados durante el periodo de aclimatacion a una mezcla en partes iguales de: fenol, 4-
clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol para una concentracion de 40 mg de fenoles
totales/l. Se establecio una téenica para cuantificar ¢ identificar bacterias aerobias aclimatadas a
compuestos fenolicos y se estudio las cinéticas de degradacion de las bacterias responsables de la
degradacion de compuestos fenolicos.

El medio de cultivo seleccionado para realizar las CHP y aislamientos de bacterias aerobias
aclimatadas a fenoles fue el de peptona de caseina adicionado con 0.1 mg/l de la mezcla de
fenoles. La peptona de caseina presentd las mayores CHP (13.7 x 10° UFC/mI) y la mayor
diversidad de colonias.

El periodo de aclimatacion a fenoles se establecio a los 63 dias (15 ciclos) de operacion del
reactor La mezcla de los fenoles produjo alteraciones sobre la morfologia del floculo, en cuanto al
color, tamaiio, apariencia y tipo de agregaciones de microorganismos que lo constituyen.

La dinamica de poblaciones de los lodos activados ocurrida durante el periodo de
aclimatacion a 40 mg/l de la mezcla de fenoles, se caracterizo por presentar una disminucion en
las poblaciones de bacterias, hongos, algas, nemitodos, protozoarios y rotiferos. Las poblaciones
de protozoarios y rotiferos se observo hasta el dia 63 de operacion del reactor, representadas por
Vorticella convallaria y Proales sp. respectivamente. Los diferentes géneros de vorticelados al
final del periodo de aclimatacion a fenoles, indica que la poblacion bacteriana fue lo
suficientemente abundante para satisfacer las necesidades alimenticias y mantener vivos a los
ciliados durante este periodo. La presencia del depredador Proules sp. indica que la cadena
alimenticia de los lodos activados se mantuvo hasta final del periodo de aclimatacion. Las diversas
poblaciones de microorganismos que constituyen los lodos activados fueron afectadas por la
presencia del compuesto orgdnico toxico. Estas poblaciones reaccionan de manera diferente
dependiendo de su capacidad metabolica para lograr su permanencia dentro del sistema y de las
interacciones entre los demds microorganismos del proceso de lodos activados,

En este estudio la biodegradacion de los compuestos fendlicos se efectud como la
mineralizacion hasta CO, y agua. Los porcentajes de degradacion de los clorofenoles fueron
superiores al 55 %. La eliminacion de fenoles por factores abioticos como son la volatilizacion y
adsorcion es minima, la biodegradacion fue el proceso principal de la climinacion de los
compuestos fenolicos.
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A partir de los lodos activados aclimatados a 40 mg/l de fenoles, después de 120 dias de
operacion del reactor, se identificaron cuatro géneros de bacterias Gram negativas: Aeromonas sp.,
seudomonas sp., Flaviomonas oryzihabitans 'y Chriseomonas luteola. También, se logro el
aislamiento de micobacterias. Sin embargo, la continuacion del estudio sobre las poblaciones de
micobacterias no pudo ser finalizada ya que se requiere un laboratorio especial para poder
aumentar la concentracion de biomasa viable de micobacterias en condiciones controladas de
seguridad y poder realizar los estudios cinéticos de degradacion que comprueben su capacidad de
biodegradacion de compuestos fendlicos.

Como resultado de los estudios cinéticos practicados sobre los lodos activados, se encontrd
que la degradacion de los fenoles fue secuencial: el fenol y el 4-CF fueron los primeros en ser
degradados por presentar una estructura menos compleja y mas facilmente biodegradable por las
bacterias, seguidos del 2,4-DCF y finalmente 2,4,6-TCF.

Los estudios cinéticos practicados sobre cada una de las cepas aisladas del consorcio de
lodos activados, demostraron que éstos tltimos fueron mas eficientes que cada una de las cepas
por separado. Las tasas de degradacion fueron dos ordenes de magnitud mas grandes para el caso
de los lodos activados que para las cepas puras. Para degradar la misma cantidad de sustrato, y con
concentraciones similares de biomasa viable, el consorcio degradd los fenoles en 25 horas,
mientras que cada una de las cepas puras lo hizo en 9 dias.

Los resultados obtenidos apoyan la hipotesis del trabajo de un consorcio de
microorganismos iniciales, que al verse sometidos al proceso de aclimatacion, varia en cuanto al
tipo de microorganismos de tal modo que Gnicamente los microorganismos capaces de degradar
los toxicos permanecerin.

Este trabajo sirve para conocer el sistema de lodos activados desde un punto de vista
biologico que muestra la importancia de las interacciones entre las diferentes poblaciones que
constituyen los lodos activados. Las técnicas de observaciones microscopicas de la microfauna del
proceso de lodos activados sirven para poder establecer las condiciones de operacion del sistema.

Se debe comprobar la eficiencia de cada una de las cepas puras y en su conjunto para poder
lograr formar los lodos activados aclimatados y poder asi ratificar los resultados obtenidos por el
cansorcio de los lodos activados aclimatados.

Estos resultados remarcan la importancia de la utilizacion de consorcios microbianos para
la degradacion de efluentes conteniendo compuestos toxicos 6 xenobioticos,

I/
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Anexos

Anexo 1.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los coeficientes biocinéticos para la
degradacion del fenol por los lodos activados aclimatados.

Tiempo Experimental Modelo Desviacion
(hOI‘tIS) (Y) (YEstimmln) ('%')
0 26.5 20.5 0
0.25 25.6 26.038 -1.7
3 19.9 20.335 2.2
6 12.5 11.887 4.9
8 3.35 3.520, 53
8.30 22 2359 -7.2
9 0.94 0.735 218
10 0.11 0.117 -5.9

Coeficientes biocinéticos: ,,,, = 0.094 W' K,=29 mg/t; K; =1 mg/l,
X, = 183 mg SSV/I; Y 0, = 0.33 mg SSV/mg de fenoles;
suma de minimos cuadrados (SMC) = 8.

} v -y (
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Anexo 2.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los Coeficientes biocinéticos para la

degradacion del 4-clorofenol por los lodos activados aclimatados.

Tiempo Experimental Modelo Desviacion
(ll() “‘S) (Y) (YEsﬁmmlu) (“ ")
0 28.7 28.7 0
0.25 204 28.217 -0.9
3 20 22.305 -11.5
6 17.4 13.757 209
8 4.6 5.444 -18.3
8.30 29 4.051 -39.7
9 1.9 1.525 19.7
10 0.45 0.257 42,8
11 0.22 0.040 81.9

Cocficientes biocinéticos: 1, = 0.060 WK, =205 mgll; K;=1.65 my/l,
X, = 183 mg SSV/; Y, = 0.33 mg SSV/mg de fenoles; SMC = 2.
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Anexo 3.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los Coeficientes biocinéticos para la

degradacion del 2,4-diclorofenol por los lodos activados aclimatados.

Tiempo Experimental Modelo Desviacion

(h() I‘ilS) (Y) (Y Es!immlu) (0 ")
) 19.5 19.5 0
8 17.2 14.366 16.5

8.30 16.5 13.483 18.3

9 12.1 11.268 6.9
10 6.3 7.665 =217
11 2.2 3.753 -70.6
12 1.1 1.085 1.4
13 0.05 0.24 -379.9
20 0.05 0 100
21 0.04 0 100

Coeficientes biocinéticos: 1, =0.052 ™" ; K, = 19 mg/l ; K; = 1.85 mg/l;
X, =183 mg SSV/; Y = 0.33 mg SSV/mg de fenoles, SMC =2,
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Anexo 4.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los Coeficientes biocinéticos para la

degradacion del COT por los lodos activados aclimatados.

Tiempo Experimental Modelo Desviacion

(ho ras) (Y) (‘,Eslimmln) (‘%')
2 46 46 0
3 432 42,591 1.4
4 37.3 39.093 -4.8
5 36.4 35.542 24
6 329 31.999 27
7 20.5 28.548 -7.8
8 23.7 25,291 -6.7
9 229 22330 25
10 227 19.746 13
11 17.8 16.645 6.5
12 17.3 15.812 8.6
13 12.7 14.417 13.5
14 12.5 13.334 -0.7
15 1.5 12.504 -8.7
16 10.8 11.875 -9.9
17 10.7 1.4 -6.5
18 10.7 11.044 3.2
19 10.4 10,778 -3.6

Cocficientes biocinéticos: |, =0.26 h"; K, =217 mg/l; K;=3.9 mg/l,
X, = 183 mg SSV/1; Y 00 = 0.94 mg SSV/mg de COT; SMC =3,
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degradacion del COT por Aeromonas sp.

Anexo S.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los Coeficientes biocinéticos para la

Tiempo Experimental Modelo Desviacién

(d 'I“S) (Y) (Y Estimmlu) ('%')
0 574 574 0
0.25 55.3 54.8 0.9
] 49.7 47.078 52

2 34.7 37.728 -8.7

3 27.5 30.324 -10.2

4 25.6 25.114 1.9

5 24.6 21.762 11.5
6 22.7 19.729 13

7 20.1 18.543 1.7

8 17.4 17.865 -2.7

Coeficientes biocinéticos: 1, =2 d'; K, =290 mg/l ; K; = 81 mgfl,
X, =70 mg SSV/1, Y o = 2.5 mg SSV/mg de COT, SMC =4,
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Anexo 6.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los coeficientes biocinéticos para la

degradacion del COT por Pseudomonas sp.

Tiempo Experimental Modelo Desviacion
(d iilS) (Y) (YEstinmdu) (‘%’)
0 533 53.3 0
] 4981 48.199 32
2 32.5 41318 -27.1
3 31 34.603 -11.6
4 294 28.323 37
5 24.7 22.687 8.1
6 19.4 17.822 8.1
7 13.5 13.766 -1.9
8 1.04 10.484 -0.8

Coeficientes biocinéticos: i, =1.4d" ; K, =420m ol K =815 my/,
X, =120 mg SSV/; Y = 2.8 mg SSV/mg de COT, SMC = 1.
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Anexo 7.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los Coeficientes biocinéticos obtenidos

para la degradacion del COT por Flaviomonas oryzihabitans.

Tiempo Experimental Modelo Desviacion

((I ia S) (Y) (Y Estimad n) (o )
0 57.1 57.100 0
! 48.7 52.328 -7.4
2 41.2 46.107 -11.9
3 395 40.160 -1.7
4 373 34.593 73
5 328 29.485 10.1
] 25.6 24.887 28
7 19 20.82] -9.6
8 124 17.282 -394

Coeficientes biocinéticos: |1, =09d™" ; K, =500 mg/l; K;=20200 mg/l,
X, =95 mg SSV/1, Y o = 1.37 mg SSV/mg de COT, SMC = 8.
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