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Venir a aumentar el número de los vivientes, ser un hombre más donde hay tantos 
hombres, oír decir de sí: "Es un tal fulano" es ser un árbol más 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 corazón, subyugar el juicio, hacerse aplaudir y aclamar y oír 
al día siguiente de sí 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 días 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 creído tu inferior, sal de tu engaño; poseo tu secreto y el 
de tus sensaciones, domino tu aplauso y tu admiración; de hoy más no estará en tu mano 
despreciarme, medianía; calumniame, aborreceme, si quieres, pero alaba". Y conseguir esto un 
tiempo definido, y tener mañana un nombre, una posición, una carrera hecha en la sociedad, el que 
quizá no tenía ayer dónde reclina• su cabeza, es algo, y prueba mucho en favor del poder del 
talento. Esta aristocracia es por lo menos tan buena como las demás, 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: El Espanal, 22 de enero de 1837 
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RESUMEN 

Se describe la dinámica de poblaciones de los lodos activados en el periodo de 
aclimatación a una mezcla, a proporciones iguales, de compuestos fenólicos (fenol, 4-clorofenol, 
2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol) a una concentración total de 40 mg/I, Para llevar a cabo el 
periodo de aclimatación se utilizó un reactor de vidrio de dos litros con un aireador en el fondo. El 
reactor estuvo funcionado de manera discontinua secuencia' (SBR). Se utilizaron técnicas para el 
análisis de agua descritas por API-lA (1992). El seguimiento de la dinámica de poblaciones de los 
lodos activados durante la aclimatación se realizó durante 63 días de operación del reactor. Las 
poblaciones de bacterias se aislaron en un medio de cultivo sólido de peptona caseína con 0.1 mg/I 
de la mezcla de fenoles. Las .poblaciones de bacterias que prevalecieron durante la aclimatación 
fueron Chuseomonas Inteola, Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Flavionumas olyzihabions y 
micobacterias. La presencia de los protozoarios Vorticella COMallaria y el rotífero Proakv sp. se 
observó hasta el día 63 de operación del reactor. Las poblaciones de nemátodos, hongos y algas se 
observaron hasta los días 50, 57 y 61 respectivamente. La mezcla de clorofenoles fue degradada 
con porcentajes de eliminación superiores al 75 % El periodo de aclimatación se caracterizó por 
presentar una disminución en las poblaciones de bacterias, hongos, algas, nemátodos, protozoarios 
y rotíferos. Se presentó un cambio morfológico y una disminución del consorcio de 
microorganismos que forman al flácido. Se comprobó la degradación de cada uno de los 
compuestos fenólicos mediante la cinética de degradación, después de 120 días de operación del 
reactor, para los lodos activados aclimatados y para las cepas puras de Chryseomonas luteola, 
Aeromonas sp., Pseudomonas sp. y Flaviomonas ouzihabitans. El consorcio de los lodos 
activados aclimatados fue el que presentó las tasas de degradación más grandes para los fenoles 
utilizados: 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 comparación con las tasas de degradación obtenidas para 
las cepas puras. 
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Glosario 

ADN 	 Ácido DesoxirriboNucleico 
A(;‘' 	 Ácidos Grasos Volátiles 
API 	 Analytical Profile índex 
ARN 	 Ácido RiboNucleico 
COT 	 Carbón Orgánico Total 
CU 	 Ciudad Universitaria 
CLIP 	 Cuenta Heterótrofa en Placa 
DQO 	 Demanda Química de Oxígeno 
I)BO 	 Demanda Biológica de Oxígeno 
HPLC 	 Cromatogratia Líquida de Alta Resolución 
IVL 	 Índice Volumétrico de Lodo 
LAA 	 Lodos Activados Aclimatados 
LSS 	 Lauril Sulfato de Sodio 
NOM 	 Norma Oficial Mexicana 
NMP 	 Número Más Probable 
%RSS 	 Porcentaje de Reducción de Sólidos Suspendidos 
SST 	 Sólidos Suspendidos Totales 
SSV 	 Sólidos Suspendidos Volátiles 
SSI? 	 Sólidos Suspendidos Fijos 
SMC 	 Suma de Mínimos Cuadrados 
S„/X„ 	 Sustrato Inicial / Biomasa Inicial 
11117C 	 Unidades Formadoras de Colonias 
4-CF 	 4-CloroFenol 
2,4-DCF 	 2, 4-DiCloroFenol 
2, 4, 6-TCF 	2, 4, 6-TriCloroFenol 

Constante de inhibición de Haldane, ing/I 
Constante de afinidad o (le saturación, mg/I 

S 	 Concentración del sustrato, mg/I 

1-1  mg% 	 Tasa de crecimiento máxima de la biomasa, 11.1  
q,, = mg/l/t1 	Tasa volumétrica de eliminación de sustrato 
q, = mg/g SSV/d 	Tasa específica de eliminación de sustrato 
q, = mg de fenoles/lIFC/d/109 	Tasa específica de eliminación de sustrato 

Abreviaturas 

d 	 días 
lig 	figura 

horas 
mili 	minutos 
ml 	mililitros 
rpm 	revoluciones por minuto 
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INTRODUCCIÓN 

El incremento en la actividad industrial y la implantación de nuevas tecnologías de 
producción 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 xenobióticos. Este es el caso de los fenoles, los cuales 
están presentes en numerosos efluentes de aguas residuales industriales y en algunos cuerpos de 
aguas naturales. La Legislación Mexicana lista a los fenoles como contaminantes tóxicos 
prioritarios (SEDESOL, 1994). 

Los procesos biológicos aerobios son utilizados exitosamente para la eliminación de los 
compuestos orgánicos tóxicos presentes en los eficientes de aguas residuales industriales (Buitrón 
e! al. 1994; Cardinal y Stenstrom, 1994). En los procesos biológicos aerobios la degradación de 
los compuestos orgánicos se lleva a cabo por consorcios de microorganismos. Estos consorcios 
forman flácidos llamados lodos activados los cuales utilizan a los compuestos orgánicos presentes 
en el agua residual como fuente de energía. Los lodos activados están constituidos por poblaciones 
de bacterias, hongos, protozoarios, algas y algunas veces nemátodos. Las bacterias heterótrofas 
constituyen el grupo más importante, ya que son las responsables de la formación de flócidos y de 
llevar a cabo la biodegradación de compuestos Orgánicos presentes en las aguas residuales. 

Muchos han sido los microorganismos reportados en la literatura por su capacidad de 
biodegradar compuestos orgánicos específicos, ya sea dentro de un sistema de lodos activados, o 
bien aisladamente. Uno de los principales factores que distinguen la biodegradación de 
compuestos tóxicos es que éstos son inhibidores cle los microorganismos. La presencia de un 
sustrato complejo, como en el caso de los Atentes industriales es otro t'actor de importancia, ya 
que un tóxico puede inhibir la biodegradación de los otros compuestos presentes en la mezcla. 

Entre los grupos de microorganismos más citados en los lodos activados encontramos a las 
bacterias de los géneros Psenclomonas, Eseheriehia, Aeinetohader, Flayobaelerhan, Ailoraxelkt, 
Citrohaeier y Aehromobacler que degradan compuestos tóxicos (Silverstein el al 1994, Buitrón, 
1993), Sin embargo, poco se sabe de las comunidades microbianas que actúan sobre los 
compuestos orgánicos tóxicos a altas concentraciones. De la misma manera poco se sabe acerca de 
las condiciones óptimas para la estimación cuantitativa de los microorganismos que participan en 
la biodegradación de los tóxicos. Esto está relacionado con el hecho de que las técnicas descritas 
en la literatura generalmente se aplican para la enumeración 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 
óptima en los medios utilizados para su cuenta. 

La intención de este trabajo es describir la dinámica de poblaciones de un sistema de lodos 
activados durante el periodo de aclimatación a una mezcla de compuestos fenólicos, así como 
establecer un técnica para cuantificar e identificar bacterias aclimatadas a compuestos fenólicos y 
estudiar las cinéticas cle degradación de las bacterias responsables de la degradación de 
compuestos fenólicos, 
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1 ANTECEDENTES 

La producción de aguas residuales industriales en México es aproximadamente de 160 
m'/s, de los cuales cerca del 45 % son producidas por las industrias química, de papel y celulosa, 
del petróleo, textil, siderúrgica y eléctrica (CONADE, 1992). Las Normas Oficiales Mexicanas 
(NOM) establecen los límites máximos permisibles de compuestos fenólicos en las descargas de 
aguas residuales a cuerpos receptores como: ríos, cuencas, cauces, vasos, aguas marinas y demás 
depósitos o corrientes de agua y los derrames de aguas residuales en los suelos (tabla 1. I). 

Tabla 1.1 Límites máximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residual a 
cuerpos receptores provenientes de las industrias que utilizan fenoles. 

Industrias NOM Fenoles 
(mg/1) 

DQO 
(mg/1) 

SST 
(n gil) 

()II 

Promedio 
Diario 

Promedio 
Instantáneo 

Promedio 
Diario 

Promedio 
Instantáneo 

Promedio 
Diario 

Promedio 
Instantáneo 

Promedio 

Producción 
de azúcar 
de caña 

002 0.5 0,75 6 - 9 

Refinación de 
petróleo y 

petroquímica 
003 0.5 175 100 120 70 85 6 -9 

Fabricación de 
productos 
plásticos y 
polímeros 
sintéticos 

005 0.5 0.75 200 240 70 84 6 - 9 

Hierro y del 
acero 

013 0,5 0.75 50 60 6 - 9 

Textil 014 0.1 0.2 200 240 100 120 6 -9 
Impregnación 
de productos 
de aserradero 

019 0.1 0.2 180 240 120 150 6 - 9 

Agroindustria 03 I 5 10 6 -9 

SEDESOL (1994), 

Cada vez es más frecuente la aplicación de los procesos de tratamiento biológico para la 
descontaminación de los efluentes industriales. Sin embargo, poco se sabe de las comunidades 
microbianas mixtas naturales que actúan sobre los compuestos sintéticos a concentraciones 
ambientalmente importantes. 
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La dinámica de poblaciones microbianas se define como una rama de la ciencia y 
tecnología 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 pequeñas poblaciones mixtas capaces de degradar muchos de los 
compuestos orgánicos presentes en los efluentes industriales y que en condiciones apropiadas 
incrementan su número lo que se refleja en la degradación del sustrato orgánico. 

Durante el periodo de aclimatación a diferentes compuestos tóxicos los microorganismos 
experimentan cambios fisiológicos, morfológicos y/o genéticos, de tal forma que solo los IlláS 

aptos se desarrollan bajo las nuevas condiciones del medio. La duración del periodo de 
aclimatación es muy variable y puede durar desde una hora hasta muchos meses. La aclimatación 
se define como el intervalo de tiempo a partir de la introducción del compuesto orgánico en 
determinado ambiente, hasta cuando se hace evidente la remoción del compuesto (Buitrón, 1993). 

Entre los estudios orientados a describir la dinámica (le poblaciones del proceso de lodos 
activados se encuentran los de Curds (1975), Madoni el al. (1979), Kinner y Curds (1987), 
Duchene y Cotteux (1993), en los cuales se describe la técnica de observaciones microscópicas de 
la microfauna del proceso de lodos activados. La técnica consiste en utilizar como indicadores 
biológicos a las poblaciones de protozoarios, las cuales responden a variaciones (le operación de 
las plantas de tratamiento de aguas. 

Reddy el al. (1993) analizaron la variación de la dinámica (le poblaciones del proceso de 
lodos activados en una planta de tratamiento de aguas residuales durante tres años. Observaron 
que la concentración de sólidos suspendidos variaba en las diferentes estaciones del año (en 
primavera, 900 ing/I y en invierno, 1700 mg/I). Los microorganismos detectados a lo largo del 
estudio fueron: rotíferos, ciliados libres nadadores, flagelados y nemátodos. 

Para la estimación de bacterias aerobias viables presentes en las aguas se usa el método de 
la cuenta heterótrofa en placa (CHP) descrito por API-lA (1992). Kavanaugh y Randa!! (1993), 
describen las poblaciones (le bacterias de una planta de tratamiento de aguas del proceso de lodos 
activados. Con el método de la CHP y la técnica de los ácidos grasos volátiles (AGV), obtuvieron 
grupos dominantes de col iform es del complejo Aeromonas/Vihrio y de Nem/orno/kis sp. El 
aislamiento de cultivos puros de bacterias Gram negativas condujo a la identificación de 
Acinelobacler sp. la cual fue la bacteria representativa (le la zona aerobia y la responsable (le la 
remoción de fósforo del sistema. 

Silverstein el al. (1994) utilizaron el método de la CHP para la enumeración de bacterias 
responsables de la degradación del 2,4-dinitrofenol (DNI') en cultivos de procesos de lodos 
activados. Estos autores confirmaron que al reciclar la biomasa en el proceso (le lodos activados se 
incrementa el número de Rhodococens sp. responsable de la degradación del DNI'. Al adicionar 
una fuente suplementaria de carbono en forma de glucosa al DNF, hubo un incremento del 10 °A 
en la biomasa de khodococcus sp. 
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Hay varios métodos para la identificación (le bacterias que se utilizan según los objetivos y 
la precisión que se traten (le alcanzar. Entre los más generales y (le fácil manejo se encuentran los 
sistemas AP1 (Analytical Profile Index), que constan de una serie (le cúpulas (le plástico en forma 
(le galerías conteniendo diferentes pruebas bioquímicas. Otros métodos (le identificación están 
basados en el mismo principio del sistema API, como son los Enterotubos (Roche), Rapid ID y 
Oxi-Term (Roche). El sistema API 20E se ha utilizado en numerosos estudios para la 
identificación de cepas puras de bacterias (Smith el al. 1972; Robertson el al. 1976; Holmes ci al 
1978). Kavanaugh y 'ludan (1993), utilizaron el sistema API 20E, para identificar el crecimiento 
(le cepas puras por ejemplo: Pseudomonas sp., Achromobaeler sp., Aloraxella sp., Acinetohacter 
sp. y ileromonas/Vibrio entre otras. 

Existen también métodos avanzados en biología molecular para la identificación y el 
análisis de los genes de bacterias. El método de la reacción de PCR (Polymerase Chain Reaction) 
se basa en la capacidad de ampliar secuencias específicas (le ADN. El ADN de doble cadena se 
separa completamente formando dos cadenas simples que sirven como moldes para los primás. 
Las dos cadenas obtenidas (una original y una recién sintetizada) sirven como molde para el nuevo 
ciclo de la reacción que consiste en la separación de las cadenas, alineación de los primers y 
síntesis de ADN. El resultado de la reacción de PCR es un número (le varios ciclos donde se 
alcanza un máximo teórico 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 genómico (de procariontes y eucariontes), los plásmidos y el ADN de fagos. Para 
el ADN genómico de bacterias se utilizan cantidades desde pico gramos hasta nanogramos del 
ADN. Aunque la PCR es una técnica relativamente nueva, ya ha sido aplicada en muchas áreas 
como en la investigación básica en la genética y evolución molecular, medicina y medio ambiente, 
es muy importante saber cual es el objetivo del uso de la PCR, ya que desafortunadamente las 
condiciones óptimas para lograr una mayor especificidad son incompatibles con la eficiencia de 
amplificación. Por esta razón, cuando uno decide emplear la PCR debe saber a cual (le estos tres 
parámetros (especificidad, eficiencia y fidelidad) dará la prioridad. 

Blackhall (1993) utilizó el método de la PCR para la identificación y ampliación del gen 
16S rARN, comparándolo con la base de datos del banco de genes de la Universidad de 
Queensland (Department of Microbiology Culture Collection) para laS especies (le bacterias del 
género Nocardia. Se encontró las secuencias específicas de los genes para las diferentes especies 
de Nocaidia contribuyendo así al conocimiento (le la taxonomía y tilogenia (le esta especie. 

Hipótesis 

Una población bacteriana inicial, al verse sometida al proceso de aclimatación, variará en 
cuanto al tipo de microorganismo de tal modo únicamente los microorganismos capaces de 
degradar los tóxicos permanecerán. 
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11 METODOLOGÍA 

El estudio se dividió 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/I) 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 fenólicos. 
También se realizó el seguimiento de la dinámica de poblaciones del proceso de lodos activados 
en el periodo de aclimatación a 40 mg/1 de la mezcla de fenoles. El inóculo se obtuvo de la planta 
de tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria, En la segunda parte se llevó a cabo un 
estudio cinético. Se comenzó el periodo de la aclimatación a una concentración total de 40 mg/I de 
la mezcla de fenoles, con un inóculo de la planta de tratamiento de aguas residuales de Ecatepec, 
Estado de México. El reactor estuvo funcionando con ciclos de 2 días durante 120 días de 
operación. Al término de estos 120 días se realizó el estudio de las cinéticas de degradación para 
los lodos activados aclimatados y para cada una de las cepas puras aisladas e identificadas. 

11.1 Medios de cultivo empleados 

El protocolo de investigación que se estableció para poder determinar las mejores 
condiciones bajo las cuales las bacterias aclimatadas a compuestos fenólicos pueden ser 
cuantificadas, fue el de probar los medios de cultivos CGY, R2A y peptona de caseína 
recomendados por APILA (1992). Otro medio de cultivo probado fue el agar bacteriológico 
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 cuantificación de 
bacterias. A todos los medios de cultivos antes mencionados se les adicionó tres diferentes 
concentraciones de la mezcla de fenoles (0.5, 0,1 y 2 mg/1). Se realizó la CHI) con todos los 
medios de cultivo adicionando las diferentes concentraciones de fenoles. La selección del medio 
de cultivo se realizó con el medio que presentó la CHP más alta. Se observaron las características 
morfológicas de las cepas puras. Se describen a continuación los medios de cultivos que se 
utilizaron para el crecimiento y desarrollo de UFC de bacterias aclimatadas a compuestos 
fenólicos así como la técnica para prepararlos: 
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11.1.1 Agar bacteriológico 

Para prepararlo se suspendieron 15 g de agar bacteriológico en 1000 ml de agua Filtrada del 
sedimentador de una planta de tratamiento de agua. Se mezcló muy bien y se calentó a ebullición 
por 2 minutos. Las características de este medio de cultivo se señalan en la tabla 1111.1, Se 
homogeneizó y esterilizó a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el preparado se vació en cajas 
de petri. 

Tabla 111.1.1 Características físicas del agar bacteriológico, 

Parámetro Valor 
Punto de gelificación 32-39 °C 
Punto de fusión 80-88 °C 
Pérdida en el secado 6-12 % 
Residuo de ignición 3.5-6,5% 
Fuerza de gel 500-675 g /cm2  

11.1.2 Agar nutritivo 

Para prepararlo se suspendieron 23 g del polvo (le agar nutritivo en 1000 ml de agua 
destilada. Se mezcló muy bien y se calentó a ebullición por 2 minutos. Cuyo contenido se muestra 
en la tabla 11.1.2.1. Se homogeneizó y esterilizó a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el 
preparado se vació en cajas de petri. 

Tabla 11.1.2.1 Contenido del agar nutritivo. 

Compuesto Cantidad 
Peptona de gelatina 
Extracto de carne de res 
Agar 
p1-1 final 

Ariel González CUMA' 

5g 
3g 
15g 

6.8 ± 0.2 
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11.1.3 Peptona de caseína 

Para prepararlo se suspendieron 3.5 g de peptona de caseína, 0.2 g de fosfato de potasio, 
0.05 g de sulfato de magnesio, 0,001 g de cloruro férrico y 15 g de agar bacteriológico con un pH 
final de 7.2, en 1000 ml de agua destilada. El contenido y las características se muestran en las 
tablas 11.1.3.1 y 1113.2. Se mezcló muy bien y se calentó a ebullición por 2 minutos. Se 
hoMogeneizó y esterilizó a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el preparado se vació en cajas 
de petri. 

Tabla 11.1.3.1 Contenido del medio de cultivo peptona de caseína. 

Compuesto 
Peptona de caseína 
Fosfato de potasio (K21-11304) 
Sulfato de Magnesio (MgS0,1) 
Cloruro Férrico (FeC13) 
Agar bacteriológico 

Cantidad (g) 
3,5 
0.2 

0.03 
0.001 

15 

Tabla 11.1.3.2 Características del medio de cultivo peptona de caseína. 

Elemento Proporción 
10 % ó más 
4.5 %ó más 

15 % ó menos 
Negativo 
Negativo 

250 g / 1000 cc 
7 % ó menos 

Nitrógeno total 
Nitrógeno amínico 
Residuo de ignición 
Azúcares reductores 
Proteína coagulable 
Solubilidad a 30 °C 
Pérdida en el secado 

11.1.4 Agar CGT'  

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 bacteriológico con un p1-1 final de 7.2, en 1000 ml de agua 
destilada. Se mezcló muy bien y se calentó a ebullición por 2 minutos. El contenido se muestra en 
la tabla 11.1.4.1. Se homogeneizó y esterilizó a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el 
preparado se vació en cajas de petri. 
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Tabla 11.1.4.1 Contenido del medio de cultivo CGY. 

Compuesto Cantidad (g) 
5 

I3 

Casitona Difco 
Glicerol 
Extracto de levadura 
Agar 

11.1.5 Agar R2A 

Para prepararlo se suspendieron 18.2 g de agar 112A en 1000 ml de agua destilada. Se 
mezcló muy bien y se calentó a ebullición por 2 minutos. Las características se muestra en la tabla 
11.1.5. I. Se homogeneizó y esterilizó a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, el preparado se 
vació en cajas de petri. 

Tabla 11.1.5.1 Características del agar R2A. 

Elemento Cantidad 

Extractó de levadura 0.5 g 
Peptona 0.5 g 
Ácido casamino 0.5g 
Dextrosa 0.5 g 
Almidón soluble 0.5 g 
Piruvato de sodio 0.3 g 
Fosfato de potasio dibúsico 0.3 g 
Sulfato de magnesio 0.05 g 
Agar 15g 
p1-1 final 7,2± 	0.2 

11.1.6 Medio de cultivo Lowenstein modificado por Jensen 

Para el aislamiento de micobacterias se utilizó el medio de cultivo de Lowenstein 
modificado por Jensen (Difco) cuyo contenido se presenta en la tabla 11.1,6. I. Se empleó el 
método propuesto por Engbaek ca al. (1967) al 3 % de Lauril Sulfato de Sodio (LSS) y 1 % de 
hidróxido de sodio (Na01-1). 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 
3.6g 
2.4g 

0,24 g 
0,6 g 
30g 
0.4 g 
12 ml 

588 ml 
1000 ml 

Asparagina 
Fosfato monopotásico 
Sulfato de magnesio 
Citrato de magnesio 
Harina de papa 
Verde de Malaquita 
Glicerol 
Agua destilada 
Huevo homogeneizado 

11.1.7 Procedimiento de siembra de micobacterias con medio Lowenstein. 

Exclusivamente para el aislamiento de micobacterias se usó el método descrito por Kamala 
el al. (1994) que consistió 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 n/o), 
centrifugar 3 minutos a 1000 r.p.m. El detergente LSS actúa para la eliminación de 
microorganismos como bacterias y hongos asociados con los bacilos del género Myeóbacterium 
sp., de las muestras de agua. El detergente LSS conserva la viabilidad de las micobacterias. (c) 
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 centrifugación y con puntas estél'iles depositarlo 
en los tubos del medio Lowenstein y (0 Incubar los tubos ya sembrados, a una temperatura de 35 
a 37 °C, durante 3 semanas. 

11.2 Selección del medio de cultivo adecuado 

Se realizó la selección del medio de cultivo más adecuado observando la CHI'. Con la 
finalidad de escoger el medio de cultivo que presentara una mayor cuenta de colonias y las 
mejores condiciones de desarrollo, se efectuaron por triplicado rara cada uno de los medios de 
cultivos y para cada dilución empleada (10'2, 10-3, 10-1  y 10'1, para las cuales se usó agua 
tamponada, Para preparar una solución tampón de fosfato (Agua lamponach) se disolvió 34.0 g de 
fosfato dihidrógeno de potasio (KH2 PO4) en 500 ml de agua destilada, se ajustó el pH a 7.2 +/- 0.5 

con hidróxido de sodio (NaOH) al 1 Al y se aforó hasta 1 litro en agua destilada. Se añadió 1.25 ml 
de solución madre de tampón de fosfato y 5.0 ml de solución de cloruro de magnesio (81. I g de 

MgCl, .61120 / en un litro de agua destilada). Finalmente, se repartió en alícuotas que 

proporcionen 9 ml (+/- 0.2 ml) después de pasarlas 15 min por el autoclave. 
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11.2.1 Pruebas de diferentes concentraciones del compuesto tóxico en el medio 
de cultivo 

Se probaron tres diferentes concentraciones de una mezcla a partes iguales de compuestos 
fenólicos (fenol, 4-CF, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF): las cuales fueron 0.05, 0.1 y 2 mg/I. 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 solución madre concentrada. La tabla 11.2.1.1 muestra datos de 
toxicidad para cada compuesto orgánico utilizado. 

Tabla 11.2.1 .1 Propiedades de los compuestos fenólicos. 

• Compitesto Fórmula Peso 
molecular 

Toxicidad 
ECso  mg/Ir  

Tasas de 
Degradación 
Ambiental 2  

Fenol C61-1501-1 94.11 520 - 800 3,  4 Alta 3.5 días 

Baja 0.25 díaS 

4-Clorofenol CIC6114011 128.50 42 - 150 4,  5 Alta 6.2 días 

2,4-Diclorofenol Cl2C6H3OH 163.01 44 -50 4,5  
Alta 8.3 días 

Baja 2.78 días 

2,4,6-Triclorofenol CI1C6H2OH 197.50 191 6  
Alta 70 días 

Baja 7 días 

iEC50 : Concentración de substancia que produce 50 % de la reduceión de la tasa de consumo de 
02. 

2 Tasas de Degradación Ambiental: Tasas de vida media en agua superficial para organismos no 
aclimatados. 

3Gaudy el uf. (1988). 

4Klecka y Maier (1988). 

5Beltrame el al. (1988). 

6
1-loward el aI. (199 I ). 
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11.2.2 Preparación de las diluciones para la cuenta beterótrofa en placa 

En el periodo de aclimatación, se homogenizó el reactor y se tomaron 2 ml que se 
depositaron en un macerados de tejidos para asegurar la separación total del (lúculo. Del 
macerador se tomó 1 ml el cual fue puesto en el tubo de la dilución 10'1  así sucesivamente hasta la 
dilución 10 	Se virtieron 0.2 ml de la dilución escogida en cada caja petri con el medio de 
cultivo. La dilución se seleccionó de forma que el número 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 
realizó después de 2 días de ser incubadas a una temperatura de 35 °C. 

11.3 	Aislamiento • de cepas puras de bacterias para la • degradación de 
compuestos fenólicos 

El aislamiento se realizó transfiriendo a los microorganismos con una asa de siembra y 
estriando en un medio de cultivo sólido para obtener una cepa pura. Durante el periodo de 
aclimatación se realizaron diferentes tipos de estriado para observar el patrón de desarrollo 
resultante de las cepas puras obtenidas. Se describieron las características morfológicas de las 
colonias sobre la placa de agar (forma, bordes, elevación, textura y color de las colonias), y las 
características microscópicas (morfología y tipo de agrupación), para cada cepa purít aislada. 

11.4 Identificación de cepas puras de bacterias aerobias 

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

11.4.1 Técnica de tinción de Gran] 

A las bacterias aisladas se les practicó la tinción de Gram. Esta tinción 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 solución denominada iodo de Gram o lugol, ésta actúa como 
mordente (aumenta o refuerza la unión entre el colorante y el sustrato, formando un complejo 
cristal violeta-iodo-ribonucleato de magnesio); el tercer reactivo es el alcohol-acetona, que actúa 
como decolorante disolviendo y arrastrando fuera de las células al colorante primario. 
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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-murñmico 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 más 
delgada (10 a 15 nm) y contienen poco peptidoglucano (5 a 10 %) con pocos enlaces 
transversales, el alcohol-acetona disuelve los abundantes lípidos (20 a 30 %) de la pared, abriendo 
los poros y facilitando la salida del complejo cristal violeta-iodo y la decoloración de este tipo de 
bacterias, por lo que se tornan invisibles, y reaccionan con la safranina que es el cuarto reactivo 
también llamado 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 tiñen de morado; el segundo grupo de bacterias pierden el colorante primario, reaccionan 
con el colorante de contraste y se denominan Gram negativas, éstas se tiñen de rojo. La técnica 
completa la describen Ramírez-Gama ei al. (1995). 

11.4.2 Sistema de identificación AM 20E 

El sistema de identificación API 20E, es un sistema estandarizado, en versión miniatura de 
los procesos convencionales para la identificación de enterobacterias y otras bacterias Gram 
negativas. Está compuesto de 23 pruebas bioquímicas que se aplican sobre cepas puras de 
bacterias, que se señalan en la tabla 11.4.2.1. El sistema consiste en una tira de plástico con galerías 
o microtubos que contienen sustancias debidratadas. Estas substancias son reconstituidas al 
adicionar la suspensión celular. Los resultados de las pruebas se leen a las 24 o 48 h después de 
incubar las galerías 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 identificación mediante el índice API 20E. El índice de perfiles analíticos API 20E (1994) es 
una base de datos que comprende las características de 78 especies de Enterobacterias y 47 grupos 
de otras bacterias Gram negativas. De acuerdo a las 21 pruebas bioquímicas se agrupan en 7 
grupos según muestra la tabla 11,4.2.2. Sólo las valoraciones positivas se toman en cuenta. A cada 
resultado se la asigna un valor numérico, dependiendo de la posición del grupo al que 
corresponden. Un código de 7 dígitos se construye al sumar los valores encontrados para cada 
grupo de pruebas, que posteriormente se busca en el índice analítico API 20E, se localiza el 
género de la bacteria identificada. El principio numérico de la identificación se basa en los 
cálculos observados para el perfil de las frecuencias de ocurrencia observadas (reacciones 
positivas: F 4  = P, (I- a 4 ) + (a, x P.) y reacciones negativas: F. = P. (1 	a.) + (a. x Pi)). Los 
taxones se clasifican por los valores decrecientes de el porcentaje de identificación: 

Excelente identificación % ide 99.9 y T 0.75 
Muy buena identificación % idel? 99.0 y TI,  0.5 
Buena identificación % ide 90.0 y TI.> 0.25 
Aceptable identificación % ide 80.0 y T O 
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Tabla 11.4.2.1 Pruebas bioquímicas estandarizadas del sistema API 20E. 

Símbolo  
ADH 
AMY 
ARA 
CIT 
GEL 
GLU 
1-1 2S 
IND 
INO 
LDC 
MAN 
MEL 
NO2  
NO3  
ODC 
ONPG 
OX 
RHA 
SAC 
SOR 
TDA 
URE 
VP 

Prueba  
Arginina dibidrolasa 
Amigdalina 
Arabinosa 
Utilización de citratos 
Hidrólisis de la gelatina 
Fermentación de glucosa 
Producción de sulfuro de Hidrógeno 
Producción de indol 
Inositol 
Lisina de carboxilasa 
Fermentación de Juanito! 
Melobiosa 
Reducción de nitratos a nitrógeno (N2) 
Reducción de nitratos a nitritos (NO2) 
Ornitina decarboNilasa 
O-nitrofenil beta-galactosidasa 
Citocromo oxidasa 
Ramnosa 
Sacarosa 
Sorbitol 
Triptofano de aminasa 
Hidrólisis de la urea 
Prueba (le Voges-Proskauer 

Tabla 11.4,2.2 Clasificación para las pruebas del API 20E de acuerdo 
a los grupos y el valor de cada una. 

I 2 3 4 5 6 7 Valor de la 
prueba 

ONPG 
ADH 
LDC 

ODC 
CIT 
112S 

URE 
TDA 
1ND 

VP 
GEL 
GLU 

MAN 
1NO 
SOR 

RI 1A 
SAC 
MEL 

AMY 
ARA 
OX 

1 
2 
4 
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Reacción 	 Decantación 

Alimentación 

Sin 
aireación 

Descarga 
	

Tiempo muerto 

11.5 Descripción y operación del reactor piloto utilizado 

Para el estudio se utilizó un reactor piloto de vidrio con un volumen total de dos litros, 
aireado en el fondo y con biomasa en suspensión. El reactor estuvo funcionando en un modo 
discontinuo secuencia' (SBR), es decir como un proceso periódico orientado para funcionar en el 
tiempo (alimentación, reacción, decantación, tiempo muerto y descarga) bajo condiciones 
controladas (fig. 11.5.1). Se estudiaron dos inóculos: el primer inóculo 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 inóculos estuvieron constituidos por 
microorganismos provenientes de los tanque de aireación del proceso de lodos activados de ambas 
plantas (le tratamiento de aguas residuales. La alimentación del reactor consistió en una mezcla, a 
proporciones iguales de: fenol, 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol a una 
concentración de 40 mg de fenoles totales/I, adicionado además con nutrientes (tabla 11.5. I) y 650 
mg/1 de SSV como biomasa inicial, aforado con agua hasta un volumen total de 2 litros. Durante 
la reacción la aireación fue continua; las etapas de decantación y de tiempo muerto, fueron sin 
aireación y (le 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 próximo ciclo, esta etapa se efectuó manualmente, 

Figura 11.5.1 Etapas del funcionamiento del reactor discontinuo secuencia' (S1311). 
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El sistema SB11. se eligió por presentar ventajas en el establecimiento de un consorcio de 
microorganismos estables y flexibilidad de operación. Este tipo de reactores se emplean para el 
tratamiento biológico de aguas residuales industriales (irvine y Ketchum, 1989; Wanner, 1992). 

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

Compuesto Concentración 

(mg/1) 

Acido bórico 0.057 
Cloruro de amonio 2.5 
Cloruro férrico hexahidratado 0.044 
EDTA (FeC1 61120) 0.055 
Fosfato de potasio dibásico 10.875 
Fosfato de potasio monobásico 8.5 
Fosfato dé sodio dibásico 25.152 
Heptamolibdato de amonio 0.034 
Sulfato de calcio dihidratado 36.4 
Sulfato de magnesio heptahidratado 22.5 
Sulfato de zinc heptahidratado 0.043 
Sulfato férrico hexahidratado 0.25 
Sulfato manganoso monohidratado 0,030 

11.6 Aclimatación de microorganismos a compuestos fenólicos 

El periodo de aclimatación se define como el intervalo de tiempo a partir de la 
introducción del compuesto orgánico en determinado ambiente, hasta cuando se hace evidente la 
remoción del compuesto (Buitrón, 1993). El periodo de aclimatación duró 63 d (15 ciclos) a 40 
mg/1 de la mezcla de compuestos fenólicos. Durante el periodo de aclimatación se realizaron las 
técnicas para análisis de aguas (tabla 11.9.1) descritas por APHA (1992). Así mismo, se describió 
la dinámica de poblaciones de los lodos activados (bacterias, protozoarios, rotíferos, hongos, 
nemátodos y algas) a lo largo de esta etapa de aclimatación, para poder establecer qué tipos de 
microorganismos son los que se aclimatan y biodegradan los compuestos fenólicos. 

11.7 Dinámica de poblaciones del proceso de lodos activados 

El seguimiento de la dinámica de poblaciones bacteriana se realizó mediante la técnica de 
la cuenta heterótrol'a en placa, aislando e identificando las poblaciones de bacterias en un inicio y 
cada 2 d durante todo el periodo que duró la aclimatación. La dinámica de poblaciones de 
protozoarios se siguió mediante observaciones directas en un microscopio óptico (4m.si Leilz 
Weelar (;M/3H) a diferentes aumentos (10x, 25x, 40x y 100x). La identificación de los géneros de 
protozoarios se realizó mediante la guía (le Lee el al. (1985) y la descripción de lodos activados de 
Vedry (1977). Las poblaciones de hongos, algas, protozoarios, rotíferos y nemátodos se 
registraron cualitativamente (presencia o ausencia) a lo largo del periodo de aclimatación. 
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11.8 Cinéticas de degradación de compuestos fenólicos 

Las cinéticas de degradación se realizaron a partir del inóculo de la planta de tratamiento 
de aguas residuales de Ecatepec, Estado de México. Después de 120 d de operación 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 procedió a incrementar la bioMasa en matraces de 250 ml con un medio nutritivo 
líquido de peptona de caseína (sin altar'), adicionado con 10 mg/I de la mezcla de los compuestos 
fenólicos más los nutrientes utilizados en el periodo de aclimatación. La incubación duro 7 d a una 
temperatura de 30 °C, con agitación 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 carbón orgánico sobrante del medio. La biomasa se colocó en matraces de 1000 ml, 
conteniendo 500 ml de agua destilada esterilizada, 40 mg/1 de la mezcla de los compuestos 
fenólicos y nutrientes. Los matraces se sellaron para evitar la contaminación del medio. Se montó 
un sistema de purificación de aire que tenía una trampa de algodón para evitar el paso (le 
impurezas, un matraz conteniendo una solución de hipoclorito de sodio (6 % Cl-  libre) para 
desinfectar el aire, un filtro de carbón activado para la adsorción de gases y un filtro de membrana 
de 0.2 pm. Este sistema repartía el aire por medio de mangueras de silicón, 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 
Carbón activado 

Filtro para aire de '\ 	----- 
Membrana de 0.2 pm 

4_  

Toma de 
la muestra 

Salid: Id 
aire u 

Tapón de 
hule 

Difusores de aire 
	

Pinza de presión 	\ Difusores de aire 	Pinza de presión 

Figura 11.8.1 Sistema empleado para las cinéticas de degradación de compuestos fenólicos. 
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Se determinaron los SST y la CHP al inicio y final de las cinéticas de degradación, 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 realizó cada 15 min hasta eliminar el 85 % del carbón orgánico 
total, mientras que para las cinéticas de degradación de cepas puras el muestreo se realizó cada 
día, durante 9 d seguidos. 

El tiempo se ajustó según el desarrollo de la cinética. Las muestras obtenidas se filtraron 
con un filtro de membrana de nitrato de celulosa de 0.45 pm (Whafinan) y se refrigeraron 
posteriormente. Las técnicas analíticas que se aplicaron a las muestras obtenidas fueron COT, 
fenoles, cloruros y cromatografia de líquidos de alta resolución (HPLC). 

11.9 Técnicas analíticas empleadas 

Las técnicas analíticas empleadas en el presente trabajo se muestran en la tabla 11.9. I . 
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Tabla 11.9.1 Técnicas analíticas empleadas. 

Prueba Descripción Principio Referencia Precisión Límite de 
detección 

      

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

Es una expresión directa del 
contenido de carbón orgánico total 
del agua. 

Es toda la materia suspendida en el 
agua residual. 

Es la capacidad de sedimentación o 
compactación 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 (Cr) es 
uno de los iones inorgánicos 
principales en el agua natural y 
residual. 

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

Oxidación de la materia 
orgánica con dicromato de 
potasio en un medio ácido. en 
presencia de un catalizador a 
alta temperatura. 
El método se basa en la 
combustión de la materia 
orgánica transformada a CO:  y 
transportado a un analizador de 
gas infra rojo. 
Se basa en las diferencias peso 
de la materia orgánica e 
inorgánica no soluble en el 
agua. después de ser evaporada 
el agua y volatilizada la 
materia orgánica. 
El volumen que ocupa el lodo 
después de sedimentarse por 
30 minutos. 

En el método argentométrico. 
una solución neutra. usando el 
cromato potásico como 
indicador. se titula con el 
nitrato de plata. Se precipita el 
cloruro de plata. antes de 
formarse el cromato de plata 
rojo. 
Los fenoles se condensan con la 4-
aminoantipirina prosigue una 
oxidación alcalina. para formar 
una antipirina coloreada y poder 
medir la absorbancia a 500 nm. 

A tina DQO promedio de 193 mg 
02/1 en ausencia de cloruro_ la 
desviación estándar fue de ± 17 
mg 0, /1. 

En muestras limpias o en muestras 
que han sido filtradas antes del 
análisis. la precisión se aproxima 
al ± 1 mg de carbón /1. 

En los estudios realizados por 3 
laboratorios sobre 4 muestras y 10 
replicas. la desviación estándar fue 
de 11 mg/l a 170 mg/I de sólidos 
totales volátiles. 

Depende de la medida de los 
sólidos en suspensión. las 
características de sedimentación de 
la suspensión y las variables 
asociadas a la medida del volumen 
de Iodo sedimentado. 
Se analizó en 41 laboratorios por 
el método argentométrico una 
muestra sintética compuesta por 
241 mg de CU I v 42.5 mg/1 de 
alcalinidad total en agua destilada, 
con una desviación estándar de 4.2 
?4, y 1.7 % de error relativo. 

A concentraciones desde 0.02 
hasta 6.4 mg/l. la desviación 
estándar promedio fUe de ± 12 % 

Demanda 
Química de 

Oxígeno 
(DQO) 

Carbón 
Orgánico Total 

(COT) 

Sólidos 
Suspendidos 

Totales 
(SST) 

Indice 
Volumétrico de 

Lodo 
(IVL) 

Cloruros 

Fenoles 

APHA (1992) 

Analizador de carbón 
orgánico total 
(TOC-5050 
Shimadzu). 

APHA (1992) 

APHA (1992) 

APHA (1992) 

APHA (1992) 

DQO > 5 mg 02 / I 

COTZ I mg /I 

Requiere de 10 a 
200 mg de residuo 
seco. 

En función de la 
graduación de la 
probeta y la 
determinación de 
los SS 

De 0.15 a 10 mg 
de Cr 

O a 0.2 mg de 
fenol /1 
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Prueba Descripción Principio Referencia ó 
Aparato de 

medición 

Precisión Límite de 
detección 

Se basa en el estado de equilibrio 
termodinámico del sistema. 

Es una medida de la actividad de 
los iones hidrógeno. 

Método utilizado para estimar el 
número de colonias de bacterias 
que se han desarrollado en cajas de 
petri conteniendo diferentes 
medios de cultivo (agar R2A. agar 
NWRI. entre otros). 
En la identificación de cepas puras 
de Enterobacterias y otros bacilos 
Gram negativos. mediante 23 
pruebas bioquímicas 
estandarizadas y miniaturizadas. 

En la cromatrografia líquida es 
necesaria una fase móvil y una 
fase estacionaria (columna). 
Cuando se inyecta una muestra los 
compuestos presentes interactúan 
con la fase estacionaria y la fase 
móvil. Desplazandose a través de 
la columna a distintas velocidades 
lo que permite su separación. 

Se usa para indicar la acidez o 
la basicidad de soluciones 
acuosas. y es el resultado de 
las propiedades de disociación 
de los solutos. 
Calcula el número de bacterias 
viables en un volumen 
conocido por medio de 
diluciones. 

Se basa en reacciones 
enzimáticas por el 
metabolismo de las bacterias_ 
con base en el cambio de color 
que se interpreta visualmente. 

La separación cromatográfca 
se va a realizar de acuerdo a 
la interacción de los 
compuestos presentes en la 
muestra con la fase móvil y la 
fase estacionaria. La 
detección se efectúa mediante 
un detector de UV que 
registra cada componente 
como un pico. Los picos 
pueden cuantificarse mediante 
un registrador. 

Termómetro Brannan 
de mercurio. 

Electrodo 
pH meter CG 837 

Schott Gerate 

APHA (1992) 

API (1990) 

Equipo HPLC marca 
Waters que incluye 
una bomba modelo 
510, un inyector 
automático modelo 
717 plus. un detector 
UV modelo A86 v 
un integrador 
Spectra Phvsics  

De 0.1 de la escala del termómetro 
Brannan 

Escala de I a 14 unidades de pH 

El personal del laboratorio que no 
pueda repetir sus propios CHP de 
la misma caja con un error inferior 
al 10 % en el rango de 30 a 300 
UFC por caja. deberá repetir las 
cuentas. 
El sistema tiene una selección de 
identificación: Excelente con % 
idZ 99.9 y TZ 0.75. Muy buena % 
idZ 99 y T 0.5. Buena % idZ 90 
y TZ 0.25 y Aceptable % idZ 80 y 

0. 
La precisión depende de las 
diferencias de polaridad que 
existen entren los compuestos. la 
fase móvil y la fase estacionaria. 
La detección se efectúa mediante 
un detector de UV para ser 
fácilmente cuantificados por 
medio de un integrador. 

Temperatura 
e C) 

AH 

Cuenta 
Heterótrofa 

en Placa 
(CHP) 

Sistema de 
Identificación 

API 
(API 20E) 

Cromatografía 
Líquida de Alta 

Resolución 
(HPLC) 

Intervalo de 
temperatura del 
termómetro 
-10 a 260 °C. 
0.1 unidades de la 
escala I a 14 de 
PF' 

Se requiere que el 
número de 
bacterias sea entre 
30 a 300 UFC por 
caja. 

Identifica bacilos 
Gram negativos 
incluidos en la 
base de datos 
(Index Api 20 E). 

Los límites de 
detección son de 
0.1 a 0.8 ppm. 
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OH 

C1 

11.10 Cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) 

La cromatrografla de líquidos de alta resolución se llevó a cabo en una columna radial 
resolve C-18 de 5 i.un, Marca Radial Pack. La fase móvil 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 columna fue de UV Milipore; 21. = 285 nm ; AUFS = 0.05. Con una 
atenuación de 64. En la Tabla 11.10.1 se muestran los valores del tiempo de retención 0,a para 
cada uno de los clorofenoles utilizados en el HPLC. 

Tabla 11.10.1 Valores de tR  para los clorofenoles utilizados, 

Pureza 
Estimada 

(%) 

Nombre 	 Formula química tR 
(min) 

   

OH 

97.29 

99 

100  

FENOL 

4-CLOROFENpl, 

2,4-DICLOROFENOL 

C1 

OH 

98 2,4,6-TRICLOROFENOL CI 

2.86 

6.18 

12.67 

23 

C1 
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III RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

111.1 Medios de cultivos empleados para bacterias aclimatadas a compuestos 
fenólicos 

A continuación 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 adicionó 0.05, 0.1 y 2 ing/I, de una mezcla, a 
partes iguales, del compuesto orgánico tóxico (fenol, 4-CF, 2,4-DCF y 2,4,6-TCF). Estas 
concentraciones se escogieron para tratar de mantener baja la relación sustrato inicial/biomasít 
inicial (S„/X„) y evitar un efecto inhibitorio a las UFC ya aclimatadas y al mismo tiempo satisfácer 
los requerimientos metabólicos de las bacterias aclimatadas. La tabla 111.1.1 muestra la cuenta 
heterótrofa en placa N=3 realizado a los 2, 4 y 7 d después de la incubación a una temperatura de 
30 °C. 

Tabla 11111 Número de UFC/ml (105) y medios de cultivos empleados adicionados 
con diferentes concentraciones de fenoles. Promedios ± desviación estándar. 
Ináculo proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales de CU, 

Medio de Cultivo Sin fenoles 0.05 ing de 
fenoles/I 

0.1 ing de 
fenoles/1 

2 nig de 
fenoles/1 

Agar nutritivo 7.3 ± 0.8 8.4 ± 0.5 11.7 + 0.5 10.2 + 0.4 

Peptona de caseína 7.4 ± 0.6 9.5 ± 0,4 13.7 ± 0.5 10.7 ± 0.3 

Agar CGY 6.1 ±0.5 8.3 + 0.9 12.5 ±0.7 10,2 ±0.4 

Agar del 
sedimentítdor 

1.8 + 0.9 5.7 ± 0.4 6.7 ± 0.3 5,6 ± 0.5 

Los resultados que se muestran en la tabla 111.1.1 provienen de un inoculo aclimatado de la 
planta de tratamiento de CU. Los resultados se obtuvieron con la técnica de la CHI' descrita por 
APHA (1992), con una dilución de 10'3, después de 4 d de incubación a una temperatura de 30 °C. 
Se realizaron análisis estadísticos (pruebas de I de student) para comparar entre los dos medios de 
cultivo que presentaron la CHP más altas. Los resultados mostraron que no hay diferencias entre 
los medios de cultivo de peptona de caseína y el agur COY para un a = 0.05, Sin embargo, con un 
a = 0.1 (i„,i,= 2.6, /495  = -2.13 a 2.13) existen diferencias significativas entre los medios de 
cultivo que presentaron las mayores CHP, 
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El análisis estadístico para las dos concentraciones que presentó la CHI) más alta (0.1 y 2 
mg/1), mostraron que difieren significativamente a un cx = 0.01 (texp= 7,2, /4'995  = -4.60 a 4.60). 
Así se concluye que la concentración de 0.1 mg/1 de la mezcla de fenoles utilizada en los medios 
de cultivo, genera las mayores CHI) para los diferentes medios de cultivo estudiados. En la tabla 
111..1.2 se muestran los resultados obtenidos a partir del inóculo aclimatado de la planta de 
tratamiento de aguas residuales de Ecatepec, Estado de México. Las condiciones de operación del 
reactor durante los 63 d que duró el periodo de aclimatación fueron de una temperatura de 13 °C y 
un pli de 7 ± 1. 

Tabla 111.1.2 Número de UFC/ml (104) y medios de cultivos,Promedio ± desviación estándar. 
Inóculo proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales de Ecatepec. 

Medio de 
cultivo 

Sin fenoles 0.05 nig de 
fenolés/I 

11 nig de 
fenoles/I 

2 ing de 
fenoles/1 

Agur nutritivo 8.6 ± 0.5 9,9 ± 0.7 13 ± 0.4 II ± 0.4 

Peptona de 
caseína 

9.1 ± 0.4 10.4 ± 0.4 14 ± 0.3 12 + 0,5 

Agar CGY 8.4 ± 0,3 9.2 ± 0.4 12 ± 0.4 10.8 ± 0.4 

Los resultados de la tabla anterior se obtuvieron después de 7 d de incubación, a una 
dilución de 10.2, bajo una temperatura de 30 °C. Los medios de cultivos agar nutritivo y peptona 
de caseína presentaron las estimaciones más altas de UFC, La prueba de de student mostró que 
existe una diferencia significativa para un cx = 0.05 (IeNp-..  2.8, /4'925  = -2.78 a 2.78) entre los 
medios de cultivos agar nutritivo y peptona de caseína adicionados con 0.1 mg/1 de la mezcla de 
los fenoles. La concentración 0.1 mg/I de la mezcla de los compuestos 1-cúneos presentó 
diferencias significativas para un cx = 0.01 (/„I,= 4.8, /49" = -4.60 a 4.60) con las otras dos 
concentraciones utilizadas. Se realizó la comparación de los medios de cultivo peptona de caseína 
y el agar R2A, recomendado por APHA (1992), para microorganismos estresados de altos 
requerimientos de nutrientes. En la tabla 111.1.3 se muestran los resultados de los medios de 
cultivo que presentaron las mayores cuentas adicionados con 0.1 mg/I de la mezcla de fenoles y 
sin adicionar a los mismos medios de cultivo ninguna concentración de fenoles. 

Tabla 111.1.3 Número de UFC/ml (106) y comparación del medio de cultivo peptona de caseína 
con el Agar R2A, Promedio ± desviación estándar. 

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

Medio de Cultivo Sin fenoles 0.1 ing de fenoles/I 

I'eptona de caseína 3.8 + 0.3 4.2 ± 0.4 

Agar R24 3.6 ± 0.4 4.1 + 0.5 
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Los resultados presentados en la tabla 111.1.3, se obtuvieron con 6 d de incubación a una 
dilución de 10''►  , con una temperatura de 30 °C y una concentración de SSV--- 168 mg/I. El 
análisis estadístico mostró que no hay diferencias entre los medios de cultivos y la concentración 
de 0.1 mg/I de fenoles utilizada. 

Realizando una comparación entre las tablas 111.1.1 y 111.1.3, existe una diferencia en 
ordenes de magnitud entre los inóculos de la planta de tratamiento de aguas residuales de CU, esta 
diferencia se debe a que se realizó con una diferencia de tiempo (25 d) durante el periodo de 
aclimatación. 

A pesar de que no hay diferencias significativas entre los medios de cultivo estudiados, se 
decidió seleccionar a la peptona de caseína como el medio de cultivo para la cuantificación y el 
aislamiento de bacterias aclimatadas a compuestos fenólicos. Las razones para seleccionar el 
medio de cultivo peptona de caseína adicionado con 0.1 mg/I de la mezcla de fenoles fueron que 
presentó la mayor cuenta en placa para bacterias aclimatadas a compuestos fenólicos y por el 
precio de la peptona de caseína en comparación con el del altar R2A o el CGY. 

El medio de cultivo de peptona de caseína es un digerido pancreático que es empleado para 
el cultivo de bacterias incluyendo microorganismos de dificil crecimiento, La concentración de 0.1 
mg/I de la mezcla de los fenoles que se utilizó en el medio de cultivo permite un desarrollo 
satisfactorio y favorece el metabolismo de las bacterias aclimatadas a fenoles. El medio de cultivo 
de peptona de caseína adicionado con 0.1 mg/I de la mezcla de fenoles, presentó la mayor 
diversidad y tamaño de las UFC. 

Ariel González Casas 28 



610 mg SSV/I Ciclo 1 

SSVII 

tI 
Periodo de Aclimatación 

111.1.2 Viabilidad durante la aclimatación 

El medio de cultivo de peptona de caseína adicionado con 0.1 mg/I de la Mezcla de fenoles, se 
utilizó para la CHP en el periodo de aclimatación y los aislamiento de cepas puras de bacterias 
aclimatadas a fenoles. La figura 11I.1.2.1 presenta la evolución de la cantidad de bacterias viables 
en función de los ciclos de aclimatación. Al analizar se encontró que el medio de cultivo de 
peptona de caseína a los 6 d presentaba el mayor número de 3.6 x 109  UFC/I. Tras la adición de la 
mezcla de compuestos fenólicos se presenta una fase de retardo, que representa el tiempo 
requerido para lograr la división y comenzar el crecimiento logarítmico, el cual se establece al 
sexto día con 610 mg de SSV/1. Posteriormente se presenta una fase de muerte logarítmica, 
durante esta fase, la tasa de muertes de las bacterias excede la producción de células nuevas. Se 
logra una estabilización de bacterias viables en los ciclos siguientes. Las bacterias viables 
desarrolladas durante el periodo de aclimatación muestran claramente la necesidad de una fuente 
de carbón adicional en el medio de cultivo. Los requerimientos nutritivos de un microorganismo 
están determinados por la composición química de la célula, por su constitución genética y por 
factores del medio. Considerando las necesidades nutricionales de los microorganismoS desde un 
punto de vista meramente químico, cualquier sustrato o medio de cultivo que contenga los 
componentes constitutivos de las células proporcionará los requerimientos nutricionales. para el 
desarrollo de los microorganismos; no obstante, estos varían ampliamente en sus características 
genéticas y consecuentemente en sus propiedades fisiológicas y su capacidad para utilizar y 
transformar a los diferentes compuestos químicos. También la temperatura, CO2  y 02  tienen 
importancia junto con el medio de cultivo para que la comunidad de bacterias aerobias se 
desarrollen óptimamente. 

- O  - Medio sin fenoles 	 + 0.1 ing/I fenoles 

2 	4 	6  Días 8 	10 	12 	14 
	

16 

Figura 111.1.2.1 Bacterias viables, medio de cultivo peplona de caseína, 
los datos son promedios +1- 1 de N=3, 
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111.2 Análisis fisicoquímicos 

La duración de cada ciclo del reactor fue determinada de acuerdo con el porcentaje de 
eliminación de los tóxicos; es decir, los ciclos se prolongaron hasta que los microorganismos 
degradaran el 75% de la concentración inicial de fenoles. En el periodo de aclimatación se 
realizaron los siguientes análisis: temperatura, pI-1, sólidos suspendidos totales, índice volumétrico 
de lodo, carbón orgánico total, determinación de cloruros, descritas por AP1-1A (1992). A 
continuación se discuten cada uno de los parámetros. 

111.2.1 Temperatura y 1)11 

La temperatura que se mantuvo en el reactor fue de 13 ± 1 °C y el p1-1 fue de 7 ± 1 durante 
todos los ciclos del periodo de aclimatación a compuestos fenólicos. 

111.2.2 Sólidos suspendidos totales 

Se presentó un disminución de la materia orgánica total producida por el efecto de los 
compuestos fenólicos, afectando la morfología del flácido y lavado del mismo (fig. 111.2.2.1). 
Durante los dos primeros ciclos el porcentaje de reducción de sólidos suspendidos fue del 11 %. 
Una vez pasados los primeros ciclos de la aclimatación, los sólidos suspendidos tienden a 
estabilizarse, por la reducción de la materia orgánica de los microorganismos (respiración 
endógena). En los ciclos 7 al 15 los microorganismos están utilizando la única fuente de carbono 
en el sistema. 
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111.2.3 índice volumétrico de lodo 

Durante el periodo de aclimatación el IVL fue disminuyendo, al igual que los SST, por el 
efecto de la mezcla de fenoles empleada (fig. 111,2.3.1), El IVL varía 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 aclimatación el lodo 
mejoró su capacidad de sedimentación. Las observaciones microscópicas a los flóculos durante el 
periodo de aclimatación mostraron una disminución en el tamaño y una disgregación de los 
flóculos provocados por los fenoles. El tipo de sistema SBR que se utilizó durante el periodo de 
aclimatación, mejoró la capacidad de sedimentación del flóculo ya que no presentaron fuerzas de 
tensión provocadas por algún tipo de bomba de recirculación, como es el caso en los sistemas en 
continuo (Wanner, 1992). 

1 2 3 4 5 6 7-12 13 14 15 

Ciclos 

.. 

■ 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 
Días 

Figura 111.2.3.1 Índice volumétrico de lodo; Aclimatación a !boles 

111.2.4 Carbón orgánico total y fenoles 

El carbón teórico de la mezcla de fenoles utilizada fue de 21.3 ing/I. La eficiencia de 
biodegradación del COT que fue del 75 % durante los primeros ciclos. Los compuestos fenólicos 
se condensan con la 4-aminoantipirina a un p1-1 de 7.9 ± 0.1, para producir una oxidación alcalina 
(ferricianuro de potasio) y formar una antipirina coloreada. Debido a que la mezcla de los 
compuestos fenólicos utilizados proporcionar un patrón universal de fenoles. Por esta razón, el 
propio fenol (C61-150171) ha sido seleccionado como un patrón para los procedimientos 
colorimétricos; cualquier color producido por la reacción de otros compuestos fenólicos se 
informa como fenol. Debido a que la sustitución suele reducir la respuesta, este valor representa la 
concentración mínima de los compuestos fenólicos. La fig. 111.2.4.1 muestra los resultados de la 
eficiencia de biodegradación para el COT y fenoles. 
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La figura muestra que hay una eficiencia de degradación del fenol superior al CO'!' en los 
primeros 3 ciclos del periodo de aclimatación. En estos primeros ciclos la duración de los mismos 
se establecio cuando el 95 % de los fenoles fuera degradado. Para los ciclos posteriores la 
eficiencia de degradación para el COT se incrementó por la adición del COT teórico (21.3 mg/I) 
de la mezcla de fenoles de un ciclo a otro y por el COT de la materia orgánica producto de una 
lisis celular del sistema. Es por esta razón que los microorganismos utilizan la fuente de carbón 
disponible en el sistema. 
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Figura 111.2.4.1 Eficiencias de biodegradación para COT y fenoles 

111.2.5 Determinación de cloruros 

Se realizó un balance de cloruros libres en el reactor considerando la acumulación de Cr 
por el volumen intercambiado en el reactor y la cantidad de cloruros teóricos (12.6 mg CM) de la 
mezcla de fenoles. La concentración de los cloruros libres en el reactor se mantuvo a lo largo del 
periodo de aclimatación, debido al volumen intercambiado en el reactor de un ciclo a otro. Es 
decir, después de cada ciclo 1/4  del volumen del reactor permanece en el sistema acumulándose, 
por lo tanto, durante la aclimatación se acumulan 4.1 mg CM. Los cloruros libres en el reactor se 
mantuvieron por debajo del teórico, esto significa que la mineralización (hasta CO2) de los 
clorofenoles fue del 55 % (fig. 111.2.5.1). 

Ariel González Comm 32 

100 

90 

80 

70 
e 

60 

c 50 

tc 40 

30 

20 

111 

11 

O 



Los porcentajes de eficiencia de eliminación para el COT, 	y clorofenoles se muestran 
en la tabla 11I.2.5.1. El porcentaje de eliminación de COT se mantuvo por encima de los 
porcentajes de Cl y clorofenoles. Debido a la acumulación de COT en cada ciclo y por la materia 
orgánica debida a la lisis celular del sistema. Los clorofenoles fueron mineralizados a CO2  más 
agua y cloruros libres dentro del sistema. 
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Figura 111.2.5.1 Balance de cloruros en la aclimatación 

Tabla 111.2.5.1 Porcentajes de eficiencia de eliminación del COT, Cl-  y clorofenoles, 
durante el periodo de aclimatación. 

Ciclo % de eliminación 
del COT 

% de eliminación 
de CI 

"Ah de eliminación para 
los Clorofenoles 

79 88 99 
2 57 85 99 
3 68 75 86 
4 67 60 53 
5 63 63 55 
6 65 41 49 

7-10 50 44 35 
11 59 58 47 
12 60 44 55 
13 59 48 48 
14 63 52 47 
15 61 43 44 
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111.3 Morfología del flóculo en el periodo de aclimatación 

El (loado es un conglomerado de microorganismos y materia orgánica e inorgánica, 
suspendido en un medio acuoso. El conjunto de varios flóculos forman los lodos activados. Desde 
un punto de vista biológico es una comunidad formada por microorganismos como son: bacterias, 
algas, protozoarios y hongos. También esta constituido por materia inerte, orgánica e inorgánica 
del sistema. La composición de los lodos activados en un sistema en particular depende del 
contenido de nutrientes de las aguas residuales por tratar, así como de las condiciones de 
operación de la planta de tratamiento. 

La formación de flóculos en el proceso de los lodos activados se atribuye a la secreción de 
polielectrolitos naturales, como los polisacáridos y poliaminoácidos complejos, durante la fase de 
declive y la endógena. La formación del material de reserva alimentaria poli-hidroxibutirato ha 
sido asociada con la formación de flóculos, y se ha reportado la conexión entre las células de 
!brillas celulósicas con el crecimiento de flóculos libres (Mulder el al. 1971). 

Las características de un flóculo del proceso por lodos activados (en aguas residuales), en 
buenas condiciones tiene un olor no molesto característico, una apariencia de color marrón. Si el 
color es muy obscuro, pude estar próximo a volverse séptico. Si el color es más claro de lo normal 
puede haber una aireación insuficientemente y los sólidos tienen tendencia a sedimentar 
lentamente. 

En este estudio se realizaron observaciones diarias al microscopio óptico y se tomaron 
características morfológicas del flóculo en cuanto al color, tamaño, forma y tipos de 
microorganismos agregados al mismo. Antes de ponerlo en contacto con la mezcla de fenoles los 
flóculos presentaron un color café obscuro ó marrón, de tamaño grande, compacto y de forma 
redondeada. En cuanto a la materia orgánica e inorgánica inicial, los sólidos suspendidos fueron: 
987 mg de SST/I, 650 mg de SSV/I y 385 mg de SS17/1. Se observaron agregaciones de algas, 
hongos y ciliados fijos al Nudo como Poicella sp., Operudaria sp. y Episolis sp. También se 
observaron ciliados libres nadadores como Para/flechan sp., Euplows sp. y As/)hhisea cuslala 
rodeando al flóculo para alimentarse de las bacterias y materia orgánica que lo componen. 

Los análisis empleados durante el periodo de aclimatación, muestran una relación de 
causa-efecto, por la introducción del compuesto de fenoles empleado y para su degradación del 
mismo, por las diferentes poblaciones de microorganismos que constituyen los lodos activados. 

Ariel González Cosas 
	 34 



Figura 111.3.2.2 (100 x) Figura 111.3.2.1 (100 x) 
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17. 

111.3.1 	Evolución de la morfología del flóculo durante el periodo de 
aclimatación a fenoles 

Al adicionar la mezcla de fenoles, los cambios observados a la morfología del flácido 
fueron los siguientes. La fig, 111.3.1.1 muestra la morfología del flóculo 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/I y 385 mg de SSF/l. La fig, 111,3.1.2 muestra la morfología del flóculo, con Vorticella 
convallaria a los 26 d de operación del reactor; 490 mg de SST/I, 275 mg de SSV/I y 215 mg de 
SSF/I. La fig. 111.3.1.3 muestra la morfología del flóculo y protozoario muerto a los 60 d de 
operación del reactor; 290 mg de SST/I, 180 mg de SSV/I y 120 mg SSF/I. 

• , 

Figura 111.3.1.1 (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 aclimatación 

Los lodos activados se componen por procariontes como las bacterias aerobias y 
eucariontes como protozoarios, algas, hongos y nemátodos. La fig. 111.3.2.1 muestra a A.Tidisca 
cosiata sobre el flóculo en el día 3 de operación 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 flóculo en el d 6 de 
operación del reactor; 815 mg de SST/I, 470 mg de SSV/I y 365 mg de SSF/I. La fig. 111.3.2.3 
muestra un alga espirulada en el día 10 de operación del reactor; 745 mg de SST/I, 450 mg de 
SSV/I y 275 mg SSF/I, 



111.3.3 Diferentes especies (le protozoarios observados en el periodo de 
aclimatación 

En su mayoría formas sésiles con poca ciliatura somática. Bandas ciliares orales 
usualmente conspicuas. La fig. 111.3,3.1 muestra a Vorlicella convalkula en el día 43 de operación 
del reactor; 540 mg de SST/I, 355 mg de SSV/I y 185 mg de SSF/I. La fig. 111.3,3.2 muestra a 
Vorricella cor►mu►uis en el día 24 de operación del reactor; 525 mg de SST/I, 265 mg de SSV/1 y 
165 mg de SSF/I. La fig. 111.3.3.3 muestra a Vorticella sp, en el día 7 de operación del reactor; 
815 mg de SST/I, 485 mg de SSV/I y 360 mg de SSF/I. 

Figura 111.3.3.1 (100 x) 	Figura 111.3.3.2 (100 x) 	Figura 111.3.3.3 (100 x) 

La presencia de Aspidisca coslala se observó en el flóculo hasta los 10 días del primer 
ciclo del periodo de aclimatación a fenoles. Las especies características de Opercularia sp., 
No/o/A/ya sp., Peranerna sp., Anon sp. y A.spidisca sp. representan un equilibrio general entre 
las poblaciones que constituyen los lodos activados (Duchene y Cotteux, 1993). 

Al inicio del periodo de aclimatación se observaron los primeros protozoarios muertos 
como apioles sp., Euglypha sp. y Chlindo►re//cr sp. El color del flóculo cambió de un color café 
obscuro a café claro después de 4 días. Los ciliados que permanecieron fijos en el flóculo en el 
primer ciclo fueron 14)11k:ella sp., Opercularia sp. y Episty/is sp. 
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111.3.4 Diferentes especies de rotíferos en el periodo de aclimatación 

Una característica morfológica de los rotíferos es la corona ciliada, la cutícula y el extremo 
posterior que se adelgaza gradualmente hasta formar un pie con dedos. La faringe posee piezas 
cutículares móviles. La fig. 111.3.4.1 muestra a Monostyla sp. a los 13 d de operación 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 operación del reactor; 290 mg de SST/I, 180 mg de SSV/I y 120 mg de SSF/I. 

Figura 111.3.4.1 (100 x) Figura 111.3.4.2 (100 x) 

Al término de los 15 ciclos (63 días) los flóculos presentaron un color café claro y su 
morfología fue de tamaño pequeño, disperso y con apariencia amorfa. Se encontró la presencia de 
Proales sp. y Vorticella convallaria fija al tióculo. 

La apariencia morfológica y el tipo de microorganismos que conforman al tlóculo 
dependen de las condiciones de operación de la planta de tratamiento, tales como son: la carga 
orgánica, oxigenación y el volumen de espuma. Bajo condiciones de operación de una carga 
orgánica media y con oxigenación estable, el tamaño del flóculo es grande, la forma redondeado, 
compacto y los microorganismos característicos que lo constituyen son Opercularia sp., Einstylis 
sp., Carchesiun►  sp. y Aspidisca sp. (Gsch1601 y Bühl, 1993). 

El efecto de la mezcla de los fenoles sobre el flóculo tuvo como consecuencia que este se 
disgregara. La composición de la mezcla provoca un efecto tóxico en los microorganismos que no 
pueden aclimatarse. De manera externa al medio, las condiciones de operación del reactor como 
son tiempo de retención, carga orgánica y aireación, influyen en la biofloculación del proceso de 
lodos activados. 
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111.4 Dinámica de poblaciones de los lodos activados 

Para describir la dinámica de poblaciones de los lodos activados, es necesario clasificar a 
los microorganismos que intervienen en el proceso del tratamiento biológico para aguas 
residuales. En general los microorganismos que podemos encontrar para el tratamiento biológico 
los podemos reflejar en tres categorías generales: (1) microorganismos que participan en el 
proceso del tratamiento biológico, en la biofloculación y la degradación de compuestos orgánicos 
e inorgánicos; (2) los microorganismos que causan algún tipo de problema en el proceso del 
tratamiento y (3) los microorganismos que no participan en el proceso de tratamiento, en esta 
última categoría se incluyen los microorganismos que son patógenos y parásitos como bacterias, 
virus y helmintos, Los principales procesos biológicos utilizados en el tratamiento del agua 
residual se identifican en tres grupos principales: procesos anaerobios, procesos aerobios y 
procesos anóxicos. Cada uno de estos procesos se subdividen a su vez, dependiendo de si el 
tratamiento se lleva a cabo en sistemas de cultivo en suspensión, de cultivo fijo o en 
combinaciones de los mismos. Las principales aplicaciones de estos procesos son: 1) la 
eliminación de la materia orgánica carbonosa presente en el agua residual, generalmente medida 
como DBO, COT ó DQO; 2) nitrificación; 3) desnitrificación, y 4) estabilización. 

El proceso de lodos activados fue desarrollado en Inglaterra en 1914 por Andern y Lockett 
y llamado así porque suponía la producción de 111111 masa activa de microorganismos capaz de 
estabilizar un residuo por vía aerobia. Para diseñar correctamente un sistema de lodos activados 
con las debidas garantías de un funcionamiento, es necesario comprender la importancia de los 
microorganismos dentro del sistema cuyo papel clave de las bacterias es biodegradar la materia 
orgánica contenida en el agua. En general, las bacterias en el proceso de lodos activados son Gram 
negativas e incluyen miembros de los géneros Pseudomonas, Zoogloea, Achromobacier, 
Havohaclerhon, Nocardia, Bedellovibrio, Mycobacierhon, y bacterias aerobias nitrificímtes como, 
Nfirosomonas y Nfirohacter. Adicionalmente, pueden presentarse diversas formas filamentosas, 
tales como Sphaeroillus, Beggialoa, Thiothrix, Leptomitus, Lecicothrix y Geolricluon. Las 
bacterias Gram positivas que se han descrito del proceso de lodos activados son los géneros 
/3acillus sp. y Micrococcus sp. (Lewandowski, 1990). En tanto que las bacterias son los 
microorganismos que realmente degradan el residuo orgánico del afluente, las actividades 
metabólicas de otros microorganismos son igualmente importantes en el sistema de lodos 
activados. Por ejemplo, los protozoarios y rotíferos actúan como depuradores de los efluentes. Los 
protozoarios son depredadores de bacterias dispersas que no han floculado y los rotíferos 
consumen cualquier partícula biológica pequeña que no haya sedimentado. Los hongos también 
juegan un papel importante dentro de la degradación de compuestos orgánicos como son, 
Phanerochaeie chowasporium y Rizopussp. (Lema el al. 1995). 

Wanner (1994) define a la dinámica de poblaciones microbiana como una rama de la 
ciencia y tecnología del agua que describe las interacciones entre los microorganismos de un 
consorcio microbiano complejo. En la tabla 111.4.1 se muestran las interacciones entre los 
microorganismos de los lodos activados. 
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Tabla 111.4.1 Factores que limitan la distribución en el proceso de lodos activados. 

Factores abióticos  Factores bióticos 

Temperatura 
Densidad 

Químicos: 
Salinidad del agua 

Nutrientes 
Oxígeno 

Alcalinidad  

Relaciones con otros organismos: 

Competencia 
Predación 
Herbivoría 
Simbiosis 

Parasitismo 
Comensalismo 
MutualisMo 

Físicos: 

111.4.1 Interacciones entre microorganismos del proceso de los lodos activados 

111.4.1.1. Competencia 

Fenómeno que tiene lugar cuando un número de microorganismos de una o varias especies 
utilizan recursos comunes que son escasos (por explotación); 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 Predación 

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

111.4.1.3 lierbivoría 

Especies de microorganismos que se alimentan de algas. 

111.4.1.4 Simbiosis 

Vida en común de carácter permanente de organismos específicamente distintos, la cual 
presenta diferentes tipos de simbiosis: parasitismo, comensalismo y mutualismo. 
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111.4.1.5 Parasitismo 

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

111.4.1.6 Comensalismo 

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

111.4.1.7 Mutualismo 

Relación en la cual ambos microorganismos se benefician de su asociación. 

Estas interacciones se presentan entre los microorganismos de las diferentes poblaciones o 
incluso en una sola población; sin embargo, estas interacciones están sujetas a condiciones de 
operación del reactor y la materia orgánica e inorgánica que contenga el elluente a tratar. En la 
figura 111.4.1.1 se muestra los nichos ecológicos de los lodos activados. 
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Figura 111.4.1.1 Nichos ecológicos de los lodos activados. 

A) Líquido intersticial 
B) Superficie del flóculo 
C) Materia orgánica, interior del flóculo 

1.- BacteriaS y zoflagelados libres 
2.- Bacterias en la superficie del flóculo (bacterias formadoras del flácido ) 
3.- Fauna típica del Iodo activado formada por: 

- Peritricos fijos al flóculo como Vorticella sp. (3a) 
Función: filtradores, depredadores de bacterias y algas 

- Phyllopharyngia como (Modo:ella sp. (3b) explorando la superficie del flóculo 
Función: depredadores de bacterias, algas y da mantenimiento al flóculo 

- Spirotriches como el género de A.spidisca cosoia (3c) 
Función: depredadores de bacterias, algas y da mantenimiento al flóculo 

4.- Fauna de acompañamiento al flácido (Paramecium sp.) 
Bacteriófagos 
Función: depredadores de bacterias, hongos, algas y materia orgánica 

5.- Fauna detritivora: Saprófagos (nemátodos) 
Función: devoran materia orgánica inerte o en descomposición. 
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Cadena alimenticia de los lodos activados 

Fuente de 
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Sentido de la depredación 

 

La presa preferida 

  

  

111.4.2 Cadena alimenticia en los lodos activados 

La cadena alimenticia de los lodos activados depende de la proliferación de la población 
bacteriana, donde la densidad de microorganismos es proporcional a la carga orgánica y en la que 
se desarrollan una sucesión de especies de microorganismos que tienen entre ellos relaciones 
depredadoras. A continuación se describe la cadena alimenticia (fig. 111.4.2.1) del proceso de 
lodos activados durante el periodo de aclimatación a la mezcla de fenoles. 

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

1) Producción primaria, constituida de algas, hongos, bacterias y flagelados (Bocio sp. y 

Ceratium sp.) en la que el crecimiento de la población de hongos y bacterias es proporcional a la 
cantidad de carbón orgánico disponible en el sistema. 

2) Protozoarios primarios (Euglpha sp., Euglena sp., Aspidisca costala y ndodonella 

sp.) que son depredadores del número (1), pero también susceptibles de asimilar una parte de los 
compuestos orgánicos del medio; su crecimiento no es proporcional a la polución por 
consecuencia solo juegan un papel indirecto en el proceso de degradación. 

3) Protozoarios (Opercukula sp., Epistylis sp. y Vorlicella sp.) que se alimentan 

preferentemente del número (1) y utilizan al número (2) como alimento sustituto o en su defecto 
utilizan la materia orgánica de manera permanente a una tasa reducida siempre y cuando el 

número ( I ) falte. 

4) Protozoarios (Pum/echan sp. y Eup/otes sp.) competidores del número (3) que tiene 

los mismos alimentos y las mismas preferencias pero no tiene la relación de depredación con el 

número (3). 
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5) Los rotíferos (Proales sp. y Monostyla sp.) son los depredadores de los números (3) y 
(4) cuya acción tiende a eliminarlos. 

111.4.2.1 Nichos ecológicos de los lodos activados 

En la mezcla completa de los lodos activados destaca la existencia de unidades 
morfológicas tales como: masa de flácido, superficie del flócido y líquido interflocular. La 
presencia de fauna específica en estas unidades morfológicas justifica que se les eleve a nichos 
ecológicos, La especificidad de una especie animal contra la de un nicho ecológico se expresa por 
una adaptación morfológica a modo de desplazamiento y alimento disponible (formas libres 
nadadoras, formas sésiles y formas depredadoras) por una etología característica y por una 
presencia constante en un sitio específico de los lodos activados. Las depredaciones 
interespecíficas 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 ecológicos citados son explotados en una buena actividad, el nicho del líquido 
intersticial constituido por microorganismos de formas nadadoras rápidas y muy móviles no puede 
ser objeto de una depredación por los microorganismos de otros nichos que son mucho más lentos 
y poco móviles. Esta situación debería conducir al enriquecimiento progresivo de los 
microorganismos que constituyen el nicho fiócular. 

Las formas sésiles como Vol/cella sp., Opercularia sp. y Episolis sp. que se encuentran 
en la superficie del flácido, son objeto de una depredación más marcada tanto por los detritivoros 
como por los depredadores del líquido intersticial a causa de su lentitud relativa. La presencia de 
un gran número de vorticelados significa que el crecimiento de bacterias libres es activo y las que 
están lijas son testigo de la existencia de un sustrato denso en la superficie del flácido. La ausencia 
de la población bacteriana tiene como consecuencia el disparo de la fauna de la superficie de los 
fláculos en vez de la fauna detritivora (nemátodos). La insuficiencia de sustrato limita el 
crecimiento bacteriano requerido para asegurar el desarrollo de ciliados libres del líquido 
intersticial. 

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

Aspidisca coskda es el protozoario que mantiene la superficie del flóculo libre de bacterias 
y hongos. Los rotíferos como Proa/es sp. y Eupioies sp. son los mayores depredadores de 
bacterias y de protozoarios del sistema de los lodos activados. La población de rotíferos depende 
de las demás poblaciones de bacterias, algas, hongos y protozoarios que constituyen la cadena 
trófica de los lodos activados. Los nemátodos son los microorganismos detritivoros del sistema de 
los Iodos activados, devoran una parte de la materia orgánica inerte y cadáveres de protozoarios, 
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Sentido de las depredaciones en los lodos activados 

Nicho del líquido intersticial 
bacterias libres 

protozoarios bacterióragos 
protozoarios depredadores 

Nicho del 11ócido 
bacterias del flácido 
protozoarios sésiles 

protozoarios poco nadadores 

Cadávares y detritos orgánicos 

Microorganismos 
detritivoros 

En resumen, la especificidad del modo de vida (nicho ecológico) introduce en los 
ecosistemas de lodos activados una gran garantía 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 orgánico tóxico. Estas 
poblaciones reaccionan de manera diferente dependiendo de su capacidad metabólica para lograr 
su permanencia dentro del sistema y de las interacciones entre los demás microorganismos del 
proceso de lodos activados. 

4-- 	Sentido de las depredaciones 

Cadáveres de los microorganismos 
que constituyen los detritos 
orgánicos 

Serie de microorganismos del 
nicho del líquido intersticial 

Serie de microorganismos 
del nicho del flácido 

Serie de microorganismos 
detritivoros 

4 

Figura 111.4.2.1.1 Sentido de las depredaciones en los lodos activados. 
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111.4.3 Dinámica de Poblaciones bacteriana 

El seguimiento de la dinámica de población bacteriana se realizó mediante aislamientos de 
cepas puras obtenidas a partir de la CHP realizada cada dos días y durante todos los ciclos del 
periodo de aclimatación. Se identificaron 10 géneros al inicio del periodo de aclimatación (tabla 
111.4.3.1). La distribución en la naturaleza de las bacterias identificadas, se encuentran en 
ambientes acuáticos como son cuerpos de agua epicontinentales, Los géneros de ,Venidia, 
Aeromonas, Erivinia y »roída 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 liaci/lus y Micmcoccus, 
identificados a partir de suelos contaminados por compuestos fenólicos (Hill y Robinson, 1975; 
Spokes y Walter, 1974). En la figura 111.4.3.1 se muestra la sucesión de bacterias aerobias Gram 
negativas durante los 15 ciclos del periodo de aclimatación. En los últimos ciclos del periodo de 
aclimatación las bacterias identificadas fueron Cluyseontonas 	Pseudomonas sp., 
Flapionionas myzihabitans y Aeromonas sp. Los géneros de Cl oiseomonas y Haviomonas tienen 
importancia medica por ser bacterias patógenas Gram negativas y causantes de diversas 
infecciones intestinales (Kostman d al. 1991). 

Tabla 111.4,3,1 Bacterias identificadas Gram negativas y porcentajes de identificación 
del sistema Api 20E. 

Bacterias aerobias 
	

Porcentaje de 
identificación 

Sonata sp. 	 Aceptable identificación 
82 %; T= 0.77 

Aeromonas salmonicicki 
	

Buena identificación 
95 %; T= 0.76 

sp. 	 Buena identificación 
98.3 %; T= 0.80 

Sphingomonas pcmcimobilis 
	

Buena identificación 
90 %; T= 0,76 

Pageurella sp. 	 Baja identificación 
75 % ; T= 0.72 

Proteus penneri 
	

Buena identificación 
89 %; T= 0.72 

Flaviomonas wyzihabllans 
	

Aceptable identificación 
81.3 %; T= 0.97 

Pseudomonas pseuclomallei 
	

Buena identificación 
82.7 %; T= 0.70 

OnyscomotufS 
	

Buena identificación 
96 %; T= 0.78 

atembado. agglomeraws 
	

Aceptable identificación 
87.4 %; T= 0.67 
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Serratia sp. 

Aemtnonas sp. 

Entinta sp. 

Sphingomonas paueitnobilis 

Poteurellas 

Proteus penneri 

Flavionionas myzihabitans 
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Figura 111.4.3.1 Periodos en los que están presentes cada elemento 
de la población bacteriana durante la aclimatación 

El tiempo de retención celular, es el tiempo que permanece una bacteria dentro del sistema. 
Dentro del reactor, el tiempo de retención celular fue disminuyendo a medida que los tiempos de 
cada ciclo se reducían 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 biodegradación de compuestos 
lenólicos. 
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Tabla 111.4.3.2 Microorganismos registrados en la biodegradación de compuestos fenólicos, 
sistemas empleados y modo de operación. 

Microorganismo Sustrato Sistema y modo 
de operación 

Referencia 

Air-lift, lote y Tache y Rehm 

PseutIonionas 	p 8 y Fenol continuo (1989) 

nyp/aeocems elinovii II I Reactor loop Morsen y Rehin 

Columna empacada (1987) 

Alcaligenes sp. A 7-2 
4-clorofenol Columna empacada, 

lote sem icontinuo 
Balfanz y Rehm 

(1991) 
Phanerocaele elnysasporhun Pentaclorol'enol Matraz Lin e/ al. (1990) 

(BKM-F-1767) 
4-clorofenol Sáez y Rittmann 

Psemkolonas pulida Fenol Reactor en lote (1991) 
Kottury el al. 

(1991) 
floceilenon Fenol Reactor mezclado, 

continuo 
Anselmo y Novias 

(1991) 
3,4 diclorofenol 

Psentionlonas sp. 2,3,5,6- 
tretaclorofenol, 
Pentaclorofenol 

Matraz agitado Ibarra y Rodríguez 
(1993) 

Cundido si). Fenol Reactor loop Ehrhard y Rehm 
Psendoinoilas sp. (1985) 
liseheriehia col! K 12 Fenol Matraz agitado Keweloh el al. 
Psenclonionas ¡mida (1989) 
Staphylococens alma 257 
Adelliano.virilkon hungalei Fenol Matraz agitado Knoll y Winter 

(1989) 
Ensarhon floeellenun Fenol Matraz agitado Anselmo el al. 

(1989) 
l'seutIonionas 4-clorofenol 

2,4,6- 
triclorofenol 

Proceso anaerobio - 
tiemblo 

Armenante el al. 
(1992) 

Muchos estudios con cepas puras han mostrado que algunos intermediarios tóxicos se 
acumulan durante la biodegradación debido a que un sólo organismo no posee la habilidad para 
mineralizar completamente el xenobiótico. 
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El uso de cultivos mixtos para la degradación de xenobióticos no siempre puede ser tan 
benéfico como una cepa pura. Como es el caso para Haugland el al, (1990) reportaron que un 
organismo manipulado genéticamente degradó más eficientemente los herbicidas dorados 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 biodegradación de compuestos fenólicos. 

Tabla 111.4.3.3 Biodegradación de compuestos fenólicos por consorcios de microorganisMos. 

Microorganismos Compuestos 
fenólicos 

Sistema de 
operación 

Referencia 

Cultivos mixtos de 2,4,6-triclorofenol Reactor aerobio de lecho Puhakka y 
biopelícula 2,3,4,6-tetraclorofenol fluídizado Járvinen (1992) 

Pentaclorofenol 
Fenol 

3-clorofenol 
Cultivos mixtos de 4-clorofenol Reactor de biopelícula Lu y Chen 

biopelícula 2,4-diclorofenol (1992) 
2,4,6-triclorofenol 

Cultivos mixtos de 2,4,6-triclorofenol Reactor aerobio y Puhakka el al. 
biopelícula 2,3,4,6-tetraclorofenol 

Pentaclorofenol 
anóxico de lecho 

fluidizado 
(1992) 

Cultivos mixtos Fenol Columna de suelo Gaiek el al. 
(1994) 

Lodos activados 2,4-dinitrofenol Lodos activados Silverstein el al. 
(1994) 

Lodos activados p-nitrofenol Lodos activados Matsui el al. 
(1994) 

Cultivos mixtos 2,4-diclorofenolacetico Columna de suelo Estrella el al. 
(1993) 

El uso de cultivos mixtos para la degradación de compuestos orgánicos tóxicos son 
particularmente importantes cuando se busca la completa mineralización de los compuestos 
orgánicos tóxicos. 
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111.4.4 Dinámica de poblaciones de protozoarios y rotíferos 

El seguimiento de la dinámica de población de protozoariás se realizó mediante 
observaciones diarias al microscopio óptico, durante los 15 ciclos del periodo de aclimatación. Los 
géneros de protozoarios identificados al inicio del periodo de aclimatación se muestran en la tabla 
111.4.4.1. Los géneros Chllotionella sp., Paramechun sp., Alonoslyla, CeralluM sp., Euglena sp., 
linglipha sp., Euploks sp. y Aápidisca coskila se vieron afectados por la mezcla de fenoles en el 
sistema. Los protozoitrios no presentan una actividad enzimática capaz de reconocer el compuesto 
orgánico tóxico, como las bacterias, por lo que las poblaciones de protozoarios disminuyen 
conforme el compuesto orgánico está presente en el sistema y los ciclos aumentan. Durante el 
periodo de aclimatación los géneros Vorlicella sp. y 4isiy/is sp. representan una buena 
oxigenación y un funcionamiento estable del reactor. La presencia de Euploks sp. en el medio 
acuoso refleja una deficiente eliminación de carbono (Madoni, 1994; Duchene y Cotteux, 1993). 
La evolución de la dinámica de protozoarios y rotíferos durante el periodo aclimatación se muestra 
en la Fig. 111.4.4.1. Los protozoarioS Vorficella convalaria y el rotífero Proales sp. se observaron 
hasta el día 63 de operación del reactor. 

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

Phylum Sarcomastigopitora 
Subnylum Mastigophora 
Orden 

Dinollagell ida 
Euglenida 

Kinetoplasticla  
SubPhylum  

Género 
('eralhun 
Euglend 

Bocio 
Sarcodina 

Orden 
Gromiida 

Género 
Euglypha 

  

Phylum Ciliophora 
Subclase 
	

Género 
Phyllopbaryngia 
	

ChilOCIOnella 
Ilymenostomatia 
	

Parallled11111 
Peritrichia 
	

Opercularia 
Peritrichia 
Peritrichia 
	

Voracella 
Hypotrichia 
	

Aápidisca 
Hypotrichi a 
	

Euploks 
Melazoarios 

Phylum Rotifera 
Orden 
Molina 
Ploima 
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Figura 111.4.4.1 Periodos en los que estím presentes cada elemento 

de las poblaciones de protozoarios y rotíferos 

Esteban y Tellez (1992) señalan que las especies pertenecientes al género Opercidaria 
como son O. man:tata, O. miemliscus, y O. minima sirven como bioindicadores en los procesos 
de lodos activados. Generalmente, se utilizan para realizar análisis estadístico sobre la calidad del 
lodo activado. Cuando se incrementa el número de estas especies en el sistema indican que es de 
mala calidad, 

Madoni (1994) menciona que un alto número de ciliados en el medio (mayor a 107 /1), por 
lo general indican que existe un grado óptimo de purificación del agua tratada en la planta. La 
diversidad de poblaciones de protozoarios están relacionadas con las condiciones de oxigenación, 
fuerzas de carga y concentraciones de amoniaco dentro de la planta de tratamiento. Cotteux 
(1993), describe la técnica de observaciones microscópicas de la microfauna del proceso de lodos 
activados. La técnica consiste en utilizar como indicadores biológicos a las poblaciones de 
protozoarios, las cuales responden a variaciones de operación de las plantas de tratamiento de 
aguas. De acuerdo con está técnica, las especies de Uorlieella convalaria y Mulles sp. representan 
una buena oxigenación y un funcionamiento estable durante el periodo de aclimatación en el 
reactor. 
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111.4.5 Dinámica de poblaciones de algas, hongos, nemátodos, protozoarios y 
rotíferos 

El seguimiento cae la dinámica de poblaciones de algas, hongos y nemátodos se realizó 
mediante observaciones al microscopio óptico diarias. En la figura 111.4.5.1 se muestra la sucesión 
de las poblaciones de algas, hongos y nemátodos durante los 15 ciclos del periodo de aclimatación 
a fenoles. La población de nemátodos se observó hasta el día 51 de operación del reactor. Duchene 
y Cotteux (1993) relacionan el incremento de la densidad de nemátodos (mayor a 3x103  
microorganismos/1), con la aireación baja o por una decantación estática en periodos estacionales. 
Los nemátodos son metazoarios no segmentados y microorganismos saprófagos dentro del reactor. 

La población de hongos se observó hasta el día 57 de operación del reactor. Las 
poblaciones de hongos participan de manera semejante a las bacterias en la biodegradación de 
compuestos orgánicos tóxicos (Field el al. 1993), Los compuestos fenólicos son utilizados en la 
industria de aserradero para impedir el crecimiento y desarrollo de hongos. La mezcla utilizada de 
compuestos fenólicos presentó un efecto tóxico sobre las poblaciones de hongos dentro del 
reactor. Las poblaciones de protozoarios se observó hasta el día 63 de operación del reactor. Las 
especies de Vorlicelkt cont'allaria y el rotífero Proales sp. fueron las que permanecieron a lo largo 
del periodo de aclimatación a fenoles. La dinámica de poblaciones del proceso de lodos activados 
se refleja en las condiciones de operación del reactor, en la mezcla de compuestos fenólicos 
utilizado como sustrato y en las poblaciones de microorganismos del lodo de inóculo. La dinámica 
de poblaciones de lodos activados se caracterizó por presentar una disminución en las poblaciones 
de bacterias, protozoarios, hongos, algas, rotíferos y nemátodos. 
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IV Cinéticas de degradación de compuestos orgánicos 

Los microorganismos heterótrofos utilizan compuestos orgánicos como fuente de energía 
para su crecimiento. La degradación (le compuestos orgánicos se lleva a cabo durante el 
metabolismo celular. El proceso del metabolismo tiene lugar a través de secuencias de reacciones 
consecutivas catalizadas enzimáticamente, en las cuales participan varios compuestos intermedios 
(Gaudy y Gaudy, 1981). 

Las enzimas -catalizadores orgánicos producidos por la célula viviente- son vitales para las 
reacciones implicadas en dichas vías y ciclos. Las enzimas son proteínas combinadas con una 
molécula inorgánica o una molécula orgánica de bajo peso molecular. Como catalizadores, las 
enzimas pueden aumentar en gran medida la velocidad de las reacciones químicas 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 fotosíntesis y reacciones de energía 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 sustrato por 
minuto en productos finales. 

Las enzimas se clasifican basándose en la reacción que alanzan. Algunas enzimas son 
proteínas simples; otras son proteínas conjugadas y contienen grupos prostéticos constituidos por 
iones metálicos, por coenzimas, o por ambos. Las coenzimas y los grupos prostéticos actúan como 
transportadores intermediarios de grupbs funcionales específicos, de átomos o de electrones. 

En las reacciones catalizadas por enzimas, un incremento de la concentración del sustrato 
aumenta la velocidad de reacción hasta que se alcanza un punto en que dicha velocidad se hace 
independiente de la concentración del sustrato. En este punto el enzima se halla saturado y la 
reacción es de orden cero con respecto al sustrato. Los inhibidores competitivos (le las enzimas 
son aquéllos que reaccionan reversiblemente con la enzima libre en competencia con el sustrato 
para formar un complejo enzima-inhibidos; su acción puede invertirse por incremento de la 
concentración del sustrato. Los inhibidores acompetitivos no reaccionan con la enzima libre, pero 
se combinan reversiblemente con el complejo enzima-sustrato, impidiendo la formación 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 modificación 
química permanente de algún grupo funcional esencial en la molécula de la enzima. 

Los modelos matemáticos sobre cinéticas de degradación de compuestos xenobióticos 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 el al., 1984; D' Aclamo 
el al., 1984; Gaudy el al., 1988; Klecka y Maier, 1988; Sokol, 1988; Templeton y Grady, 1988; 
Pitter y Chudoba, 1990; Saéz y kittmann, 1991; Buitrón y Capdeville, 1993). 
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IV.I Aplicación del modelo de Haldane 

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

( 	 
a"m = 

nua' 	K + 

donde: 

= tasa de crecimiento específico, tiempo .1 

µ„,„,.= tasa de crecimiento específico máxima, tiempo -I 

S = concentración del sustrato limitante del crecimiento en disolución, masa/unidad de 

volumen 

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

En nuestro caso, el modelo utilizado para las cinéticas de degradación de fenoles fue el de 
Haldane (ecuación IV.I.2), que tiene en cuenta la inhibición del sustrato. 

= 	 s2 

donde: 

= tasa de crecimiento, h.' 

pi lux = tasa de crecimiento máxima de la biomasa en la ausencia de inhibidores, 

S = concentración del sustrato, mg/I 

K„ = constante de afinidad o de saturación, mg/I 

= constante de inhibición de Haldane, mg/I 
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Las variaciones del sustrato con respecto al tiempo están dadas por la ecuación IV.1.3: 
(IV.l.3) 

dS 
	 Xv 

de 	Yoi, 

donde: 

Xv = concentración de la biomasa viable, mg/I. 
Y„i„ = tasa de conversión, mg de biomasa/mg de sustrato. 

Si consideramos Y„hs  constante durante los ciclos de la biodegradación nosotros 
obtenemos: 

(IV.1.4) 

X — X 
obs 	_ s 

entonces: 

X = Y„,„ 	— s)+ X, 

Combinando las ecuaciones (IV.1.1, 3 y 4) nosotros obtenemos las relaciones que muestran 
la veloCidad de eliminación del sustrato en el medio (ecuaciones IV.1.5-7): 

(IV.1.5) 

	

dx 	dái,/ 

dr 	Y dr 

(IV. I.6) 
dx 	 S 

cll 
— Pi 

S -I-  KS 
Ki 

(1\1.1.7) 
dS 

dl = MUY = 

S + KS 

A fin de evaluar las constantes biocinéticas de pi „,„„ K, y K1 , se utilizó un programa en 
turbo Pascal IV. Este programa realiza, dentro de la primer subrutina la integración numérica de la 
ecuación 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 minimización de la suma de residuos 
al cuadrado (SRC). Los parámetros iniciales introducidos por el cálculo son: la tasa de conversión, 
Y" y la concentración de biomasa viable X„,, (Buitrón, 1993). 
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IV.2 Determinación de la población bacteriana responsable de la degradación 
de los compuestos fenólicos 

Se determinó las poblaciones de bacterias responsables de la degradación de los fenoles, 
después de 120 d de operación del reactor, con ciclos de dos días, a una concentración de 40 mg/I 
de la mezcla de fenoles. Se aislaron e identificaron cuatro cepas de bacterias (tabla 1V.2.1) 
provenientes de los lodos activados aclimatados. Con objeto de caracterizarlas se realizaron 
cinéticas de degradación a 40 ing/I de la mezcla de los fenoles para cada una de ellas. Las 
Concentraciones de los fenoles durante las cinéticas de degradación se determinaron mediante un 
cromatógrafo de líquidos de alta resolución (HPLC). También, se determinaron cloruros, CO]', 
SSV y la Cl1P. Los resultados de la degradación del COT del periodo de aclimatación (120 días) 
se muestran en la fig. 1V.2.1. Durante este periodo la eficiencia de degradación fue del 50 % 

II 	10 	211 	30 	411 	511 	611 	70 	NO 	911 	1011 	110 	1211 

Días 

Figura IV.2.1 Eficiencia de degradación del C(Y1' 
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Tabla IV.2. I Identificación de bacterias (API 20E) Gram negativas aclimatadas 
a la degradación de fenoles. 

Bacterias aclimatadas  Porcentajes de identificación 

Onyveomonas Inkokt 

Aeromonas sp. 

Psendo monas sp. 

Flaviomonas myzihabilmis 

Buena identificación 
99.9 %; T= 0.80 

Buena identificaCión 
88 % ; T= 0.77 

Aceptable identificación 
85 %; T= 0.72 

Buena identificación 
91.4 %; T= 0.78 

El consorcio de microorganismos formado por las cuatro cepas aisladas estuvo distribuido 
de la siguiente manera: Clnyseomonas !nimia : 20 %„4eromonas sp. 20 %, Pseudomonas sp. : 

25 %, Flaviomonas oryzihabilans 25 % y 10 % de micobacterias. 

1V.3 Cinéticas de degradación del proceso de lodos activados aclimatados a 
fenoles 

Como resultado de los estudios cinéticos practicados sobre los lodos activados aclimatados 
(LAA), se encontró que la degradación de los fenoles fue secuencia': 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 más compleja que la de los otros fenoles por lo cuál es la última en ser 
biodegradada. El modelo que presentó los LAA es de orden cero para los fenoles. 

La biodegradación de los fenoles por el consorcio de los LAA depende de varios factores 
entre los que se encuentran: I) la estructura del compuesto fenólico, el número y la posición del 
sustituyente, la forma de la molécula, su carga eléctrica, su tamaño, la naturaleza de sus enlaces 
químicos, su hidrofobicidad y también la capacidad del sustrato de inducir o reprimir la sintáis de 
enzimas o de inhibir éstas; 2) el modo de operación del reactor como el tiempo de retención 
hidráulico; 3) factores abióticos como volatilización, adsorción entre otros y 4) la presencia o 
ausencia de las poblaciones mixtas apropiadas. 
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Buitrón (1993) realizó estudios sobre la volatilización de fenoles en un proceso aerobio, 
Las concentraciones de fenoles que utilizó fueron de 100 a 1000 mg de fenol/1 y de 50 a 400 mg 
de 4-CF/I. La aireación se mantuvo constante a 60 1/11 dentro del reactor. La lectura de la 
condensación del gas se realizó por 24-48 h de aireación en el reactor. Para las concentraciones del 
fenol, el porcentaje por volatilización fue del 0.006 % total dentro del reactor. En el caso del 4-CF 
fue de 0.0054 % total. Por otro lado, determinó las isotermas de adsorción para diferentes 
concentraciones de biomasa en contacto del 4-CF, a una temperatura constante de 25 T. y con un 
tiempo de exposición de 4 horas. La constante energética obtenida fue de 4.15 ± 1.04 mg de 4-
CF/g de SSV y la cantidad máxima del 4-CF adsorvida por la biomasa representó el 2.6 % total. 
En conclusión para los resultados de este trabajo, nos indican que la eliminación por factores 
abióticos como son la volatilización y adsorción de compuestos fenólicos es mínima. La 
biodegradación es el proceso principal de la eliminación (le los compuestos fenólicos. 

0 
	

5 	10 itim 15 	20 

Figura IVA 1 NIVIIIN de depakiái de kis l'enfiles pr 
los Indas altivados alindados 

La biodegradación del fenol comienza en la primera hora de la cinética, por ser el 
compuesto que presenta la estructura menos compleja y más -fácilmente biodegradable por las 
bacterias. Se aplicó el modelo de Haldane para cada compuesto l'enólico (fenol, 4-CF y 2,4-DCF) 
utilizado en la cinética de degradación de los LAA. Este modelo no se aplicó para el 2,4,6-TCF 
por que no presenta una tendencia clara de biodegradación, ya que únicamente el modelo toma en 
cuenta la parte degradada observada en la cinética. Las figuras IV.3.2, 1V.3.3 y IV.3.4, muestran 
los modelos de Haldane y los coeficientes biocinéticos obtenidos para el fenol, 4-CF y 2,4-DCF 
respectivamente (anexos I, 2 y 3). 
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Figura IV.3.2 Cinética de degradación del fenol 
por lodos activados aclimatados 

lloras 

Figura IV.3.3 Cinética de degradación del 4-CF 
por los lodos activados aclimatados 
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Figura IV.3.4 Cinética de degradación del 2,4-DCF 

por lodos activados aclimatados 

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

Tabla 1V.3.1 Coeficientes biocinéticos de la degradación de los fenoles para lodos activados 
aclimatados, 40 mg/1 de fenoles. 

Lodos 
activados 

µ„„, 
.1  

K1  Ki  X„ Yprom XIN 

aclimatádos  li mg/I mg/I mg SSV/I mg SSV/mg (le UFC/I 
'mezcla de fenoles 

Fenol 0.094 29.37 1 183 0.33 1.2 x 108  

4-Clorofenol 0.066 20,5 1.65 183 0.33 1.2 x 108  

2,4- 0.052 19 1.85 183 0.33 1.2 x 108 
Diclorofenol 
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Los resultados obtenidos en la degradación de clorofenoles por los LAA son semejantes a 
los logrados por Puhakka 	al, (1992), quienes obtuvieron altas eficiencias de eliminación para 
clorofenoles en un reactor aerobio-anóxico con 217 g/m3/d en un tiempo de retención hidráulico 
de 5 h. Reportan para reactores con biopelícula la degradación sucesiva de mono, dicloro y 
policlorofenoles como la única fuente de carbón y energía. Las eficiencias de eliminación 
obtenidas fueron del 99 % en la biodegradación de clorofenoles. 

Durante la cinética de degradación para LAA se presentó un aumento en la concentración 
de la biomasa (X0v  = 8.2 x107  UPC/1), se establece la presencia de poblaciones mixtas capaces de 
degradar los compuestos fenólicos y que en condiciones apropiadas incrementan su número lo que 
se refleja en la biodegradación del sustrato orgánico. 

Los estudios cinéticos, practicados sobre cada una de las cepas aisladas del consorcio de 
lodos activados, demostraron que el consorcio fue más eficiente que cada una de las cepas por 
separado. En la figura IV.3.6 se muestra la cinética de degradación por parte de (lnyseamonas 
!lamia, la cual no presentó una clara degradación de los fenoles. 
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La reacción que presentó C. !M'ola es un modelo de orden cero para los fenoles y COT 
(fig. IV.3.7). La utilización del modelo de Haldane se limita a cultivos aclimatados y únicamente 
toma en cuenta la parte degradada de la cinética, por esta razón no se aplicó éste modelo para los 
fenoles y COT de la cinética de 	hileola. 
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Figura IV.3.7 Cinética de degradación del COT 
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El estudio cinético practicado para Aeromonas sp. muestran la obtención de modelos de 
orden cero para el COT y los fenoles. En la figura IV.3.8 se muestra la cinética de degradación de 
fenoles por Aeromanas sp. 
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Figura IV3.8 Patrones de degradación de los fenoles por 
itero/nono sp. 

En la figura IV.3.9 se muestra el modelo de lialdane para el COT por Aeromonav sp., y los 
coeficientes biocinéticos obtenidos (anexo 5). 

pmax  =2d-1 ; 

ks  = 290 mg/I; 
K1 = 81 mg/I; 
X0= 70 mg SSV/I; 
Yprom =2.5 mg SSV/mg de COT; 
XFv =1.2 x 108  UFO'. 

- -1. 	. 
■ 

0 	 1 	1 	1 	1 	4 
0 	1 	2 	3 Días 4 	5 	6 	7 	8 

Figura IV.3.9 Modelo de Haldane para el CM' 
obtenido por Aeronvmas sp. 

Ariel González Casos 62 



El resultado de la cinética de degradación por Pseidonionas sp. de los fenoles se muestran 
en la figura 1V3.10. La reacción que se presentan los fenoles y el COT es un modelo de orden 
cero. En la figura 1V.3.1 1 se muestra el modelo de 1-laldane para el COT obtenido por 

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

O 	 

O 

40 
Fenol 	(11  

—§-2,4-DCE —o— 2,4,6-TCF 35 0—________0  
30 - 
25 *o 	a. 

.1 	20 - 
15 - 

X, = 120 mg SSV/I; 
10 — (..) 	XF = 153 mg SSV/I; X/,r,„,,= 136 mg SSV/I; 
5  — X,„ = 5 x 107  UFC/I; XFv= 8.9 x 107  UFC/I 
0 	  

2 	3 	4 Días 5  6 	7 	8 
Figura I V.3.10 Patrones de degradación de los fenoles 

por "adormitas si). 

60 ..  Ilmax =1.4 d-1; 
Ks  = 420 mg/I; 
Ki = 815 mg/I; 
X, = 120 mg SSV/I; 
Yproin  = 2.8 mg SSV/mg de COT; 

XFv =8.9 x 107  UFC/I 

50 

 

O 
40 

E 
30 

20 	 • Experimental 

t O 	 —o—Modelo 

 

2 	3 	Días 4 	5 	6 

Figura 1 V.3.11 Modelo de Ilaldane para el COT 
obtenido por Psendomonas sp. 
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El género de Pseudomonas sp. es la bacteria aerobia con la que se han hecho estudios de 
degradación de compuestos orgánicos. Puhakka el al. (1995) describen una proporción del 99 % 
para Pseudomonas saccharophila, a partir de la operación por dos años de un reactor de lecho 
tluidizado. El reactor fue alimentado con una mezcla de clorofenoles: fenol, 2,4,6-triclorofenol, 
2,3,4,6-tetraclorofenol y pentaclorofenol como la única fuente de carbón y energía del sistema. 
Para el aislamiento se utilizó un medio de cultivo compuesto por triptona (0.5 g/1), extracto de 
levadura (0.25 g/l), glucosa (0.1g/1) y altar (15 g/l) con un suplemento de 10 mg/1 de 2,3,4,6-
tetraclorofenol ó pentaclorofenol. La identificación de esta especie se realizó por medio del 
método de ácidos grasos. El estudio presenta las características de los cultivos aerobios de 
biopelícula, para altas tasas de degradación de fenoles policlorados de 1500 g de clorofenoles/m3  
por día. 

La cinética de degradación de fenoles para Haviomonas myzihahilans 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 degradación del COT por F. oiyjhuhitans y los 
coeficientes biocinéticos (anexo 7). 

O 	1 	2 	3 	4[ s  5 	6 	7 
	

8 

Figira 15/3.12 Ilatiunts de degnxixión de los fenoks 
ixo• Hationvottv Trihabitanw 
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limax = 0.9 d-1; 
Ks  = 500 mg/I; 	 • 
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Yprom  = 1.37 mg SSV/mg de COT; 
X. = 95 mg SSVII; 
XFv = 1.4 x 109  UFC/I. 
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6 

Figura IV.3.I3 Modelo de Halda:te para el COT 
obtenido por Havionumas myzihabitans 

Los resultados de las cinéticas de degradación para los LAA y las cepas puras se muestran 
en la tabla 1V.3.2, La degradación del COT muestra que los coeficientes biocinéticos para los 
LAA son mejores en comparación con los coeficientes obtenidos para las cepas puras, It „,„, es 3 
veces mayor que para la más eficiente de las cepas puras (Aeromonas sp.). 

Tabla IV.3.2 Coeficientes biocinéticos obtenidos de las cinéticas de degradación del COT, 
con 40 mg/1 de la mezcla de clorofenoles. 

Consorcio 
111kIrObia110 

p. „,„x  

(El  

k„ 

ing/I 

ki 9 

ing/I 

X„ 

mgSSV/I 

N'prom 

ingSSV/mgCOT 

Xr.v 

UFC/I 

Lodos activados 
aclimatados 

6.2 217 3.9 183 0.94 1.2 x 10
8  

Aovamos sp. 2 290 81 70 2.5 1.2 x 108  

Pseudo/nonas sp. 1.4 420 815 120 2.8 8.9 x 107 

Flavionumas 
myzihabitais 

0.9 500 20200 95 1.37 1.4 x 109 
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En general, la utilización simultánea de sustratos orgánicos en cultivos mixtos presenta 
eficientes tasas de eliminación, un crecimiento de microorganismos y la degradación del COT 
como única fuente de energía, atribuido a la alta producción de niveles de actividad catabólica de 
los microorganismos (Klecka y Maier, 1988). 

En la figura 1V.3.14 se muestran los resultados de cloruros libres durante las cinéticas de 
degradación a 40 mg/I de la mezcla de fenoles. Para las cepas de E/apio/nonas y Psendomonas 
presentaron la mayor concentración de cloruros libres, relacionados con la degradación del COT y 
de los fenoles. 

Días 

Figura 1 V.3.14 Determinación 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 máximas de degradación fueron los de 
LAA. Cluyseomonas Inteola no presentó una biodegradación para los compuestos fenólicos del 
2,4-DCF y el 2,4,6-TCF. En la tabla 1.V.3.3 se muestran las tasas máximas específicas para los 
compuestos fenólicos para los consorcios microbianos aclimatados a fenoles. 
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Tabla 1V.3.3 Tasas de eliminación de sustrato obtenidas para los compuestos fenólicos. 

q, = mg/l/d 

Fenol 4-CF 2,4-DCF 2,4,6-TCF 
Lodos activados aclimatados 82 158 123 92 
(lnyseomoiras hileola 5 5 3 1 
Aemmonas sp. 6 6 4 6 
Pseudomonas si). 3 5 5 8 
Arrimaras oryzihabilans 6 4 5 6 
Lodos activados no aclimatados 3.5 3.5 1.5 0,5 

q x  = mg/g SSV/d 

Fenol 4-CF 2,4-DCF 2,4,6-TCF 
Lodos activados aclimatados 407 784 610 457 
Cluyseontonas hileola 39 39 26 8 
AelYnnonas sp. 54 47 33 47 
Psendomonas sp. 19 37 38 58 
Ma*MI011aSoorzikabilans 44 30 40 44 

qx  = mg de fenoles/UFC/d/10-9  

Fenol 4-CF 2,4-DCF 2,4,6-TCF 
Lodos activados aclimatados 820 1530 1235 920 
Cluyseomonas luieola 6.5 6.6 4.4 1.4 
Aemmonas sp. 61 47.6 38.6 53 
Pseudomonas sp. 86.3 101 101 156 
Ha vionumas oryzihabion.s 49 34 45 44 

Los estudios cinéticos mostraron que las tasas de degradación fueron superiores para el 
caso de los lodos activados que para las cepas puras, para degradar la misma cantidad de sustrato 
(40 mg/1) y con concentraciones similares de biomasa viable. El consorcio de lodos activados 
degradó los fenoles en 25 h, mientras que cada una de las cepas puras lo hizo en 9 d. En la tabla 
IV.3,4 se muestran los Coeficientes biocinéticos para el fenol, 4-CF, 2,4-DCF y 2,4,67TCF 
utilizando diferentes consorcios microbianos para su biodegradación. Como se muestra en la tabla 
los coeficientes biocinéticos obtenidos para cepas puras y consorcios de microorganismos son 
semejantes entre sí, sin embargo las ventajas que presentan los consorcios mixtos de 
microorganismos son particularmente importantes cuando se busca la completa mineralización 
(hasta CO2) de los tóxicos orgánicos. 
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Tabla IV.3.4 Coeficientes biocinéticos para fenoles utilizando diferentes 
consorcios microbianos, 

Et 111119 Ks  
ing/1 

ki  
mg/I 

nhs 
mg/mg 

Autores Consorcio 
mierobiano 

      

Fenol 
0.16-1.01 

0.20-0.60 

10-160 

2-86 

14-661 

34-1564 

0.545 

0,616 

Pawloswski y 1-towell 
(1973) 

"" 

Sistema sin 
filamentosas 
Sistema con 
filamentosas 

0.13-0.36 5-266 142-1 I 99 --- EY Aclamo el al. (1984) Filamentosas pero no 
0. I8-0.20 35-62 62-175 1,020 Rozich y Gaudy (1983) predominantes 
0.50-1.80 0.5-1.6 7.1-14.2 --- Sokol (1988) Lodos activados 

aclimatados 
0, I2 5.3 377 0,550 Kotturi el al. (1991) Pseudonionas pulida 

(30 °C) 
0.39 1.06 903 0.780 Hutchinson y Robinson Pseydomonaspuihkr 

(1988) (10 °C) 
0. I7-0.37 --- --- 0.15-0.28 Lal I ai el al. (1988) Psendomotias mida 
0.18-0.47 2, 4-3, 4 --- 0.03-0.48 Cooper-B el al. (1990) Biomasa comercial 

0. I 1-0.33 8, 2-8, 9 170-200 0.805 Okaygun y Akgerman 
(1992) 

Lodos activados 
aclimatados 

4-Clorofenol 
0,16-0.20 100-600 --- --- Templeton y Grady 

(1988) 
Lodos activados 

aclimatadós 
0.29-0.77 12-26 1; 	1-1.7 --- Gaudy el al. (1988) Lodos activados 

aclimatados 
0.25-0.29 2, 6-7, 6 48-114 0.31-0.41 Cooper-B el al. (1990) Lodos activados 

aclimatados 
1.358 126 4 0.39 Kennedy el al. (1990) Ar/lrrobaeter• sp. (29 °C) 

2,4-Dielorofenol 
0.024 
	

80 

0.038 I 160 

345 0.14 Klecka y Maier (1988) Lodos activados 
aclimatados 

2,4,6-1'rielorofenol 
5675 Klecka y Maier (1988) Lodos activados 

aclimatados 

Uno de los aspectos importantes en la utilización de cultivos mixtos y comunidades de 
microorganismos para la biodegradación de compuestos xenobióticos, son las interacciones entre 
diferentes especies con respecto a la capacidad degradativa, acerca de los compuestos químicos 
tóxicos. La información generada al respecto es importante para establecer la secuencias de 
reacciones catabólicas de compuestos tóxicos para facilitar la biodegradación de compuestos 
xenobióticos. 
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Muchos estudios con cepas puras han sido probados con resultados positivos para la 
degradación de un sustrato específico. Sin embargo, el empleo de cepas puras principalmente de 
bacterias y hongos han mostrado que algunos intermediarios tóxicos se acumulan durante la 
biodegradación debido a que un sólo organismo no posee la habilidad para mineralizar 
completamente el xenobiótico (Westmeier y Rehum, 1987). 

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

Flággblom el al. (1988) aislaron de aguas residuales de la industria del papel a 
Rhotheoccus sp., y Alycobaclerhun sp. A estas micobacterias las colocaron en dos columnas 
empacadas. Las pruebas demostraron que las micobacterias fueron capaces de degradar 
compuestos fenólicos, 

Kamala el al. (1994) evalúan los procedimientos existentes y medios de cultivo empleados 
para el aislamiento de micobacterias de agua y suelo. El método para aislamiento de micobacterias 
que resultó más enciente fue el descrito por Engbaek el al. (1967), el cual se basa en la utilización 
de lauril sulfato de sodio al 3 % (LSS) combinado con 1 % de NaOH. Este método es eficiente 
para obtener un mayor número de especies de micobacterias y por la utilización de un agente 
descontaminante (LSS) para limpiar las muestras de otras especies de bacterias y hongos que se 
desarrollan en el medio. 

El aislamiento de micobacterias se realizó a partir de los lodos activados aclimatados a 40 
ing/I de fenoles después de 120 días de operación del reactor. El inóculo fue de la planta de 
tratamiento de aguas residuales de Ecatepec, Estado de México. El método de aislamiento que se 
utilizó fue el de Kamala el al. (1994) con el medio de cultivo de Lowenstein modificado por 
Jensen. Los resultados de las características morfológicas del crecimiento de colonias de 

sp. sobre el medio de cultivo fueron las siguientes: forma ameboide, bordes 
ondulados, elevación rugosa y color amarillo-naranja. La incubación duró 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 	 ni 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 modificación de Jensen al medio de Lowenstein emplea una concentración moderada dé 
verde de malaquita para evitar el crecimiento de la mayoría de contaminantes, a la vez que 
satisface los requerimientos metabólicos de las micobacterias, para su posible y rápido 
crecimiento. Este medio de cultivo con huevo coagulado es empleado para el aislamiento de 
Mycobacterium tuberculosis (el bacilo de la tuberculosis) y A4yeobacierium kansaii en depósitos 
de agua (Eligel el al. 1980). 

La continuación del estudio sobre las poblaciones de micobacterias no pudo ser finalizada 
ya que se requiere un laboratorio especial (Nivel II de seguridad biológica) para poder aumentar la 
concentración de biomasa viable de micobacterias en condiciones controladas de seguridad y 
poder realizar los estudios cinéticos de degradación que comprueben su capacidad de 
biodegradación de compuestos fenólicos. 
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CONCLUSIONES 

En este trabajo se describió cualitativamente la dinámica de poblaciones del proceso de 
lodos activados durante el periodo de aclimatación a una mezcla en partes iguales de: fenol, 4-
clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol para una concentración de 40 mg de fenoles 
totales/I. Se estableció una técnica para cuantificar e identificar bacterias aerobias aclimatadas a 
compuestos fenólicos y se estudió las cinéticas de degradación de las bacterias responsables de la 
degradación de compuestos fenólicos. 

El medio de cultivo seleccionado para realizar las CHI) y aislamientos de bacterias aerobias 
aclimatadas a fenoles fue el de peptona de caseína adicionado con 0, I mg/I de la mezcla de 
fenoles. La peptona de caseína presentó las mayores CEIP (13.7 x 105  UFC/ml) y la mayor 
diversidad de colonias. 

El periodo de aclimatación a fenoles se estableció a los 63 días (15 ciclos) de operación del 
reactor La mezcla de los fenoles produjo alteraciones sobre la morfología del flóculo, en cuanto al 
color, tamaño, apariencia y tipo de agregaciones de microorganismos que lo constituyen. 

La dinámica de poblaciones de los lodos activados ocurrida durante el periodo de 
aclimatación a 40 ing/I de la mezcla de fenoles, se caracterizó por presentar una disminución en 
las poblaciones de bacterias, hongos, algas, nemátodos, protozoarios y totíferos. Las poblaciones 
de protozoarios y rotíferos se observó hasta el día 63 de operación del reactor, representadas por 
Vorficella eonvallaria y Proa/es sp, respectivamente. Los diferentes géneros de vorticelados al 
final del periodo de aclimatación a fenoles, indica que la población 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 final del periodo de aclimatación. Las diversas 
poblaciones de microorganismos que constituyen los lodos activados fueron afectadas por la 
presencia del compuesto orgánico tóxico. Estas poblaciones reaccionan de manera diferente 
dependiendo de su capacidad metabólica para lograr su permanencia dentro del sistema y de las 
interacciones entre los demás microorganismos del proceso de lodos activados, 

En este estudio la biodegradación de los compuestos fenólicos se efectuó como la 
mineralización hasta CO2  y agua. Los porcentajes de degradación de los clorofenoles fueron 
superiores al 55 %. La eliminación de fenoles por factores abióticos como son la volatilización y 
adsorción es mínima, la biodegradación fue el proceso principal de la eliminación de los 
compuestos fenólicos. 
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A partir de los lodos activados aclimatados a 40 ing/I de fenoles, después de 120 días de 
operación del reactor, se identificaron cuatro géneros de bacterias Gram negativas: Aeromonas sp., 
/'.seudon►onas sp., Haviomonas oryzihabilans y (7wiseomonas Inieola. También, se logró el 
aislamiento de micobacterias. Sin embargo, la continuación del estudio sobre las poblaciones de 
micobacterias no pudo ser finalizada ya que se requiere un laboratorio especial para poder 
aumentar la concentración de biomasa viable de micobacterias en condiciones controladas de 
seguridad y poder realizar los estudios cinéticos de degradación que comprueben su capacidad de 
biodegradación de compuestos fenólicos. 

Como resultado de los estudios cinéticos practicados sobre los lodos activados, se encontró 
que la degradación de los fenoles fue secuencia!: el fenol y el 4-CF fueron lds primeros en ser 
degradados por presentar una estructura menos compleja y más fácilmente 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 últimos fueron más eficientes que cada una de las cepas 
por separado. Las tasas de degradación fueron dos ordenes de magnitud más 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 degradó los fenoles en 25 horas, 
mientras que cada una de las cepas puras lo hizo en 9 días. 

Los resultados obtenidos apoyan la hipótesis del trabajo de un consorcio de 
microorganismos iniciales, que al verse sometidos al proceso de aclimatación, varia en cuanto al 
tipo de microorganismos de tal modo que únicamente los microorganismos capaces de degradar 
los tóxicos permanecerán. 

Este trabajo sirve para conocer el sistema de lodos activados desde un punto de vista 
biológico que muestra la importancia de las interacciones entre las diferentes poblaciones que 
constituyen los lodos activados. Las técnicas de observaciones microscópicas de la microfauna del 
proceso de lodos activados sirven para poder establecer las condiciones de operación 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 así ratificar los resultados obtenidos por el 
consorcio de los lodos activados aclimatados. 

Estos resultados remarcan la importancia de la utilización de consorcios microbianos para 
la degradación de alientes conteniendo compuestos tóxicos ó xenobióticos. 
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Anexos 

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

Tiempo 

(horas) 

Experimental 

(Y) 

Modelo 

(YEsomada) 

Desviación 

(%) 

0 26.5 26.5 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 3.526 , -5.3 

8.30 2.2 2.359 -7,2 
9 0.94 0.735 21.8 
10 0.11 0.117 -5.9 

Coeficientes biocinéticos: 	= 0.094 	; K, = 29 mg/I ; 	= 1 mg/I; 
X„ = 183 mg SSV/I ; Yr„„ = 0.33 mg SSV/mg de fenoles; 

suma de mínimos cuadrados (SMC) = 8. 
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Anexo 2.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los coeficientes biocinéticos para la 
degradación del 4-clorofenol por los lodos activados aclimatados. 

Tiempo 

(horas) 

Experimental 

(Y) 

Modelo 

(YEstinida) 

Desviación 

(%) 

0 28.7 28,7 0 
0.25 26.4 28.217 -6.9 

3 20 22.305 -11.5 
6 17.4 13.757 20.9 
8 4.6 5,444 -18,3 

8.30 2.9 4.051 -39.7 
9 1.9 L525 19.7 
10 0.45 0.257 42.8 
11 0.22 0.040 81,9 

Coeficientes biocinéticos: 	= 0.066 11-1  ; K, = 20.5 mg/I ; Ki  = 1.65 mg/l; 
X„ = 183 mg SSV/1; 	= 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 
degradación del 2,4-diclorofenol por los Iodos activados aclimatados. 

Tiempo 

(horas) 

Experimental 

(Y) 

Modelo 

(Y Estimada) 

Desviación 

(%) 

6 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 -21.7 
I 	I 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: pt„,„, = 0.052 h ; K, = 19 mg/1 ; Ki = 1.85 mg/I; 
X„ = 183 mg SSV/I ; 	= 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 
degradación del COT por los lodos activados aclimatados. 

Tiempo 

(horas) 

Experimental 

(Y) 

Modelo 

(N'Estimada) 

Desviación 

(%) 

2 46 46 0 
3 43,2 42.591 1.4 
4 37.3 39.093 -4.8 
5 36.4 35.542 2.4 
6 32.9 31.999 2.7 
7 26.5 28.548 -7,8 
8 23.7 25,291 -6,7 
9 22,9 22,330 2.5 
10 22.7 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 -6.7 
15 11.5 12,504 -8,7 
16 10.8 11.875 -9,9 
17 10.7 11.4 -6.5 
18 10.7 11.044 -3.2 
19 10.4 10.778 -3,6 

CoeficienteÑ biocinéticos: 	= 0.2611-1  Ks  = 217 ing/I ; Ki  = 3.9 mg/I; 
X„ = 183 mg SSV/I ; Y1,1„,„ = 0.94 mg SSV/mg de COT; SMC = 3. 
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Anexo 5.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los coeficientes biocinéticus para la 
degradación del COT por Acromonty sp. 

Tiempo 

(días) 

Experimental 

(N') 

Modelo 

(N'Estimada) 

Desviación 

(yo) 

0 57.4 57.4 0 
0.25 55.3 54.8 0.9 

1 49.7 47.078 5.2 
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 7.7 
8 17.4 17.865 -2.7 

Coeficientes biocinéticos: 	= 2 d-1  ; K, = 290 mg/1; Ki  = 81 mg/I; 
Xt, = 70 mg SSV/I ; Yi„„„, = 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 
degradación del COT por Pseudomonas sp. 

Tiempo 

(días) 

Experimental 

(Y) 

Modelo 

(N'Estimada) 

Desviación 

(yo) 

0 53.3 53.3 0 
1 49.81 48.199 3,2 
2 32.5 41.318 -27.I 
3 3 I 34,603 -11.6 
4 29.4 28,323 3.7 
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 inocinéticos: p„,„, = 1.4 tf l  ; K, = 420 mg/I ; Ki  = 815 mg/I; 
X„ = 120 mg SSV/I ; Yin,)111 = 2.8 mg SSV/mg de COT; SMC = I. 
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Anexo 7.- Resultados a partir de los cuales se obtuvieron los coeficientes biocinéticos obtenidos 
para la degradación del COT por Flaviomonas oryzihabitans. 

Tiempo 

(días) 

Experimental 

(Y) 

Modelo 

(N'Estimada) 

Desviación 

(%) 

0 57.1 57.100 0 
1 48.7 52.328 -7,4 
2 41.2 46.107 -11.9 
3 39,5 40.160 - I .7 
4 37.3 34.593 7.3 
5 32,8 29.485 10,1 
6 25.6 24,887 2.8 
7 19 20.821 -9.6 
8 12.4 17.282 -39.4 

Coeficientes biocinéticos: 	= 0.9 d-1  ; K, = 500 mg/1 ; Ki= 20200 mg/I; 
X„ = 95 mg SSV/I ; Yi„„,„ = 1.37 mg SSV/mg de COT; SMC = 8. 
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