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RESUMEN

Meéxico es uno de los principales productores de harina de flor (cempasuchil),
la cual actualmente esta teniendo auge como una fuente inapreciable de pigmentos
carotenoides naturales (xantofilas), los que son altamente apreciados en la industria
alimentaria, farmacéutica, avicola, etc. Durante el proceso de obtencion de harina de
flor se producen aguas residuales pardo negruzcas de olor fétido, pH entre 4 y 5
unidades y con 90 a 95 g/L de materia organica (MO) medida como demanda quimica
de oxigeno (DQO). Se plantea que una altemativa para la depuracion de las aguas
residuales de esta agroindustria, es mediante el uso secuencial de procesos de
tratamiento bioldgico anaerobio-aerobio. En consecuencia, en el presente frabajo
experimental se utilizé un tren de tratamiento integrado por un reactor anaerobio de
lecho de lodos de fiujo ascendente (RALLFA) y un reactor bioldgico rotatorio (RBR).
Para la evaluacion del comportamiento depurativo global de este tipo de sistemas se
flevaron a cabo registros periodicos de pH, temperatura, alcalinidad, DQO y sdlidos,
asf como la determinacion y cuantificacion del tipo de microorganismos involucrados
presentes a lo largo del proceso, cabe mencionar que estos parametros
microbioldgicos se realizaron sélo en el RBR. El RALLFA fue alimentado a diferentes
concentraciones de materia organica y sus efluentes fueron suministrados
directamente al RBR, Por otra parie, se aplict la prueba de biodegradabilidad aerobia
rapida a 28 y 42 dias, tomando como referencia la OECD 301 A, pero empleando un
respirémetro Voith-Sapromat B-12. De manera general, la técnica consistid en incubar
a 20°C las muestras inoculadas y en registrar, en periodos predeterminados, el
consumo de oxigeno a consecuencia de la actividad metabdlica de los
microorganismos. Adicionalmente, se evalud la DQO y se cuantificaron los principales
grupos tréficos bacterianos existentes, empleando para elio medios de cullivo
selectivos y la cuenta en placa por extension superficial.

Los resultados obtenidos durante la fase experimental mostraron que este tipo
de liquido residual puede ser tratado satisfactoriamente a través del sistema
anaerobio-aerobio, alcanzando un porcentaje de remocion promedio en et RALLFA
del 76% cuando se alimenté con 32,720; 34,810 y 48,850 mgDQO/, mientras que
para las concentraciones entre 11,550 a 23,830 y 33,330 mgDQO/L se observd que
dicho porcentaje de remocién promedio fue de sdlo 63%. En términos generales, se
removié mayar porcentaje de materia organica disuelta cuando el influente era mas
concentrado. Lo anterior posiblemente se debié a que los microorganismos se
encontraban mas aclimatados debido al tiempo. £En cuanto al RBR la remocion
promedio lograda fue de 64% para las concentraciones de 6,900; 7,040; 7,340; 8,990,
11,470 y 16,230 mgDQO/L. En consecuencia puede decirse que de manera global el
porcentaje promedio de MO remaovida, medida como DQO, en el tren de tratamiento
anaerobio-aerobio fue del 91%, para concentraciones de 21,460; 32,720; 34810 y
48,850 mgDQOIL y finalmente para las concentraciones de 20,670; 23,830 y 33,330
mgDQO/L se obtuvo una remocion promedio total del 82%. De manera general puede
decirse que debido a las relativamente altas concentraciones de MO con las que se
alimenté al RBR, se propiciaron condiciones anaerobias, anoxicas y microaerobias en



las diferentes etapas del reactor, lo que a su vez restringid el desarrollo de
microorganismos aerabios en el RBR. Los microorganismos encontrados en el RBR
fueron anicamente bacterias heterotréfas y escasos ciliados de los géneros Epystilis
y Opercularia, por lo que se considera que la diversidad observada es baja y que los
ciliados encontrados son altamente tolerantes a la ausencia de oxigeno molecular
disuelto.

En cuanto a la prueba de biodegradabilidad, se observé que después de 5
dias de incubacién se noté un consumo de oxigeno (CO) de 1720 mg/lL y una
remocién de MO de 49.5%. A los 28 dias, el CO fue de 4720 mg/L y ia remocion fue
de 78.9% y finalmente, a los 42 dias, el CO fue de 8350 mg/L, removiéndose 85% de
MO, medida en todos los casos como DQO. Por lo anterior, puede considerarse al
tipo de agua residual estudiada como de répida biodegradacion aerobia ya que a los
28 dias se removié més del 70% de MO.

Con relacion a la cuenta de bacterias mesdfilas aerobias y a los diferentes
grupos tréficos evaluados, se detectd que del total de mestfilas aerobias (100%),
aproximadamente 46% corresponden a bacterias proteoliticas, 28% amiloliticas, 23%
sacaroliticas y 4% celuloliticas, presentandose estas dltimas, troficamente activas en
la etapa final del estudio, io cual muy probablemente se deba a la selectividad inicial
de los sustratos disponibles de mas facil biodegradacion.

Por Gltimo, de acuerdo con los resultados obtenidos, puede inferirse que los
compuestos presentes en el agua residual tratada son biodegradables aerobiamente
pero que ello no ocurmié en el RBR debido a que el disefio estructural del reactor, bajo
las condiciones operalivas empleadas, resultd insuficiente para realizar una
adecuada transferencia de oxigeno existente en ta atmésfera al liquido en tratamiento
originando las condiciones microaerobias, andxicas y/o anaerobias antes sefialadas.



1. INTRODUCCION

México enfrenta graves problemas de contaminacién tanto de tipo industrial
como urbana, ya sea en forma solida (desechos sélidos), liquida (aguas
residuales) 6 como efiuentes gaseosos. De manera particular, la contaminacion
del agua ha despertado especial interés en evaluar las distintas fuentes de
contaminacién, en virtud de que han ido apareciendo nuevos agentes
contaminantes derivados del avance tecnolégico, industrial y agropecuario. Todos
los desechos industriales afectan en alguna forma la vida normal de las
corrientes. Cuando los niveles de contaminantes rebasan determinados limites,
hacen a estas aguas inadecuadas e inaceptables para ser aprovechadas,
ocasionando tanto dafios a la salud de la poblacién como pérdidas econdmicas.
Cuando las poblaciones eran pequedias y no existia propiamente la industria, los
cuerpos receptores (rios, lagos, suelo, etc) eran capaces de asimilar estos
desechos liquidos y sdlidos, ya que los cuerpos de agua tienen la capacidad de
autopurificarse, particularmente  porque los residuos generados eran
biodegradables. Sin embargo, con el aumento en el numero de industrias y de los
volumenes de produccién que son descargados hacia un cuerpo receptor, se han
afectado en alguna forma los flujos y calidades de las cormrientes. Debido a esto, el
tratamiento del agua residual adquiere mayor importancia para evitar ei deterioro

de los ecosistemas acudticos y el incremento del estado tréfico de los mismos
(Muiiz, 1987).

Asimismo, se han desarrollado estudios que permiten reglamentar la
calidad de las aguas residuales que desalojan principalmente las industrias, con
la finalidad de prevenir problemas de contaminacién ambiental, instalandose
sistemas de tratamiento para tratar los desechos que inevitablemente se generan
y recuperar la calidad del ambiente (Oitengraf, 1987).

Debido a las descargas de aguas residuales industriales, muchas fuentes
de aguas naturales tienen un grado considerable de contaminacién. Entre las
diferentes industrias nacionales existentes, la productora de harina de fior asi
como de pigmentos naturales provenientes del proceso de cempasuchil, tal como
la planta ubicada en Irimbo, Michoacan, genera aguas residuates durante el
ensilado y prensado para la deshidratacion de la flor. La mezcla de esas dos
aguas residuales, resulta en un efluente de caracter acido, con un elevado
contenido de materia organica disuelta y sélidos sedimentables. Estos efluentes
liquidos altamente contaminantes requieren tratarse antes de ser descargados a

algun cuerpo receptor, el tratamiento de aguas residuales se presenta como una
alternativa viable.

Antes de describir esa problemética, se abordaran primeramente aspectos

generales relacionados con la flor de muertos (cempastchil) y del proceso de
obtencidn de harina.



2. MARCO DE REFERENCIA
2.1 Aspectos generales e importancia de la flor de muertos © cempasuchit

En México se tiene una flor indigena, conocida como flor de muertos,
claveldn, copetuda, clave! de la india o cempasuchil (alteracidn de su antiguo
nombre azteca Cempoalxdchitt, literalmente significa veinte flores, pero como ese
nimero era ponderativo enire los indigenas, puede traducirse como flor de
muchos pétalos de cempoalli= veinte, en el sentido de muchos y xéchitl= flor).
Desde el punto de vista taxondémico se incluye dentro de la familia de las
Compuestas, en la tribu Tageteae. Entre los géneros de esta tribu, destacan por
su mayor diversidad y nimero de especies Dyssodia y Tagetes.

El género Tagetes consta de 43 especies americanas, algunas
introducidas en Asia y Australia. En América se distribuyen desde las latitudes 36
N - 36 §, del sur de Estados Unidos hasta el sur de Argentina, en regiones
montafosas, aridas y frecuentemente en habitats mésicos desde moderadamente
elevados hasta 4500 metros, siendo el Centro y Sur de México su area de mayor
diversidad (Strother, 1977).

De las 20 variedades de Tagetes, la mexicana Tagefes erecta, es una
planta herbacea, erecta y anual que alcanza de 50 a 60 cm de altura. Sus hojas
son opuestlas, divididas, dentadas y olorosas (aromaticas); con flores grandes (5 6
6 cm de diametro) de color anaranjadas, amarillento o rojizo y de clor penetrante.

{ os floricultores siembran entre los meses de mayo y junio para florecer
alrededor del mes de octubre y noviembre. Se cultiva en nuestro pais para fines
omamentales, es decir son favoritas en ciertas ceremonias que se dedican en el
mes de noviembre como ofrenda floral en los funerales y sepulcros asi como
materia prima en la industria alimentaria, particularmente en la produccion de
harinas para la industria avicola (para ser usadas como aditivo de alimentos
balanceados de gallinas ponedoras y pollos de engorda). También es utilizada
para obtener pigmentos (xantofilas) puros y emplearlos como colorantes para
reposteria, cosméticos, etcétera.

Los estudios quimicos actuales del género se han enfocado principalmente
a! andlisis de los pigmentos y aceites esenciales de especies cultivadas, la
presencia de estos aceites probablemente se refaciona con la atraccion de
polinizadores, repulsion de depredadores y quizas tengan una funcidn antiséptica
(Rojo, 1989).



2.2 Proceso de ensitlado y prensado del cempastichil

En las plantas deshidratadoras de la flor, e! procesc consiste en ensilar la
flor para que, por descomposicion natural (sujeto a procesos anaerobios) se
rompan las paredes celulares y se libere parie del agua intracelular. Antes de
enviar la flor a los equipos de secado que emplean aire caliente y que por
conveccion la deshidrata, es prensada mecanicamente para exiraer la mayor
cantidad posible de agua. La torta deshidratada es enviada a molinos para
homogenizar su tamafio de particuta y composiciéon y envasada para su posterior
venta o procesamiento.

Como parte integral del proceso de deshidratado en irimbo se ha
implementado la recuperacion de los sdlidos suspendidos presentes
principalmente en el efluente de prensado de flor, con el fin de captar el pigmento
preserte en los s6lidos (Chavez, 1995).

Por lo tanto, para la obtencidon de harina de flor se presentan dos
operaciones generadoras de aguas residuales con elevados contenidos de
material en suspension y disuelto {aproximadamente 1.4 L/s de aguas residuales
para 200 T/d flor); ensilado y prensado; el de ensilado es el de mayor aportacion
de carga contaminante, contribuyendo a casi la totalidad de los parametros,
excepto en el caso de sdlidos suspendidos y sedimentables, los cuales son
aportados por el efluente de prensado (figura 1).

El efluente global (ensilado+prensado) es de tipo acido, con un elevado
contenido de materia organica, reflejado por la alta concentracién de sodlidos
suspendidos volatiles, grasas y aceites, alta concentracion de nutrimentos y a la
gran cantidad de sélidos sedimentables que rebasan ampliamente las condiciones
particulares de descarga (CPD) y que las hacen potencialmente dafinas para los
cuerpos receptores (agua y suelo) (tablas 1 y 2). El agua residual puede
clasificarse como medianamente biodegradable.
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Figura 1. Diagrama de blogques y balances para una planta deshidratadora de

cempasuchil en México (Casarrubias y Hernandez, 1996)

en mg/l. (Anénimo, 1990)

Tabla 1. Caracteristicas de las aguas de ensilado y prensado de cempasichil

PARAMETROS PRENSADO | ENSILADO

Sélidos suspendidos totales 24 000 3150
Solidos suspendidos volatiles 19 700 2 900
Sdlidos disueltos totales 23 400 36 300
Fosfalos 1 500 1580
N - Amoniacal 330 270
N — Orgénico 830 320
Demanda quimica de oxigeno total 72 600 92 000
Demanda quimica de oxigeno soluble 48 300 51700
Demanda biogquimica de oxigeno total 40 170 56 900
Demanda bioquimica de oxigeno soluble 26 900 29 900
Grasas y aceites 470 480
Coliformes totales (NMP/100 mL) 0 0
Sélidos sedimentables (mL/L) 600 0
PH (unidades) 4.1 4.7
Caudal (L/s) 0.5 09
Retacion DBO soluble a DQO soluble 0.598 0.578




Tabla 2. Condiciones particulares de descarga (CPD) para el efluente de las
deshidratadoras {(Anénimo, 1990)

PARAMETROS CPD*
Demanda bioquimica de oxigeno, mg/L 350
Demanda quimica de oxigeno, mg/L 400
Solidos suspendidos totales, mg/L 350
Solidos sedimentables, mL/L 1
Grasas y aceites, mg/L 15
Fosfatos totales, mg/L 10
Nitrdgeno organico, mg/L 3
Potencial de hidrogeno (unidades) 6-9
Temperatura, C {unidades) - 30
Material flotante (>3mm<) ' 0
Condudlividad umho/cm? . 2000
Coliformes totales, NMP/100 mL 20000
Color {unidades Pt-Co) 100

* Referido al valor maximo permisible en muestras individuales segan Oficio
No. 410-2 437 del 18 de junio de 1986

De las cuatro plantas deshidratadoras de flor, Unicamente la localizada en
Amayuca, Moreios cuenta con condiciones particulares de descarga (CPD),

fijadas por SEDESOL en junio de 1986, lo que significa que las autoridades fijaran
limites muy semejantes a ellas.

2.3 Problemética ambiental

La contaminacién del medio ambiente por efecto de las descargas de
aguas residuales es una problemdtica que debe abordarse mediante acciones
que permitan reducir o eliminar el desequilibrio en los sistemas naturales,
incidiendo en el tratamiento de estas aguas residuales previo a su disposicién en
el medio ambiente.

Debido a las caracteristicas de la materia organica disuelta biodegradable
(tabla 1) que contienen estas aguas del proceso del cempasuchil para la
produccién de harinas de flor han dado origen a problemas de contaminacién
como:

a) Emisién de malos olores.

b) Creacién de un ambiente propicio para la reproduccién de moscas, mosquitos y
otros insectos.



c) Aumento en la carga microbiana hacia los cuerpos receptores (agua y suelo),
provocando que la autopurificacion natural no pueda conservar condiciones
aerobias.

d) Peligre de contaminacién de acuiferos subterraneos por filtracion, lixiviacion,
etc.

Esto implica, que al ser arrojados a corrientes y cuerpos receptores
acuiferos causen deterioros ambientales por la presencia de compuestos
quimicos recalcitrantes o téxicos que ocasionen dafios ecologicos a la flora y
fauna acuaticas al provocarse déficits de oxigeno disuelto en ellas, asi como la
inutilizacion del cuerpo de agua como fuente de abastecimientc para
asentamientos humanos aledaiios.

Actualmente, el tratamiento bioldégico mas que el fisicoquimico se usa
preferentemente en el tratamiento de efluentes de aguas residuales para que a
través de micoorganismos se remueva la materia organica biodegradable
presente en estado coloidal y disuelta.

2.4 Propuesta de solucién

En areas industrializadas se descargan grandes volumenes de agua
residual en rios relativamente pequenos, por o que ia autodepuracion natural no
puede conservar condiciones aerobias. Por esa razdn es esencial el tratamiento
del agua residual, ya que la cantidad de materia orgénica que una corriente
puede asimilar esta limitada por la disponibilidad de oxigeno disuelto.

La integracion de aspectos de prevencion y control de la contaminacion
con la operacién de las plantas deshidratadoras ha promovido la blsqueda de
tecnologia apropiada para el manejo y control de ia descarga de los efluentes
liquidos generados en el proceso de obtencion de harina de flor.

Las aguas residuales provenientes del procesamiento del cempasuchil son
por sus caracteristicas fisicoquimicas y por sus vclimenes producidos, un
problema de impacto ambiental que debe atenderse mediante un sistema de
tratamiento basado en procesos de tipo bioldgico, que son una alternativa viable,
debido a los bajos costos de funcionamiento y la efectividad de los sistemas
(Duran-de-Baz(a, 1993; Duran-de-Bazua y et al., 1994). Mediante esta vision del
tratamiento, se intenta lograr una disminucién en la carga organica contaminante,
de aqui el planteamiento de emplear una secuencia de tratamiento anaerobia-
asrobia.



En la busqueda de soluciones viables, técnicas y econdmicas se podria
optar por un cambio de tecnologia apropiada en las plantas deshidratadoras del
cempastichil para no generar aguas residuales con elevados contenidos de
materia organica durante el proceso de obtencidn de harina de flor y por tante no
llevar a cabo un tratamiento de tipo biologico (Aguirre y Correa, 1997).

La alternativa para producir harina de flor, sin generar aguas residuales, es
el secado de la flor por medio de un hormo de charclas, donde se emplea aire
caliente y que por conveccion la deshidrata, |a cual puede ser directamente
enviada a molinos para homogenizar su tamafo de particuta y envasarse para su
posterior venta o procesamiento (Aguirre y Correa, 1997).

En la actualidad con la apertura del Tratado de Libre Comercio (TLC), se
podria imporiar la harina de flor de paises como Argentina, Colombia, Chile,
Ecuador, El Salvador, Espana, Estados Unidos, Guatemala, Panama, Pend, Suiza,
y Tailandia, ya que las empresas harineras prefieren cerrar que modificar sus
procesos, afectando a los agricultores que cuitivan la flor. Esto es un problema
que cae fuera del espectro de este trabajo.

A continuacion, dada la importancia de los sistemas de tratamiento, se
proporcionara mayor informacion ai respecto, ya que es el objeto de este trabajo,
el estudio microbiolégico de los sistemas bioldgicos de tratamiento de aguas de
proceso de cempasuchil a escala laboratorio.



3. FUNDAMENTACION

3.1 Generalidades sobre tratamiento de aguas residuales

En el tratamiento de aguas residuales, se combinan vanios procesos
dependiends de la calidad del agua residusal que sa va a tratar y el grado que se
deses alcanzar, para producir un efluente gua pueda ser descargado a un cUerpo
recaptar, sin dafiar el ambiente

De manera general el tralamiento de los efluentes se clasifica en

Tratamiante primario; Consiste en separar o eliminar los sdlidos de mayor
tamafio, asi como los mas facilments sedimentables a través de medios fisicos y
mecénicos, El propésito fundamental as, disminuir suficientemente la velocidad de
las aguas para que pusdan sedimentar los sdlidos y separarlos.

Tratamiento secundario o bloldgicos: Tienen como fundamento eliminar
Is materia organica coloidal y disvelta con caracleristicas de biodegradabilidad.
Este proceso se basa en la asimilacién de esas sustancias biodegradables
disueltas en el agua residual a fravés de microorganismos para oblener
compuestos inartes mas estables.

Tratamiento terciario; Es empleado principalmente para la eliminaciin de
contaminanies que no son eliminados por Jos tralamienios secundarics
convancionales, as decr los que no fusron eliminados por los microorganismos
(porgue son Wxicos o porgque estos no pueden metabolizarios),

Esle lipo de tratamiento se lleva a cabo para obtener agua de mejor caldad
del efluents, axistiendo la posibilidad de reusar directamente asta agua s cumple
con los esténdares de calidad

1.2 Tratamienios secundarios o bioldgicos

Un agua residusl con compuestos biodegradables como la obtenida de la
deshidratacian del campaslchil con conlaminanies en farma soluble, puade ser
tratada por via bioldgica, También es posible tratar aguas residuales domésticas y
municipales asi como una diversidad de aguas residuales industrialas,

Los organismos responsables en los procesos bioldgicos de depuracidn,
tales como’ bacterias, algas, hongos y protozoos enfre offos, remueven la matena

L



organica bicdegradable en eslado coloidal y disuslia que se encuentra en &l agua
residual, la cual no fue removida con el ratamients pAmano,

El ratamiento boldgico comparle su efecie con la autopurficacion de las
aguas receploras, @s decir, s8 efectuan las mismas reacciones en la remogicn de
materia orgénica soluble y coloidal, en 1a gue loz s&idos suspendidos se
depositan en el fondo de laas corrientes para descomponerse lentamenig en el
medio, mantras oua las sustancias disueltas son oodadas en & agua
sobrenadants.

Los procsans bioldgicas pars &l fratamiento de sguas residuales, pueden
dividirse en funcidén del tipo de melabolismo empleado por los MICTOCIYarismos,

considerando & nivel de oxigeno en solucion presente en el liguide bao
tratamianto &n

a) Sistemas anacrobios

b} Sistemas asroblos

¢} Sistemas bioldgicos mixios ¢ faculativas: Consiste en una combinacion de los
dos procasos anteriores, inlervianen microorganismos asrchios, microaerafilicos,
anaerobios y de tipo faculiativo, como ejemplo de aste proceso estan las lagunas
facultativas (Escarcaga v Pulido, 1988),

Esta division genera sistemas bwlodgicos muy diferentas entre s, tanto en
su microbiologia, aplicacionas, ingenieria y contnol,

A continuacion se hace una breve descripcidn preferentemente de los
sislemas anaarcbio y asrobio,

31.2.1 Generalidades sobre tratamiento anasrobio

El tratamiento anaerobic (desde e punio de visia bacterianc) de las aguas
residuales, es un proceso mediante &l cual la materia orgénica yio inorganica es
degradada por medio de miGroonganismos que no requieren oxigeno molecular
libres &n solucidn, sclo aprovechan para sintesis celular v funciones vitales da una
pequefa fraccitn (alrededor del 10%) da la energia contenida en su alimenio o
sustrato y el 0% restante, se dirige a la produccion de gas metano,

La digestidn o depuracidn anaerchia es un procaso mediante =0 cual |a
materia orgénica es ransformada a bidxide de carbono (30-40%) v metano (S90%)
Eslos gases escapan a la aimosfera despues de que el agua se ha saturado de
alips. El metano producids durante la descomposgicidn anasrohia es un
subproducto que puede ser utilizade como fuente de enargia para plantas de
ratamiento de aguas de desecho y la tasa de produccidn depende de la



temperatura, La produccitn dptima de gas oourre 8 35°C (digestidn masofifica) y a
55°C {digestiin termalilica)

En la degradacion anaerobia de la materia organica, kos substratos a partic
de los cuales 52 inicia la degradacidn son moléculas poliméricas que pueden sar
agrupadas en fres grandes grupos: carbohidratos, proteinas v lipides. Con ellas,
los microorganismos podran desarrcllar su maxima capacidad, con lo cual se
alcanzardn las mas allas eficiencias de remecidn de 1a maleria orgénica

Una de laz ventajas da la digestidn o tratamienic anaarobio es su relativa
lacidad de operacion y costos reducidos. Es de hecho, una alternativa doe

tratamiento sena, confiable v eficiente gue en muchos casos es supernior a los
procesos asrobios

3.2.1.1 Sistemas anaarcbios convencionales

Los sistemas enaerobios se subdividen en tres generaciones (Maciel-Luna, 1897
A Procesos con biomasa suspendida (1* Generacidn)

Son los procesps donde la biomasa se encuentra en suspension o
sedimentada sin recirculacidn de sdlidos. Entre eslos sa encuentran |a fosa
séptica v el tangue knhoff, el uso de astos reaciore: se ha limitado a tratar
aguas da desechos residenciales, con un liempo de residancia de cualro hasta
mas de 300 dias, dependiendo del destino fimal del efluente

Lagunas anaerobias

S2 han empleado para tretar agues residuales indusinales con
temperaturas superiores @ la del ambiente y con ciero contenido de sélidos
suspendidos sedimentables. Los tiempos de residencia hidrdulica repotados en
la literatwra son muy varigbles (1.2 a 160 dias, con cinco diss como valor
recomendada).

Digestores convencionales

Estos sistemas se han aplicado principalmenta para la estabilizacion de los
lados de desecho que provienen del proceso de lodos achivados, Estan
construidos como un Soio recipiente cerrado, sin agitacion v sin calentamiento, en
donde el dasecho a tratar 58 astratifica en zonas definldas. Presanta tlempos da
residencia hndraulica mayores a 30 dias



Eslos reactores pusden subdividirse en digestores de alta y baja tasa
tomando comao criterios basicos de diferenciacion la carga organica y los tiempos
de residencia hdraulics (TRH) v liempo de relencidn cetular (TRC) con los que 2o
opers.

B. Procesos con hinmasa fija (2* Generacidn)

En estos procesos los microorganismos son retenidas an el reactor ya sea
por medio de un soparte o por sedimentacion de fldculos microbianos. Se logran
menores lempos de residencia fidraulica de 0.5 a tres dias, o gue da como
resultado voliamenes de reactores menores y an una mayor estabilidad y fecilidad
en su operacion, La primera version es e reactor empacado; despuds se
desamolld el reactor tubufar de pelicula fija, con la varierte de un sopone
tubutar. De entre ellos destaca uno, descaito a continuacion,

Reactor anaerobio de lechos de lodos de flujo ascendenta (RALLFA o UASH
por sus siglas en inglés “Upflow Anaerobic Sludge Blanket™ reactor)

Su funsionamienio se basa enuna buena sedimentacion y actividad de la
biomasa producida, |2 cual forma granuios dentro del reactor, E! punto daébil del
proceso consiste en la lentitud en la que se forman los granulos, Los granos
presentan una slevada aclividad metanogénica, es decir un alto polencial de
depuracitn del procesa

C. Procesos con blomasa expandida o fluidificada (3® Generacidn)

Estos reactores se encuentran 8 nivel de desarrollo, aungue yva axisten
instalaciones a ascala industrial. Son también de pelicula fija, pero &l sopora as

o suficentemante pegueo v ligero para que pueda ser fluidificado con la
recirculacion del efluente

En estos sistemas se roquiore de energla para la recirculacidn, ademas su
operacion v amangque son delicados. Las cargas organicas alimentadas a este
sistema sobrepasan los 40 hcgl:li:l{)im3 dia

1.2.2 Generalidades sobre tratamiento aerobio

En estos sistemas, inlervienen miCroorganismos que requieran para su
desarrollo de suficlente axigeno molecular libre en solucidn de cuando menos 2
mg/L (Luna-Pabelio, 1890). Si se sitoa una poblacitn granda de microorganismos
en forma de legamo o lodo, as posible que la remocidn de la matera orgdnica
presente en la solucidn $ea rapida, Una superficie microbiana amplia permite |a
adsorcidn inicial de sustancias coloidales y orgdnicas solubles junto con la



sintesis da nuevas células, do modo que despuds de un porindo de coniscio
relativamente coro, !a fase liquida contiens poca materia ongénica residual, ya
que la materia orgéanica adsorbida se oxida para formar productos aerobios finales
{hidxido de carbono y agua).

El oxigeno molecular libre, os un factor importante para |os procesos
aerobios, ya que los organismos aerobios cuando wlilizan los nutrimentos
orgénicas, consumen al mismo tiempo el oxigeno disuelio, si este oxigeno no =e
repone pueden continuar procesos anaercbios que son més lentos y mal olientes
{genaran metano, emoniaco y éodo sulthidrico)

Los organismgs poseen la habilidad de descomponer compuestos
orgdnicos complajos y utilizar la energia liberada en sus funcionas corporales,
tales como: reproduccidn, crecimiento, locomocidn, atc

3.2.2.2 Sistemas aerobios convencionales

Los sistemas aerobios mas conocidos se describen brevemente a
conlinuacion:

Estos pueden subdividiree en dos grandes grupos, el primero conocido
como de fléculos suspendidos y constituido per el sistema de lodos activados, tas
lagunas aireadas, lagunas de estabilizacion y e! segundo llamado de pelicula
adherida, formado por el sistema de biodiscos y el "filtro” biclogico (Sanchez et
al., 1981)

Lados activados

El zistama de lodos activados, consiste de dos equipes basicos, un langua
de aireacion agitado donde se lleva & cabo la remocion de la malteria arganica
disuelta en &l agua residual a raves de su transformacin & microorganismos
suspandidos en el liguido y, &l segundo, un sedimentador secundaric donde la
blomasa serd separada de |a fase liquida para ser parcialmente recirculada al
tangue de aireacién, mientras que & agua residual iratada es descargada a un
cuerpo de agua receplor o enviada hacia el iratamiento terciario.

La remocion de la materia orgénica por este sistema es de 55-85% de
DEO, 50-80% de DQO y 55-95% en sdlidos suspendidos, depandiendo del tipo de
aguas residuales que se trate.

Las veniajas de este lipo de iralamienio som obtencion de un efluents final
claro, ausencia de olores durante gl proceso y alios rendimientos en remociin de
materia organica,



Lagunas afreadas

Estos sisternas fienen como principal aphcacidn, el tratamienio de aguas
residuales industiales de relativa biodegradacion, el oxigeno se suministra &
través de aireadores de supericie pero no lienen una intensa agitacién y la
concenfration de microorgamsmos por o general se encuenta entre 200 y 500

magfl.,
Lagunas de estabilizacidn

Son los mas simples en este tipo de tratamiento, con depdsilos naturales o
arificiales de tisrra, abienos en contacio con ef 5ol v aire, donde se lieva a cabo

la bindegradacidn de s materdia orgéanica madiante la actividad metabdlica de
hacterias y algas

Reactores biclégicos empacados (Biofiltros)

Eslns sislemas estan empacados (rellenos) de un matenal bioldgicamenta
inerta (grava, piedra volcanica, blogues de maienal sintéfico, eicétera), de baja
densidad especifica y de gran area superficial donde los microorgenismos se irdn
adhifiendo vy reproduciendo, hasta formar la bigpelicula activa donde ocurre la
degradacion de la maleria organica en el agua residua!

La remccidn del material contaminante se lleva a cabo en la madida gue el
agua res:dudal desciende a lo largo del reactor.,

Reactores bioldgicos rotatorios (RBR) o de biodiscos

La veniaja fundameantal que presentan estos sistemas es el aumento en al
tiempo de retencion cefular {TRC) sin recurir 8 1@ recircuiacion de 13 biomasa,
obteniendo lodas con buena sedimentacion. Pueds alcanzar eficiencias del 80 al
85% en remocion de DBO en suspension,

Basicamenta se refiere a un iratamienio combinado de crecimiento
estacionanc de biomasa (biopelicula) v de lodos activados vy fldculos.

Tmenen la desventsja de gue no puodan fratar flujos muy grandas da agua
residual ya que resultarian impracticos por & didmetro necesario de los discos y
por las dimensiones da la flecha y del sistama motriz,

En el sigulente mciso, s& describiran las rarones gue motivaron la
seleccion de los sistemas de tratamiento empleados en la fase experimeantal |,



3.3 REACTORES BIOLOGICOS SELECCIONADOS

3.1.1 Saleccidn del reactor anaerobhio

3.3.1.1 Reactor anaerobio de lechos de lodos de fMlujo ascendente (RALLFA)

Entre los diversos sistemas de Iralamigntc anaerobios antanormente
deseritos, se selecciond &l RALLFA por las diversas ventajas gue ofrecs respaclo
da los otros tratamientos disponibles.

La tacnalogia anasrobia ha alcanzado una sthda madurez y confiabilidad
en ef tratamiento de aguas residuales sefalando a los reactores anaercbios de
segunda generacion como altemativas alractivas de tratamianta.

El RALLFA es el que més se ha aplicado y ol que parece ser mas atractivo,
ya gue soporia allas cargas organicas y requisre manor invarsion al no nocasitar
malerial de soporte para la fijacion de la biopelicula

En cuanto a los costos de operacion y mantenimiento, el RALLFA y el filing
anasrobio s muastran como los Mas aconimicos

El RALLFA as un reactor que fue desarrollade en Holanda por Lettinga et
al (1880). Se les conoca por sus siglas en inglés como reactores UASE (Upfiow
anaerobic sludge blanket reactor)

Su funcionamiento sa basa en la buena sedimentabilidad de la biomasa
producida dentro del reactor, la cua! se aglomera en forma de granos hasta de 5
mm de diamalro, evitando de esla forma ser armastrados por el fluio ascendente
del agua residual. Los granos presentan una elevada aclividad matanogénica
[alto potencial de dapurasitn del proceso).

Cuando la distribucién de 13 entrada de agua residual al readlor no es |a
adecuada, da lugar a zonas inactivas en la cama o lecho de lodos, provocando un
bajo porcemale de remocion. £l agua atraviesa el manto de lodos en donde |a
materia organica es ansformada en NUevos MICToorpanismos y en CoOMpuestos
guimicos [meazcla gaseosa de metano y bidxido de carbong fundamentalmente )

Esta meztla gaseosa, conocida como bipgds, provoca a su voZ una
lurbulencia en la cama de lodos que conltribuye & una mejor distibucion del agua
alimemada & incrementa la trensferenca de masa entre & medio liquido y los
looos.

1.3



Bl éxito de este proceso se debe a la constitucidon del lodo en paguefias
particulas muy aclivas y densas que evilan el taponamiento. Es imporiante utilizar
iodos adecuados, de preferencia con un imdculo adeptado previamente al sustrato
al cual se va a tatar, ya que si se ulilizan ofros mdculos no adaptados, ia
formackan de granos es lenta, y por tanto el proceso no es aplicable.,

Las cargas orgdnicas alimentadas a este reactor pueden llegar hasta 20
kgDQOMS dia

31.3.2 Seleccidn del reactor aerobio

3.3.2.1 Reactor bioldgico rotatorio {RER) o de biodiscos

Entra los diversos sistemas de fratamiento asrobio anteriormeante descritos,
se salacciond el reactor bioldgico rotatorio (RBR) por lag divarzas vantaas qua
ofrecs respecto de los otros tratamientos disponibles

Er al desarrnily de procesos de tralamento aerobio se ha encontrado que
el reactor bioldgico rotatario {RER) o de biodiscos, debido a su baje requerimignto
energético, asi como a sus necesidades minimas de operacién y mantenimignto
en comparacién con olros sistemas es una opcion viable

Es recomendable trabajar con aguas de bajo o mediann contenido da
materia organica para que el oxigeno provisto por la rotacion de log discos sea
suficiente {iransferencia de masa entre |a biopalicula v el agua en tratamento)

Este process consiste en wun tangue longitudinal (conjunto de “inas”
gemicilindncas), donde se aloan una sere de discos paralelos y planos de
matarial plastico unidos entre si, soportados &n su centro por una flacha de acero
inoxidable que corme a lo large del conjunio, Los discos estan sumergidos en un
40% de su superficie. La superficle de los discos se cubre con uma fiora
microbiana (biopelicula) y adscorbe |l materia orgénica coloidal y disuelia
biodegradable presente en las aguas residusles La accidn de girer los discos
hace que la biopelicula entre en contacto con el agua residual y con &l aire en
forma altemna, Cuando los discos salen del agua del tanque amrasiran una capa
liguida sobre la superficie de |a pelicula bioldgica, 1o cual permite 1a oxigenacion
dal agua v de 03 Microorganismos

Los microorgamnsmos presentes en la pelicula de lama crecen y segon se
engreesa, |as regionas cercanas a la superficie sdlida de soporte y mas alejadas
de la pelicula de liguido se wvueiven anssrobiss, provocando un proceso de
desprendimientc, donde € exceso de microorganismos que al meabolizar mas



lentamente los nutrimentos, mueren y se desprenden gradualments en el liguido
mazcladoe, separandose  posteriormeante  en  un  sedimentadol  secundano,
canstituyenda los lodos de purga del sistema (principalmente biomasa microbiana
generada) y que hay que frater antes de su disposicidn final También e! exceso
de microorganismos se desprende de los discos debido a las fuerzas conantes
ariginados por la rotacidn de los discos al pasar por la superficie del agua {la
capa liguda se renueva constaniemente)

Una parte indispensable para la operacién del reaclor es la lormacian de la
biopelicula y se divide en tres fases: induccion, acumulacion v estavilizacion o
“platew” (Luna-Pabello, 1980).

La comunidad biclogica que se desarmolla en esle lipe de sistemas asld
compuesta por bacterias, algas, hongos, prolozoos, rotiferos, nematodos
crustacaos, larvas de insecios, aracnidos, entre olros

Desde el punto de vista bacleran, la bactena asrobia, en presencia de
oxigens molecular libre en solucion, emplea de 80 a B5% de la energia del
susirato en la sintesis de nuevas células, HsQ, GO y en energia disipada en
forma de calor

Los microorganismos prasentes dependen: de la naturaleza del material

organico, del fipo de desecho, de la alreacidn del sistema v de las condiciones
ambyentalas

En la tabla 3 se presenta de menera resumida las principales ventajas y
desveniajas do un RBR y de un RALLFA.

En este trabajo experimantal se detectaron deficiencias operativas en &l
reacior biolégico rotatorio (RER), debidas principaiments a las cargas organicas
proveniantes del sislema anserobio, propiciando condiciones anasroblas,
andxicas y microaerobias. Por ello en la fase experimenial il se llevd a cabo la
prusha de biadegradabilidad rdpida aercbla. Por medio de esta prueba s¢ obiuvo
informaciun del grado de biodegradabilidad maxima de las aguas residuales del
proceso de cempasuchil bajo condiciones asrobias

Considerando lo antarior, 5& proporcicnarsd mayor informacidn al respecto
en &l siguiente INcise



Tabla 3. Ventajas vy desventajas de un RBR y un RALLFA

-Aplicable a pequefa y gran
uscala
~Oparaciaon
simple
-Preceso ampligments probado

comparatnaments

Tipo de Ventajas Desventayas

Reachor - o |
-Provean una ama  para & | -No pueden tralar flujos muy
desamolle de los microorganismas | grandaes de agua residual
adhendos £ posinle conectanos €n Sane
-Provesn un contacto Vgorosss de | yio en paralel, pero un numeno
o8  migroorganismos  con  las|excesive de unldages crearia
aguas residuales problamas de mantenimiento
-Alla eficiencia de aireacion de las | -Requeren periodos largos para
aguas resduales ©on menor| alcanzar la estabilidad
COMSUMG enerpetico {-Medio positive de continuo
-Permiten la agitacion del licor| desprendimiento de biomasa en
mazdlado para mantener 05 E¥CRSO

RABR sdlidos en suspensibn -Fara aguas residuales con alto

-Alta concantracién de | conlenido de matena orgdnica o
micCroorganismos activos | gue | axigent provisto por la rotacitn de
permitén dar  un  fratameento | los discos 00 as suficiente
efectivo -En @lgunos casos, los discos
-Costos de operacion yipucden prasantar frachiras en su
mantanimiento bajos estruciura vy la roplura da las
-Necesitan Yempos de residenca |flechas de soporte (fallas  por
i hidrallicos corfos debido a 8 gran | tatiga)
{ droa superficial exnuasta
-No  requisren  recnculacion  de
lados
-Puede tencr mejor emples en
plantas pequedas
-Soporta altas cargas (=20 & 4D|-La granulacion es lenta y no
kgDQOm-d) netasanamente contralabla
-Bajos recuerimientos de enengla  |-No todas las aguas residuates
-No requisre medio de soponte favarecen la gramulacion
=Construccidn ralativaments | -Requermienios de indculc de
simple determinadas caractansbicas
Con indculc  apropiado  puede| -Sensible a sdlides suspendidos,

RALLFA arancar de farma inmediata

Qrasas y ICEes en & mfluenie
-ensible a aguas que forman
precipitados

-Rigsgo de flotacion de o8 grancs
durante rearangques

-Arrangue lente si no se cuenia
con ndculo adecuada

Fuente: Casarrubias y Hermandez, 1996



3.4 Generglidades sobre blodegradacion

Se denomina biodegradabilidad a la descomposicion de la materia organica
nafural o sintdtica por la accidn de microorganismos del suelo o agua para la
oblencidn de compuastos mas simplas {Albert af al, 1885)

Si la malécula es bicldgicaments transformada de una forma orgdnica a otra,
na impartando € grada en que esta transformacion sea llevada a cabo, sa dice
que la moitcula &5 biodegradable, Ewisten dos procesos de biodegradaciin de

acuerdo al tipo de atmdsfera en que se lleve a cabo: anaerobia v aerabia ( Tortora
et al, 13992)

La biolransformacidn de contaminanies oz facilitada por anzimas durante las
funciones metabdlicas normales de los microorganismos. Las poblaciones
microbianas son capacas da asimilar al carbono orgdnico presente an & sustrato
y convertirlo a producios inorganicos, durante asta transformacitn hay liberacion
de energia que permitira elevar la capacidad biosintética v la incorporacidn de
caroono como constituyente celular, observandose un Incramenta &n NOMers y
biomasa de la poblacion (Alexander, 1581}

Todas las pruebas de biodegradabilidad se bagan en técnicas de cullivo de
enriguecimientoe donde la poblacidn inicial estd compuasta por variedades de
microorganismos tolerantes a un medio ambierte en particular, con el fin de
disponer de varniaz rulas metabdlicas para llevar 2 cabo la bicdegradacion del
compuesio de interés (OECD, 1993)

Si una comunidad de microorganismos estd expuesia a un sustrato
determinado, bajo el cual estd desamolléndose, en un momento dado, ese

sustrato sera metabolizado por los microorganismas, principalmente bacterias
(SAncher et gl., 1991)

De los diferentes microorganismos presentes en |as aguas residuales,
entre los que s& encueniran bacterias (principalmenta), slgas, hangos, protozoos,
rofiferos, nematodos, crustdceos, larvas de insectos, ardacnidos, entre otros. Se
eligis trabajar con el grupo de baclerias ya que son muy abundantes y ademas se
las atribuye entre el 50 y 80% de remocidn de la matera organica disuelta
presente en las aguas residuales.

Dade gque este sera el grupo de microorganismos sobre el cual estd
centrado &l trebaio, mas adelante seran incluidas sus caracteristicas generales



3.4.1 Clasificacién de pruebas de biodegradabilidad

» Pruehas da biodagradabilidad rapider Son prugbas con oporfunidad
limitada de que ocurran tanto aclimatacion coma biodegradacién. Un resultado
positivo de estas pruebas permite suponer que |a sustancia evaluada podra ser
biodagradada rapida y completamente an | medio ambienta. Deban considerarsa
Ing efectos de factores abitticos del medio ambiente v &l fiujo da la sustancia
dentro del ecosisiema, ya gue pueden generarse depdsitos de sustancias mas
pehgrosas.

" Prusbas de bindegradacidn intrinseca: Son prusbas que permiten |a
expasicion prolongada de la sustancia de pruaba con los microorganismas. Lin
compuasio gue da un resultado positivo en esta prueba indica que la sustancia no
permanecera indefinidamente en & medic ambiente, pero como s& uhlizan
condiciones favorablas, no puede suponerse que la bicdegradacion se llevara a
cabo de la misma manera en &l sitio contaminadao

. Pruebas de simulacidn: Estas prusbas proveen de informacidon acerca de la
velocidad de bindegradacitn baje condiciones ambientales relevantes. Con esta
infformacidn se puaden calcular las concentraciones en e ecosistema, Se debe
coenocer la distribucidn de la sustancia en el medio ambiente asi como loxcidad
potencial de la misma. Debido a gque estas pruebas buscan predecir el
comporamiants de une sustansa en & medio ambiente, las pruesbas se pucden
subdividir de acuerdo al lugar que simulan ser en; ratamiento bialbgico anaarobio
y aercbio, rio, lago, estuaric, elc (OECD, 1887, 1883 a, b).

3.4.1.1 Prueba de bicdegradabilidad rapida aerobia

El Grupo de experics de la OECD recomienda una sene de pruebas para
evaluar la biodegradabilidad rapida aerobia de compuesios organicos, Enire las
pruebas dasificadas como QOECD 301 s2 encuentra una conocida como prueba
de AFMOR modificada, gue se considera como positiva cuando hay una reduccidn
del T0% de carbono organico disuelto (materia organica disusita) despues de un
perindo estandanzado de 28 dias.

El mélodo clasico para demostrar la biodegradabilidad ripida consiste en
incubar una solucion o suspansion de la sustancia de prusba en un madio mineral
con un indcule bactenano, bajo condiciones controladas durante un pericdo de
tiempo daterminado de 28 dias. La degradacion es cuantificada madiante técnicas
analiicas que miden |la dessparicidn del compuesto de prusha como carbon
orgdnico disuallo (CODY o la aclividad metabdlica de las bacterias como
preduccion de GO, o demanda bioquimica de axigeno (DBO). Se ha concluido que
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se reduce significativamente al mismo tiempo el namero de MICTOOrGanISMOs
presentes en el sistema. Un indculo mixto es recomendado para asegurar una
amplia variedad de microorganismos.

Se recomienda un tiempo de prucha estandarizado de 28 dias para
obtener reproducibilidad de resuliados, en casa de que la biodegradacion haya
comenzado, pero ain no se haya alcanzado una meseta después de 28 dias, se
recomienda continuar con fa prueba hasta 42 dias.

Existen similitudes en todas las pruebas, una de ellas es que la sustancia
de prueba os la Onica fuente de carbono disponibie para el desarrollo rmcrokiano,
ol sustrato es expuesto a biomasa refativamante baja. Presentan como ventaja el
haecho de ser aplicables a una amplia variedad de compueslDs Organicos.

Un resultadoe positivo de esta prueba permite suponer que la sustancia
evaluada podra ser biodagradada répida y completamente en el ambxiente (OECD,
1887, 1893 a, b),

En a! siguiente inciso se hablard de las baclerias que son |as principales
responsables de la metabolizacién de la materia crganica en los sistemas
biclogicos.

3.5 Aspectos generales sobre bacterias

En la escala biolbgica universal, los organismos unjcalulares han sido
agrupados en dos tipos considerando las caracteristicas del nGcleo (estructura
celular) los procanontes carecen de un nucleo definido, son organismos
unicelulares da tamafio muy pequedo, gue en general va de 1a 10 pm. Su DNA se
encuenira en un nucieoide que No estd rodeado por una membrana, la divisian
celular es directa, principaimente por fision binaria Ei olro grupo son oS
pucariontes con un micleo definido por una membrana. Esios organismos
requiaran de estructuras como los ceninolos, micratisbulos o el huso mitdtico gue
son esenciales para llevar a cabo la division celular (Sonea y Panissel. 1983,
Margulis y Schwartz, 1985},

Dasde 1958 las baclerias estdn oficialmente incluidas en el Reno
Procariola, debido a que carecen de wn nucleo definido junto con &S
cianobacterias y las arquecbacterias. La gran mayoria de éstas son de vida libre y
s4lo unas pocas especies son parasitas pudiendo causar lesiones Gue se
traduzcan en enfermedades (Rodier, 1685 Quentin y Russel, 1991; Romers,
1953).



Las baclerias puegan un papel esencial en muchos procesos relacionados
con &l hombre, tales coma en fa salud, |a agrculiura y |8 industria, E5 en estas
areas donde la investigacion ha sido mas indensa. Sin ambargo, recientements sa
ha empezado a trabagar con las baclerras de vida hbre debide a su impordancia
ecoldgica como e primer eslabdn an las cadenas alimentarias, degradan los
organismos muertos, y también sirven de alimento a otros orgamismos (Margulis y
Schwarlz, 1985, Posigale, 1952)

Las bacterias son los primeros pobladores e invasores de nuevos habitats
puedeaen encontrarse casi en cualguier parie del planeta, ya que posasen un alto
grado de especializacibn vy pusden oblener la energia v los compuestos que
necesitan de muy diversas fuentes, Las bacterias no sélo son muy diversas sino
qua también son muy abundantes. Se ha calculads que en cada gramo de fierra

fértl o mL de agua residual s& encuentran 10" bacterias [Hodgson, 1589,
Postaate, 1992)

Forma y agrupacitn

La gran mayoria de las bactenas miden de 1 a 10 migras de longilud, pero
existen bacterias de mayor tamafio que puaden medir hasta 40 o 50 micras como
los filamentos o los esprilos. Se observan en forma esfirica, de baston, de
espirilos y s agrupan en forma muy caracteristica para cada familia, género y
SEpeCE.

Estructura

Laz estructuras de las células baclernanas son. la capsuia, la pared
celular, la membrana citoplasmica, los flagelos, los pilis, las fimbrias, y el
citoptasma, no hay niclea y no siempra tienen esporas. Algunas de estas
estructuras son vitales para i2 bacteria (membrana citoplasmatica v cifoplasma) ¥
existen otras estucluras (cGlpsulas, flagelos, pilis v fimbrias, esporas) que se
encuentran en algunas especies perd No en olras ¥ que |a pared que a5 una

estruciura gue por regla sa encuentra en todas las bactenas, tiene su excepcidn
& log micoplasmas,

3.5.1 Fisiclogia del crecimiento bacteriano

El crecimisnta hacerano de mayor frascandencia es & gue sa rafiers al
aumento de la poblacion, al niomero de bacterias v a la masa tolal de todo
conjurito de la poblacién. Considerando asi el crecimiento bactenano, se deben
definir los dos concaptos con los que s& pueds medir &l crecimiento bacleriano
La conceniracion bacteriana es o numero de celulas gue sé encuentran en wn
wolumen determinado del medio de cultive v densidad bacterana, gue es la masa
total dal conjunta de la poblacion sin que importe &l ndmera de bacterias.
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La concentracién bacteriana, se mide por cuenta total, el cual es un
procedimiento generalmente utilizado para determinar e! numero de bacterias
viables en una muestra, se basa en diluirla y sembrar alicuotas en la superficie de
un medio adecuado de agar. La muestra debe diluirse hasta un punto en que las
colonias que crecen en superficie estén suficienlemente separadas para que se
pueda contarlas. El nimero de colonias refleja el nimero de bacterias vivas {(por
mL) en la musestra original de agua o, en forma mas precisa, el numero de
unidades formadoras de colonia por mL, ya que es frecuente la produccion de
agregados. También se pueden hacer cuentas diferenciales mezclando el cuitivo
con un colorante come rojo neutro o rojo vital que tife las bacterias inactivadas,
pero deja incoloras las bacterias viables. De esta manera puede conocerse en
una cuenta el nomero de células vivas y el nimero de células muertas.

La densidad bacteriana puede medirse por varios métodos, como el peso
seco de la masa total del crecimiento bacteriano, el volumen relativo de la masa
celular con relacidn al volurmen del medio de cultive. También se puede medir la
turbidez del medio de crecimiento en un fotocolorimetro o bien dosificar el
nitrégeno proteinico gue aumenta con el crecimiento de la masa celular.

Como todo organismo biolégico, las bacterias tienen requerimientos para
su metabolismo que pueden distinguirse como requerimientos nutritivos vy
- requerimientos fisicos ambientales.

Requerimientos nutritivos

Carbono: Existen bacterias autdtrofas o litdtrofas que requieren de agua,
sales incrganicas y CO; para su metabolismo, son bacterias que tienen un equipo
metabdlico muy complejo para la sintesis de compuestos organicos a partir de
sales inorganicas. Estas bacterias no necesitan parasitar organismos superiores,
generalmente se encuentran en el suelo, en el agua y son de vida libre.

Las bacterias heterotrofas u organdtrofas, requieren de compuestos
organicos como fuente de carbono para su crecimiento, generalmente estas
bacterias se encuentran sobre organismos superiores de donde obtienen los

compuestos organicos o bien se encuentran en lugares donde existen materiales
organicos en descomposicion. .

Nitrégeno: En la gran mayoria de las bacterias, el nitrégeno lo toman de la
atmoésfera y lo combinan con hidrogeno para formar NH'4 el cual se utiliza para

transferir N a los aminoacidos por la via glutamato-glutamina que es la forma
basica de aprovechamiento del nitrogeno.

lones inorgénicos: Los elementos necesarios para el metabolismo de las
bacterias son: azufre, fésforo, potasic, magnesio, calcio, hierro, manganeso, zinc,
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ccbre, cobalto, selenio y molibdeno, otros elementos pueden ser requeridos en
forma particular por alguna especie 0 cepa bacteriana.

Factores de crecimiento: Son un grupo de substancias que se encuentran
intimamente ligadas a las funciones de muttiplicacion bacteriana como son: las
vitaminas del complejo B, los aminoacidos, las purinas y las pirimidas.

Oxigeno: Es un elemento que juega un papel muy importante en el
crecimiento bacteriano, a tal grado que su presencia puede inhibir e! crecimiento
de unas bacterias o también su ausencia puede inhibir et crecimiento de ofras. En
funcion de la necesidad del oxigeno, existen cinco grupos bacterianos:

a) Anaerobios estrictos, son aquellas que no pueden sobrevivir en presencia de
oxigeno, debido a que se forman compuestos taxicos que no pueden degradar
como H,0,. La respiracion anaerobia es una oxidacion biologica en la cual
substancias inorganicas distintas del oxigeno son utilizadas como dltimos
aceptores de electrones (hidrogenos).

b} Anaerobios aerotolerantes, son aquellos que viven en ausencia de oxigeno,
pero que pueden adaptarse a la presencia de éste. En estos dos grupos, el
metabolismo es esenciatmente fermentativo.

¢} Anaerobios facultativos, son aquellas que pueden crecer en presencia y en
ausencia de oxigeno,

d) Aercbios estrictos, son aquellos que solo pueden utilizar el oxigeno como
tltimo aceptor de electrones.

e} Microaerofilicas, son las que necesitan tensiones bajas de oxigeno,
generalmente éstas requieren de concentraciones mayores de CO. de los que se
encuentran en la atmasfera (0.023%), la mayoria necesita entre 5 y 10% en el
medio ambiente ya que sus enzimas tienen baja afinidad por el CO5.

Requerimientos fisicos

Temperatura: Es un factor importante en el crecimiento de las bacterias,
ya que existen grupos bacterianos que crecen mejor a diferentes temperaturas, de
esta manera podemos distinguir tres grupos:

a) Cridfilos o sicréfilos, son las que crecen mejor a temperaturas bajas, el
intervalo va desde -5°C hasta 20°C con una media alrededor de los 10°C. Estas
bacterias se encuentran en aguas frias, en el fondo del mar, en climas frios, son
de vida libre y no parasitan organismos superiores.

25



b) Meséfilos, son las que crecen a temperaturas medias, éstas son las que
parasitan a organismos superiores, su mayor velocidad de crecimiento esta en el
intervalo de 20 a 40°C.

c) Termdfilos, son los que crecen mejor a temperaturas altas, su intervalo de
crecimiento va desde los 45 hasta los 60°C, éstas tampoco son parasitos, viven
en aguas termates o en climas calidos.

Potencial de hidrégeno: El pH es también un factor importante en el
metabolismo y 1a reproduccion de las bacterias, ya que la vanacién en éste puede
llegar a inactivar el sistema metabdlico y destruir a la bacteria, de esta forma
tenemos tres tipos de bacterias:

a) Acidofilas, que crecen mejor a pH menor de 7.

b) Neutrdfilas, que crecen a un pH alrededor de 7 con ligeras variantes y pueden
parasitar organismos superiores.

c) Alcaldfilas o basofilas, que son las que crecen mejor a un pH alto, mayor de
7.8.

Potencial oxidorreduccion: Es un factor que influye en forma muy importante en

todas las bacterias, en algunas de ellas, favorece el metabolismo y en otras lo
inhibe.

En el medio ambiente, el EA es de aproximadamente +0.2a 0.4 vV aun pH
de 7, las bacterias aerobias crecen solamente con un minimo de -0.2 V, las
bacterias anaerobias crecen en un intervalo menorde Ex a 0.2 V.

3.5.2 Curva de crecimiento bacteriano

Cuando se han satisfecho los requerimientos nutricios y las condiciones
ambientales cubren los requerimientos fisicos, podemos medir la velocidad de
multiplicacion de las células bacterianas. La curva de crecimiento bacteriano
muestra varias etapas (Rodier, 1989; Quentin y Russel, 1991; Romero, 1993):

1) Fase de adaptacién: Es la etapa inicial del crecimiento de una poblacion
bacteriana en la que no se observa aumento en el numero de bacterias
(crecimiento lento); sin embargo, en esta etapa hay una acelerada actividad
metabdlica con formacidn de productos intermedios, se acumula una alta
concentracion de DNA y otros productos para el metabolismo.
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2) Fase logaritmica: En esta fase, se observa un trazo recto en la grafica en
forma ascendente; significa un fenémeno togaritmico en la multiplicacion
bacteriana, es la maxima velocidad de muitiplicaciéon de esa especie, es en esta
fase en la que podemos calcular el tiempo de generacion.

3) Fase estacionaria maxima: En esta etapa, el trazo de la grafica es horizontal,
ya no aumenta el nimero de bacterias vivas como en la fase logaritmica. E}
numero de bacterias viables y el nimero de bacterias inactivadas, se equilibra por
un corto tiempo; esto se debe a que los nutrimentos se estan agotando, se
acurnulan productos téxicos de desecho del metabolismo y el pH vira hacia la
acidez, lo cual hace un ambiente nocivo para la vida bacteriana y sdlo las
bacterias més resistentes a estos factores logran sobrevivir y multiplicarse.

4) Fase de declinacién: En esta fase que también se illama de muerte
logaritmica, observamos un trazo recto descendiente en la gréfica de la curva
debido a que un numero mucho mayor de bacterias muere en relacion con las que
sobreviven, es decir que solamente las mas resistentes pueden multiplicarse en
las condiciones que se han generado en esta etapa, como son: la falta de

nutrimentos, la concentracion critica de productos toxicos del metabolismo y el
viraje de pH.

3.5.3 Metabolismo microbiano

Todas las bacterias organdtrofas (heterdtrofas), ademas de las enzimas
propias de su metabolismo o endoenzimas, poseen varias exoenzimas gue
necesitan para degradar materia! organico de su entorno y que les servira como
nutrimentos, de éstas, existen exoenzimas para polisacaridos, celulosa, almidén,
pectinas, mucopolisacaridos como la quitina, &cido hialurénico y el
condroitinsulfato, proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Algunas de éstas son
enzimas conslitutivas pero la mayoria son enzimas inducidas que se producen
cuando el sustrato se encuentra presente y se inhibe la produccién cuando la
concentracidn de los productos del substrato se encuentran elevados.

Cuando los productos del substrato se encuentran disponibles, se hace el
transporte de membrana en forma activa, es una transiocacién que conduce a los
productos al interior del citoplasma bacteriano. El transporte también se lleva a
cabo por difusion facilitada por una proteina asociada a la membrana y sélo en
casos excepcionales se hace por gradiente de concentracion de solutos {Rodier,
1989, Ramirez-Gama et al., 1992).
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Polisacaridos {Bacterias que degradan el almidén y la celulosa)

Muchos polisacaridos desempefian el papel de elementos estructurales en
las paredes celulares de los microorganismos unicelulares, en las plantas
superiores y en las superficies exeriores de las células animales. Los
polisacaridos estructurales proporcionan proteccion, forma y soporte a las células,
a los tejidos o a los 6rganos.

La celulosa y el almiddn son dos compuestos muy frecuentes en la
naturaleza, ambos son polimeros de la glucosa, pero sus unidades se encuentran
enlazadas de manera diferente, lo que afecta profundamente sus propiedades
respectivas y determina que diferentes sistemas enzimaticos {celulasa y amilasa},
y diferentes microorganismos intervengan en su degradacién.

El almidon es caracteristico de las células de las plantas, aparece
intracelularmente, en forma de agrupaciones grandes o granulos. Las moléculas
de almiddn se encuentran muy hidratadas ya que poseen muchos grupos hidroxilo
expuestos. A consecuencia de ello, cuando el almiddn se extrae de los granulos
con agua caliente forman disoluciones coloidales turbias o dispersiones. Abunda
especialmente en los tubérculos, tales como la patata y en las semillas,
especialmente en el maiz, pero la capacidad de sintetizar aimiddn la poseen las
células de muchas plantas.

El almidon esta formado por dos fracciones: amilosa y amilopectina. La
amilosa es una cadena lineal formada por monomeros de glucosa unidos entre si
por enlaces a 1-4 glucosidicos. En la amilopecting, fas unidades de glucosa estan
igualmente unidas por enlaces o« 1-4 glucosidicos, pero la molécula esta
ramificada y las cadenas laterales estan unidas por enlaces a 1-6 glucosidicos.

La hidrdlisis del almidon es catalizada por tres tipos de enzimas: las
amilasas o y B, que actian sobre las uniones o« 1-4 de la amilosa y la
amilopectina; la p amilasa hidroliza el segundo enlace del exterior liberando
maltosa y dextrinas, 1a a amilasa hidroliza enlaces al azar generando dextrinas,
maltosa y glucosa. Las dextrinas u oligosacaridos lineales de bajo peso
molecular, la maitotriosa y la maltosa son convertidos a glucosa por medio de la
enzima a -glucosidasa.

En el laboratorio la presencia de almidén se hace evidente al agregar lugol
con el que la amilosa forma un complejo de color azul, cuando €l almidén ha sido
transformade a dextrinas algunas de éstas reaccionan con el lugol y forman un
celor rojo, finalmente la lactosa y la glucosa no producen ninguna coloracién.

La celulosa es una substancia fibrasa, resistente, insoluble en el agua; se

encuentra en las paredes celulares protectoras de las plantas, particularmente en
los tallos, troncos y en todas las porciones leficsas de los tejidos de las plantas.

28



La celulosa es un homopoelisacarido lineal, no ramificado, constituido por
10,000 o mas unidades de D-glucosa unidas por enlaces 1-4 glucosidicos. En la
celulosa los enlaces 1-4 se hallan en configuracion B, debido a esto, las cadenas
de D-glucosa de la célula adoptan una conformacion extendida y experimentan
una agregacion lateral constituyendo fibrillas insolubles. La madera, el algoddn,
el papel y el cartén son, en su mayor parte, celulosa.

Proteinas (Bacterias proteoliticas)

Las proteinas al igual que otros compuestos de peso molecular elevado,
son convertidas en el exterior de la célula en fragmentos mas pequenos.

La caseina es |a principal proteina de la leche, ésta como la mayoria de los
coloides no permite el paso de la luz. Para demostrar la produccion de caseinasa
se pueden utilizar tubos con leche estéril o agar nutritivo adicionado de una
pequefa cantidad de teche. Los medios son inoculados, procediéndose a la
incubacion para favorecer el desarrollo del microorganisme, la sintesis de la
enzima, su difusion al exterior y su actividad sobre el sustrato; la pérdida de
opacidad en el contenido del tubo o alrededor de las colonias desarrolladas en la
superficie del agar, constituyen una prueba inequivoca, de que Ios
microorganismos produjeron caseinasa e hidrolizaron la caseina.

Disacaridos (Bacterias sacaroliticas)

La posibilidad de que un microorganismo utilice estos compuestos como
fuente de energia depende de la presencia y especificidad de enzimas
apropiadas. Muchos microcrganismos utilizan disacaridos para desarrollarse; en
general, estos son convertidos antes en los monosacéridos que los forman por
accién de enzimas especificas.

La sacarosa o azicar de cafia, es un disacarido constituido por glucosa y
fructosa. Lo forman muchas plantas pero no aparece en fos animales superiores.
No contienen ningun atomo de carbono anomérico fibre, ya que los carbonos
anomeéricos de sus dos unidades monosacaridas constituyentes se hatlan unidos
entre si. Por esta razon la sacarosa no es un azucar reductor. Aunque la D-
glucosa es el sillar predominante del almidon y de la celulosa, la sacarosa
constituye un producto intermediaric principal de la fotosintesis. En muchas
plantas es la forma principal de transporte del azicar desde las hojas a otras
porciones de las plantas a través de sus sistemas vasculares. La ventaja de la
sacarosa sobre la D-glucosa como forma de transporte del azdcar puede ser que
sus atomos de carbono ancméricos se hallan unidos, con lo que la sacarosa esta
protegida de la oxidacion o del ataque hidrolitico por las enzimas de las plantas
hasta que alcanza su destino final en la planta,
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La sacarosa es el mas dulce de los tres disacaridos (sacarosa, lactosa y
maltosa) comunes. En el laboratorio, cuando se quiere demostrar la capacidad de
un organismo para utilizar la sacarosa como unica fuente de carbono, es
necesario emplear medios de cultivo desprovistos de cualguier otro tipo de fuente
de carbono. El punto final de este ensayo es dado por la presencia o ausencia de
colonias desarrolladas después de |a inoculacion e incubacion del organismo en
estudio ( Avilés et al., 1983; Leningher, 1990; Ramirez-Gama et al., 1992).

3.5.4 Cuenta de microorganismos

Para determinar si un suministro de agua es o no apto para el consumo, se
requiere de cuatro tipos de analisis: (1} el andlisis quimico que determina la
cantidad de materia orgdnica presente, ios sdlidos totales, la dureza, etc y que
descubre cualquier compuesto quimico nocivo, como sales de plomo o zinc que
son venenosos, (2) el examen fisico determina si el agua tiene turbidez, color,
sabor y olor inconvenientes; (3) el andlisis biclégico descubre algas, hongoes,
protozoos, gusanos nematodos, las especies mas peqguefias de crustaceos y
larvas de insectos acudticos; (4) el analisis bacteriolégico, es el examen de mas
valor y de vital importancia en la prevencion de epidemias resultantes de la
contaminacion del agua (Bryan, 1974; Bradshaw, 1976).

Existen numerosos métodos que permiten establecer el ndmero de
microorganismos en una muestra dada. El fundamento y el procedimiento de los
diferentes métodos varia con los objetivos y aplicacion que se pretenda dar a los
resuliados.

En general, los ensayos de cuenta microbiana se agrupan en: métodos
directos y métodos indirectos; con los primeros se determina la cantidad totat de
microorganismos (vivos y muertos), en tanto que con los segundos se cuantifica
Unicamente a los microorganismos vivos (viables) (Avilés et al., 1983, Ramirez-
Gama et al., 1892).

Métodos indirectos: El postulado basico en que se fundamentan, indica
que cualquier célula viable inoculada en un medio de cultivo se multiplica y
produce datos de facil identificacién tales como: la formacion de colonias en
placas de agar o la produccion de turbidez, gas, o cambios de pH en los cultivos
liquidos. Los meétodos indirectos no ofrecen una confiabilidad absoluta para
efectuar la estimacién de todos los grupos microbianos existentes en una
muestra. Esto se debe a que no existe ningun medic de cultivo o grupo de
condiciones de incubacidén que permitan el desarrcllo de todos los grupos
microbianos. Lo anterior indica que el estudio de muestras con poblaciones
heterogéneas, involucra el recuento de cada grupo microbiano o fisiolégico por
separado, en donde el microbidlogo empleara tantos medios de cultivo vy
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condiciones de incubacion como grupos micrebianos le interese cuantificar, A
este grupo pertenecen las técnicas de recuento en placa.

Método de dilucién y vaciado en placa: En esla técnica el producto
liquido © una suspension si fuera sélido se diluye de acuerdo con una progresién
y de cada dilucién se inoculan alicuotas en cajas de Petri, sobre éstas se adiciona
un medio de cultivo solidificable y se llevan a incubacién en condiciones
definidas. Al cabo del pericdo de incubacion se cuentan las colonias que interesa
estudiar, calculandase el numero presente en ia muestra original de acuerdo con

la magnitud de la dilucién practicada. Los errcres mas frecuentes en este método
son dados por:

a) l.a destreza del operador.

b) La composicién y el efecto bactericida del diluyente utilizado.

¢) El tiempo transcurrido desde la preparacion de las diluciones y ia adicion del
medio de cultivo a las cajas.

d) El tiempo y la temperatura de incubacicn.

e) La desigual distribucién de los microorganismos en la muestra.

f) Las condiciones de agitacién de los frascos o tubas que contengan las
diluciones.

g} El tamario de la alicuota original.

h} La pureza de los medios de cultivo utilizados.

i} La presencia de residuos en el material de laboratorio.

i} La formacién de colonias extendidas en el medio. La aparicion ocasional de
colonias mal definidas o escasamente visibles.

k) Las variaciones en la temperatura en diferentes regiones dentro de la
incubadora.

[} Condiciones de stress en algunos microorganismos.

Método de extension superficial: En este caso se emplean placas con el
medio adecuado, el cual debe estar bien seco. Sobre éstas, se coloca un
pequefio volumen de la muestra, el que se mide con una asa calibrada o con una
microjeringa y se exliende sobre la superficie con la misma asa o con un
extendedor. Esta técnica es menos exacta que la de placa vertida vy
frecuentemente durante el recuento, se producen dificultades ocasionadas por la
carencia de uniformidad en la extensién de los microorganismos.

Cuando se ejecuta correctamente por un técnico adiestrado se logra un
grado aceptable de precisidn; sin embarge, es necesario disponer de las pipetas
Pasteur calibradas con exactitud y en nomero suficiente para establecer la rutina
dentro de un laboratoric. En la técnica por extensiéon en superficie, expertos
sefalan, que es suficiente una pipeta para el indculo de todas las diluciones,

aungque obviamente, es necesaria una varilla para extender el inéculo en cada
caja.
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Al desarroliar las técnicas en superficie para la cuenta de microorganismos,
especial cuidado debe ponerse en la preparacion de las placas previo a su
inoculacion; la superficie de la placa ha de encontrarse libre de humedad
excesiva para evitar o limitar la confluencia y extension del desarrollo bacteriano y
permitir una definicion clara de las colonias.

Recuento por filtro de membrana: Este procedimiento es muy util para
establecer el numero de microorganismos en muestras que contienen una
poblacién muy reducida de microorganismos. En este caso, volumenes grandes
de aire o liquido se filtran a través de una membrana porosa con poros lo
suficientemente pequefios (0.45 micras) para detener las bacterias. Luego el filtro
se coloca sobre una almohadilla absorbente (en una placa Petri} saturada de un
medio de cultivo adecuado. La caja Petri que contiene el filtro y ta almohadilia es
incubada en posicién invertida durante 24 horas a la temperatura apropiada. Las
colonias que se han desarrollado después de la incubacién son contadas bajo
una iupa iluminada o bajo un microscopio estereoscopico.

La técnica de filtracidn por membrana es esencialmente una técnica
aséptica, es decir un procedimiento por el que el analista excluye de su cultivo
todos los microbios del ambiente que puedan contaminar, previene la infeccion de
su propio organismo. Por lo que crea para si mismo en su lugar de trabajo un
medio aséptico {campana de flujo laminar).

Ventajas:

a) Tiene mayor grado de precisibn que la técnica de tubocs mdultiples,
proporcionando mayor grado de reproducibilidad de resultados.

b) Se pueden examinar volimenes mayores de muestra.

¢) Et tiempo para la obtencion de resultados numéricos es répido.

d) Reduccidn del tiempo requerido para la preparacion de los medios de cultivo y
de la vidrieria.

e) Economia de espacio en la incubadora.

f) Reduce el tiempo requerido para las operaciones de inoculacion, lectura y
replicas de cultivos.

g) Permite llevar a cabo filtracion de muestras en el campo o en localidades
distantes det laboratorio.

h) Resulta til para controlar posibles situaciones de urgencia en relacion con el
agua potable, asi como para et estudio de distintos tipes de aguas naturales, pero
no es oficialmente recomendable para ser empleada en la evatuacidon de aguas
residuales.

A continuacion, en el siguiente capitulo, se describe brevemente la
estrategia de trabajo planteada para llevar a cabo el trabajo de investigacion.
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4. ESTRATEGIA DE TRABAJO
E! trabajo de investigacion se dividid en dos fases experimentales.

La primera de ellas consistente en la evaluacion del compartamiento
depurativo de un reactor anaerobio tipo RALLFA -conectado en serie con un
reactor bioclégico rotatorio (RBR). La segunda fase experimental se enfocd a la
biodegradacion aerobia del agua residual pretratada anaercbiamente.

Cabe hacer mencién que para la conceptualizaciéon de la fase experimental
I, no se tomd como punto de referencia la concentracion de! efluente anaerobio
como tal sino una concentracion que eventualmente pudiera ser tratada por el
RBR de manera aerobia. En consecuencia se optd por hacer una dilucién con
agua de la llave a una concentracion preestablecida de aproximadamente 6000
mgDQOY/L la cual en un principio puede ser factible de ser tratada aerobiamente
en el RBR. Evidentemente, ia adicion de agua de la llave modificard
significativamente la calidad inicial del efluente anaerobio, o cual debe tenerse en

cuenta para el uso que se pretenda dar a los resultados obtenidos de esta fase
experimental.

En términos generales la primera fase experimental comprende el arrangue
y operacién de un reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente
(RALLFA), al que se le aumentara progresivamente la concentracion de materia
organica disuelta alimentada y cuyo efluente serd tratado mediante un RBR. El
proposito de esta secuencia de tratamiento es aumentar el nivel de depuracién
logrado. Cabe sefalar que de manera particular se efectuara la cuantificacion de
los principales microorganismos eucariontes. tréficamente activos gue se
encuentran presentes en las diferentes camaras del RBR.

En la segunda fase experimental se plantea evaluar la biodegradabilidad
aerobia rapida del efluente anaerchio procedente del RALLFA a una
concentracién superior a 6000 mgDQO/L bajo condiciones aerobias. Para ello, se
tomd como referencia la norma OECD 301 A, la cual permite determinar la
biodegradabilidad aerobia rapida de compuestos solubles en agua bajo
condiciones aerobias. En la realizacion de esta prusba se empleara un
respirémetro automatico Voith-Sapromat B-12, el cual regula la temperatura de los
matraces a 20°C, permite una agitacion constante y proporciona un aporie de
oxigeno via electroquimica acorde al requerimiento de la muestra.

De manera complementaria, durante la segunda fase experimental, se
cuantificara la abundancia poblacional de los principales grupos bacterianos
troéficamente activos, empleando para ello el método de extensién superficial y
medios de cultivo selectivos.

Una descripcion detallada de las metodologias empleadas en ambas fases
experimentales se presentan en los capitulos siguientes.
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5. FASE EXPERIMENTAL |

TREN DE TRATAMIENTO BIOLOGICO ANAEROBIO-AEROBIO
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5.1 OBJETIVOS
Los objetivos del presente trabajo experimental son ios siguientes:

B Llevar a cabo el estudio de degradacién biologica de las aguas residuales del

proceso de cempastichil empleando un sistema de tratamiento anaerobio-
aerobio.

B Registrar los parametros fisicoguimicos elegidos para conocer el perfil
depurativo del sistema de tratamiento anaercbio-aerobio.

B Registrar a lo largo del RBR, la abundancia de los principales microorganismos
eucariontes involucrados en la degradacion de las aguas residuales de
cempasuchil y asociarlos con los parametros fisicoquimicos monitoreados.

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Propuesta de tratamiento anerobio-aerobio

Con base en la fundamentacién y justificacién de los reactores empleados
para el tratamiento de las aguas residuales del proceso de cempasuchil, a

continuacion se presenta el estudio de degradacion biclégica en un sistema de
tratamiento anaerobio-aerobio.

La mayoria de los efluentes tratados por via anaerobia pueden requerir un
postratamiento {estara determinado por las condiciones particulares de descarga
que le hayan sido fijadas a la empresa), ya que la remocion de materia organica
disuelta en el agua residual no es del todo satisfactorio, ne tienen oxigeno
disuelto y las bacterias formadas no floculan bien, encontrandose en forma
coloidal en el seno dei liquido tratado.

En la mayoria de los casos, el postratamiento se lleva a cabo mediante un
proceso de tipo aerobio (reactor bioldgico rotatorio o de biodiscos), donde los
microorganismos requieren de oxigeno molecular libre en solucidon para llevar a
cabo sus funciones metabdlicas.

El uso de reactores anaerobios cuando opera con lodos adaptados al agua
residual para la remocion de materia organica presente en aguas residuales de
tipo agroindustrial (con material bicdegradable) tiene una capacidad degradativa
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entre 60 y 90%, mientras que en un reactor biologico rotatorio (RBR) o de
biodiscos es del 20 al 30% del contenido de material disuelto medido como
demanda quimica de oxigeno.

5.2.2 Aguas residuales en estudio

El agua residual empleada en estos experimentos provenia de la planta
ubicada en Irimbo, Michoacan y se encontraban almacenadas en un cuarto frio a
4°C en e! laboratorio det Programa de Ingenieria Quimica Ambiental y Quimica
Ambiental (PIQAyQA), Facultad de Quimica. Estas aguas residuales fueron
previamente tratadas en un reactor RALLFA y posteriormente en un reactor
bioldgico rotatorio (RBR) a escala laboratorio.

5.2.3 Tratamiento anaerobio

Para el tratamiento anaerobio se trabajdé con un reactor de lecho de todos
de flujo ascendente (RALLFA). Esta formado de un tubo cilindrico de acrilico de
10.16 cm de diametro intemo y 128.75 c¢m de longitud. Consta ademéas de una
chaqueta envolvente de acrilico de 15.24 cm de didmetro interno y 65 cm de
longitud, por donde se recircula el agua caliente para mantener la temperatura de
operacion fijada de (35°C), temperatura en la cual se favorece la metanogénesis
(figura 2).

En la parte superior el reactor cuenta con un separador sélido-liquido-gas,
construido con un embudo y una mampara de plastico, donde el efluente es
separado del biogas y de la biomasa arrastrada por la generacién de burbujas de
gas.

Los lodos utilizados para operar el reactor se obtuvieron del Instituto de

Ingenieria de la UNAM. Estos lodos estaban previamente adaptados para tratar
vinazas.

Un requisito indispensable para iniciar dichos experimentos era lograr la
estabilizacion del sistema de tratamiento anaerobio, verificando el parametro de
alcalinidad. Sin embargo si no se tiene una buena capacidad amortiguadora en el
reactor, este puede acidificarse facilmente, provocando inmediatamente una
acidificacion en el reactor de biodiscos.

Ei agua residual es alimentada por la parte inferior del reactor por medio de

una bomba peristaltica marca Masterflex de 6-600 RPM, siendo succionada de un
tanque de almacenamiento de 4 L de capacidad que contiene el agua en
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tralamiento a temperatura ambiente. Se trabajo a un flujo volumétrico de 3.33
litros por dia, equivalente a 2.73 mL por minuto lo que dié un tiempo de residencia
hidraulico de tres dias.

El reactor RALLFA fue alimentado gradualmente a diferentes cargas
organicas {medida como DQQO) de agua residual de cempasuchil (desde 5% hasta
50%). Era importante vigilar constantemente el funcionamiento del sistema
anaerobio para mantener constante ia salida de agua tratada (efluente anaerobio)
hacia el sistema RBR (primera camara), ya que estc permitia garantizar que las
camaras recibieran permanentemente y de manera secuencial agua residual
(enviada a través de un sistema de manguera latex como tuberia). La
alimentacion del reactor biologico rotatorio dependia de la carga organica
{medida como DQO) del efluente anaerobio.

Las técnicas de andlisis para evaluar tanto el influente como el efluente
anaerobio se realizaron de acuerdo a los métodos estandar (APHA, 1981). Los
andlisis fisicoquimicos efectuados fueron:

pH.- Se midié con un potencidmetro Oridn modelo 720 A, 5 veces por semana.
Temperatura (°C).- Se midid con un termémetro de mercurio, 5 veces por semana.

Demanda quimica de oxigeno (DQO).- Este analisis se realizd con una frecuencia

de tres veces por semana, previa toma y centrifugacion de las muestras (anexo
A).

Sdlidos.- La definicion usual de los sdlidos se refiere a la materia remanente
después de que una solucién acuosa ha sido sometida a evaporacion y secado.
Se efectuaron dos veces por semana (anexo A).

Alcalinidad y relacién alfa, “x".- La alcalinidad se define como la capacidad
amortiguadora o “buffer” de un medio acuoso. Jenkins et al. (1991), propusieron
una titulacion de alcalinidad con un punto intermedio de pH a 5.75 (capacidad
amortiguadora debida a bicarbonatos), ademas del comun a pH de 4.3 (capacidad
amortiguadora de los Acidos grasos volatiles), En ef mismo sentido, Rojas (1988)
propuso una relacion alfa “«<* entre ambas alcalinidades (== (alc. 4.3 - alc. 5.75) /
alc. 4.3), por lo que un sistema anaerobio tendra una excelente capacidad
amortiguadora cuando esta relacion se aproxime entre 0.2 y 0.4 como maximo,
que representara un 60% en capacidad amortiguadora. Esle parametro se registro
diariamente.
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5.2.4 Tratamiento aerobio

Para el tratamiento aerobio se trabajo con un reactor biologico rotatorio
{RBR) o de biodiscos con las siguientes caracteristicas:

1.- Una base de lamina galvanizada y de forma semicilindrica, subdividida en 10
compartimentos de igual tamafio, separados por mamparas de lamina
galvanizada. Cada camara intercomunicada mediante un par de ranuras laterales
localizadas en la parte superior extrema de cada mampara, para permitir el paso
del liquido residual a la siguiente camara.

2.- Cada una de las camaras tiene un volumen aproximado de 2 litros y 2 discos
de 0.3 m de diametro, los cuales se encuentran sujetos a un eje de acero
inoxidable y el cual es movido a partir de poleas acopladas a un motor electrico
con una velocidad de rotacion de los discos de 28-30 rpm y con el 40% de su
area total sumergida en el agua (tabla 4 y figura 2).

3.- Un sedimentador secundario de acrilico, donde se recogera el liquido en
tratamiento y se separara la biomasa microbiana generada (Luna-Pabelio, 1987;
1990),

4 - Inclinacién aproximada del reactor biolégico rotatorio de 1.5 a 2° para que el
liquido residual pase por las diferentes camaras.

Tabla 4. Sumario de las dimensiones del reactor biolagico rotatorio (RBR)

experimental

Caracteristica Valor
NOmero de etapas 5
Nuamero de discos por etapa 2
Diametro de los discos, cm 30
Espesor de los discos, cm 0.3
Area superficial total por etapa, m2 0.2827
Volumen de agua por etapa, m3 0.002
Porcentaje sumergido 40
Velocidad de rotacion de discos, rpm 28-30
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Fig 2. Representacion esquematica del sistema de tratamiento anaerobio-
aerobio conectados en serie {Luna-Pabello, 1990; Chavez, 1995)
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Antes de poner a funcionar el RBR que anteriormente se utilizd para tratar
agua residual de cempasdchil, se procedid a limpiarlo de restos de biomasa seca,
lavarlo, recubririo con pintura anticorrosiva, cambiar y ajustar correctamente
algunos discos sobre el gje, dandoles una separacidn adecuada entre si para
evitar el rozamiento al formarse la biopelicula y tensar la banda de la polea del gje
de discos.

El arranque del reactor se hizo con agua de |a llave para detectar posibles
fugas en el contenedor y entre mamparas, medir el volumen real de trabajo de
cada camara y total (solamente se utilizaron las primeras cinco camaras), asi
como detectar posibles fallas en el motor y en el control de velocidad de rotacién
de los discos.

Para favorecer ia formacion de !a biopelicula activa en el reactor, se
elaboré un inéculo utilizando un matraz Erenmeyer de 500 mL en el cual se
mezclaron agua de la llave, agua de estangue y agua residual de cempasuchil. El
indculo se realizo bajo oxigenacion constante con la finalidad de obtener 1a mayor
diversidad posible de microorganismos aercbios. Este indculo era diariamente
adicionado a cada una de las camaras del RBR, sin medir una cantidad definida.

Se mantuvo la rotacion de los discos de 28-30 rpm durante toda la fase del
experimento, con la finalidad de facilitar la adscrcién de los compuestos
organicos, ia adhesion de los microorganismos al soporte, aumentar ta eficiencia
en la transferencia de oxigeno y lograr un mejor mezclado.

Los parametros fisicoquimicos para evaluar el influente aerobio fueron: pH,
temperatura (°C), demanda quimica de oxigeno (DQO) y sélidos (anexo A).

Determinacion de la diversidad

Con el propdsito de determinar la diversidad de protozoos ciliados,
flagelados, bacterias y micrometazoos establecidos en el reactor biologico
rotatorio (RBR) desde el arranque hasta su estabilizacion se procedid de Ia
siguiente manera:

Se hicieron observaciones al microscopio con contraste de fases (marca
Clympus LHS con camara fotografica acoplada y de video integrado) del licor
mezclado {agua en tratamiento) y de la biopelicula de cada cémara. Las
observaciones llevadas a cabo al microscopio dptico se hicieron tres veces por
semana.
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Para la determinacion de los ciliados, es necesario la elaboracion de
preparaciones tanto temporales {con y sin colorantes) como permanentes ya que
de esla manera se distinguen estructuras que son de utilidad para la
identificacién.

En las preparaciones temporales, para retardar el movimiento ciliar se
empled metilcelulosa al 10%, se utilizaron colorantes vitales en solucién acuosa,
comoazul de metileno y nigrosina, los gque ayudan a resaltar estructuras
citoplasmaticas, nucleares y ciliares, respectivamente (Kudo, 1969).

Para la elaboracién de preparaciones permanentes fue necesario elaborar
primero medios de cultivo con agua residual en tratamiento y de tres a cinco mL
de infusion de chicharo o granos de arroz. Estos medios permiterr |a proliferacion
de bacterias y propician la multiplicacion de los ciliados que se alimentan de éstas
(Kudo, 1869). Esto no fue muy necesario ya que de [a tercera a la quinta camaras
la abundancia de ciliados era adecuada (muy abundantes). De este modo, se
elaboraron preparaciones permanentes. La técnica empleada fue la de Klein
(1958). La técnica se describe en el anexo B.

Para la determinacion de los ciliados observados a nivel de género se
hicieron esquemas y se tomaron fotografias. La identificacion se efectud con
ayuda de la literatura siguiente: Kudo (1968}, Lee et al. (1985) y descripciones de
Luna-Pabello {1987, 1990, 1993).

Para la determinacién de la especie de cianofita, la literatura consultada
fue la siguiente: Desikachary (1959} y Starmach (1966).

Para estimar |la cantidad de microorganismos en un volumen de muestra
conocido, se recurrié a la metodologia propuesta por Lackey (APHA, 1990)
modificada, debido a que ésta permite analizar volimenes de muestra pequefos
que van desde 0.01 a 0.1 mL. Se observaron 16 muestras al microscopio para
aportar datos representativos. La descripcidn mas amplia de la metodologia de
cuenta se encuentra en el anexo B.
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSION
5.3.1 Tratamiento anaerobio

Los resultados obtenidos del tratamiento anaerobic de las aguas
residuales de cempasuchii se presentan en la tabla 5, donde se muestran los
resultados promedio alcanzados para cada una de las concentraciones.

Es necesario utilizar un lodo previamente adaptado a condiciones
anaerobias y al sustrato a depurar {(agua residual) para lograr un mejor y rapido
funcionamiento y estabilizacién del reactor, verificando el parédmetrc de
alcalinidad. Sin embargo, si no se tiene una buena capacidad amortiguadora, el
reactor puede acidificarse. El lodo utilizado como inéculo alcanzd una actividad
estable en 10 dias, lograndose la estabilidad y disminucidn en la demanda
quimica de oxigeno.

El reactor fue alimentado a partir de 5.3 kgDQOtm’d (15800 mgDQOIL)
hasta 17.4 ngQOtlmad (52100 mgDQO/L) de carga orgénica de agua residual y
a un TRH de tres dias. La relacién de alcalinidad siempre se mantuvo dentro de lo
propuesto por Rojas (1988), es decir, dentro de 0.2 a 0.4 para que se considere
como un buen sistema amortiguador. De este modo la relacion de alcalinidades
varid entre 0.12 y 0.32 con un promedio de 0.26 (tabla 5 y figura 3).

La figura 4 muestra como el pH de! influente anaerobio fue controlado
mediante la adiciéon de bicarbonato de sodio (NaHCOs), primero en cantidades
mayores para incrementar el valor de pH a 5.3 y, a partir de la concentracidn de
35%, se disminuyd la cantidad hasta aicanzar un valor de pH de 4.5 unidades, ya
que el sistema trabajaba en buenas condiciones. En esta misma grafica se
aprecia como durante este periodo de estabilidad el valor de pH del efluente
anaerobio se mantuvo siempre por amriba de un valor de pH de 7.70, con
pequefias variacionss y, en promedio, con un valor de pH de 7.80.

En este mismo periodo, los valores de alcalinidad se mantuvieron a 2487
mgCaCO,/L, a pH de 5.75 y de 3013 mgCaCQOJ/L, a pH de 4.30, con una relacién
de alcalinidad de 0.20 durante el periodo mas estable (figura 5). En las figuras 6a,
6b, 6¢, 7a, 7b y 7¢ se observa el comportamiento presentado por los sdlidos
totales totales (STT), totales volatiles (STV) y totales fijos (STF) asi como de los
sélidos suspendidos totales (SST), suspendidos volatiles (SSV) y suspendidos
fijos (SSF) durante esta etapa.

El porcentaje de remocidn promedio total de a DQO soluble alcanzado en
el reactor es del 76% para las concentraciones de 32,720; 34,810 y 48,850
mgDQO/L, mientras que para las concentraciones entre 11,550 a 23,830 y 33,330
mgDQO/L fue del 63%. Este comportamiento se observa claramente en la tabla 5
y figuras 8a y 8b, en las cuales puede apreciarse |a remocion de materia organica
del efluente anaerobio con respecto del influente.
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5.3.2 Tratamiento aerobio

Los resultados obtenidos det tratamiento aerobio se presentan en la tabla
6. donde se muestran los resultados promedio alcanzados para cada una de las
concentraciones,

El reactor aerobio fue alimentado @ partir de 2.1 kgDQOUmM'd (6310
mgDQO0/L) hasta 4.7 ngl‘.}Ot.rmﬂd {14300 mgDQO/L) de carga organica de agua
residual y & un THR de tres dias,

Como puede observarse (tabla & y figura 4}, el valor de pH promedio del
efluente anaercbio llegaba a la primera cémara de pH=7.B unidades,
incrementdndose hasta un pH=8.8. Eslo es debido a los propios sistemas
microbianos que, en la primera cAmara, de manera acliva, producen un
amortiguamiento de! valor de pH mediante el sumento en la cantidad de
carbonatos y bicarbonalos producidos por el CO; generado principalmente por las
bacterias y, a su vez, es en donde se tiene una mayor rapidez de reaccion
Durante todo el tratamiento los valores de pH de las camaras siempre s
mantuvieron ligeramente basicos, oscilando entre 8.8 hasta 9.24 unidades (figura
gj.

De acuerdo con los regisiros de temperatura promedio se detectd que ésta
se mantuvo constante a 16°C con pequefas variaciones. Esta variacion se debio
probablemente a la influencia de las oscilaciones de la temperatura ambiental ya
que no se cuenta con una temperatura controlada en ! laboratorio y @sta tambien
depende de la época del afo

Ef porcentaje de remocién promedio total de materia organica medido como
demanda quimica de oxigeno soluble (DQOsg) fue del &4% para las
copcentraciones de 6900: 7,040, 7340, 8990, 11,470 y 18,230 mgDQOIL
Considerando los valores de DQO (labla & y figuras Ba y 8b), se observa que
existe una clara tendencia a disminuir sus concentraciones conforme el liquido
avanza hasta la Gltima camera (efluente aerobio), presentandose en las dos
primeras camaras un alo porceniaje de remocion. Esto se debe a que, como la
primera camara y paulatinamente la segunda camara, son alimentadas con el
efluenle angerobio exisle una alta concentracion de malena organica,
presentdndose una alta abundancia de bacterias (se les atribuye entre el 50 y
80% de remocidn de la materia organica disuelta) y protozoos flagelados.

Es importante resaltar que debe registrarse frecuentemente la cantidad de
oxigeno disuelto en cada una de las camaras para asegurar condiciones aerobias
(mayor de 2 mg/l). En el laboratorio existe un medidor de owigeno manual,
solamente en algunas ccasiones se regisiré el oxigeno disuelto en cada una de
las camaras y se pudo observar que el RBR no alcanza la aercbiosis lotal,
presentando condiciones anaerobias en las dos primeras camaras, anoxicas y
microaerobias hacia las (ltimas camaras del reactor
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Se recomienda operar &) RBR a concentracionas moderadas de material
orgdnico biodegradable con un tiempo de residencia hidraulico largo para gue
prasente aficiencias de ramocidn mayores que las alcanzadas a un tiempo da
residencia hidraulico corto. Cuando se operaba a alias concentraciones (cambios
bruscos de la carga organica en la alimentacidn] se provocd una acidificacion del
reactor, disminuyendo la eficiencia de remocion, aumentando fa concentracion de
materia organica en el sistema (agua de color mas obscuro), generando alta
produccién de espuma, provocando la desaparicién de los protozoos ciliados v el
desarrollo de gran cantidad de hongos (ya que &l medio empazaba a prasentar
valores de pH acidos), sobre los discos del eje como enfre las mamparas,
provocando qua 1as regiones cercanas a la superficie solida de soporte y mas
alajadas de la pelicula de liquido se volvieran anaerobias, iniciandoss un proceso
de desprendimiento excesivo de la biopelicula bioldgica activa. La biomasa
{principalmente biomasa microbiana generada) se depositd gradualmente en el
liquido mezclado, separéndose postarinormenta en un sedimentador secundario.

En las figuras Ba, 6b y Sc, pueden observarse Ibs resultados obtenidos del
comportamiento de los sdlidos totales durante la etapa experimental. Se observa
gue tanto los solidos totales v como los totalas volatiles presentan un decremento
en su valor al pasar por @l reactor anaerobio pero s& mantienan constantes
cuando pasan por el RBR. Sin embargo, los valores de los sdlidos totales fijos sa
mantienen casi iguales; esto quiere decir que las sustancias iNnorganicas propias
del agua residual da cempasichil no sufren ningun cambio al pasar por &l sistema
de tratamiento biologico en serie

Por ofra parte, se puade observar gque los sdlidos suspendidos (figuras 7a,
by 7o) del efiuente aerobio se incrementaron; esio se debe a gue en &l reacior
biolégico rotatorio (RBR) se formaban a través del proceso, fidculos de biomasa
gue s encontraban suspendidos en cada una de las etapas, Esta produccion de
biomasa eran conglomerados de microorganismos como bactenias, flagelados,
algas. protozoos y nematodos. Al comparar estos resultados con Ios solidos
suspendidos del efluente anaerobio, los cusles no presentaron mayores cambios
{se mantuvieron igusles gue log del influente anaercbio), fue posible corroborar
que los reactores anaerobios praclicamente no generan biomasa,

La importancia de la bicmasa radica en que, tanle |8 biomasa achenda a la
superficie de los discos como |a biomasa generada durante el procesn, que sa
encuantra homogéneamante distribuida en las camaras del RER en forma de
fldculos suspendidos (biomasa microbiana), levan al aumanto en &l consumo de
los compuesios biodegradables disuelios v, consecuentemente, a la disminucion
de los miamos. El agua tratada sale del reactor RBR y pasa a un sedimentador
sacundano, en donde |a biomasa y el liquido tratado se separan por gravedad.
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Es importante recuparar la biomasa producida y plantear la posibilidad de
analizar su conterude de humedad, proteina, substancias potencialmente toxicas,
etz, con objeto de saber si puede ser ulilizada como fertilizante o para la
alimentacitn de ammates o, en tal caso, ratarlos para su disposician final,

Despuéds de haber llegado a la etapa de experimentacion en el reactor
anaercbio & una carga organica de agua residual de cempasuchil de 52100
mgDQO/L (50%), se presentd una acidificacion en el reactor, debido a que se
aumentd |a carga organica de alimentacion (70%-80%), repercutiendo
inmadiataments en el reactor biolégico rotstorio. Se lomaron algunas medidas
para “recuperar” e| RALLFA acidificado. El periodo de recuperacion de un reaclor
anaerobio después de una acidificacidn es largo, per fo que este trabajo termina
hasta estos experimentos (Casarrubias y Hemdndez, 1996)

5.3.2.1 Aniélisis microbiolégico

Los valores promedio de los parémstros fisicoquimicos durante la etapa
experimertal no fueron limitantes para la presencia y proliferacion de
microarganismos (tabla 7).

Tabla 7. Valores promedio de los parametros fisicoquimicos registrados durante la
etapa de experimentacion aerobia

Par&metro 15% | 20% | 25% | 30% | 35% | 40% | 45% | S0%
PH B76 16898 | 905|917 | 926 | 922 | 824 | 924
Temperatura (*C) 164 163 | 164 [ 165 | 163 | 164 | 163 | 163

DQOs enfrada, mg/l. | 4010 | B200 | 6800 | 7040 | 7340 | 8890 | 16230 11470

DQOs salida, mg/L 6550 | 5130 | 1860 | 2810 | 3000 | 3050 | 6100 | 4080

% Remocion — 37 72 60 58 s 62 64

Con respecto a los microorgenismos que intervienen durante € proceso
depurativo, se observaron principalments |os regisirados en la tabla 8

Tabla 8. Microorganismos que intervienen durante el proceso de degradacidn en
&l RER

Microorganismos
Bactenas
Flagelados
Ciliados
Algas
Nemdtodos
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Los geéneros registrados de protozoos ciliados durante el experimento
fueron Epistylis y Opercularia y |a especie de alga Merismopedia tenuissima.
Estos solamente se determinaron a nivel de género perc no se llevd a cabo la
cuenta de microorganismos

De acuerdo con los registros de pH a lo largo del proceso depurative (8.8 a
§.24 unidades) se puede afirmar, en general, que estos valores no representan un
factor limitante para la presencia de ciliados

La temperatura es constante (con peguefias variaciones), pero de acuerdo
con Kudo {19€9), la temperatura dplima para la vida de los protozoos s de 16 a
25°C, por lo que tampoco representa un factor limitante.

En cuanlo a los valores maximos y minimas del contenido de maleria
organica medida como DQO durante el periodo de experimentacian, tampoco fue
un factor imitante para la presencia de ciliados (solamente dos géneras), pero i
s8 opera a allas concenfraciones de materis organica ésta puede ser una
lmitante para la presencia de protozoos ciliados,

El prolozoo ciliado que se presentd con mayor abundancia durante la
experimentacion fué Epistylis y posteriorments Opercufaria, aungue puade
mencionarse que se presantaron de manera sbundante formas mdviles de
peritricos. Fstas formas se presenian con mayor frecuencia como respuesta a
condiciones ambientales poco propicias para su establecimiento como colanias o
como individuos solitarios. Durante el periodo de experimentacion a una
concentracion de 35% (7340 a 3000 mgDOODIL) apareciéd repentinamente otro
ciliado {Oxytricha) que solamante permanecid por unos pocos dias

Se podria considersr a Epistylis y Opercularia como organismos
indicadores de saprobiedad (nivel de contaminacitn del agua) ya que toleran
gltas concentracionas de materia orgdnica. No se presentaron especies de
protozoos ciliados con caracteristicas de indicador de una mejor calidad det agua
Se pueden considerar eslos dos géneros, como importantes durante el
tratamiento de depuracion, ya que permanecen rificamente activos (consumo de
bactarias), lo cual redunda en la obtancidn de un liguido mas tratado.

Posiblemente durante todo el experimento sdlo eslos dos géneros se
pudieron adecuar fisioldgicamente al agua en tratamienio, para después
desamollarsa y reproducirse, ya que datos recientes demuestran que este tipo de
agua contiene compuestos toxicos y poco biodegradables (Granados y Lépez,
1686). Por esta razdn se puede inferir que posiblemente no huba proliferacion de
ciras especies de protozoos cillados gue pudieran adecuarse a estas condiciones
{Luna-Pabello, 1987, 1980, 1993)
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Los microorganismos que infervienen durante el proceso depurativo
experimental, sa encuentran represeniados por ejemplares tante del tipo
procarionta (bactarias), como eucariontas (protozoas y nematodoes). Es importante
recordar que las bacterias constituyen un alimento importante de los protozoos,
ademas de que se les alribuye enfre of 50 v 80% de remocidn de la materia
organica disuelta (Madoni, 1981} Refaerente a los protozoes [figuras 10y 11), fue
posible observar troficamente activos, flagelados, ciliados y de manera abundante
formas maviles de perifricos. Se Hevd a cabo la cuenta de microorganismos
solamenta de los microorganismos que se observaron durante el proceso de
degradacion en el RBR (flagelados, ciliados y nemétodos).

Los resultados de la cuenta de microorgenismos registrados en el
equivalente a 1 mL de muesira a una concentracion del 50% (11470 a 4080
mgDQOsL) en el REBR, pusden absarvarse en la tabla 9. El namera de
organismos presentes por mililiiro, de acuerdo con la técnica de Lackey (en
APHA 1990) descrita en el anexo B, se obtienen de multiplicar el valor de cada
cifra individual por diez. Por ofra parte, al transformar los resullados de la cuenla
a porcentajes relativos (tabla 10 y figura 10}, se observa que los flagelados se
presentaron en mayor sbundancia (64 78%) durante todo el tratamiento ded
liquido, En cuanto a los ciliados, estos fueron poco abundanies para las ires
primeras eftapas (cdmaras), aumentando progresivamente al final del tratamiento,
25 decir, se presenlaron durante los periodos de menor contaminacion (34.479%).
Los nematodos (0.75%), al igual que, los ciliados, sa presentaron duranta los
pericdos de menor contaminacion

En términos generales, se observa, que los protozoos flagelados estén
siampre presentes en mayor abundancia en todas las etapas; para el caso de los
ciliados, se presenta un aumento paulatine en la abundancia hacia las dltimas
tres atapas. Para el caso de los nemdtodos aparecen a partir de la tercera y
cuarta etapa del RBR (figura 11).

Tabla 9. Nimero total de microorganismos contados en 1 mL para cada etapa del

RBR

_MICROORGANISMOS |
No. de camara 1 2 3 4 5 TOTAL
(etapa)
Flagelados 1790 | 18940 | 1960 | 2960 1780 10410
Cilados 100 210 400 2300 2530 5540
Nemiatodos 0 0 ! 0 40 80 120
TOTAL 1890 | 2150 | 2360 5300 4370 16070
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Tabla 10. Porcantajes relativos, por grupos de organismos presentes en el RBR

MICROORGANISMOS (%)
Flagelados 64,78
Ciliados 34 47
Neméitodos D75
TOTAL 100

De lo anterior se infiere que no existe una amplia diversidad do
microorganismos en &l RBR. La presencia de los diferentes grupos de organismos
enconirados confirma que el tipo de agua residual tretada, limita la proliferacidn
de olros microorganismos  usualmente presentes en  aguas  residuales
conlaminadas organicamente. Se observa con mayor claridad cuando ef RBR es
alimantade a una concenfracion mayor a 14,000 mgDQOL, a la cual
posiblemente se incrementa por la presencia de compuestos taxicos yfao poco
biodegradables (Granados y Lopez, 1996).

Por otra parte, la distribucion de estos organismos pusde considerarse
COma de tipo “eunsaprobio (del griego Euri= amplio y Sapros= padrido), es decir,
que toleran amplics intervalos de concentracidn de meterial organico factible de
descomponerse biolbgicaments. En este caso, dichos microorganismos  son
importantes desde el punto de wvista de depuracidn, ya que permanecen
troficamante activos, lo cual redunda en la obtencidn de una mejor calidad del
liquido fratado.

5.3.3 Evaluacidn glabal del tren da tratamienta anaerohio-aerobio

El porcentaje de remocion total de DOO soluble alcanzado en el sisterna
anaercbio-aerohio conectado en serie es del 91% para conceniraciones de
21,480, 32720, 34810 y 48850 mgDQOIL y. finalmerte, para las
concentraciones de 20,670; 23,830 y 33,330 mgDQOIL se obtuvo una remocian
promedio total del B2% (tabla 11). Los porcentajes de remocion logrados durante
todo el tratamientc anaerohio-aerobio son satisiactorios, pero se reguiere de un
tratamiento terciario y/o un tren de tratamiento de mayor complejidad para poder
efiminar la mayor cantidad de matefia orgénica presente y el color. Cabe
mencionar que con este proceso bioldgico no es posible alcanzar la calidad de
agua impuesla por |a Nomma Oficial Mexicana (MOM-064-ECOLMS95) para
descargar agua residual de proceso de cempasichil a cuerpos receplores,
clasificandela como medianamente biodegradable (Bemal, 1997).
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5.4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES DE ESTA FASE EXPERIMENTAL

5.4.1 CONCLUSIONES

1. Es necesaric ufilizar un lodo previamente adaptado a algin fipo de agus
residual (sustrato} para un répido funcionamiento y estabilizacién del reactor
anaerobio,

2. La dilucidn del cempasdachil v su neutralizacién permitid que el lodo ulilizado
coma indculo, se adaptara rdpidamente al agua derivada del ensilado v prensado
da| cempasuchil,

3. El pH dcide de las sguas residuales de cempastchil alimentadas fue
neutralizado por la generacion intema de alcalinidad en el reactor anaerobio,
alcanzando un valor de 9.24 a la salida del reactor bioldgico rotalorio asrchio

4 Para optimizar la eficiencia de un sistema de tratamiento biologico es
indispensable el conocimiento de las comunidades que en &t inlerviensn y su
correlacidn con los pardmetros fisicoguimicos,

-

5. Los parametros fisicoguimicos evaluados (pH, T, sdlides y DQO) se
maniuvieron dentro de los infervalos adecuados para llevar a cabo la depuracion
biolSpica anasrobia-asrobia. Guando la concenfracion de maleria organica es
alta, #sta actla como un facter limitante para la presencia y proliferacion de

mayor nimere de microorganismos, principalmente de tipo eucanonte.

6. Durante toda la fase estable del tratamiento, solo s presentaron log ciliados de
los géneros Epistylis v Opercularia los cuales se encontraron troficamente
activos y de manera sbundanie. Ambos géneros, no obsiante, son de
metabolismo asrobio pero toleraron bajas o nulas concentraciones de axigeno
disusitn para poder sobrevivir. También se enconird presenbe y de manera
abundante &l alga Merdsmopedia tenuissima

7. Posiblemente bajo esias condiciones de operacion no hubo una alta
proliferacitn de especies, debido a que, segin estudios recientes {Granados y
Lopez, 1995) es posible encontrar biocidas naturales presentes en la propia flor,
o cual afecta la eficiencia depurativa de los sistemas microbianos que coaxisten
en el reactor
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8 De manera global puede decirse que, bajo las condiciones de operacion
establecidas, el sistema de tratamiento bicldgico anaerobio-aercbio conectado en
serie resulld ser un sistema de tratamienlo adecuado para remover maleria
orgénica disuelta biodegradable en concentraciones mayores a 48,000 mgDQOIL
y&un THR de tres dias.

9. Un factor gue resulia importante es la evaporacion del agua en las camaras del
RER durante el iratamiento. Por ello, el RBR debe taner un flujo de alimentacion
de agua constante mayor que la tasa de evaporacion para evitar que el porcentaje
de evaporacidn sea altamente significativo. Este parametro debe lomarse en
cuenta para hacer una corecla inferpretacidn de los resullados obtemidos
raspacto, tanto de la concentracion de la materia organica disueita, como de 0%
solidos totales generados.

10. De acuerdo con los registros de oxigeno disuelo realizados en cada una de
las camaras del RBR, el sistema operd permanentemente bajo condiciones
anaerobias, andxicas yfo microaerobias

11. Los valores oblenidos de la determinacion de la demanda guimica de oxigeno
(DQO) presentaron mas del 10% de variacién en los analisis conseculivos, pero
siempre se encontraron dentro de un intervalc muy parecido. Dicha variacién sa
debid a que la concentracion de materia orgdnica disuelta que salia del RALLFA y
que alimentaba al RBR no siempre era 1a misma,

5.4.2 RECOMENDACIONES

1. Un rapido incremento en las cargas organicas aplicadas en los reactores
anaerchios provoca la acidficacidn de los mismos. Es necesario &l incremento
graduzl de la concentracidn de agua residual de cempasuchil para evilar estos
problemas,

2 Es necesario vigilar constantemente al sistema anaerobio del taponamianto en
el cono, ya gue el resctor aercbio depende del efluente anaercbio como
alimentacidn, por lo que si no se mantiene un flujo constante, el reactor aerobio
no podra recibir la tolalidad del volumen de agua de trabajo, provocando la
muerte de los microorganismos en la biopelicila de los discos

3. Promover condicionss més adecuadas que favorezcan la presencia y

proliferacibn de mayor cantidad de microorganismos en ambos reacltores con a
finalidad de aumentar la calidad del agua obtenida al final del tratamientn
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4. Procurar incrementar la concentracidn de oxigeno molecular disuelto del agua
en tratamienic en el reacior de biodiscos para asegurar condiciones asrobias,
debido a qua & axigeno &5 un factor limitante para la actividad metabdlica de jos
microorganismos. Para ello, es necesaric aumentar la velocidad de rotacion de
los discos. Debe tenerse cuidado en esle pardmelre dado qus una velocidad da
giro alta conlleva a un mayor esfuerzo de corte sobre la biopelicula, provocando
problemas de desprandimiento y un aumento en el consumo energstico. Por obro
fado, una velocidad de rotacién lenta puede provocar que el oxigeno sea el factor
limitande an la tYransferencia de oxigeno en la biopelicula, ocasionando
anaerobiosis en el sistema. Otra allernativa seria aumentar la relacidn érea-

volumen a efecto de garantizar una mayor aireacidn en el liquido residual bajo
tratamianto.

5, Cuando se busque conocar la diversidad y abundancia de ciliados presentes
en una agua de fipo agroindustrial bajo tratamiento, es necesario primeramente
praparar un culive microbiano mixto y aclimatarlo paulstinamenie al liquido a
efecto de conocer la diversidad que potencialmente pueda estar presente
Pusteriormentie, debe observarse la diversidad persistents a este medio vy, sl no
existe una diversidad amplia que amérite un estudio detellade de dichos
microorganismos, es recomendable cambiar la estrategia experimental planteada

6. Es necesario trabajar con concentracicnes de materia organica, menores a las
empleadas en el presente estudio con objeto de que el oxigeno disdelto provisto
por la rotacion de los discos sea suficiente para promover condiciones aercbias
en &l licor mazciado
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6. FASE EXPERIMENTAL Il

PRUEBA DE BIODEGRADABILIDAD AEROBIA RAPIDA

61



6.1 OBJETIVOS

Como siguiente etapa se plantea el estudio de la biodegradabilidad aerobia
rapida del efluente anaerobio procedente del RALLFA, ello debido a que resulta
interesante conocer que tan biodegradable es esta agua residual bajo
condiciones aerobias, complementariamente se cuantificaran los diferentes
grupos bacterianos que se encuentran troficamente activos. Para ello se plantean
los siguientes objetivos:

| Conocer la biodegradabilidad aerobia rapida de las aguas residuales del
proceso de cempasuchil (previamente tratadas en un reactor anaerobio),
empleando como referencia el procedimiento establecido en la norma OECD

301 A, pero utilizando para elio un respirdmetro automatico Voith-Sapromat B-
12.

® Cuantificar por medio de la técnica de extension superficial los principales

grupos troficos bacterianos de interés, utilizando diferentes medios de cultivo
selectivos,

6.2 MATERIALES Y METODOS
6.2.1 Prueba de biodegradabilidad aerobia rapida

Esta prueba se realizé tomando como referencia la QECD 301 modificada
(Norma 301 A de la OCDE para determinar la biodegradabilidad rapida de
sustancias organicas solubles en agua bajo condiciones aerobias) (OECD, 1993
a). Esta prueba consiste en depositar un velumen determinado de muestra
preinoculada, conteniende una concentracion conocida, mantenida con aireacion
constante en la oscuridad o con luz difusa. Ei curso de la degradacion es
monitoreada por medio del analisis de DQO o COD a intervalos frecuentes de
tiempo durante un pericdo de 28 dias.

El método clasico para demostrar la biodegradabilidad de un compuesto o
como en este caso una muestra de agua residual, es realizar la medicion de
oxigeno consumido y/o eliminacién de carbén organico disuelto durante un
tiempo de prueba estandarizado de 28 dias. En caso de que la bicdegradacion
haya comenzado, pero no se ha alcanzado la fase de meseta después de los
primeros 28 dias de prueba, se recomienda continuar con la misma hasta los 42
dias a efecto de ubicar el nivel de biodegradabilidad del compuesto o muestra
bajo estudio (OECD, 1893 a). Debido a que no se cuenta con antecedentes sobre
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el nivel de biodegradabilidad del efluente seleccionado, en este estudio se opt6
por efectuar la prueba experimental durante 42 dias a fin de disponer de mas
puntos significativos y poder observar los niveles de biodegradacién en funcion
del tiempo.

Para llevar a cabo este tipo de andlisis se empled un respirdmetro
aulomatico Voith-Sapromat B-12, el cual consta de 12 unidades de medicidn
(matraces), uno por muestra y que funciona de manera simuitanea. Este equipo
regula la temperatura de los matraces a 20°C, agitacién continua y un aporte de
oxigenc acorde al requerimiento de la muestra (Manual del respirémetro, 1996).

El procedimiento de su uso y una descripcion més detaliada del equipo se
encuentra en el anexo A.

6.2.2 Elaboracién del inéculo y preparacién del agua residual en estudio

En un matraz de 500 mL, se prepard un indculo microbiano elaborado a
partir de suelo, agua de la llave, agua estancada y agua residual a fin de obtener
la mayor diversidad posible de microorganismos. El dispositivo funcioné
completamente mezclado, tapado y burbujeado con aire para mantener
condiciones aerobias (mayor de 2 mgOD/L}.

Se recolectaron 1000 mL de agua residual pretratada anaerobiamente, la
cual fue centrifugada con objeto de eliminar la biomasa microbiana presente. El
contenido de materia organica disuelta fue de 13,700 mgDQOI/L, el cual fue
ajustado por dilucion con agua de la llave a 6050 mgDQOJ/L. Posteriormente se
adicion¢ un volumen de inGcule microbianc aclimatado de aproximadamente el
10% del volumen total de la muestra, lo anterior con objeto de obtener la muestra
a una concentracion conocida y uniformemente inoculada. E! pH inicial de la
muestra fue de 8.35 unidades, se adiciond Acido sulfurico diluido para ajustar el
pH a un valor de 7.24 unidades con el fin de favorecer el crecimiento de los
microorganismos.

Cabe sefalar que se optd por utilizar efluente anaerobio diluido debido a
que el RBR empleado en la secuencia de tratamiento anaerobia-aerobia no puede
operar aerobiamente cuando es alimentado con el efluente concentrado.
Por otro lado, trabajos experimentales anteriormente realizados sefialan que ta
maxima concentracién organica a la que se puede operar este tipo de reactores
con 80% de las camaras de manera aerobia es, aproximadamente, de 2,000
mgDQO/L y 585 mgDBOs/L {Luna-Pabelio, 1990; Briones et al ,1993).

En consecuencia, para que los resultados de esta fase experimental
puedan tener alguna utilidad para ser aplicados en el entendimiento del
comportamiento de un reactor aercbic de tipo RBR, se decidid manejar la
concentracian antes sefalada.
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6.2.3 Analisis fisicoquimico del agua a tratar

A cada uno de los 11 matraces empleados se le adicionaron 250 mL del
agua residual preinoculada, un matraz con agua destilada se utilizé como control.
El estudic de biodegradacién se realizé bajo condiciones constantes de
temperatura, agitacion controlada y aporte de oxigeno acorde al requerimiento de
la muestra.

En tiempos preestabiecidos (3, 5, 7, 12, 14, 16, 23, 28, 33, 37 y 42 dias) se
fue retirando (sacrificando) un matraz para el analisis de parametros
fisicoguimicos de pH, temperatura (°C), oxigeno disueltc {OD), concentracion de
materia organica disuelta (medida como DQOs y DBOs respectivamente), sélidos
totales totales (STT), totales volatiles (STV) vy totales fijos (STF} (APHA, 1981,
1990). La aplicacién sistematica de las pruebas de DQO y DBOs permitieron
conocer la cantidad de materia organica disuelta que queda en solucion después
de un determinado tiempo de permanencia dentro del sistema asi como el nivel
correspondiente de biodegradacion. En el anexo A, se presenta la descripcidn
mas amplia de a metodologia de cada una de 1as técnicas.

6.2.4 Analisis bacteriolégico

Estos se realizaron también en cada uno de los 11 matraces retirados del
respirdmetro en los tiempos especificos.

E! analisis bacteriologico para el seguimiento de los principales grupos
bacterianos troficamente activos se llevd a cabo por el método de extension
superficial (Ramirez-Gama et al., 1992; Schade y Lemmer, 1994). La descripcion
mas amplia de ia metodologia se encuentra en el anexo D.

Para observar la actividad enzimética microbiana, a 24 y 48 horas de
cultivo, se prepararon medios de cultivo especificos y se inocularon con
microorganismos en estudio. Los medios especificos utilizados para el cultivo
fueron (DIBICO, 1989 , DIFCO, 1984, 1990; Ramirez-Gama et al., 1992):

agar nutritivo: Para !a cuenta de bacterias mesdfilas aerobias (cuenta
total). Contar todas las colonias desarrolladas sobre la superficie del medio.

agar leche-descremada: Para la cuenta de bacterias proteoliticas. Contar
todas las colonias tipicas con halo transparente (pérdida de opacidad alrededor
de las colonias) desarrolladas sobre la superficie del medio.



agar almidén: Para la cuenta de bacterias amiloliticas. Contar todas las

colonias tipicas con halo de color rojo o transparente desarrolladas sobre la
superficie del medio.

agar celulosa: Para la cuenta de bacterias celuloliticas. Contar todas las
colonias desarrolladas sobre la superficie del medio.

medio minimo: Para la cuenta de bacterias sacaroliticas. Contar todas las
colonias desarrofladas sobre la superficie del medio.

De aqui se calcularon para todos los casos, la cantidad de
microorganismos por mililitro de muestra y se expresaron los resultados como
unidades formadoras de colonias (UFC).

6.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los valores obtenidos de la evaluacién
fisicoquimica y bacterioldgica de cada uno de los matraces para cada uno de los
tiempos preestablecidos.

En la tabla 12, puede observarse que el valor de pH inicial se ajustd a un
valor cercano al neutro, con el fin de que no constituyera un factor limitante para
el crecimiento de las comunidades micrebianas inoculadas. Durante toda la fase
experimental los valores de pH siempre se mantuvieron basicos oscilando entre
8.88 hasta 9.75+ 0.2 unidades. Cabe recordar que debido a que el experimento se
realizo en el respirémetro automatico Voith-Sapromat B-12, la temperatura pudo
mantenerse constante a 20°C con un aporte de oxigeno via electrolitica acorde
con los requerimientos del matraz de reaccion ¢ de prueba.

En la tabla 12 y figura 12, se observa el consumo de oxigeno en las
diferentes muestras, producto de la actividad metabdlica de las poblaciones
microbianas. Asimismo, se observa que aumenta el oxigeno disuelto
paulatinamente, conforme el tiempo de degradacion transcurre (0.3 a 7.6
mgOD/L), logrando concentraciones de 2 mg/L a partir det dia 16 y verificandose
gue el sistema en este punto presenta condiciones aercbias, ello como
consecuencia del continue aporte de oxigeno suministrado por el matraz
generador de oxigeno via electrolitica.

Esle incremento de! consumo de oxigeno, indica que existid actividad

biologica de los microorganismos y, por tanto, degradacion de la materia organica
disuelta presente en el agua residual. La actividad bioldgica comienza a
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descender a partir del quinto dia. A partir del dia 28 |a curva indicaria un consumo
de oxigeno influenciado por reacciones de nitrificacion (tabla 12 y figura 12).

En la tabla 12 y figura 13 se observa el comportamiento de la tasa de
consumo de oxigeno (TOC) por dia que requirieron los microorganismos para
llevar a cabo la degradacion de la materia organica disuelta presente en el agua
residual. A los tres dias de incubacién se registrdé un TOC de 310 mgOJlL,
incrementandose al dia cinco a 395 mgO./L, este consumo de oxigeno se debe
probablemente a que existe un aumento en el nimero de bacterias heterdtrofas
que requieren de mayor consumo para degradar |la materia organica disuelta de
tipo carbonoso, observandose un porcentaje de remocion del 36.7%. A partir del
dia siete hasta el dia 14 se observa una disminucioén poco variable del consumo
de oxigenc debido a que las poblaciones bacterianas probablemente se
encuentran en una fase estacionaria, alcanzando un porcentaje de remocion
acumulado del 77.8%.

También se observa que entre el dia 16 y 28 existe una caida drastica en
la disminucion del consumo de oxigeno, debido a que las poblaciones bacterianas
disminuyen en numero y por tanto la necesidad de consumo de oxigeno para
poder degradar la materia organica de tipe carbonoso es poco, observandose que
no se registra una disminucién en la concentracion de materia organica e
indicando que probablemente toda la materia de tipo carbonaso se ha degradado.
Después del dia 28 hasta el dia 42 se observa un aumento en e! consumo de
oxigeno, indicando que las poblaciones bacterianas establecidas son de otro tipo
que no requieren como sustrato carbono sino compuestos nitrogenados como
amonio, nitrato (proceso de nitrificacion).

El porcentaje de remocion total de la DQOs alcanzado en el respirémetro
automatico es del 78.9% en 28 dias, por lo que estas aguas residuales pueden
considerarse como rapidamente biodegradables, ya que alcanzaron mas del 76%
de pérdida de materia organica disuelta, medida como DQO en 28 dias. Puede
observarse que este nivel de biodegradacion se alcanzd en diez dias. Finalmente
el porcentaje de remocidon de materia orgénica, medida como DQO soluble fue de
85% en 42 dias (figura 14).
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Figura 12. Comportamiento de la DQOs y consumo de
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Figura 13 Comportamiento de! oxigeno consumido
por dia en el respirémetro Voith-Sapromat B-12

6R



69 g

S3JBMBL SO| 8p OUN BPED UG ope|nwNde SODA e ep
(4 %) uopowas op afejuasiod |ep ojusiwepodwos | einbiy
(seip) odwaeyy .
Zr it €€ 82 € 8L ¥ e L § € O
t + t + + t } + + + 0

T Ol

opejnunoe Y 9, —¢— _ t oz

Tor

H%

T 0s

TOoL
TOos

06




Del analisis de solidos (tabla 12 y figura 15) no se pudo detectar un
comportamiento claro que pudiera ser asociado con la transformacion de la
materia organica disuelta a biomasa microbiana, lo que hace suponer que existié
preferentemente conversion a bidxido de carbono. Esto pudo deberse a que la
materia organica presente en el agua residual experimentada, es la Unica fuente
de carbono disponible para el desarrollo microbiano. No cbstante, si hubiera
existido un suministro constante de nutrimentos, una parte de ellos se utilizaria en
la sintesis de nueva materia microbiana o biomasa, pero como no existe otra
fuente de nutrimentos al sistema, algunos microorganismos mueren y se
desintegran y sus componentes seran utitizados por los organismos restantes.

Brown et al {1889), sefalan que en la depuracién aerobia se requiere una
vasta poblacidn de microorganismos de metabolismo activo, capaces de degradar
productos organicos tanto solubles como coloidales con una elevada tasa de
conversion a CO2 y agua, lo que seria una explicacion para los resultados
obtenidos. También pudo ser factible que se presentd la oxidacién de la materia
celular a bidxido de carbono, ya que las piedras de cal sedada contenidas dentro
del matraz de reaccién se sacaron muy mojadas (OECD,1987, 1993). Después
del periodo de prueba (28 dias) las bacterias nitrificantes presentaron una baja
velocidad de crecimiento y, por tanto, un bajo rendimiento celular a biomasa,
siguiéndose observando una disminucion en los solidos (Muxi- de-Abreu, 1994).

Cabe mencionar que hubo una disminucién en los sélidos totales totales.
Esto no se debié a una mayor productividad de biomasa en el sistema, sino a que
los solidos ftotales fijos variaron constantemente con una consecuente
disminucién en el contenido de los solidos totales volétiles (sustancias de origen
organico, como son las células, polimeros extracelulares, fracciones de material
organico, CO;, etc).

En la tabla 13, puede observarse el comportamiento del crecimiento de los
diferentes grupos tréficos microbianos a 24 y 48 horas de cultive (figura 16). Con
este andlisis fue posible visualizar de manera rapida las curvas de crecimiento
{abundancia) que presenta cada uno de los grupos tréficos microbianos durante
el proceso de biodegradacion.

En términos generales, se observa un alto desarrollo de colonias meséfilas
aerobias, las cuales representan ef 100% (1927E+04), de ellas el 46.50%
(8894E+03) son bacterias que degradan proteinas, acidos nucleicos, etc
(bacterias proteoliticas), 27.50% (535E+04) son bacterias que degradan
carbohidratos facilmente biodegradable como el almidon (bacterias amiloliticas);
22.50% (4365E+03) son bacterias que degradan disacaridos como el azucar
{bacterias sacaroliticas) y el 3.50% (67,871E+(01) representa a bacterias que
degradan la celulosa (polisacéarido). Estos diferentes sustratos se encuentran
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Figura 15. Comportamiento de los sélidos en cada uno de
los matraces del respirémetro automitico Voith-Sapromat B-12

UFC/mL de muestra
3.00E+06
2,50E+06 |
2.00E+06 |
1.50E+06 |
—e— Meséfilas aerobias
1.00E+06 4 —a— Proteoliticas
—a— Sacaroliticas
5.00E+05 —— Amiloliticas
it
0.00E+00 - —»— Celuloliticas

0 3 5 7 12 14 16 23 28 33 37 42
Tiempo (dias)

Figura 16. Cuenta total en placa para los difcrentes grupos tréficos bacterianos a
48 horas de cultivo tomados de cada uno de los matraces del respirémetro automatico
Voith-Sapromat B-12
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presentes en el agua residual de cempasuchil, son caracteristicos de las células

de las plantas y son degradados por los microorganismos por medic de una
variedad de enzimas (tabla 14).

Tabla 14. Porcentajes relativos obtenidos para los diferentes grupos tréficos
bacterianos a 48 horas de cultivo.

Grupo bacteriano %
Mesdfilas aerobias 1927E+04 (100%)
Proteoliticas 45 50
Amiloliticas 27.50
Sacaroliticas 22.50
Celuloliticas 3.50
TOTAL 100.00

Se puede observar (tabla 14) que durante e! conteo a 24 horas de cultivo,
no existe un desarrollo total de colonias desarrolladas sobre la superficie del
medio, conforme transcurre el periodo de incubacion a 48 horas de cultivo, existe
un aumento gradual en la cantidad de colonias desarrolladas. También se
observd que mientras se lieva a cabo el proceso de degradacion de la materia
organica disuelta a través del tiempo, existe una disminucién paulatina del
numero de colonias desarrolladas sobre la superficie. Esto se debe a que el
sustrato presente también va disminuyendo gradualmente durante el proceso de
degradacion (agotamiento de los sustratos disponibles en el agua residual)
{Tebbutt, 1984).

La cantidad de bacterias desarrolladas fue reflejo de la accesibilidad de
sustratos, consumiéndose primero los de facil asimilacion y posteriormente los de
mayor complejidad; por ello las colonias celuloliticas aumentaron en las Ultimos
puntos de muestreo. Asimismo, el aumento numérico de bacterias mesbfilas
aerobias se relaciona con un mayor consumo de oxigeno y de remocion de
materia organica. La disminucién en la abundancia de las mismas se presenta
como resultado del agotamiento de 1os sustratos disponibles.

Después del periodo de prueba estandarizado de 28 dias, se observd en la
etapa aerobia una oxidacidn dei amoniaco a nitrato (nitrificacion), el compuesto
reducido de nitrdgeno es la fuente de energia de las bacterias autdtrofas y
heterdtrofas aerobias que oxidan los grupos amino y nitro de compuestos
inorganicos de nitrdgeno, liberando el nitrogeno coma nitrito o nitrato. Se ha
observado que la materia organica disuelta en concentraciones superiores a 1000
mgDQO/L, inhiben el crecimiento de los microorganismos nitrificantes.

73



Desde el punto de vista bactericlogico, se ha demostrado que a bajas
concentraciones de oxigeno disuelto (0.5 mg/L), aumenta la tasa de crecimiento
de Nitrosomonas asi como durante el proceso de nitrificacion (Muxi-de-Abreu,
1994). Por ello, tanto at inicio como al final de la prueba se observé posiblemente
un alto desarrollo de Pseudomonas o Nitrosomonas en la cuenta en placa
(cuenta total), estas se presentaban en forma de colonias ramificadas (forma de
arboles).

Se puede observar que en el estudio experimental sobre degradacion
aerobia, hubo una degradacion secuencial de |la materia orgénica disuelta por
medio de diferentes grupos tréficos bacterianos y otros microorganismos aerobios
presentes en el agua residual.

Los resuitados de las observaciones macroscopicas de !as colonias
desarrolladas en cada uno de ios medios especificos utilizados se presentan en la
tabla 15. Estos datos revelan el crecimiento de diferentes tipos de colonias. Estas
colonias desarrolladas sobre la superficie del medio son visibles a simple vista ¥
estan formadas por masas de muchos millones de células. Su forma, textura y
color fueron caracteristicos, aunque éstos dependieron de la naturaleza del medio
de cultivo y de las condiciones de incubacién.

Tabla 15. Diferenciacién con base en un criterio morfologico de las colonias
desarrolladas en los diferentes medios de cultive utilizados

Medio de cultivo Tipo de colonias Tincidn de
Gram
« Ramificadas (arborescentes), extendidas, fisa y brillante |
» (himeda) y cremosa .
Agar nutritivo |, pgrde entero, lisa, extendida (ligeramente iegular), cremosa y Negativas
opaca {cocos)
+ Ramificadas (arborescentes), extendidas, lisas y opacas con
pequenas vellosidades
Redonda {uniferme), entera, lisa y opaca
Blanca redonda {uniforme), lisg y brillante (himeda) )
Agar leche- Blancas ramificadas (arborescentes), extendidas, lisas y Nega_tuvas
descremada opacas (baciios)
Redonda {uniforme), elevada, lisa y brillante, cremosa
Amorfa (extendida), elevada, lisa y brillante, cremosa
Redonda (uniforme), lisa, opaca, seca y fragil (aparencia de| pggitivas
Agar almidon costra) _ | (bacilos)
» Ramificada (arborescentes), extendida con pequenas
vellosidades, elevada y opacas
Blanca redonda (uniforme), pequeiias, elevada, lisa y brillante N .
Agar celulosa Redondas (uniformes), medianas, ligeramente elevadas y ?S)ﬂ“:;s
translicidas
Medio minimo |e Redonda {uniforme), entera, elevada, lisa y cremosa Negativas
Bianca redonda {uniforme), entera, tisa y opaca {bacilos)
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6.4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES DE LA FASE EXPERIMENTAL II

6.4.1 CONCLUSIONES

1. En el respirdbmetro automatico Voith-Sapromat B-12 se mantienen condiciones
controladas de temperatura, agitacién continua y aporte de oxigeno acorde al
requerimiento de ia muestra, con lo cual se pudieron obtener las curvas de
crecimiento de los diferentes grupos bacterianos tréficamente activos asi como la
curva de degradacion de la materia organica disuelta a través del tiempo.

2. Se observé que existe una degradacién secuencial de la materia orgédnica
disuelta por medio de diferentes grupos tréficos bacterianos.

3. Se confirma lo evaluado en estudios anteriores con nejayote, que los grupos
bacterianos troficamente activos utilizaron primero los sustratos de mas facil
degradacién, dejando al final los sustratos de mayor complejidad (Pedroza, 1985).
4. Mediante el uso del respirdmetro automatico Voith-Sapromat B-12 fue posible
llevar a cabo |a evaluacién de la biodegradabilidad aerchia rapida de las aguas
residuales del proceso de cempasuchil, corroboréndose que son rapidamente
biodegradables de acuerdo con el procedimiento establecido por la norma QOECD
301 A, ya que en menos de 28 dias se redujo mas del 70% de la materia organica
disuelta, medida como DQO.

5. El porcentaje de remocion total de materia organica disuelta, medida como
DQO soluble fue del 49.5% en 5 dias, 78.9% en 28 dias y del 84.7% en 42 dias.

6. Las bacterias proteoliticas, sacaroliticas y amiloliticas se presentaron
tréficamente activas durante todo el periode de degradacion, mientras que las
bacterias celuloliticas presentaron actividad tréfica s6lo al final del tratamiento.

7. Para optimizar la eficiencia de un sistema de tratamiento es indispensable el
conocimiento de las comunidades bacterianas que intervienen durante el proceso
de degradacion a efecto de proporcionarles las condiciones fisicoguimicas mas
adecuadas para su proliferacion.

8. Los géneros de ciliados encontrados en el RBR y los grupos troficos
bacterianos cuantificados, permitiran en conjunto dar una interpretacion adecuada
del proceso de degradacion de las aguas residuales del cempasuchil.

9. Con este estudio se pudo secuenciar el aumento poblacional de los diferentes
‘grupos bacterianos participantes en la degradacién de los sustratos existentes en
el agua residual bajo estudio, observandose un aumento significativo en sus
abundancias relativas en funcioén del tipo de sustrato utilizado.
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6.4.2 RECOMENDACIONES

1. Realizar la determinacién de las especies bacierianas participantes en el
proceso de biodegradacion de las aguas residuales estudiadas.

2. Estudiar el procesc de nitrificacion presente durante la fase de degradacion
aerobia.

3. Realizar la medicién de la degradacion de los diferentes sustratos de interés
que se encuentran presentes en el agua residual bajo estudio (por ejemplo,

almidén, sacargsa, proteina y celulosa) y las abundancias poblacionales
asociadas con los mismos.

4. Hubiera sido deseable realizar la fase experimental Il por duplicado pero, dado
que se cuenta con un respirémetro de solamente 12 piezas solo se rellevo a cabo
una corrida. Se recomienda repetir el experimento con un indculo liofilizado para
ambos con objeto de garantizar, en la medida de lo posible, repetividad.

5. Asimismo, hubiera sido deseable usar agua residual previamente tratada
anaerobiamente para estos experimentos ya que la materia organica residual de
ese tratamiento no es equivalente a la materia organica de una agua residual
diluida. Por ello, se recomienda que, al repetir este experimento, se haga con
efluente del RALLFA procurando detectar la concentracion maxima posible de ser
estudiada bajo condiciones aercbias a efecto de poder inferir la factibilidad de
realizar un tratamiento biolégico anaerobic-aerobio conectados en serie.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

A continuacion se presentara las conclusiones y recomendaciones
derivadas del presente trabajo de investigacion.

7.1 CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de operacion establecidas en el sistema de
tratamiento bioldgico anaerobiv-asrobio conectados en serie se obtuvieron los
siguientes porcentajes de remocion promedio total de materia organica disuelta,
medida como DQO soluble: 91% para concentraciones de 21,460; 32,720; 34,810
y 48,850 mgDQO/L y de 82% cuando se utilizaron concentraciones de 20,670;
23,830 y 33,330 mgDQOIL.

Debido a las relativamente altas concentraciones de materia orgdnica
disuelta con las que se alimentd al RBR, se observd que la transferencia de
oxigeno disuelto en ef liquido residual bajo tratamiento fue insuficiente para que el
reactor operara de manera aerobia (mas de 2 mgODI/L), por lo que se presentaron
de manera permanente condiciones anaerobias, andxicas y/o microaerobias.
Ambos parameftros, concentracion de materia organica y oxigeno disuelio,
resultaron limitantes para la proliferacion de una mayor diversidad microbiana.

De la aplicacion de la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida se
observo que, el porcentaje de remocion total de la DQO soluble alcanzado fue del
49.5% en 5 dias, 78.9% en 28 dias y del 84.7% en 42 dias. En consecuencia
puede considerarse a este tipo de aguas residuales como rapidamente
biodegradables ya que se logre mas del 70% de pérdida de materia organica
disuelta, medida como DQO en 28 dias.

De a cuerdo con los diferentes grupos bacterianos cuantificados, se
observé que aquellos con actividad proteolitica, sacarclitica y amilolitca se
presentaron troficamente activos durante todo el periodo de degradacién,
mientras que las bacterias celuloliticas, denotaron actividad unicamente al final
del tratamiento.

Se observd que existe una estrecha relacién entre la disminucion paulatina
de la abundancia de los diferentes grupos bacterianos tréficamente activos con la
disminucion de los sustratos disponibles.

7.2 RECOMENDACIONES

De a cuerdo con la tematica abordada en el presente trabajo, se
recomienda profundizar en el estudio microbioldgico y de metabolitos
secundarios, {anto de los sistemas de tratamiento biolégico empleados (RALLFA y
RBR), como de la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida, a efecto de

entender con mayor claridad los procesos de biotransformacion gue se estan
llevando a cabo.
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9. ANEXOS
ANEXO A

PARAMETROS FISICOQUIMICOS
PRUEBA QUIMICA:
Demanda quimica de oxigeno (DQO).

Método volumétrico de oxigene con dicromato de potasio (APHA, 1990).

Fundamento:

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

interferencias:

Las sustancias inorganicas coma los iones ferroso {Fe++), sulfato (S04=),
sulfitos (SO3=) y tiosulfatos (S,04=) se oxidan bajo cierlas condiciones y crean

una DQO inorganica, la cual interfiere cuando se estima el contenido del agua
residual..

El i6n cloruro (CI') interfiere, pero puede eliminarse al agregar sulfato
mercurico ((Hg)p SO4) a la muestra por analizar.

Nota: mediante esta prueba no es posible conocer el tipo de compueslos
organicos presentes, ni diferenciar entre material biodegradable y sustancias
toxicas, por lo cual sélo constituye un analisis para la determinacion del total de
material presente.

Reactivos:
- Solucién acuosa de dicromato de potasio 0.25 N
- Sulfato de plata (cristales)
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- Solucién de sulfato de plata en acido sulfirico. Esta se prepara disolviendo 22 gr
de sulfato de plata en 4 litros de acido sulfurico. La solucién debe protegerse de
laluz.

- Acido sulfurico concentrado

- Solucioén indicadora de ferroin

-Solucién de sulfato ferroso amoniacal para valoracién en una concentracion
aproximada de 0.05 N

- Sulfato merctrico

Equipo:

El equipo empleado es un Behr, el cual consta de una parrilla, con control
de temperatura y tiempo, de calentamiento para 24 muestras, 2 canastillas
metalicas con 24 vasos de reaccion de 200 mL de capacidad, cada uno de ellos
con un tubo refrigerante que permite la condensacion, mediante enfriamiento por
aire, de los vapores generados durante el periodo de reflujo.

De manera ccmpleméntaria a lo que es propiamente el equipo para la
prueba de DQO, esto un recipiente de PVC que contiene agua para el

enfriamiento de los vasos de reaccion después de haber puesto las muestras a
reflujo.

Procedimiento:
Tratamiento de la muestra

1.- Centrifugar las muestras por analizar (3 600 rpm a 5°C durante 15 minutos).
2.- Poner en el recipiente de reflujo:

- 10 mL de muestra diluida (con agua destilada) en proporciones 1:50 para
muestras concentradas y 5:50 para aquellas provenientes del sistema de
tratamiento. En ia preparacion del blance (testigo) se utilizan 10 mL de agua
destilada como muestra.

- 0.2 g de sulfato mercurico

- 5 ml de dicromato de potasio 0.25 N

3.- Colocar el refrigerante y arfadir lentamente 15 mL de solucién de plata en
acido sulfurico concentrado.

Reflujo:

4.- Colocar los matraces de reaccion en la parrilla eléctrica, manteniéndolos en
reflujo, a 150°C, durante dos horas.
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Valoracién de la muestra:
Al acabarse el reflujo, una parte del dicromato ya ha reaccionado con la

materia organica. El dicromato restante se valora de la siguiente manera:

- Agregar al recipiente de reflujo 40 mL de agua destilada y dos gotas de ferroin
indicador, homogenizar.

- Tiular con sulfato ferroso amoniacal {(SFA) 0.05 N. El punto final de la
valoracion (titulacion) es el cambio de coloracién de azul verdoso a pardc rojizo.
Obtencion de resultados:
- Lafdrmula empleada es la siguiente:

mg DQO/L = {a-b) N 8000/mL muestra (f)
Donde:
a=Volumen de sulfato ferrosc-a amoniacal utilizado para valorar el blanco (testigo).
b=Volumen de sulfato ferroso amoniacal utilizado para valorar Ia.muestra.

N=Normalidad del sulfato ferroso amoniacal.

f=Fraccién velumétrica decimal de la muestra inicial en la solucion de la cual se
tomo la alicuota de 10 mL para la determinacion.

Normalidad del sulfato ferroso amoniacal {(FAS)

En un matraz se colocarn:

- 10 mL de dicromato de potasio 0.05 N

- 40 mL de agua destilada

- 10 mL de &cido sulfirico concentrado (enfriando constantemente)

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

Valoracién:

La solucion anterior se titula con sulfato ferrroso amoniacal con una
normalidad aproximada de 0.05 y se anotan los mL gastados para lograr el
cambio de color a café rojizo.

N=mL de dicromato de potasic 0.05 N x Normalidad del mismo / mL de SFA
empleados en la titulacién

N=10 x 0.05 / mL SFA empleados

85



GUIA PARA LA OPERACION DEL EQUIPO VOITH-SAPROMAT B-12

Fundamento:

El método respirométrico presenta la particularidad de que el oxigeno se
encuentra disponible a lo large de toda la prueba. Esto se logra por medio del
montaje de unidades compuestas por un indicador de presion, un generador de
oxigeno (celda electrolitica) y un matraz de reaccion interconectados por
mangueras (figura 16). Los envases forman un sistema de medicion sellado por lo
que las fluctuaciones de la presidn barométrica no afectan el resultade de las
determinaciones. La actividad de los microorganismos en la muestra produce
CO5. La absorcion del CO2 en granulos de cal sodada crea un vacio parcial en la
unidad de medicién, el cual es registrado por el indicador de presion; este
controla la generacion electrolitica de oxigeno a partir de una solucion &cida
saturada de CuSQ4, que sera suministrado al matraz de reaccién. La relacidn
nitrégenoloxigeno en el espacio gaseoso sobre la muestra se mantiene a través
del periodo de medicién, por lo tanto no exisie deplecién de oxigeno disuelto. Un
agitador magnético dentro de ia muestra provee de agitacion vigorosa, con el fin
de asegurar un intercambio de gases efectivo. La temperatura de la muestra se
mantiene por medio de un bafio de agua controlado. En contraste con el método
de dilucion convencional, este equipo permite que se lleve a cabo un verdadero
proceso respiratorio pues cuantifica la cantidad de oxigeno utilizado por los

microorganismos para llevar a cabo la oxidacidon bioquimica de compuestos
organicos.

1 2 3 4 s
1 Computadora 4 Generador de oxigeno
2 Unidad de control 5 Indicador de presion

3 Vaso de reaccion

Figura 16. Esquema de los componentes basicos del respirémetro VOITH-
SAPROMAT B-12



Método:

—

. Centrifugar la muestra para eliminar particulas suspendidas. Esta operacion se
realiza solo en caso de que se requiera cuantificar materia organica disuelta.
2. Encender el bafio de agua con 30 minutos de anticipacién para el

calentamiento det sistema.

3. Depositar en el vaso de reaccion la muestra a ser analizada (realizar
diluciones pertinentes y ajuste el pH a valores cercanos a la neutralidad). El
volumen total es de 250 mL. Introducir una barra de agitacion y un volumen
predeterminado de indculo microbiano {aproximadamente &l 10% del volumen
total de la muestra).

4. Colocar en el tapén del vaso de reaccién cal de sedio granulada para captar el
COQ> producido durante el metabolismo microbiano aerobio. La cal de scdio
debe ser secada previamente a 103°C durante una hora y enfriada
posteriormente en un desecador.

5. Cerrar correctamente el tapén de rosca del vaso de reaccién, cuidando de que
no caiga cal de sodio a ia muestra de agua en estudio.

6. Encender el sistema de registro y realizar las anotaciones pertinentes en el
control del graficador directo (fecha, hora de inicio de la prueba, procedencia
de la muestra, diluciones, etc).

7. Ajustar los indicadores digitales a cero y activar el sistema. Presionar
simuftaneamente RESET vy ios botones correspondientes a las celdas activas,
posteriormente presionar START y los botones correspondientes.

8. introducir el vaso de reaccion en el bafio de agua.

8. Realizar las interconexiones necesarias de mangueras y electrodos de los
diferentes componentes de las 12 unidades de medicion. Conectar los
electrodos rojo y azul al matraz generador de oxigeno.

10. Encender el mecanismo de agitacion.

11. Ajustar el indicador de presion {cerrar y observar que todos se encuentren al
mismo nivel para evitar valores erroneos, en caso de no ser el mismo nivel
desconectar la manguera del matraz generador de O;, abrir la valvula de rosca
del indicador de presion y reintentar),

12.Registrar los valores obtenidos después de finalizar el tiempo del experimento,
observar las graficas (pueden hacerse registros manuales en una bitacora de
control si es que desea conocer algun valor en un tiempo determinado).

13.Al finalizar la prueba de consumo de oxigeno (DBQOs, DBOu, etc). Presionar
STOP y los botones comespondientes a las celdas activas, posteriormente
presionar RESET y los botones correspondientes.

14.Apagar el equipo, abrir la valvula de rosca localizade en el indicador de
presion; desconectar la manguera de los vasos de reaccion y de manera
parcial los electrodos,

15. Retirar las muestras y lavar con jabon especial para cristaleria de laboratorio o

con agua corriente. Finalmente enjuagar con agua destilada y dejar secar.
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SOLIDOS
1. Solidos totales (ST)

Se limpian los criscles para eliminar todas las materias adheridas a elios,
se deja en una estufa cuando menecs 8 horas a 100°C para eliminar la humedad.
Se transfieren a un desecador durante 45 minutos, después se pesan (peso A).

Utilizando una pipeta volumétrica se agregan a los crisoles muestras
homogéneas dei licor mezciado. Se colocan fos crisoles en la estufa a 103°C por
un minimo de 1 hora, los crisoles se enfrian durante 45 minutos en un desecador
para después ser pesados {(peso B). La diferencia de peso entre los crisoles sin
muestra y con muestra ya desecada, da la cantidad de materia sdlida total
contenida en ésta. Con la siguiente férmula se calcula los sélidos totales.

ST= (B-A) x 106
V]

Donde:
ST = Sdlidos totales {(mg/l.)
B = peso del crisol con la muestra (g)
A = peso del crisol vacio (g)
V = volumen de la muestra colocada en el crisol {mL)

2. Sdlidos totales fijos (STF)

Una vez abtenido el peso B los crisoles se meten en la mufla a 556 + 25°C
durante 15-20 minutos, se enfrian en un desecador durante 3 horas y se pesan
{peso C). Con la siguiente formula se calcuta los sélidos totales fijos:

STF =(C-A) x 108
Vv
Donde:
STF = Solidos totales fijos (mg/L)
C = peso dei crisol con muestra (g)
A = peso del crisol vacio (g)

3. Sdlidos totales volatiles (STV)

Se obtienen de la diferencia de los sélidos totales menos ios solidos totales
fijos.

STV =8T - STF = (mg/L)
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ANEXO B

TECNICAS PARA DETERMINACION DE MICROORGANISMOS

Preparaciones temporales:

Para la observacion de los protozoos “in vivo" de la muestra original y de
los cultivos se utilizd el retardador de movimiento ciliar:

Metilcelulosa. Disolver 10 g de metilcelulosa en 45 mL de agua destilada
fria, mezclar bien y refrigerar a 10 °C hasta que la mezcla obtenga una apariencia
transparente. Con esta mezcia hacer una circunferencia en la parte central del
portacbjetos, agregar en ef interior del anillo una gota de la muestra a observar y
colocar el cubregbjetos.

Técnicas de Tincién
Técnica de Klein

La técnica de Klein no utiliza ningun fijador, sino simplemente se deja
secar, lo cual puede ocasionar que los organismos sufran una ligera deformacion.
Sin embargo, es una lécnica que resalta las estructuras argentéfilas, tales como
los cinetosomas, las cinetias, los poros de las vacuclas contractiles, el citostoma,
el citoprocto y el argiroma.

Procedimiento:

1.- Colecar una gota de cultivo sobre el cubreobjetos, extenderla con una aguja
de diseccion y dejar secar al aire libre.

2.- Introducir el cubreobjetas en una solucion de nitrato de plata al 5% durante 5
minutos.

3.- Retirar el cubreobjetos y lavarlo dos veces con agua destilada.

4.- Colocar el cubreobjetos en una caja Petri con agua destilada y fondo blance.
Irradiar con una lampara de luz ultravioleta la preparaciéon hasta que tome un
color pardo claro {de 2 a 5 minutos).

5.- Lavar con agua destilada.

6.- Dejar secar al aire libre.

7.- Montar en balsamo de Canada.

8 - Observar los resultados al microscopio.

89



Tincidén de Gram

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

Procedimiento

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

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

3.- Afadir 3-4 gotas de una solucidn de Na2C0z al 5% y reposar 2-3 minutos

4.- Lavar el exceso del colorante con agua corriente.

5.- Adicionar lugol durante 1-2 minutos.

6.- Lavar con agua corriente y secar con pape! absorbente.

7- Decolorar con alcohol al 95% o acetona, o bien una mezcla 1:1 de |as mismas
soluciones, :

8.- Adicionar la safranina por 1-2 minutos.

9.- Lavar con agua corriente y secar con papel absorbente.

10.- Observar al microscopio.

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

Técnica para la cuenta de microorganismos

De manera general esta técnica consiste en depositar 0.1 mL de muestra
en un portaobjetos y taparlo con un cubreobjetos, cuidando que el agua no
desborde y posteriormente se cuenta la totalidad de los organismos presentes en
la totalidad del drea bajo el cubreobjetos de 22 x 22 mm. Lo anterior permite
conocer el numero de microorganismos presentes por unidad de volumen. En este
caso se obtiene la relacién de organismos por mililitro de la siguiente forma:

arganismos/mililitro = C {F)
Donde:
C= Numero de organismos de interés contados en 0.1 mL

F= Factor de conversion a mL, en este caso vale 10, dado que:
1 mL= F(0.1 mL), F=1ml/0.1, F=10
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ANEXO C

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y MATERIAL ESTERIL
Preparacién y esterilizacion del material
Procedimiento:

1) Lavar todo el material de vidrio con jabdn (de preferencia usar Dextran), para
eliminar la materia organica presente. Enjuagar con abundante agua de la llave y
al final con agua destilada para eliminar los residuos de detergente, asi como las
sustancias corrosivas.

2) Secar el material de vidrio a temperatura ambiente o en una estufa.

3) Poner en a boquilla de las pipetas un pedazo de aigodén, de tal manera gue el
aire pase libremente a través de él,

4) Envolver con papel kraftin cada pipeta y espatula de Drigalski. Marcar en |a
envoltura e! volumen de cada pipeta.

5) Esterilizar el material de vidrio en horno a temperatura de 170-180°C durante
1-2 horas o en autociave a 115°C durante 15 minutos.

‘Preparacién de 1a solucién salina isotdnica

1) En un matraz Erlenmeyer, agregar la cantidad de cloruro de sodio a preparar,
disolverlo. Distribuir 9 mL de solucién en cada uno de los tubos con tapa de
baquelita, no hay que apretar fotalmente la tapa hasta después de la
esterilizacion.

Preparacion de medios de cultivo

Se prepararan las placas con medio de cultivo de acuerdo a las diluciones
gue se quieran sembrar.

1) Colocar la mitad del volumen total de agua destilada en el matraz en donde se
va a preparar el medio de cultivo.

2) Pesar en un pedazo de pape!l aluminio, cada uno de los componentes de!
medio. Cada vez que pese un reactivo, limpiar perfectamente la espatula para
evitar contaminacion de reactivos, Adicionar el primer componente y disolverlo,
adicionar los siguientes hasta que se haya disuelto el componente anterior
(respetar el orden indicado en las formulaciones).

3) Adicionar la otra mitad de agua y homogenizar el contenido.

MAjustar el pH del medio.

5) Proceder a calentarlo, de preferencia en bafic maria. Tapar el matraz con una
torunda de algodén para evitar pérdida de agua y concentrar el calor. Al estar
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calentando, tener cuidado de agitar constantemente para evitar que el agar se
queme. El medio estd listo cuando es transparente.

6) Tapar cada matraz con torundas de algoddn y cubrirlos con un gorrito de papel
kraftin (este protege a los algodones y evita que durante la esterilizacion estos se
humedezcan).

7} Meter los matraces en autoclave, cerrarla, dejar calentar con la valvula abierta
y espearar a que el aire del interior del autoclave sea desplazado totalmente por el
vapor de agua, lo que se habra conseguido, cuando a través de la véalvula salga
una columna continua de vapor de agua. Cerrar la valvula y esperar a que la
presion suba hasta 15 libras de presion y a una temperatura alrededor de 120-
121°C, mantener en estas condiciones durante 15 minutos.

8) Al téermino del ciclo de esterilizacion, apagar el autoclave, esperar a que la
presion baje a cero y sacar el material.

9) Dejar enfriar los medios hasta una temperatura aproximada de 45 a 50°C.
Junto a la flama del mechero abrir el matraz y vaciar aproximadamente de 15 a 20
mL de medio en cada una de las cajas de plastico estérites. Dejar enfriar durante
20 minutos hasta que solidifique el medic y después voltearlas para evitar que se
forme agua de condensacidn en las tapas.

10) Si los medios no se van a usar inmediatamente, colocar las cajas en bolsas
de poliestireno, etiquetar cada paquete indicando el nombre de la persona gque
prepard el medio, fecha de preparacion y nombre del medio y almacenarlos en
refrigeracion.

11) Para su uso, los medios deben sacarse del refrigerador con una hora de

anticipacion.
Agar nutritivo o gelosa

Rehidratar 23 g del medio de cultivo en un litro de agua destilada. Calentar
hasta disolucion total. Esterilizar en autoclave a 115°C durante 15 minutos.

Agar almidén

Peptona de camme 50 ¢g/L de agua
Extracto de levadura 50¢g

KoHPO4 504¢9

Almidon soluble 30g

Agar bacteriolégico 180g¢g

En 300 mL de agua solubilizar el almidén calentande y agitando; solubitizar
los otros ingredientes en los 700 mL restantes, mezclar las dos partes. Ajustar el
pH a 7.0 y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Dejar enfriar aproximadamente
a 45°C y vaciar de 15 a 20 mL de medio en cajas de Petri.
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Agar leche descremada

Solucién “A”

Dextrosa 10.0 g/L de agua
Agar bacterioloégico 200g

Solucién “B” ‘

Leche descremada 15049

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL, colocar 250 mL de agua destilada,
disolver la leche y esterilizar a 110°C durante 10 minutos. En otro matraz poner
750 mL de agua, agregar el agar y la dextrosa, fundir y esterilizar a 110°C durante
10 minutos. En condiciones de asepsia incorporar la leche a la solucion A
homogenizar y dejar enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar de 15 a 20 mL de
medio en cajas de Petri.

Nota: Respetar los tiempos de esterilizacion.
Medio minimo

Solucion 1

Fosfato dibasico de potasio 709
Fosfato monobasico de potasio  2.0g
Sulfato de amonio 1049
Citrato de sodio 0549

Disolver en 250 mL de agua destilada.
Solucién 2

Agar bacteriologico 1609
Disolver en 500 mL de agua destilada, fundir,

Solucién 3
Sacarosa o glucosa 409

Disolver en 250 mL de agua destilada

Esterilizar cada una de las soluciones por separado, enfriar y mezclarlas.
En condiciones de asepsia agregar. 1 mL de sulfato de magnesio al 10% y 1 mL
de vitamina B1 (tiamina) ai 2% (esterilizar la vitamina por filtracion). Homogenizar

y dejar enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar de 15 a 20 mL de medio en cajas
de Petri.
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Agar-celulosa

Agar 15.0 g/L de agua destilada
celulosa (madera, algodon, papel o carton)

Colocar en un mortero un peso conocido de celulosa, macerar. Agregar a
la cantidad de medio a preparar, disolver por calentamiento. Esterilizar en
autoclave a 121°C durante 15 minutos.

ANEXO D

TECNICA PARA LA CUENTA DE MICROORGANISMOS

Método de extension superficial

Para poder realizar esta metodologia en el laboratorio, el analista debera contar
con material y medios de cultivo estériles.

Preparacion de las diluciones

1) En condiciones de asepsia, colocar cada uno de los tubos que contienen 8.0
mL exactos del diluyente (solucién salina isoténica) en una gradilla e identificarlos
con la dilucién correspondiente (107 a 10°).

2) Mezclar 'a muestra mediante agitacion enérgica.

3) En condiciones de asepsia, introducir |a pipeta a 2.5 ¢m de profundidad, tomar
10 mL vy transferirios al frasco que contiene 90 mL dei diluyente (dilucion 1:10),
teniendo cuidado de colocar la punta 1 cm arriba de la superficie del liquido, una
vez que se haya vaciado la pipeta, esperar 3 segundos y soplar. Eliminar la
pipeta.

4) Tapar el frasco y agitarlo mediante movimientos de abajo hacia armriba
{agitacion vigorosa).

5) Mezclar nuevamente el contenido del frasco, introduciendo una pipeta limpia a
2.5 cm de profundidad del liquido, tomar 1 mL y transferirlo al primer tubo
(dilucién 1:100), teniendo cuidado de que la pipeta no haga contacto con el
liquido. Eliminar la pipeta.

6) Repetir el procedimiento del inciso 5 y preparar las siguientes diluciones
{(1:1000 a 1:10,000,000), transfiriendo en cada ocasién 1 mL de la dilucion
anterior al siguiente tubo que contiene 9.0 mL de diluyente.
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7) Con una pipeta limpia y estéril, mezclar e! contenido de la dilucion 10% en 1a
forma antes indicada, tomar 0.1 mL de Ia dilucién y colocarlo en el centro de la
placa bien seca.

8) En condiciones de asepsia, con la espatula de Drigalski (varilla de vidrio con
angulo), extender la gota sobre toda la superficie del medio.

9) Con pipetas limpias repetir el procedimiento e inocular las cajas
correspondientes con las diluciones 10 a 10®

10) Dejar que la muestra se absorba en el medio, invertir la caja e incubar a 37°C
durante 24 y 48 horas.

11) Después de la incubacion, observar el efecto de Ja dilucion. Cuando ésta sea
aparente, seleccionar las placas que muestren entre 30 y 300 colonias.

12) Colocar la caja, con la tapa hacia abajo y |a base hacia arriba y marcar cada
colonia con plumén o |apiz graso.

13) Contar el nimero de colonias desarroliadas en la superficie y calcular el
numero de microorganismos/mL de muestra con la siguiente formula:

Promedio de colonias contadas X Reciproco de la dilucién = UFG/mL

El resultado se expresa como UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC),
no COMO MICroorganismos.

i | Extension superficial

37*C 48nrs.

cﬁl_lc.)3 C Incubacidn
{ mbl
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