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Resumen

Una de las limitaciones del tratamiento de aguas residuales en un reactor biol6gico
rotatorio es el tiempo en el que se obtiene una biopelicula funcional, motivo por el
cual en los afos de 1990 a 1992 se realizaron dos corridas experimentales en un
reactor bioldgico rotatorio, RBR, dividido en dos sub-reactores de 20 litros cada uno,
usando agua residual de la industria del papel de reciclaje (agua blanca), con el
objetivo de disefiar un inéculo bacteriano con el cual se pudiera reducir el tiempo de
aclimatacion (fase lag) del reactor. Las bacterias identificadas fueron aisladas de un
cultivo enriquecido en celulosa, de la biopelicula tomada del RBR a los 7 dias
después de haberse iniciado la primera corrida. Ocho de los once géneros aislados
fueron Proteobacterias, dos fueron Firmicutes y uno fue Flavobacteria. El inéculo
propuesto para acelerar el arranque del tratamiento en un reactor biologico rotatorio
estuvo formado por los siguientes géneros Eikenella, Aeromonas, Yersinia y
Cellulomona. El resto de los géneros aislados no se incluyeron en el in6culo debido a
su escasa capacidad para adherirse a superficies y / o por ser parasitos del hombre.
También, se analiz6 el efecto de la concentracién de la materia organica soluble
medida como demanda quimica de oxigeno, DQO, sobre la velocidad especifica de
proliferacion o crecimiento de las bacterias mesofilas cultivables y la relacion entre el
conteo de células viables y la concentracion de azucares libres, durante la formacion
de la biopelicula. El valor promedio encontrado para la velocidad especifica de
crecimiento de la biopelicula fue de 2.12 h, para las camaras 1 de ambos reactores
y de 1.24 h™! para las camaras 3 de los reactores. No se pudo establecer una relacién
directa entre la velocidad especifica de crecimiento de las bacterias mesofilas
cultivables de la biopelicula y la concentracion de DQO soluble. En cambio, si se
encontrdé una relacion directa entre la concentracion de azucares libres en el licor
mezclado, el conteo de células viables en la biopelicula y el incremento en la
eficiencia en la remocion de la materia organica soluble medida como demanda
bioquimica de oxigeno, DBOs.

Palabras clave: Ecosistemas bacterianos celuloliticos, biopelicula, velocidad
especifica de crecimiento, reactor bioldgico rotatorio, aguas residuales de la industria
del papel



Abstract

Two experiments were carried out in between 1990 and 1992 in a rotating biological
reactor divided into two reactors, each with 20 liters of working volume, using residual
liquid effluents of a paper industry (known as white water). The purpose of this study
was to design a bacterial inoculum with which the lag phase (acclimation time) of a
reactor can be reduced for rapidly reaching a maximum activity. The identified
bacteria were isolated of a cellulose enriched culture coming from the RBR 7 days
after the first run was started. Eight of the eleven isolated genus were Proteobacteria,
two were Firmicutes and one was Flavobacteria. The proposed inoculum was
Eikenella, Aeromonas, Yersinia y Cellulomona. The rest of the isolated geni were not
included in the inoculum due to their limited capacity to adhere to surfaces and / or for
being men’s parasites. It was also analyzed the effect of dissolved organic matter
measured as chemical oxygen demand (COD) over the ratio of viable cells count and
the concentration of free sugars, during the formation of the film. The mean value
found for the biofilm’s specific growth rates was 2.12 h-1, for the chambers 1 of both
reactors and 1.24 h™ for chambers 3 in both reactors. It was not possible to establish
a direct relationship between the biofilm specific rate of growth of the cultivable
mesophilic bacteria and the chemical oxygen demand concentration. On the other
hand, a direct relationship between the free sugars concentration in the mixed liquor,
the feasible cells counting in the biofilm, and the increase in the removal efficiency of
the soluble organic matter measured as BODs was found.

Ecosistemas bacterianos celuloliticos, biopelicula, velocidad especifica de
crecimiento, reactor biolégico rotatorio, aguas residuales de la industria del papel

Key Words: Cellulolytic bacterial ecosystems, biofilm, specific growth rate, rotating
biological contactor, paper industry waste waters
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Glosario
ADN. Siglas para el &cido desoxirribonucleico.

Agua residual. Se define agua residual o agua servida como "una combinacién de
los liquidos y residuos arrastrados por el agua proveniente de casas, edificios
comerciales, fabricas e instituciones, junto con cualquier agua subterranea,
superficial o pluvial que pueda estar presente” (Ramalho, 1991). Las cuatro
principales fuentes de aguas residuales son: 1. Aguas domésticas o urbanas,
2. Aguas residuales industriales, 3. Aguas de usos agricolas, 4. Aguas
pluviales o de escorrentias (Ramalho, 1991).

Biomasa. Masa bioldgica, cantidad de materia viva producida en un area
determinada de la superficie terrestre o por organismos de un tipo especifico.
Las mediciones de la biomasa aplicadas a microorganismos que se usan mas
frecuentemente son la densidad O6ptica, la masa seca y el contenido de
proteina celular, como nitrégeno Kjeldahl, aunque éste ultimo también mide
fuentes de nitrégeno inorganico.

Biopelicula. Una pelicula microbiana representa un ecosistema heterogéneo cuyos
productos finales son el resultado del desarrollo en tiempo y espacio de una
comunidad de especies microbianas.

CBH. Celobiohidrolasas

Celulosa. La celulosa es un polimero lineal de la D-glucosa que posee enlaces
glucosidicos B (1-4). Esta molécula es un polisacarido estructural,
constituyente de la pared celular de las plantas, es el compuesto organico mas
abundante sobre la Tierra.

Celulosoma. Los celulosomas son complejos multienzimaticos cuyos componentes
actlan de manera sinérgica para hidrolizar a la celulosa y se localizan fuera de
la célula bacteriana.

Crc. Siglas en inglés para el gen que codifica para la proteina represora por
catabolito. También, recientemente se ha mostrado que Crc regula la
biosintesis de Pili Ay Pili B.

D.E. Desviacion estandar.
DGGE. Siglas en inglés para la electroforesis en gradiente de gel desnaturalizante.
Demanda quimica de oxigeno, DQO, en mg L™. La demanda quimica de oxigeno

es una variable que se usa para medir el contenido de materia organica de las
aguas residuales y las aguas naturales. El “oxigeno equivalente” para la
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oxidacion de la materia organica se mide con el uso de un oxidante quimico
fuerte, en un medio acido. La prueba debe realizarse a altas temperaturas. Se
requiere un catalizador (sulfato de plata) para acelerar la descomposicion.
Para eliminar iones inorgéanicos por precipitacion se usa el sulfato de mercurio.

Demanda bioquimica de oxigeno soluble, DBOs, en mg L™. Es el pardmetro méas
ampliamente usado para determinar la posible contaminacion por materiales
organicos biodegradables, tanto de aguas de suministro como de aguas
residuales es la DBO. Esta determinacion incluye la medicion del oxigeno
disuelto usado por los microorganismos en la oxidacion bioquimica de la
materia organica. La DBO es una determinaciéon muy usada debido a: (1) da
una idea de los requerimientos de oxigeno para estabilizar biol6gicamente la
materia organica presente, (2) para determinar el dimensionamiento de las
plantas de tratamiento de aguas residuales biodegradables, (3) para
determinar la eficiencia de los procesos de tratamiento de las aguas residuales
y (4) para determinar el cumplimiento de la normativa® ambiental.

EG. Endoglucanasas.

Eh. Potencial eléctrico: Es el trabajo realizado para trasladar una carga eléctrica
unitaria g, desde el punto B hasta el punto A, en Joule, Culombio o Volt.

EPS. Exopolisacarido.

Guayacoles. Los guayacoles junto con los catecoles son fitoquimicos del grupo de
los fenoles.

Lagunas de oxidacion o de estabilizacion. Las lagunas de oxidacién son sistemas
para tratar aguas residuales biodegradables. Consisten de un canal circular u
ovalado y estan equipadas con aireadores mecanicos. El agua residual entra a
la laguna, donde es aireada y circula a 0.25 a 0.35 ms™. Las lagunas de
oxidacion generalmente operan con tiempos de residencia largos (Metcalf y
Eddy, 1991).

Lodos activados. Es un proceso para el tratamiento de las aguas residuales y su
nombre se debe a que durante el tratamiento se produce una masa activa de
microorganismos capaces de estabilizar aerobiamente un desecho. La materia
organica disuelta o suspendida en el agua se alimenta a un reactor donde un
cultivo de bacterias aerobias que se mantiene en suspension la degrada. Al
contenido del reactor se le conoce como licor mezclado (Metcalf y Eddy,
1991).

! Normativa: Conjunto de normas aplicables a una determinada materia o actividad. La palabra normatividad no
esté en el Diccionario
12



LPS. Lipopolisacarido, componente importante de la membrana externa bacteriana
gue juega un importante papel en la union superficial inicial de las bacterias al
soporte.

Pili. Vellosidades presentes en la pared de las bacterias.

PME. Siglas en inglés (outer membrane proteins) para las proteinas de la membrana
externa de las bacterias.

Policelulosoma. Unién de celulosomas que forman una protuberancia en el exterior
de las células bacterianas y en los hongos (en bacterias anaerobias y en
algunas aerobias y en algunos hongos). Ver celulosoma.

Proceso con desarrollo de biomasa en suspension. Es el proceso de tratamiento
biolégico en el cual los microorganismos responsables de la conversién de la
materia organica u otros constituyentes del agua residual a gases y material
celular estan en suspension dentro del liquido.

Proceso con desarrollo de biomasa adherida. Es el proceso de tratamiento
bioldgico en el cual los microorganismos responsables de la conversion de la
materia organica u otros constituyentes del agua residual a gases y material
celular estan adheridos a un medio inerte, como rocas, ceramicas o plasticos.
Los procesos con biomasa adherida se conocen como procesos de pelicula
fija o biopelicula.

Pulpeo. Palabra que no existe en el Diccionario de la Academia de la Lengua
Espafiola pero que viene de pulpa y es el término que se utiliza en la jerga de
la industria de la celulosa y el papel para designar la operacion unitaria donde
las fibras de celulosa o de papel reciclado se mezclan con agua para formar
una pulpa, llamada pulpa de papel.

RBR. Reactor biolégico rotatorio.

Re. Numero de Reynolds. Numero adimensional utilizado en mecénica de fluidos
para caracterizar el movimiento de un fluido.

Remocion de DBO carbonoso. Es la conversion biolégica de la materia organica
gue contiene carbono, presente en el agua residual, a tejidos celulares, gases
y otros productos finales disueltos en el agua.

S. Sustrato, cantidad de sustrato hidrolizado.

SUC. Sitio de union de la celulosa (CBD, Cellulose binding domain)

13



Sdlidos disueltos totales, SDT. Son los soélidos que se separan pasando a traves
de un filtro de fibra de vidrio con poros de 1.2 micrémetros. Los solidos
filtrables consisten de coloides y solidos disueltos.

Sdlidos suspendidos totales, SST. Son los solidos que no son filtrables cuando se
pasan a través de un filtro de fibra de vidrio con un poro de 1.2 micrémetros
(Metcalf y Eddy, 1991).

Sdlidos sedimentables, SS. Son los sélidos que se sedimentan en el fondo de una
probeta o en un cono Imhoff, en un periodo de 60 minutos. Los solidos
sedimentables son una medida aproximada de la cantidad de material
sedimentable que pueden removerse durante un tratamiento real, en la
operacion unitaria de sedimentacion (Metcalf y Eddy, 1991).

Sdlidos totales, ST. Es toda la materia que permanece como residuo después de la
evaporacion del agua a 103°C. La materia que tiene una presion de vapor lo
suficientemente alta a esta temperatura se pierde durante la evaporacioén y no
se define como solido (Metcalf y Eddy, 1991).

t. Tiempo de contacto. Tiempo requerido para que un compuesto 0 elemento ejerza
Su accion.

X. Concentracion de bacterias en suspension en el fluido.
Simbolos griegos
H. Velocidad especifica de crecimiento, en h™

Hmax. Velocidad especifica de crecimiento maxima, en h™

14
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1.1 Lacelulosay el papel en México

El agua residual se define como una combinacion de desechos liquidos provenientes
de casas habitacion, instituciones diversas, como universidades y hospitales,
comercios y establecimientos industriales (Metcalf y Eddy, 1991). Dependiendo de la
fuente, las aguas residuales tienen diversas caracteristicas fisicas y quimicas; asi,
por ejemplo, el agua residual de la industria azucarera presenta valores altos de DBO
y DQO (Duran-de-Bazua, 1994).

México produce el 20% del consumo nacional promedio de celulosa, que asciende a
1,200,000 toneladas. El restante 80% se importa basicamente de Estados Unidos
(Camara Nacional de las Industrias de la Celulosa y del Papel, 2008).

La verificacion ambiental de la industria de la celulosa y de papel es de jurisdiccién
federal. Este giro cuenta con 474 establecimientos (PROFEPA, 2010) Durante las
verificaciones realizadas por la PROFEPA se aplica el marco juridico en cuanto al
Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecologico y la Proteccion del Ambiente
en materia de Prevencion y Control de la Contaminacién de la Atmoésfera.
Especificamente, se revisan los parametros contemplados en la NOM-085-
SEMARNAT-1994, que establece los niveles méaximos permisibles de emision a la
atmosfera de contaminantes emitidos por fuentes fijas que utilizan combustibles
fésiles (DOF, 1997) tales como humos, particulas suspendidas totales, bioxido de
azufre y oxidos de nitrégeno.

La Comisién Nacional del Agua funge como autoridad en materia de la cantidad y de
la calidad de las aguas y su gestidn en el Territorio Nacional, dentro del &mbito de la
competencia federal, con apego a la descentralizacién del sector agua (Anénimo,
2013a).

Actualmente la industria de la celulosa y el papel en México genera alrededor del 0.4
% del producto interno bruto, PIB. Es un sector que de 2003 a 2008 ha crecido
anualmente 3.5%. El 85% de la materia prima proviene de fibras secundarias, es
decir de papel y cartén reciclado, el restante 15% de fibras virgenes, principalmente
de la madera (Anénimo, 2013c).

La produccion de celulosa y papel demanda grandes cantidades de agua a través de
sus diferentes procesos, destacando en la produccién de celulosa las operaciones
de: lavado y cribado, blanqueado y cribado y secado con el 67.4% de la demanda.
Durante el proceso, el agua se usa como vehiculo de sustancias y fibras (Nalco,
1989). En la Tabla 1.1 se muestran los volimenes de agua usados en la manufactura
de los productos de pulpay papel.
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Tabla 1.1. Uso neto de agua durante la manufactura de productos de pulpa y papel

(Nalco, 1989)

Proceso Tipico x 103, Plantas nuevas x 103,
m>Mg™ m*Mg™
Kraft sin blanquear 56.78-151.41 75.70
Blanqueado de kraft 56.78-132.48 75.70
Sulfito sin blanquear 56.78-189.27 94.63
Blanqueado de sulfito 113.56-189.27 151.41
Semiquimico 30.28-151.41 94.63
Madera molida 11.35-181.69 15.14
Pulpa de sosa 227.12-302.83 246.05
Papel fino 30.28-151.41 37.85
Grados para libros o 37.85-132.48 45.42
publicaciones
Papel de seda 26.49-170.32 56.78
Papeles kraft 7.57-37.85 18.92
Carton 7.57-56.78 30.28

Como se puede observar en la Tabla 1.1 existe un ahorro en promedio de 50% en el

uso del agua en las plantas con tecnologia nueva, lo cual es atribuible a la politica
mundial de reducir, cambiar y hacer eficiente el uso de los diferentes insumos que

son necesarios para la produccion, es decir, trabajar bajo un esquema de produccién

mas limpia.

Smurfit Cellulose Dupin, una empresa productora de celulosa, afirma que durante los
altimos 40 afios el consumo de agua por tonelada de papel producida se ha reducido
9 veces. En la Figura 1.1 (Anonimo, 2006), se observa la reduccion en el consumo

de agua de esa empresa.
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Figura 1.1. Agua consumida por tonelada de papel producida, en m*® T (Anénimo,
2006)

Aparejado a la reduccion en el consumo de agua durante el proceso de produccién
del papel, también durante los ultimos 30 afios se ha mejorado la calidad de los
efluentes. La cantidad de contaminantes, medidos como demanda quimica de
oxigeno, DQO, se ha reducido en 62%, medida como demanda bioquimica de
oxigeno, DBO, en 45% vy los sdlidos suspendidos, SS, en un 83% (Salomé y
Goikoetxea, 2006).

En general, la produccién de papel reciclado es como sigue: la materia prima, que en
este caso es papel de desecho, se reduce a “lechada” o pulpa por agitacion con agua
caliente en un tanque de mezclado (“hidropulpeo”). Las grapas y otros materiales
metalicos se separan en este punto. Si el material estd impreso y si el producto lo
requiere, se destinta por medio de un calentamiento del material a 65.5°C (150°F),
con la adicién de agentes quimicos que liberan la tinta de la fibra. El agua generada
en esta etapa puede contener, entre otros, compuestos organicos volatiles, tintas
para impresion y gomas. Es importante sefalar que las fibras de celulosa estan
cargadas negativamente, debido a la presencia de grupos ionizados y a la lignina
residual presente en la superficie de las fibras, lo que provoca que entre las fibras
exista repulsién. Por lo anterior, en este punto del proceso se suele agregar alguna
sustancia floculante, la que disminuira la repulsion entre las cargas y, por tanto, entre
las fibras. Una vez que se agrega el cation, que en el caso del proceso analizado
fueron almidones, se provoca que puedan formarse interacciones electrostaticas
entre las fibras, en la forma de puentes de hidrégeno. Al mismo tiempo que se le da
consistencia y firmeza al producto de papel deseado y al retenerse mas materiales
finos, se tiene una disminuciéon en los valores de DQO y la DBO del agua residual
(Nachtergaele, 1989; Vazquez-Garcia y col., 1990).
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Después, el material es tamizado y lavado. Esta fibra de pulpa puede usarse para
obtener diferentes productos, tales como papel para escribir, periédico, pafiuelos
desechables, pafales y toallas desechables. La pulpa terminada se manda a un
equipo conocido como maquina de papel, en el cual es convertida en papel o carton.
En ella se elimina el agua y si es necesario se agregan agentes quimicos
acondicionadores, para producir ciertas cualidades deseadas en la hoja. La hoja que
sale de la maquina pasa por rodillos prensadores y rodillos secadores, con lo cual el
producto tiene un contenido de humedad de menos del 6% (Nalco, 1989). En la
Figura 1.2 se describe el proceso de fabricacion del papel a partir de papel reciclado,
asi como los puntos en los cuales se producen las aguas residuales.

El agua residual producida por una fabrica de papel que utiliza papel de desperdicio,
puede contener caseina, almidon, aceites solubles en agua, minerales, celulosa
(como fibras o sélidos suspendidos), hipoclorito de sodio, hidroxido de sodio, restos
de lignina, fenoles clorados, microbicidas, catecoles y guayacoles (Luonsi, 1999).

Los limites maximos de las descargas de las aguas residuales estan indicados en las
NOM-001-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales
(DOF, 1997) y la NOM-002-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas
de alcantarillado (DOF, 1998). Para el caso del agua residual utilizada en el presente
estudio se aplica la Norma Oficial 002, debido a que las descargas fueron al
alcantarillado (Tabla 1.2).

Con el fin de minimizar los dafios que se ocasionan con la disposicion de las aguas
residuales a los cuerpos de agua receptores y al ambiente en general, es necesario
seleccionar el tren de tratamiento mas apropiado para el efluente contaminado. El
primer paso en la depuracion del agua blanca (nombre comun que reciben las aguas
residuales de la industria del papel), consiste generalmente de un tratamiento
preliminar, donde se realizan operaciones fisicas para la eliminacion de soélidos de
gran tamafio, sélidos suspendidos. Con respecto a los materiales disueltos y coloides
biodegradables se tienen las opciones de tratamiento biolégico o tratamiento quimico
para su eliminacion. El primero de ellos es mucho mas econémico que el segundo
(Brindis-Olvera y col., 1993). Aunado a lo anterior, se observa que el agua residual
de la industria de la celulosa y el papel causa efectos cronicos de toxicidad en peces,
mismos que se pueden reducir con el tratamiento biolégico y/o quimico del agua y
principalmente reduciendo o sustituyendo el uso de compuestos clorados. Al
respecto se pueden usar enzimas, como la xilanasa termoestable, para blanquear la
pulpa, lo que a la vez de reducir el costo del blanqueo (que es la operacién mas
costosa durante el pulpeo kraft) reduce la concentracion de compuestos toxicos en
las aguas residuales de esta industria (Gavrilescu y Chisti, 2005).
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Figura 1.2 Proceso de produccion de papel a partir de papel reciclado
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Tabla 1.2. Norma Oficial Mexicana NOM-002-SEMARNAT-1996

NOM-002-SEMARNAT-1996
Limites maximos permisibles

Parametros Prom. Mensual Instantaneo
pH (unidades de pH) 5.5-10.0 5.5-10.0
Demanda bioquimica de oxigeno 30.0-200.0 30.0-200.0
(mg/L)

Solidos suspendidos 40-200.0 40.0-200.0

totales (mg/L)

Solidos sedimentables (mg/L) 5.0 10.0

Grasas y aceites (mg/L) 50.0 100.0

Existen diversos tratamientos biol6gicos aplicables a las aguas blancas, los cuales se
pueden clasificar con base en la forma en que proliferan los microorganismos,
homogéneamente suspendidos o adheridos a un material inerte. Dentro del
tratamiento en reactores perfectamente mezclados (entendiéndose como aquellos en
los que los microorganismos viven libres en el liquido), se pueden mencionar las
lagunas de oxidacion, con tiempos de residencia hidraulica de 20 a 60 dias; las
lagunas aireadas de estabilizacion, con tiempos de residencia de 5 a 10 dias; los
sistemas de lodos activados, con tiempos de residencia de 4 a 12 horas,
dependiendo de la carga organica. De los anteriores tres procesos, el area requerida
para su construccion disminuye del primero hacia el de los lodos activados y, tanto el
costo de operacién como la eficiencia, aumentan en el mismo sentido. Con respecto
a los tratamientos en reactores de flujo pistén, con microorganismos que proliferan
adheridos a soportes de diversos materiales, se tiene a los reactores empacados de
lecho fijo, conocidos con el nombre de filtros percoladores, con tiempos de residencia
de alrededor de 12 horas y eficiencias de 50% para los aerobios y de 60-70% para
los anaerobios y a los reactores bioldgicos rotatorios, con tiempos de residencia de 6
a 24 hy eficiencias que van del 70 al 90% (Duran-de-Bazua, 1994).

Las aguas residuales procedentes de la produccion de celulosa presentan una
demanda quimica de oxigeno relativamente alta, por lo que el tren de tratamiento
recomendado incluye: tratamiento preliminar, un tratamiento biolégico anaerobio y un
tratamiento biolégico aerobio, con lo cual se alcanzan eficiencias del 90% (Duran-de-
Bazua, 1994, Libernoche, 1983). Las aguas residuales procedentes de la produccion
de papel no tienen valores de DQO altas por lo que su tratamiento consiste de un
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tratamiento preliminar y un tratamiento biolégico aerobio, presentandose eficiencias
del 70 al 90% dependiendo del tipo de tratamiento biolégico empleado (Duran-de-
Bazua, 1994).

La Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México, durante los
afios del980 a 1995, desarroll6 un proyecto global de evaluacion de diversas
opciones de tratamiento para el agua residual procedente de plantas que producen
papel a partir de fibras recicladas. Este proyecto incluy6 el estudio en paralelo de
sistemas anaerobios (lecho empacado y fluidificado) y aerobios (lodos activados,
lagunas aeradas y discos rotatorios) y en serie con objeto de evaluar los sistemas
qgue resultaran mas promisorios. Con base en los resultados obtenidos se llego a la
conclusion de que del reactor de discos rotatorios, fue el tratamiento biolégico mas
eficiente en la remocion de contaminantes de los sistemas aerobios probados.

El reactor de discos rotatorios consiste de una serie de discos construidos de un
material inerte (por ejemplo poliuretano, acrilico o PVC) que giran sobre un eje y se
encuentran sumergidos parcialmente en el agua residual a tratar (aproximadamente
40% del area superficial del disco) en tinas semicilindricas. Una capa de 1 a 4 mm de
biomasa se desarrolla sobre los discos (que puede ser equivalente a 2.5 a 10 g/L de
biomasa en un sistema perfectamente mezclado). Conforme los discos giran,
transportan una pelicula de agua residual a través del aire, resultando en una
transferencia de oxigeno y nutrimentos. Fuerzas de corte causan que el exceso de
biomasa se desprenda de la pelicula y caiga en el liquido mezclado. Esta biomasa se
recupera en un clarificador secundario. Las principales variables que afectan la
eficiencia del tratamiento son (Duradn-Dominguez-de-Bazua, 1987; Eckenfelder,
1989): la velocidad rotacional, el tiempo de residencia hidraulica del agua residual, la
puesta en marcha, la temperatura y el area del disco sumergida.

Como parametros de disefio, frecuentemente se usan la carga organica, la carga
hidraulica, la disponibilidad de substrato limitante y el namero minimo de unidades o
modulos a emplear (Alvarez y col., 1985).

Planteamiento del problema

Uno de los pasos limitantes en el tratamiento del agua residual en los reactores de
discos rotatorios es el tiempo en que se obtiene una biopelicula funcional, que es la
responsable de llevar a cabo la depuracién del agua residual. La principal
caracteristica de ella es que permanece inmovilizada de manera irreversible. Una
biopelicula adherida de manera irreversible se logra mediante un proceso de
aclimatacién en el que inicialmente los microorganismos se adaptan a una vida sésil,
por medio de cambios fenotipicos. En este punto, ellos se adhieren de manera
reversible al soporte. Esta adhesion es electrostatica de baja energia, tal como los
puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Waals. Es frecuente que cambios en el
pH, fuerza i6nica o temperatura provoquen la des adsorcién al soporte (Casablancas,
1998), lo que retrasa la obtencion de una pelicula eficiente.
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Se ha observado que la fase de aclimatacion o lag ocurre previamente a un
crecimiento maximo. Asi que el estudio de diversos aspectos durante ambas etapas
es importante en la optimizacion del funcionamiento del reactor de discos rotatorios
(Kroukamp y col., 2010).

La identificacion de las poblaciones bacterianas aerobias mesdfilas cultivables
durante la etapa exponencial, permitié disefiar un inéculo con el fin de que,
posteriormente se investigue si el uso de éste tiene algun efecto sobre el tiempo de
duracion de la fase de aclimatacion y por tanto en el logro de un reactor biolégico
rotatorio que trabaje de manera eficiente en un tiempo més corto.

Por tal motivo, la presente investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.2 Objetivos generales

a) Diseflar un ino6culo bacteriano, por medio de la identificacion de las
poblaciones aerobias mesofilas cultivables de una biopelicula tomada durante
la fase de crecimiento exponencial en un reactor biolégico rotatorio que trata
aguas blancas de la industria del papel reciclado

b) Analizar el efecto de la concentracion de DQO soluble en la velocidad
especifica de crecimiento de las comunidades bacterianas aerobias mesofilas
cultivables de la biopelicula de las camaras 1 y 3 de un reactor biolégico
rotatorio, alimentado con aguas residuales de la industria del papel reciclado,
por medio del analisis del crecimiento de las mismas en la fase exponencial.

c) Estudiar el efecto de la concentracion de los azucares libres en el licor
mezclado, en la densidad de bacterias aerobias mesofilas cultivables durante
el crecimiento de la biopelicula, mediante el recuento de células viables.

Como parametro de seguimiento se cuantificaron las concentraciones de:

e Celulosay azucares libres
e Demanda quimica de oxigeno soluble
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2. CONCEPTOS FUNDAMENTALES
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2.1. Biodegradacion de la celulosa

El polisacarido estructural y constituyente de la pared celular de las plantas es la
celulosa y es el biopolimero mas abundante sobre la tierra (Claus, 1989; Lynd y col.,
2002). Este polimero es el reservorio renovable natural mas importante proveniente
de la energia solar. La fuente mas importante de celulosa proviene de las plantas
lefiosas. La fraccion de las fibras de celulosa en las plantas terrestres varia de
especie a especie y entre las partes de una misma planta. Asi, por ejemplo, la
corteza de los arboles y algunos granos de cereales pueden contener menos del 15
al 20% de fibras mientras que la fraccion fibrosa del algodén puede ser mayor al 96%
del total de biomasa seca (Reese y col., 1972). En las paredes celulares de las
plantas las fibrillas de celulosa estdn densamente empaquetadas y se encuentran
aglutinadas por una matriz de otros tres polimeros, la hemicelulosa, la pectina y la
extensina (Lehninger, 1982). Aunque la composicién quimica de la celulosa no varia
con la fuente, su estado fisico si puede ser muy diferente. Factores tales como el
contenido de humedad, grado de cristalinidad de la celulosa y grado de
polimerizacion de la molécula, asi como su asociacion con la lignina y la
hemicelulosa, puede afectar mucho el valor y la utilidad de una fuente de celulosa
(Delfin-Alcala, 2002). En la Tabla 2.1 se muestra el contenido promedio de celulosa
de diferentes materiales.

Tabla 2.1. Contenido de celulosa de diferentes materiales (Conner, 1995)

Material Contenido promedio de celulosa
(%)
Productos de madera 45
Pulpa de madera 95
Heno, todas las clases 35
Algodoén 91

La celulosa es un polimero lineal de la D-glucosa que posee enlaces glucosidicos
B(1-4). Los enlaces glucosidicos actuan como grupos funcionales y los tres grupos
OH juntos determinan las propiedades quimicas de la celulosa. Cualquier reaccion
guimica ocurre en esos sitios:

CH,OH

OH OH CH.OH
,0 o HO 50 0o HO O«
OH ! CH,0H OH
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El grado de polimerizacion de las cadenas individuales es de aproximadamente
1,500 a 15,000 monémeros, dando una masa molecular de 2.5 X 10°a 2.5 X 10°de
una longitud probable de 7 um. La celulosa nativa tiene mas de 10,000 residuos [3-
anhidro glucosas formando una larga cadena molecular. La longitud total de esta
molécula es de aproximadamente de 5 ym debido a que la longitud de cada unidad
de anhidro glucosa es de 5.15 A, mientras la a-celulosa contiene de 10 a 15 X 103
unidades de glucosa por molécula, la y-celulosa contiene s6lo menos de 10 unidades
de glucosa. El agregado estructural mas pequefio de las cadenas de celulosa es una
fibra, llamada fibrilla elemental. Estas fibrillas tienen zonas cristalinas alternadas con
zonas amorfas. En promedio, la zona cristalina mide 1,000 + 200 A y la zona amorfa
mide de 300 a 400 A (Goksoyr y Eriksen, 1980).

La habilidad para degradar celulosa estd ampliamente distribuida entre muchos
géneros del dominio Bacteria y de hongos del dominio Eukarya y se tiene el reporte
de la especie celulolitica Methanobrevibacter sp., en el dominio Archaea. Las
bacterias celuloliticas se encuentran principalmente en el Phylum VIII: Firmucutes, de
los ordenes I: Clostridiales, I: Bacillales y V: Actinomycetales (Lynd y col., 2002;
Madigan y col., 2004). Los géneros y especies de bacterias que se han identificado
con actividad celulolitica son (Lynd y col., 2002; Gupta y col., 2012; Gautam y col.,
2012; Huang y col., 2012):

Phylum VIII Firmucutes del orden V Actinomycetales:

Cellulomonas, como C. acidula, C. aurogena, C. biazotea, C. cellasea, C. fimi, C.
flavigena, C. galba, C. gelida, C. pusilla y C. uda, Streptomyces cellulolyticus,
Actinomyces sp; dentro del orden | Clostridiales, se tienen a Clostridium
thermocellum, Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminococcus albus, Ruminococcus
flavefaciens, Clostridium cellulovorans, Microbispora bispora, Thermomonospora sp.,
Thermobifida fusca, Thermobifida sp y Corynebacterium sp.

Orden | Bacillales se tiene a Bacillus sp., y a Bacillus subtilis

Phylum VII Proteobacterias se tienen a las @ -Proteobacterias, tales como
Rhizobium, Ochrobactrum, Devosia sp., Ensifer sp., Labrys sp. y Paracoccus sp.

B -Proteobacterias, como Variovorax sp.

v-Proteobacterias, como Cellvibrio, Vibrio sp., Acinetobacter anitratus, Moraxella
(Branhamella) sp., Citrobacter y Pseudomonas sp.

En el Phylum XI Fibrobacter, se tiene a: Fibrobacter succinogenes
El Phylum XII Bacteroides tiene a: Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides

succinogenes y Bacteroides cellulosolvens
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El Phylum XIlII Flavobacterias tiene a: Cytophaga hutchinsonii y a Sporocytophaga
myxococcoides. (Gottschalk, 1986; June y col., 2007; Lynd y col., 2002 y Rybeck y
col., 1989).

Del Phylum XIV Sphingobacteria se tiene a Cytophaga sp.

Cellfalcicula también es citada como bacteria con actividad celulolitica. Dicha especie
esta en la Seccidn de las y-Proteobacterias (loan-Valentin Moise y col., 2009); sin
embargo, en el manual Bergey no se encuentra el género (Bergey y col., 1993).

Los hongos son los principales responsables de la descomposicién de la celulosa en
la naturaleza (Claus, 1989). Los que despliegan actividad bioquimica en la ruptura de
sustancias celulésicas incluyen desde los hongos mas primitivos, como las especies
del grupo Chytridomicetes, hasta los del grupo de los Basidiomicetes. Los géneros
encontrados con actividad celulolitica son: del grupo Chytridomicetos, Neocallimastix,
Piromyces, Caecomyces, Orpimomyces y Anaeromyces; del grupo Zygomicetos, solo
algunos miembros del género Mucor; del grupo Ascomicetos a Bulgaria, Chaetomium
y Helotium; del grupo Basidiomicetos a Coriolus, Phanerochaete, Poria,
Schizophyllum y Serpula; del grupo Deuteromicetos a Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Geotrichum, Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma viride,
Trichoderma koningii y Trichoderma reesei (Lynd y col., 2002).

Lynd y col., (2002) afirman que las bacterias anaerobias que degradan celulosa
tienen un sistema de enzimas, conocido como complejo multi enzimatico, capaz de
catalizar dos o0 mas actividades enziméticas (Kyte, 2007). Este complejo esta
contenido en los celulosomas, que son estructuras presentes fuera de la pared
celular (Caspi y col., 2009). También, se ha encontrado que la principal diferencia
entre las celulasas libres y los celulosomas es que éstos ultimos contienen un
dominio de anclaje que ayuda a la integracion de la enzima dentro del complejo
celulésico (Hernandez y col., 1999). De forma diferente, las bacterias y hongos
aerobios utilizan la celulosa por medio de la excrecién de grandes cantidades de
celulasas extracelulares, que en los casos de los hongos filamentosos y las
actinobacterias son vertidos por medio de hifas en cavidades dentro de los
materiales celuldsicos. Ocasionalmente, también se pueden encontrar celulosomas
en la superficie de la célula aerobia (Lynd y col., 2002).

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa es lenta debido a la estructura compacta de la
molécula, lo cual limita el acceso de las enzimas de gran tamafio. Al incrementarse el
grado de porosidad de los materiales celulosicos se incrementa el acceso de las
enzimas a la estructura de la celulosa (Jurasek, 1979). Las caracteristicas
estructurales de los materiales celulésicos que determinan la susceptibilidad a la
degradacion enzimatica son:

e tamafo y difusividad de las moléculas enzimaticas en relacion con el tamafio y
propiedades superficiales de los capilares y el espacio entre microfibrillas y las
moléculas de celulosa en la region amorfa,
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e el grado de cristalinidad y grado de polimerizacion de la celulosa y
e |a naturaleza de las sustancias con las cuales la celulosa se asocia.

Diversos estudios han revelado que la celulosa amorfa es degradada de 5 a 10
veces mas rapido que la celulosa altamente cristalina, ya sea por enzimas de hongos
o de bacterias del rumen (Lynd y col., 2002), debido a que dicha celulosa expone
poros por los cuales las celulasas tienen acceso al sustrato. De manera contraria, en
la celulosa cristalina, que no contiene poros o contiene muy pocos, el ingreso de las
celulasas esta muy limitado, por lo que la velocidad de reaccion seré casi igual a cero

(op.cit).

Los sistemas enzimaticos que actlan sobre la celulosa, también lo hacen sobre la
hemicelulosa y son coproducidos por los microorganismos celuloliticos. Se han
encontrado tres principales tipos de actividades enzimaticas, que son:

1) Endoglucanasas: 1,4-B-D-glucan-4-glucanohidrolasas: es una enzima con una
estricta especificidad por la ruptura de los enlaces B-1,4-glucosidicos y rinde
cadenas de celulosa mas cortas (Pham y col., 2011)

2) Exogluconasas: que incluyen 1,4-B-D- glucanglucanohidrolasas
(celodextrinasas) y 1,4-B-D-glucan celobiohidrolasas (celobiohidrolasas),
actian en los extremos reductores y no reductores de las cadenas de
celulosas, liberando como productos ya sea glucosas (celodextrinasas) o
celobiosa (celobiohidrolasas) y

3) P-glucosidasas o PB- 1,4-glucosidasa: hidroliza celodextrinas solubles y
celobiosa a glucosa.

Una caracteristica general, de la mayoria de las celulasas es que poseen una
estructura modular que incluye un modulo catalitico y otro de anclaje al carbohidrato.
La presencia del médulo de anclaje al carbohidrato es importante para la iniciacion y
procesamiento de las Exogluconasas (Lynd y col., 2002).

Con base en estudios enzimaticos de T. viride se propone el siguiente esquema de la
degradacion secuencial de la celulosa en glucosa (Gottschalk, 1986):

1) Celulosa nativa Endo-B-1,4-glucanasas ,Celulosa a (2-2)

2) Celulosaa Exogluconasas Celobiosa (2-3)

3) Celobiosa B-glucosidasa , 2 Glucosas + celulosa nativa n -2 (2-4)
Las consideraciones basicas de este modelo son:
1) Las regiones de baja cristalinidad en la fibra de celulosa son atacadas por las

endoglucanasas y se crean extremos de cadena libre.
28



2) Las exoglucanasas inician la degradacion de los extremos de cadenas libres
por remocion hidrolitica de unidades de celobiosa y celotriosa.

3) Las celobiosas y celotriosas son hidrolizadas a glucosa a través de la accion
de una 3-glucosidasa.

Las caracteristicas de cada categoria de celulasa se resumen a continuacion:

Endo-B-1,4-glucanasas: actua principalmente en la region amorfa de las fibras de
celulosa. El efecto es un rapido descenso en el grado de polimerizacion. El aislado
de la Endo-B-1,4-glucanasas tiene propiedades comunes con las glucoproteinas y
tiene un alto contenido de aminoacidos &cidos.

Exogluconasas (celodextrinasas y celobiohidrolasas): Esta categoria de enzimas
remueve una unidad de glucosa del extremo no reductor de la cadena de celulosa.
Su efecto es un rapido incremento en los azucares reductores y un lento descenso
en el grado de polimerizacion.

Las p—glucosidasas son enzimas cruciales que catalizan la hidrolisis de celobiosa a
glucosa, en la biodegradacion de materiales celulésicos. También actian en cadenas
cortas de celo—oligosacéaridos para liberar glucosa. Sin embargo, la velocidad
hidrolitica disminuye apreciablemente con un aumento en la longitud de la cadena de
celulosa. La RB—glucosidasa de T. viride tiene una masa molecular de 47,000 y no
contiene carbohidratos.

Se ha encontrado que la regulacién de la sintesis de celulasas se caracteriza por dos
procesos: el primero es por medio de un sistema represor-inductor, controlado por un
mecanismo de retroalimentacion (“feedback”) y el segundo es por represién por
catabolito. En el primer caso, la concentracién de la celobiosa puede inducir o
reprimir la sintesis de celulasas y, en el segundo, la presencia de glucosa detendra la
produccion de tales enzimas. Sin embargo, la inhibicién por catabolito varia entre las
especies de microorganismos, por ejemplo la glucosa inhibe la produccion de [3-
glucosidasas en T. ressei, mientras que muchas especies de Aspergillus toleran
mayores concentraciones de glucosa (Lynd y col., 2002). Mandels y Reese (1963)
observaron que las celulasas se inhiben con la presencia de hal6genos, metales
pesados y detergentes.

El mantenimiento de un cultivo continuo celulolitico es dificil debido a que la

velocidad de reaccion disminuye paulatinamente conforme aumenta el porcentaje de
celulosa cristalina, de dificil degradacion (Mandels y col., 1975).
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2.2. Formacion de la biopelicula

“Un biopelicula representa una comunidad de microorganismos cuya existencia se
basa en la interdependencia” (Davey y O’Toole, 2000) y consiste de células
inmovilizadas en un soporte y frecuentemente embebidas en una matriz de polimeros
organicos de origen microbiano (Characklis y Marshall, 1990; Golla y Overcamp,
1990; Loosdrecht y col., 2002). Son una familia importante de ecosistemas
heterogéneos cuyos productos finales son el resultado del desarrollo en tiempo y
espacio de una comunidad de especies microbianas (Wimpenny y col., 1984), donde
su desarrollo es mediado por factores mecanicos, bioquimicos y genéticos (Sawhney
y Berry, 2009). Por medio de la convivencia en una comunidad, los microorganismos
obtienen un beneficio adicional de la versatilidad fenotipica de sus vecinos (Davey y
O’'Toole, 2000).

Las células de la biopelicula se diferencian de las suspendidas en el liquido (células
planctonicas), en que excretan polimeros extracelulares, sus velocidades de
crecimiento son reducidas y requieren la activacion o inhibicion de genes especificos
durante la formacion de la biopelicula (Fletcher y Loeb, 1979; Donlan, 2002; Figura
2.1).

El fendmeno de formacion de una biopelicula depende de las interacciones fisicas y
quimicas entre el soporte, la superficie de las bacterias y el polimero adhesivo.
También intervienen factores tales como la concentracion del cultivo y la movilidad
bacteriana (Donlan, 2002). Molin y colaboradores (1982) afirman que la union vy el
desarrollo de la biopelicula dependen en gran parte de las caracteristicas genéticas
de la cepa bacteriana. Sin embargo, también es importante el estatus fisiologico de la
célula que, a su vez depende de parametros ambientales, como por ejemplo,
condiciones nutrimentales, concentracion de cationes, pH y temperatura (Donlan,
2002; Fletcher, 1977; Wood, 1980). Algunas variables importantes en la unién de las
células y la formacion de la biopelicula se muestran en la Tabla 2.2.

Characklis y Marshall (1990) y Davey y O’Toole (2000) establecieron que la
acumulacion de la biopelicula es el resultado neto de los siguientes procesos fisicos,
quimicos y biolégicos (Figura 2.3.):

1) Las moléculas organicas se transportan del liquido al soporte, donde algunas
de ellas se adsorben, considerandose asi que el soporte esta acondicionado.

2) Una fraccién de células microbianas se transportan del liquido al soporte.

3) Una fraccion de las células microbianas que llegaron al soporte se adsorben a
él de una forma reversible.

4) La desorcion puede ser el resultado de las fuerzas de corte del fluido, asi
como también de factores fisicos, quimicos o biol6gicos.

5) Una fraccion de las células adsorbidas reversiblemente permanece
inmovilizadas durante un periodo de tiempo mas largo, quedando
irreversiblemente adsorbidas.
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En la adsorcién inicial al soporte, dependiendo del organismo involucrado,
existen tanto estructuras como moléculas involucradas, pudiendo ser: flagelos,
pili y proteinas fuera de la membrana celular.

6) Las ceélulas adsorbidas irreversiblemente se desarrollan a expensas de los
nutrientes del liquido, incrementandose sus poblaciones en la biopelicula.
Inicialmente formando una monocapa y posteriormente formando micro
colonias, que al madurar, aparecen envueltas en polimeros extracelulares.
Entonces, la acumulacién de la biopelicula aumenta debido al metabolismo
microbiano a expensas de la energia de los nutrientes del liquido.

7) Una porcion de la biopelicula se desune y reincorpora al liquido.

s b Ny W ¥ _
Figura 2.1. Biopelicula de Staphylococcus tomada en microscopio electrénico de
barrido, observandose polimeros extracelulares que unen las células unas a otras y a
la superficie (Donlan, 2002)
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Tabla 2.2. Variables importantes en la adhesion de las células y la formacion de
la biopelicula (Donlan, 2002; Sawhney y Berry, 2009; Toutain y col., 2004;

Vejborg y Klemm, 2009)

Propiedades del sustrato o
soporte

Propiedades del liquido

Propiedades de la célula

Textura o rugosidad

Velocidad del flujo

Superficie celular hidréfoba

Soporte hidréfobo

pH

Fimbrias y sus diferentes
tipos de adhesinas

Pili y movilidad tipo
deslizamiento por saltos
(twitching motility)

Pelicula acondicionada

Temperatura

Flagelos y habilidad para
nadar (gliding)

Tipo de material: PVC, PE,
acero inoxidable

Concentracién de cationes

Excrecién de polimeros
extracelulares

Presencia de agentes
antimicrobianos

Tipos de proteinas de
autotransporte

Segun Schroll y col. (2010) la adhesion a las superficies es el primer paso esencial
en la formacién de la biopelicula y, posteriormente, las adhesinas de las fimbrias
juegan un papel importante en los pasos subsiguientes de la formacion de la
biopelicula, por ejemplo promoviendo el contacto célula — célula.

En Ultima instancia, son los parametros ambientales los que las bacterias detectan y
son los que activan la transicion de una vida plancténica a una vida sobre una
superficie. Esos parametros ambientales (como la concentracion de nutrientes, tipo
de fuente de carbono disponible, osmolaridad, pH, disponibilidad de hierro, tension
del oxigeno y la temperatura) varian de organismo a organismo (Davey y O’Toole,
2000; O'Toole, 2003).

La formacion de la biopelicula frecuentemente toma la forma de una curva sigmoidea
(Bryers y Characklis, 1981; Figura 2.2), la cual se divide arbitrariamente en tres
etapas: eventos iniciales o induccion, acumulaciéon exponencial (o “logaritmica”) y
estado estacionario. Los procesos individuales pueden ser agrupados en transporte,
transferencia interfacial y procesos de transformacion (Characklis y Marshall, 1990).

A continuacion se mencionaran algunos conceptos basicos de dichos procesos.
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2.2.1. Transporte y adsorcion de moléculas organicas: Acondicionamiento del
soporte

El transporte de moléculas y pequefias particulas (< 0.01 - 0.1 um) en flujo laminar
ocurre como un proceso de difusion molecular. En flujo turbulento, la ecuacion debe
ser modificada, para incluir transporte turbulento.

En comparacion con el transporte de grandes particulas tales como las bacterias, el
transporte de moléculas y pequefias particulas es muy rapido. Consecuentemente,
se considera que la adsorcion de ellas en una pelicula organica ocurre
instantaneamente.

La adsorcion de una pelicula organica al soporte, causa cambios en las propiedades
de este ultimo, pudiendo ser: la hidrofobicidad, el potencial zeta, tensién superficial
critica, la carga neta y la energia superficial. Las propiedades del soporte también
influyen en la velocidad de adsorcion de la pelicula organica. Entre estas
propiedades se puede mencionar la absorcion del agua, la tensién superficial, la
movilidad electroforética y el tipo de material.

40
& 35 /r/i
5 30 - Acumulacién

exponencial

&
v

L 2

Estado estacionario

Lh de masa de la
li
N
W
1

Induccién

Tiempo

Fig. 2.2. La acumulacion de la biopelicula frecuentemente toma la forma de una
curva sigmoidal

La pelicula organica que acondiciona al soporte, al parecer, estd constituida de
polisacaridos y glicoproteinas. Esta pelicula organica no permanece ahi
indefinidamente, ya que continuamente se estan intercambiando por otras
moléculas. Moléculas organicas con masas moleculares altas se adsorben mas
fuertemente al soporte, ya que cuentan con multiples sitios de union (Cohen-Stuart y
col., 1980).
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Figura 2.3. Desarrollo de biopelicula en organismos Gram-negativos (Tomado de
Davey y O'Toole, 2000).

La Figura 2.3 representa tres modelos de las primeras etapas de la formacion de la
biopelicula en tres organismos, P. aeruginosa, E. coli y V. cholerae. A) En P. aeruginosa se
requiere de flagelos para llevar a la bacteria a la proximidad de la superficie y de la
interaccion inicial mediada por LPS (componente importante de la membrana externa), con
un posible papel para las proteinas de la membrana externa (PME). Una vez que las
bacterias estan en la superficie en una monocapa, se requiere de los Pili tipo 1V, para llevar a
cabo un movimiento brusco y agregarse en forma de micro colonias. La produccion de Pili es
mediada en parte por sefiales nutricionales via Crc (gen que codifica para la proteina
estructural de los Pili tipo IV y un factor accesorio requerido para el ensamblaje de los Pili en
P. aeruginosa). En esta etapa existe un aumento en la regulacién del gen que sintetiza
alginato y una baja regulacion del de la sintesis de flagelos. Para la formacion de una
biopelicula madura se requiere de la produccion de moléculas que sefialan el contacto célula
célula (Acil-HSLs). También el alginato juega un papel en este proceso. B) En E. coli se
requiere del movimiento mediado por flagelos tanto para aproximarse como para moverse a
través de la superficie. Las interacciones de los organismos con las superficies requieren de
los Pili Tipo |y de la proteina de la membrana externa Ag43. Finalmente, se requiere de EPS
(exo polisacaridos), que se conoce como acido colanico, para que E. coli desarrolle una
biopelicula madura. C) V. cholerae, a semejanza de E. coli, utiliza flagelos para aproximarse
a la superficie. Los pili MshA y posiblemente una o mas proteinas de la membrana externa,
se requieren para unirse a las superficies. Al parecer la union inicial a la superficie es
estabilizada por EPS. Vps se refiere a un EPS de V. cholerae.
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2.2.2. Transporte de células microbianas al soporte

En liquidos donde las concentraciones de moléculas organicas, nutrimentos y células
bacterianas son bajas, el transporte de células microbianas al soporte puede ser el
paso que controle la velocidad de acumulacion de la biopelicula.

El transporte de las células microbianas esta influido por el régimen del flujo del
fluido. En un flujo laminar, el transporte de las bacterias se da por fuerzas
gravitacionales (sedimentacion), por difusién browniana o por el movimiento de ellas
mismas. La movilidad es el proceso mas importante en microorganismos pequefios
(1-4 um). La difusion de las células bacterianas en un flujo laminar se describe por la
primera ley de Fick. Esta ley propone que el flujo difusivo es proporcional al gradiente
de concentracion y es aplicable a compuestos solubles, grandes moléculas o
pequefias particulas, tales como las células microbianas (Characklis, 1984).

Finalmente, no se tienen evidencias absolutas en lo relativo al tiempo en que ocurren
los procesos de adsorcion de moléculas y de células microbianas, pero al parecer,
estas Ultimas se adsorben mas facilmente a un soporte acondicionado (Characklis,
1984).

Dentro de un régimen turbulento, las grandes particulas suspendidas en el liquido se
transportan al soporte, principalmente por las fuerzas dinamicas del fluido. El flujo de
las particulas a la superficie aumenta con un incremento en la concentracion de
particulas. Sin embargo, el flujo de la particula también depende de sus propiedades
fisicas, como el tamafio, la forma y la densidad y se ve influenciado por otras fuerzas
conforme la particula se acerca al soporte.

2.2.3. Adsorcién de células al soporte

La adsorcién de células al soporte es un proceso de transferencia interfacial y ocurre
en dos etapas: 1) Adsorcidon reversible seguida por 2) Adsorcion irreversible. La
adsorcion reversible es una interaccion rapida inicial de las células con el soporte. En
este estado, las células aun pueden mostrar movimiento browniano. La interaccién
incluye fuerzas entre el soporte y las células, tales como, fuerzas de London-van der
Waals, interacciones electrostaticas e interacciones estéricas. Estas fuerzas son
caracteristicamente de baja energia de adsorcion, con un rango de valores de 0.4 a
40 kJ mol™. Los flagelos y “Pili” favorecen la adsorcion de las células al soporte,
sobre todo a soportes de hidrocarburos (hidrofébicos). Por dltimo, la reversibilidad
también puede reflejar una baja especificidad entre el soporte y las células
(Characklis, 1984).

Por otro lado, se considera que la adsorcion irreversible es una union permanente al
soporte, frecuentemente mediada por polimeros extracelulares. Se caracteriza por un
alto calor de adsorcion del orden de 40 a 400 kJ mol™, incluye interacciones dipolo-
dipolo, dipolo-dipolo inducido, ion-dipolo, puentes de hidréogeno e interacciones
hidrofobicas. Al parecer, los polimeros extracelulares juegan un papel importante en
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la adsorcion irreversible, aunque tales substancias no son indispensables para que
ocurra el fenédmeno. Entre estas substancias estan los polisacaridos, los lipidos y las
proteinas (Characklis, 1984).

La velocidad de adsorcién se incrementa con aumentos en la concentracion de las
células en el liquido y en la velocidad del fluido debido a la cada vez mas grande
velocidad de transporte celular hacia el soporte. Por otro lado, la velocidad de
desorcion esta muy relacionada a la velocidad de adsorcion, a las fuerzas
hidrodinamicas del fluido y a la movilidad de las células (Powell y Slater, 1982).

2.2.4. Procesos de transformacioén

Los procesos de transformacion son aquellos en los que ocurren reacciones
guimicas o bioquimicas. Después de que las células se adsorben al soporte, los
procesos metabdlicos son importantes y asi sobreviene la colonizacion.

Se pueden identificar cuatro procesos fundamentales que son: 1) Multiplicacion
celular, 2) Formacién de productos, 3) Mantenimiento y/o decaimiento enddgeno, y 4)
Muerte y/o lisis. Cualquiera de ellos puede ocurrir en la biopelicula a cualquier
tiempo.

Seis procesos gobiernan el estado estacionario de una biopelicula, mismos que se
nombran a continuacion (tomado de Golla'y Overcamp, 1990):

1. La difusién del sustrato del liquido a la superficie de la biopelicula,
2. La utilizacion del sustrato,

3. Difusién del sustrato dentro de la biopelicula,

4. Multiplicacion de las bacterias,

5. Pérdida de biomasa debido al decaimiento y fuerzas de corte, y
6. Transporte de sustrato dentro del reactor.

Dentro de la pérdida de la biomasa debido al decaimiento y fuerzas de corte, Bryers
(1988) identific6 5 categorias que explican las pérdidas, que son: erosion,
descamacion (sloughing), intervencion humana, depredacion (grazing) y abrasion.
Mencionando que ellos son los principales mecanismos para balancear el
crecimiento de la biopelicula, lo que permite que el grosor de la biopelicula alcance
un estado pseudo — estacionario (Rittmann y col., 1992).

En el Apéndice VIl se presenta informacion adicional relativa a las propiedades y
composicion de la biopelicula.

2.2.5. Cinética de crecimiento de biopeliculas

La velocidad de formacion de una biopelicula depende de la disponibilidad de los
nutrimentos para los microorganismos, lo cual depende a su vez de la velocidad a la
gue son transportados a través de la estructura porosa y canales dentro de ella.
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Estas estructuras dentro de la biopelicula dependen de las condiciones en las cuales
se formo, como por ejemplo la velocidad del fluido o gasto, las fuerzas de corte, la
carga organica, el tipo de reactor y de microorganismos. Muchos autores han
propuesto que los sustratos son transportados a través de la pelicula por medio de
difusidbn molecular, mostrando una reaccion de primer orden en una biopelicula en
estado estacionario (Vieira'y Melo, 1999).

El modelo primario que describe a una biopelicula es la curva de crecimiento
sigmoidal y en ésta se observan cuatro parametros (Figura 2.4.): la fase lag A o de
aclimatacién, la velocidad de crecimiento exponencial pmax (fase log), la
concentracion de in6culo No, y la densidad celular médxima Nmax. La velocidad de
crecimiento exponencial se define como la tangente de la linea en la fase
exponencial. La fase lag es el tiempo en el cual la linea extrapolada de la tangente
méaxima se cruza con la linea del nivel del in6culo (Devlieghere y col., 2009).
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Figura 2.4. Curva de crecimiento sigmoidal graficada contra tiempo (disefio tomado
de Devlieghere y col., 2009)

La velocidad de crecimiento de la biopelicula ( de la biopelicula) se obtiene
determinando la pendiente de la linea que se obtiene al graficar el logaritmo natural
de las unidades formadoras de colonias/ unidad de area, UFC, contra el tiempo,
durante la etapa exponencial:

InXt2 — InXt1
e n

donde Xt2 es la produccion de UFC por unidad de &area en el tiempo 2 y Xt1 es|a

produccién de UFC por unidad de area en el tiempo t1 . La & de la biopelicula g |g
37



velocidad de crecimiento neto que comprende la adsorcion, el crecimiento celular y la
pérdida de biomasa activa hacia el licor mezclado por medio de los procesos de
desprendimiento y erosion (Kroukamp y col., 2010).

2.2.6. Metodologia para el estudio de biopeliculas

Antes de 1994 las biopeliculas sélo se podian estudiar usando microscopios épticos
y electronicos y los resultados de esos estudios las mostraban como un agregado
uniforme de células contenidas dentro de una matriz de polimeros extracelulares,
interactuando con el liquido que las rodeaba. Actualmente, mediante la microscopia
confocal y el uso de microsensores para medir el oxigeno disuelto, se ha obtenido
una imagen diferente, considerandoseles como un conglomerado heterogéneo de
estructuras organizadas en microcolonias, soportadas por una matriz de polimeros
extracelulares, conectadas entre si por canales ocupados por liquido en movimiento,
que interactta con el liquido que la rodea (Gonzalez y Lépez, 2007).

En general se emplean cuatro métodos para la observacion directa de biopeliculas:
1) visualizacion de cultivos por microscopia confocal, 2) cultivos estaticos en placas
microtiter, 3) obtencion de biopeliculas flotantes en interfase liquido aire, y 4)
visualizacion de la morfologia de las colonias en la superficie de medios sélidos
(Branda y col., 2005). También, se tienen los métodos de observacion indirecta como
la cuantificacién bacteriana y el uso de indicadores del metabolismo (Donlan y
Costerton, 2002).

La microscopia confocal al combinar el laser, las imagenes confocales, objetivos
apocromaticos y el procesamiento de imagenes por ordenador, genera
visualizaciones tridimensionales de lo observado, con lo que se puede analizar la
arquitectura, las interacciones entre bacterias y se cuantifica el contenido de células
viables, tanto de procariotas como de eucariotas (Faleiro, 2010; Martin-Cereceda y
col., 2001). En la cuantificacion de la formacion de la biopelicula en placas microtiter
se ha empleado mucho la tincion con cristal violeta como indicador de la biomasa
total para distinguir entre diferentes cepas de E. coli y mutantes con adhesion
alterada (Pitts y col., 2003).

Los métodos indirectos de cuantificacion de microorganismos adheridos a superficies
presentan etapas con rascados, agitacion o sonicacion de los soportes y su posterior
dilucion y recuento. Las principales limitaciones son que no se permite el estudio de
la estructura de la biopelicula y que durante el raspado se pueden dafar las células
viables. Por ultimo, en este método existe un sesgo en el conteo de las células
viables, debido a que no todos los microorganismos de la biopelicula son cultivables
(Faleiro, 2010).

Un método indicador del metabolismo de la biopelicula usado por Kroukamp y col.
(2010) fue el de la generacion de CO, y encontraron que las ventajas de usar este
meétodo son que no destruye la biopelicula y que representa la actividad metabdlica
de ella en tiempo real.
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2.3. Reactor bioldgico rotatorio (biodisco ®)

El reactor bioldgico rotatorio es usado para tratar aguas negras de ciudades de mas
de 5,000 habitantes y sus aplicaciones en el tratamiento de diversos efluentes
industriales son muy amplias (Alvarez, 1986; Alvarez y col., 1985; Griffin y Findlay,
2000). Los intervalos tipicos para las caracteristicas del efluente a tratar en un
reactor bioldgico rotatorio (RBR) se muestran en la Tabla 2.3. La biomasa se
presenta simultaneamente en la forma de peliculas adheridas y de floculos en
suspension (Metcalf y Eddy, 1991; Ramalho, 1991; Figura 2.5.). El biodisco consiste
de una serie de discos circulares espaciados cuyo material puede ser el poliestireno,
cloruro de polivinilo o acrilico, montados en un eje que gira dentro de una tina
semicilindrica donde esta contenida el agua residual. Los discos, por lo general estan
sumergidos en el agua residual un 40% de su diametro. Entonces, con el movimiento
rotatorio aproximadamente el 95% de su é&rea superficial esta inmersa
alternativamente en el agua y en el aire, lo que promueve la disponibilidad de
nutrimentos y la transferencia de oxigeno hacia los microrganismos que crecen
adheridos a los discos (op.cit.). El eje gira continuamente a una velocidad
comprendida entre 1 y 3 rpm. A partir de la puesta en marcha del reactor se van
adsorbiendo numerosas colonias de microorganismos en el soporte, lo cual se
observa que inicia desde el centro de los discos hacia la periferia. Asimismo, esta
proliferacion es mas prominente en los primeros discos del reactor (lugar donde se
alimenta el agua residual al reactor) que en los ultimos, lo cual es facil de explicar
debido a que en las primeras camaras del biodisco el sustrato carbonoso es
abundante (reactor de flujo piston). Cuando el biodisco llega a su maxima eficiencia
de remocion, es decir, cuando se ha alcanzado el régimen permanente, la biopelicula
ha alcanzado su mayor grosor, el cual puede llegar a ser de 4 mm,
aproximadamente. El grosor de la pelicula est4 determinado por varios factores,
siendo uno de ellos la fuerza de corte que ejerce el liquido, cuando el disco entra en
él. Se ha observado que a medida que se incrementa la fuerza de corte, la
biopelicula se vuelve mas compacta y un menor crecimiento ocurre en la pelicula
filamentosa externa y mas en la base. Una biopelicula formada asi presenta
densidades mas altas y se reduce el desprendimiento de ella, debido a que la
biopelicula crece en una forma mas espesa (Bishop y Kinner, 1986; Loosdrecht y
col., 2002).

Un reactor biolégico rotatorio bien disefiado es muy confiable debido a la gran

cantidad de biomasa presente (bajo numero de F/M), lo que permite resistir
efectivamente cargas organicas e hidraulicas extraordinarias (Metcalf y Eddy, 1991).
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Tabla 2.3. Intervalos tipicos de las principales caracteristicas del efluente para
la remocion del sustrato carbonoso en un RBR (Metcalf y Eddy, 1991)

Parametro Intervalo
Carga hidraulica, m*m?.d 0.08-0.16
Carga organica, kg DBOs 0.0036 — 0.0098
sol/m?.d?
Maxima carga en la primera 0.0196 - 0.0294
etapa, kg DBOs sol/m?.d®
DBOs del efluente, mg/L 15-30

% La temperatura del agua residual arriba de 13° C

El principal uso (75%) de los reactores bioldgicos rotatorios es para la remocion de la
DBO carbonosa, en una menor proporcion (aproximadamente 25%) son usados para
una remocion combinada de DBO vy nitrificacion y 5% son usados para la nitrificacion
del efluente secundario (Duran-de-Bazla, 1994; Metcalf y Eddy, 1991).

T

Figura 2.5. Reactor de discos rotatorios (de Envirex Inc., en Metcalf y Eddy, 1991)

Se considera que el reactor bioldgico rotatorio es una de las unidades biolégicas que
forman parte de una planta de tratamiento de aguas residuales, lo cual se
esquematiza en la Figura 2.6.

Algunas de las ventajas de los reactores biolégicos rotatorios sobre el proceso
convencional de lodos activados son las siguientes (Eckenfelder, 1989):

1. Bajo consumo de energia y mantenimiento mas sencillo; por ejemplo, un motor de
40 kKW es suficiente para el funcionamiento de una unidad de 3.7 m de didmetro
del disco por 7.6 m de largo. Dicha unidad contiene aproximadamente 10,000 m?
de area superficial disponible para el desarrollo de la biopelicula.
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2. Ya que es posible tener en cada etapa un cultivo biolégico diferente, se cuenta con
un grado adicional de flexibilidad en el proceso. Por ejemplo, puede lograrse un
alto grado de nitrificacion, desarrollando cultivos de bacterias nitrificantes
selectivas en las ultimas etapas.

3. La biomasa presenta, en general, buenas caracteristicas de sedimentacion, con lo
cual se reducen los costos de la clarificacion secundaria, y

4. No es necesario reciclar los lodos en forma de indculo
Se tienen las siguientes desventajas:

1. Alto costo de capital y

2. Sensibilidad de las comunidades que forman la biopelicula a temperaturas bajas (a
menos que estén cubiertos).

Biogas
A
Agua Sedimentador R Reactor Sedimentador
residual primario " biolégico secundario
Lodos Lodos
primarios secundarios
I | Tratamiento  |f¢——n——1
de lodos
A\ 4
Lodos Agua
tratados tratada

Figura 2.6. Diagrama de bloques del tratamiento de aguas residuales facilmente
biodegradables. El reactor bioldgico puede ser de biopelicula o de biomasa en
suspension, anaerobia o aerobia.

2.3.1. Microbiologia

El nimero y diversidad de especies microbianas presentes en reactores de biodiscos
depende del tipo y concentracion del sustrato carbonoso y del tiempo de residencia
hidraulica. La comunidad de microorganismos, en términos generales, esta
estratificada como se muestra en la siguiente tabla (Tabla 2.4).
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Tabla 2.4. Comunidades que proliferan en reactores de biodisco (Kinner y col.,
1982)

A la entrada Después de un A la salida
tratamiento parcial

Desarrollo filamentoso Pelicula dispersa Pelicula dispersa
Actividad heterotrofica | Actividad heterotrofica Nitrificacion
Sphaerotilus spp.y Bacterias Gram (-) Depredacién de pelicula
otras especies Gram (-) por rotiferos y
nematodos

Protozoarios flagelados | Protozoarios ciliadosy | Rotiferos y nematodos
y amibas amibas

El color y la densidad de la biopelicula varian a lo largo del reactor. Cuando se tratan
aguas residuales domésticas, los primeros compartimientos contienen una pelicula
de color gris a blanca, que varia a obscura, café blanquizca. En las primeras etapas
es gruesa, mientras que en los compartimentos finales es una pelicula delgada
debido a que la mayor parte de los compuestos “nutritivos” han sido transformados
en biomasa y biogases. Asimismo, ese desarrollo mas delgado y fragmentado se
atribuye a la depredacion por parte de los protozoarios y, como ya se menciono, a
concentraciones mas bajas de sustratos organicos (Kinner y col., 1982; Luna-Pabello
y col., 1994).

En la Tabla 2.4 se observa también que, conforme cambia la concentracion de los
sustratos biodegradables a lo largo del tratamiento, las afinidades de los organismos
por el sustrato disponible y, por tanto, su diversidad también cambia.

2.3.2. Factores que afectan la eficiencia del tratamiento de aguas residuales en
el biodisco

Transferencia de oxigeno

Considerando que el sistema mecanico de rotacion de un reactor de discos opera
como un sistema de aeracion indirecto, la aireacién ocurre cuando la superficie
liguida esta en contacto con el aire. Los discos también sirven para mezclar el
liquido. Se ha observado que, a la entrada del reactor, lugar por donde se alimenta el
agua residual, existen condiciones anoxicas, ya que es el lugar donde se presentan
las cargas organicas mas altas y que la concentraciéon del oxigeno disuelto se
incrementa en las uUltimas etapas del reactor (Figuras 2.7.). Es obvio que la velocidad
de tratamiento dependera del area superficial de los discos por unidad de volumen
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tratado (m? m™; Figura 2.8.), asi como también de la velocidad de rotacién de los
discos (revoluciones por minuto).

Agua residual a tratamiento

Agua tratada

Biomasa
microbiana

Figura 2.7. Reactor de discos rotatorios, escala laboratorio (Durdn-Dominguez-de-
Bazua, 1987)

Una atmosfera de oxigeno en un reactor de discos rotatorios incrementa las
eficiencias de remocién de la DBO, DQO vy la nitrificacion, con lo que se ha
demostrado que puede existir una limitacion en el oxigeno y que el principal sitio de
tratamiento es la biopelicula de los discos.

Si la fuente de carbono y de otros nutrimentos no son limitantes para el crecimiento o
desarrollo microbiano, los valores bajos de oxigeno disuelto pueden afectar la
oxidacion, de acuerdo con la cinética de Monod.

Se ha demostrado que la reaccién de oxidacion en un reactor de discos rotatorios
sigue una cinética de orden 0.5 debido a las limitaciones en la difusién y que el
oxigeno es usualmente el sustrato que domina la reaccion (Fitch y Murphy, 1999).

Temperatura

Con base en multiples observaciones se ha demostrado que la temperatura del agua
residual tiene relativamente poco impacto en la velocidad de remocion de la DBO,
dentro de los intervalos de temperatura en que se trabajan (10 a 20°C). Sin embargo,
Metcalf y Eddy (1991) reportaron que cuando la temperatura del agua residual cae
por debajo de los 13°C, la velocidad de remocion de la DBO puede descender. Para
compensar los efectos de la baja temperatura se debe incrementar el area superficial
del RBR. En la Figura 2.9, se muestran las curvas de correccion del area de un RBR,
para temperaturas por debajo de los 13°C (55°F).
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ENTRADA SALIDA

Qr, Si Qr, Se

i)

Figura 2.8. Corte de uno de los discos de un reactor de biodiscos (Duran-
Dominguez-de-Bazula, 1987)

3 -

2.5 1 ~ Nitrificacion
2 i
1.5
1 A Remocién de DBO

0.5

0 T T T T T T T
4.4 10 12.65

Factor de correccién del area superficial

Temperatura del agua residual

Figura 2.9. Curvas de correccion para RBR para temperaturas por debajo de los
13°C (55°F) (Metcalf y Eddy, 1991)

2.4. ldentificacién de bacterias

Aproximadamente el 1% de las poblaciones bacterianas del suelo pueden cultivarse
con técnicas estandar de laboratorio y su identificacion se basa en sus
caracteristicas fenotipicas, comprobadas por medio de pruebas bioquimicas. Sin
embargo, se ha sugerido que al menos un 99% de las bacterias observadas en el
microscopio no son cultivables por medio de las técnicas comunes (Kirk y col., 2004).
Debido a los problemas asociados con la imposibilidad de cultivar a gran parte de las
bacterias, se han desarrollado métodos para analizar a esos microorganismos
basados en el DNA y RNA extraidos de las muestras a analizar (Deng y col., 2008;
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Kirk y col., 2004; Diaz y Wacher, 2003; Torsvik y Ovreas, 2002; Friedrich y col.,
1997). A continuacién se describen las técnicas de identificacion de bacterias
basadas en las pruebas bioquimicas en microorganismos cultivados en el laboratorio
y las técnicas moleculares, que no requieren el cultivo de ellos.

Andlisis de las comunidades microbianas basadas en pruebas bioquimicas de
microorganismos cultivados

Este método es rapido, barato y puede brindar informacion de la diversidad y
actividad de la comunidad. Las limitaciones incluyen la dificultad para separar a las
bacterias y esporas de los materiales de la biopelicula, la seleccion del medio de
cultivo, las condiciones de crecimiento (temperatura, pH, luz), la poca habilidad de
los microorganismos para ser cultivados en el laboratorio y la inhibicidon potencial
entre las colonias. Ademas, el crecimiento en placa favorece a aquellos
microorganismos con velocidades altas de crecimiento. Todas esas limitaciones
influiran en la aparente diversidad de la comunidad microbiana (Kirk y col., 2004).

La posterior identificaciébn de las bacterias presentes en la muestra requiere de la
obtencion de cultivos puros de bacterias (cultivo axénico). Los cultivos puros se
pueden obtener por siembra en estria en superficie, por siembra en profundidad y la
dilucion en liquido, repitiendo la técnica con una sola colonia se puede conseguir un
cultivo puro (Madigan y col., 2004).

Algunas consideraciones a tomarse en cuenta en el aislamiento de microorganismos
son:

1. Hacer una lista de los microorganismos que se podrian aislar.
2. Describir el habitat de donde van a ser tomadas las muestras.

3. Hacer una lista de los pardmetros ambientales que van a ser considerados y
medidos, tales como el pH, la salinidad, el potencial eléctrico Eh y la temperatura.

4. Listar los sustratos naturales disponibles en el ecosistema, por ejemplo, quitina,
celulosa, suelo forestal.

5. Disefar la técnica de aislamiento con base en los datos obtenidos en los puntos
del 1 al 4, por ejemplo: diluyentes, sustratos, extractos naturales y condiciones de
incubacion.

6. Emplear técnicas de enriquecimiento especificos para los grupos microbianos de
interés (Claus, 1989).

Para aislar organismos que se encuentren en bajos numeros (como las bacterias
celuloliticas) se utiliza la técnica del medio de enriquecimiento (Claus, 1989), misma
que se detalla en el Apéndice Ill. Cabe aclarar que existe un sesgo en el cultivo de
enriguecimiento, ya que los organismos mas adaptados a las condiciones escogidas
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pueden convertirse en la poblacion dominante, pero pudo haber sido un componente
minoritario en el ecosistema microbiano original (Madigan y col., 2004).

Durante la identificacion de una cepa bacteriana, por medio de la taxonomia clésica,
se deben determinar ciertas caracteristicas morfolégicas como: Reaccion de Gram y
la forma celular (por ejemplo, bacilo, coco, vibrioide, helicoidal u otro). Ciertas
caracteristicas morfolégicas son de especial relevancia, como las endosporas,
exosporas, cristales y apéndices. Tres examenes fisiol6gicos son de gran relevancia:
Estos miden oxidasas, catalasas y determinan si los monosacaridos se oxidan o se

“fermentan”.

Para los examenes de caracterizacion de las cepas bacterianas es necesario trabajar
con organismos en buenas condiciones fisiologicas. Los organismos se deben
incubar en las mejores condiciones de temperatura, pH, condiciones de gases y
condiciones ionicas (Gerhardt y col., 1981).

Después de enriquecer y aislar a las bacterias, se debe realizar una identificacion,
usando el Manual Bergey (Bergey y col.,, 1993). Actualmente se cuenta con un
sistema de identificacion conocida como API para la identificacién de las bacterias
(Anonimoc, 2013)

Identificacién de bacterias no cultivables, por medio de métodos moleculares

Si se desea evaluar la biodiversidad de un ecosistema microbiano, sin emplear
técnicas de cultivo, ni observar células, se pueden usar genes especificos
caracterizados, como medida de la biodiversidad de la comunidad microbiana.
Debido a que los genes estan relacionados con organismos especificos, al detectar
el gen se infiere la presencia del organismo. Las principales técnicas para el analisis
de comunidades microbianas es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés), la electroforesis en gradiente de gel desnaturalizante (DGGE),
la clonacion molecular y la secuenciacion y analisis del ADN (Madigan y col., 2004).
La reaccion en cadena de la polimerasa es una de las principales técnicas de la
Biologia molecular, por lo que se describird a continuacion:

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Mediante la técnica de PCR se amplifican fragmentos de ADN a partir de una mezcla
de material iniciador llamado ADN plantilla. Se requiere del conocimiento de la
secuencia de fragmentos aledaiios al ADN a ser amplificado (DNA blanco). A partir
de esta informaciébn se pueden sintetizar quimicamente dos oligonucleétidos

2 Louis Pasteur cred el término fermentar y lo aplicé exclusivamente a la reaccion anaerobia de transformacion
de la glucosa en etanol y dioxido de carbono por Saccharomyces cerevisiae. Por ello, resulta inadecuado
emplearlo para otras biotransformaciones. Desafortunadamente, su mal uso estd muy extendido entre la
comunidad cientifica y debe, poco a poco, irse desincentivando su uso para otras biorreacciones que no sean la
verdadera fermentacion
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llamados Primers, por iniciadores en inglés, mismos que proveen un grupo 3’ —
hidroxilo para que pueda iniciar la ADN-polimerasa (Rapley, 2005).

El primer paso es la extraccion y purificacion del ADN de las muestras, directamente
(extraccion del ADN total de la muestra) o indirectamente (extraccion de los
microorganismos de la muestra, seguida de la extraccion del ADN de éstos). Para la
extraccion del ADN de biopeliculas se tiene la técnica de Lee y col. (1996)
modificada por Lee y col., en el 2008. Posteriormente se amplifican por medio de
PCR, ciertas regiones del gen ribosomal 16S. Se usan diversos cebadores desde los
muy generales hasta los muy especificos. En el segundo paso se desnaturaliza el
ADN, por medio de su calentamiento a 94°C, para hacer accesible la zona que se va
a amplificar. Enseguida se enfria entre los 40 y 60°C. El siguiente paso es el recocido
(anneling) que permite la hibridacion de los dos oligonucleétidos primers, que estan
en exceso, que se unen a los sitios complementarios que flanquean al ADN blanco.
La sintesis del ADN se le conoce como extension y es llevada a cabo por una ADN
polimerasa termoestable (polimerasa Taq ADN; op.cit.).

Para la separaciéon del ADN ribosomal 16S amplificados es necesario construir
bibliotecas de clonas de rADN 16S, cuya posterior secuenciacion permite determinar
la diversidad microbiana (Diaz y Wacher, 2003; Madigan y col., 2004). Actualmente
las secuencias del 16S / 18S rRNA / rADN son mas populares que las 23S / 28S
rARN / rADN debido a que se han depositado muchas secuencias del 16S / 18S
rRNA / rADN en GenBank (Benson y col., 2004). La desventaja de las técnicas de
identificacion por métodos moleculares es que se debe contar con suficiente
informacion de las diversas secuencias de los ribosomas, de los microorganismos
gue se piensa van a ser identificados.
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3.MATERIALES Y METODOS
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3.1. Puesta en marcha del reactor
Equipo empleado: Reactor bioldgico rotatorio (RBR)

El reactor biol6gico rotatorio, cuyo esquema se presenta en la Figura 3.1a fue
dividido en dos, mediante una mampara, con el objeto de hacer por duplicado cada
corrida. Estuvo constituido por discos montados en una flecha horizontal colocada en
un tanque de metal (Figura 3.1). El 40% del &rea superficial de los discos estuvo
sumergida en el agua residual. Las caracteristicas del reactor usado se presentan en
la Tabla 3.1. Este reactor se ha descrito ampliamente en la literatura (Alvarez, 1986;
Duran-de-Bazua y Hartmann, 1980; 1981; Escarcega y Pulido, 1986; Norouzian y
Deloya, 1984; Pedroza-de-Brenes y Duran-de-Bazua, 1987).

Tabla 3.1. Caracteristicas del reactor biolégico rotatorio empleado

Material de construccion de los Acrilico
discos de cada reactor

Volumen de trabajo 0.020 m3
Numero de camaras 4
Numero de discos 8 (2 por cada camara)
Didmetro de los discos 0.24m
Espesor de los discos 0.003 m
Longitud del reactor 0.28 m
Diametro del reactor 0.34m
Superficie total de contacto 0.73 m2
Relacién area volumen 36 m2/ m3
Velocidad rotacional 16 rpm
Tiempo de residencia hidraulico 1 dia
Re (numero de Reynolds) 3,082
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Se realizaron dos corridas experimentales por duplicado, en el reactor mostrado en
las Figuras 3.1.a y 3.1.b. Cada reactor conté con cuatro camaras, dejando la quinta y
décima camaras como recolectoras del efluente tratado.

®)

Figura 3.l1a. Reactor experimental de discos rotatorios: (1) Tanque de
almacenamiento del influente; (2) Bomba peristaltica de alimentacion; (3) Moto-
reductor para controlar la velocidad rotacional del tren de discos; (3a) Flecha de
soporte de los discos conectada al moto-reductor; (4) Tanque semicilindrico del
reactor; (5) Tren de discos de material inerte; (6) Sedimentador para separar la
biomasa del efluente tratado; (7) Salida para la biomasa sedimentada (valvula para
controlar la salida de lodos); (8) Tanque recolector del efluente clarificado que sale
del sedimentador (Luna-Pabello y col., 1994)

Q Bomba peristaltica de alimentacién

\Bared separadora

Flecha

Discos Reactor A Al sedimentador Reactor B Al sedimentador

Figura 3.1b. Detalle de la division del reactor en dos reactores iguales operando en
paralelo y cuyos efluentes se envian a un sedimentador
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3.2. Estudio fisico-quimico del reactor

Se trabajoé con agua residual procedente de una planta productora de papel que usa
como materia prima, mas del 60% de papel de desperdicio con bajo contenido de
pulpa Kraft. El agua fue suministrada por la industria cada semana.

Se llevaron a cabo analisis fisicoquimicos de cada lote de agua blanca que se
recibia, asi como de muestras del reactor A y B. Para ello se siguieron las técnicas
recomendadas por la APHA (APHA-AWWA-WPCF, 1985), que se presentan en la
Tabla 3.2. Las muestras fueron analizadas por duplicado. Se hicieron los promedios
y las desviaciones estandar (Montgomery y William, 1996)

Tabla 3.2. Técnicas empleadas en el analisis fisicoquimico de las aguas residuales
(APHA-AWWA-WPCF, 1985)

Andlisis Técnica

Demanda quimica de oxigeno, mg/L Reflujo, con dicromato de potasio

Demanda bioquimica de oxigeno Respirométrica  (Voith,  Heidenheim-

soluble, mg/L* RFA)*

Contenido de celulosa, pg/L Técnica de Updegraff (1969), con el uso
de la antrona

Azulcares libres, pg/L Técnica de Updegraff (1969), con el uso
de la antrona

Valor de pH Potenciométrica (Orion, modelo 720A)

Oxigeno disuelto, ppm Electrodo con membrana (Orion, modelo
720A)

Temperatura, °C Termometro

Sdlidos sedimentables, mL/L Cono Imhoff

Sdlidos disueltos totales, mg/L Crisol seco a 103°C

Solidos suspendidos totales, mg/L Filtracion en fibra de vidrio y secado a
103°C

*La DBOs se determind semanalmente, durante 5 semanas, a partir del tiempo cero.
Una muestra tomada en el tiempo 18 se dejo 24 dias, con el objeto de determinar la
DBO dltima
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3.3. Estudios microbiolégicos
Formacion de la biopelicula en los discos del reactor biolégico rotatorio
Primera corrida experimental (35 dias)

En los 35 dias, que fue el tiempo de duracion de la primera corrida, se realizaron los
andlisis fisico-quimicos que aparecen en la Tabla 3.2 (por duplicado). Se sigui6 la
formacion de la biopelicula en los discos del RBR desde la puesta en marcha hasta
que el reactor alcanzé el régimen pseudopermanente, considerado cuando la
variacion en las concentraciones de los efluentes, medidas como demanda quimica
de oxigeno, tiene fluctuaciones de +10%. Para ello, se tomaron muestras de
biopelicula en areas radiales del primer disco (7 cm?) de las cAmaras 1y 3 de ambos
reactores, cada semana durante cinco semanas y se determiné la biomasa medida
como masa seca (mg/area del disco/tiempo) y el recuento de células viables
cultivables, para lo cual se hicieron diluciones de ella y siembra sobre agar nutritivo
(UFCl/area del disco/tiempo). Cada semana se tomé la muestra de biomasa de un
sitio diferente de estos discos para realmente medir la acumulacion a lo largo del
tiempo. Debido al crecimiento exponencial de los microorganismos se aplico el
logaritmo natural a las UFC y se graficé con respecto al tiempo.

Medicién de la velocidad de crecimiento de la biopelicula

La velocidad de crecimiento de la biopelicula (& de la biopelicula ) se obtuvo
mediante la determinacion de la pendiente de la curva en la fase log, obtenida al
graficar el logaritmo natural de las unidades formadoras de colonias por unidad de
superficie (In UFC / 7 cm?) contra el tiempo.

Segunda corrida experimental (7 dias)

Al observar la grafica de la remocién de la DQO soluble contra el tiempo, del primer
experimento, se noté que durante la primera semana se presento la fase exponencial
de crecimiento de la biopelicula, es por esa razon que se decidié hacer este segundo
experimento. En éste, los discos de los reactores A y B se limpiaron completamente
para eliminar toda la biopelicula que se habia formado en la primera corrida. En el
tiempo de duracién de la segunda corrida, 168 horas, se realizaron, por duplicado los
andlisis fisico-quimicos que aparecen en la Tabla 3.2. Se sigui6 la formacion de la
biopelicula en los discos del RBR durante el tiempo de operacion del reactor. En este
experimento se tomaron muestras diarias de biopelicula de areas radiales de los
mismos discos de las camaras 1 y 3 (7 cm?), nuevamente cambiando el sitio de
muestreo durante cada uno de los ocho dias y se les determind el recuento de
células viables cultivables, de manera semejante a lo descrito en la primera corrida.
No se midi0 la masa seca (mg/area del disco/tiempo) porque el desarrollo de la
biopelicula dio cantidades muy pequefias que no pudieron cuantificarse.
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3.3.1. Aislamiento de bacterias mesofilas cultivables aerobias durante la
formacion de la biopelicula en un reactor de discos rotatorios, durante la
primera corrida experimental

Para conseguir esta meta, muestras de biopelicula tomadas a los siete dias del inicio
del experimento, se sometieron a un enriqguecimiento para poder aislar a las
bacterias. Se pusieron en matraces Erlenmeyer con agua que contuvo papel filtro
(Whatman 1) al 1% (p/v) cortado en piezas de 0.5 cm? como Unica fuente de carbono
y como fuente de nitrégeno se agregd NH;SO4 al 1% (p/v). Se incubaron a 150 rpm a
29°C. Se realizaron cuatro transferencias a intervalos de 5-6 dias. Posteriormente, se
tomaron muestras del cultivo enriquecido y se realizaron diluciones adecuadas,
mismas que se sembraron en placas con agar de cuenta estandar, para su posterior
aislamiento e identificacion de cada una de las poblaciones bacterianas.

3.3.2. Identificacion de bacterias mesofilas cultivables aerobias de la muestra
del cultivo enriquecido a partir de biopelicula del reactor de discos rotatorios

Para aislar a las diferentes cepas bacterianas producto del enriquecimiento de la
biopelicula, se realizaron diluciones y siembras en agar estandar hasta la adecuada
separacion entre colonias. A partir de estas placas se tomaron muestras de cada
colonia y se resembraron en agar de cuenta estandar, con lo que se obtuvieron
cultivos puros de cada colonia (Ver Apéndice lI).

La identificacion de las bacterias se inicié con un cultivo axénico de cada colonia
aislada. A patrtir de ello se llevaron a cabo los siguientes pasos (ver Apéndice Il):

1. Tincibn de Gram, por microscopia optica, determinandose si eran Gram
positivo o Gram negativo y descripcién de la morfologia de la cepa

2. Busqueda de movilidad bacteriana en agar suave o semisélido (0.5% de
agar)

3. Prueba de los requerimientos de oxigeno; aerobio o anaerobio
4. Prueba del catabolismo de la glucosa, oxidativo o “fermentativo”

Ademas, se realizaron las siguientes pruebas fisioldgicas, usando las metodologias
descritas en el Apéndice II:

Catalasa
Oxidasa
Glucosa-acido

Carbohidratos (Hidratos de carbono)
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Produccion de H,S

Proliferacion en agar MacConkey
Indol

Ureasa

Hidrdlisis de gelatina

Los resultados de las pruebas bioquimicas se compararon en las tablas de pruebas
bioguimicas de las especies de bacterias del Manual de Determinacion
Bacteriologica (Bergey y col., 1993).

El trabajo experimental se llevo a cabo dentro del periodo de 1990 a 1992

3.4. Andlisis estadisticos de los datos experimentales

Los analisis estadisticos de los datos experimentales se hicieron con ayuda de la
hoja de calculo Excel version 2010.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Primera corrida experimental en el reactor de discos rotatorios
Caracterizacion del agua residual utilizada
En la Tabla 4.1 se presentan las caracteristicas fisico-quimicas encontradas en el

agua residual. El listado completo de los datos experimentales de esta investigacion
y el andlisis estadistico se presentan en los Apéndices | y VI.
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Figura 4.1. Variacion de la demanda quimica de oxigeno en los reactores Ay B,
durante la primera corrida experimental®

Demanda quimica de oxigeno y demanda bioquimica de oxigeno

En la Figura 4.1 se presenta la variacion de la demanda quimica de oxigeno en los
dos reactores, durante los 35 dias del experimento. En la Figura 4.2 se observa que
el porcentaje de remocién de la DQO vari6é de 13% en la primera semana, a 44% en
el final de la corrida en el efluente del reactor A y de 16% en la primera semana, a
35% en el final de la corrida en el efluente del reactor B. En esta misma figura se
observa que en el dia 4 se presentd una maxima remocion en ambos reactores. Esa
alta remocion de la DQO soluble se pudo atribuir a una gran actividad metabdlica de
los microorganismos, que mostraron un crecimiento exponencial. Sin embargo, dado
que la inmovilizacion fue reversible durante la primera semana del experimento, en la
segunda semana el numero de UFC por unidad de area, decay6 en un orden de 200
por ciento en el reactor A y de mas de 5000 por ciento en el reactor B (Figura 4.10).

® La determinacion de la DQO del licor mezclado de los reactores se inici6 en el dia 4 de la corrida experimental
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Los porcentajes de remocion estuvieron muy por debajo de lo que se ha reportado en
la literatura, donde se presentan valores tipicos del 70% al 90% de remocion de la
DQO soluble (Kevin y col.,, 1999). Lo anterior pudo deberse a la presencia de
sustancias toxicas para las comunidades microbianas presentes en la pelicula lo que
provocé un constante desprendimiento de la biopelicula. Se debe destacar que el
agua residual con la que se trabajéo periodicamente tenia acidos, &lcalis y
compuestos microbicidas, usados durante el mantenimiento rutinario que se les da a
las maquinas de papel, que son téxicos para las colonias microbianas. Por esta
razon, las curvas de remocion, medidas como DQO no alcanzaron las eficiencias
tipicas descritas para un RBR de laboratorio (Martinez y Rodriguez, 2005; Marquez y
Guevara, 2004.)

En las Figuras 4.3 y 4.4 se observan las variaciones de la concentracion de
contaminantes medida como demanda bioquimica de oxigeno en los dos reactores a
lo largo de los 35 dias de la primera corrida experimental. Se observa que la maxima
eficiencia, que fue del 77% se alcanzo al finalizar la primera semana. Al finalizar la
cuarta semana se presentd la minima eficiencia, que fue de 53%, misma que
aumentd a un 64% al finalizar el experimento. La eficiencia minima en la remocion de
la DBO del agua residual en la cuarta semana coincidié con concentraciones bajas
de azlcares libres en el influente durante los dias 25 y 28 y una gran reduccion en el
recuento de células viables en el dia 28 (ver Figura 4.8). Estos valores de la
eficiencia de la remocion son bajos segun los reportes bibliograficos que sefalan
como una remocion del 80% en la DBO para este tipo de tratamiento (Metcalf y
Eddy, 1996), lo cual se pudo deber al desprendimiento frecuente de pedazos de
biopelicula que segun Martinez y Rodriguez (2005), es la que lleva casi el 100% de
la remocion de la carga organica biodegradable contenida en el agua residual.
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Figura 4.2. Eficiencias de remocion de DQO en el RBR
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Figura 4.4. Eficiencias de remocién de DBOs en el RBR, para los reactores A 'y B*

* Estos datos corresponden a la DBOs de la muestra formada por la combinacién del efluente del reactor Ay del
B, en cada tiempo. El valor de la DBO del dia 21 se formé del promedio de los valores de las camaras 3 de ambos
reactores, debido a que no se determinaron los valores de los efluentes
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Celulosay azucar libre

La concentracion de celulosa en el agua residual se presentd en un intervalo de 1.87
a 27.14 pgL™" (Tablas 4.1y 4.2) y el del azlcar libre fue de 11.52 hasta 46.47 ugL™.

Tabla 4.1. Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual usada durante los
primeros treinta y cinco dias del experimento

Media Numero de
Parametro aritmeética £ | \jedjana | Muestras
D.E. analizadas
Demanda quimica de oxigeno soluble,| 526.13+55.16 | 528.50 22
mg/L
Demanda bioquimica de oxigeno 402.27 - 1
soluble dltima (18 dias), mgL™
(DBO1g)
Promedio de valores de demanda 240.16 219.00 6
bioquimica de oxigeno soluble, mgL™
(DBOs)
Relacién de biodegradabilidad: 0.76 - -
Demanda bioquimica de oxigeno
soluble  dltima, mgL? (DBOig)/
Demanda quimica de oxigeno soluble,
mgL™
Contenido de celulosa, pug L™ 17.14+7.81 20.12 18
Azucar libre, ug L™ 25.79+ 10.46| 23.41 20
Valor de pH 8.55+1.13 8.15 22
Oxigeno disuelto, ppm 0.16+0.18 0.05 12
Temperatura, °C 19.76+1.53 19.85 12
-, ho procede

En la Figura 4.5 y en la Tabla 4.2 se puede observar que el azlcar libre presente en
el influente tuvo variaciones de méas del 100% (11.52 a 46.47 pgL™), en especial en
el periodo del dia 18 hasta el dia 25. La maxima concentracion de azucares libres en
el influente (ocurrié el dia 21 con un valor de 46.47 pgL™), coincidié con una
concentracion maxima de células viables, medidas como UFC / 7 cm?, alcanzando
los 52 millones en la camara 1 del reactor A y 28 millones en la camara 1 del reactor
B (Figura 4.8). La reduccién en la concentracion de azucares libres en el influente a
partir del dia 25, coincidio con la caida en el conteo de células viables (0.3 millones
para la camara 1 del reactor A y 0.55 millones para la cAmara 1 del reactor B), a
partir del dia 28. Lo anterior puso en evidencia que existid una relacion directa entre
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disponibilidad de sustrato carbonoso de facil degradacion y la acumulacion de la
biopelicula.

La presencia de los azUcares libres en el influente se debe a la utilizacién de mezclas
de almidones en el proceso de produccion del papel (Nachtergaele, 1989; Anénimo,
2011), que se usan con el fin de aumentar la resistencia mecénica de la hoja de
papel (Miranda, 2009). Es muy probable que los microorganismos usaran
alternativamente a la glucosa y a la celulosa, como ha sido demostrado en estudios
donde se agregan mezclas de sustratos para el crecimiento de Escherichia coli. En
éstos, E. coli consume primero el sustrato de mas facil degradacion o preferencial y
posteriormente consume el segundo sustrato y su curva de crecimiento es “diauxica”
(del inglés: “diauxic”; Egli y col., 1993).
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Figura 4.5. Concentracion de celulosa y azucares libres en el agua residual utilizada
y en los efluentes de los reactores Ay B

Valores de pH, oxigeno disuelto y temperatura

Los valores de pH en las cuatro camaras de ambos reactores tuvieron un valor en
promedio, de 8.55. Hubo ocasiones en que el pH del influente fue de 11.20, lo que se
pudo deber a la adicion de hidréxido de sodio al agua de proceso, con el objeto de
destintar el papel (Anonimo, 2011). Una vez que el agua residual ingresé a las
camaras del reactor, el valor de pH se hizo menos bésico, debido a la accion
amortiguadora de los carbonatos (CO3?), bicarbonatos (HCOs) y el &cido carbénico
(H2CO3), que se forman en el agua residual por la generacion de CO, por parte de
los microorganismos. Esta generacion de CO; juega un papel muy importante en el
equilibrio del pH del agua en tratamiento dentro del reactor (Kevin y col. 1999;
Roussos y Perraud-Gaime, 1996; Sawyer y McCarty, 1978).

60



El oxigeno disuelto del influente siempre presenté valores menores a 1 ppm; sin
embargo, al avanzar a lo largo de los reactores este valor aumenté hasta 7.98 ppm,
en promedio. Este incremento en la concentracion de oxigeno disuelto se debe al
movimiento rotacional de los discos del reactor que ocasiona la aireacion del agua
residual (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Concentracion de oxigeno disuelto en el agua residual utilizada y la del
licor mezclado de las camaras 1y 3 de los reactores Ay B

En la Figura 4.6 se observa que el licor mezclado de las cAmaras 3 de los reactores
Ay B present6 una mayor concentracion de oxigeno disuelto que el de las camaras 1
de los mismos, lo que se pudo deber a que la primera cAmara recibié una mayor
concentracion de materiales que al ser degradados por los microorganismos
consumieron el oxigeno disuelto.

La temperatura en los reactores estuvo entre los 16 y los 22°C. Estos tres
pardmetros analizados tuvieron valores para un adecuado desarrollo de los
microorganismos y, por tanto, de la biopelicula en los reactores de discos rotatorios.

Formacion de la biopelicula

La formacion de la biopelicula, con base en la masa seca y al recuento de células
viables, mostré durante los primeros siete dias del experimento las velocidades de
crecimiento mas altas, para ambos reactores (Figura 4.7 y 4.9), identificandose la
fase exponencial en esta semana. Lo anterior se pudo explicar debido a que al inicio
de la formacion de la biopelicula, todas las microcolonias tuvieron acceso a los
nutrimentos contenidos en el agua residual y a los diversos nichos ecoldgicos y, por
lo tanto, su velocidad de proliferacion fue alta. Conforme se desarrollaron las
microcolonias y formaron colonias grandes y una biopelicula con un mayor grosor,
existi0 una mayor competencia por los nutrimentos y los espacios. También, las
colonias cercanas al soporte estuvieron expuestas a niveles bajos de oxigeno
disuelto y, por tanto, las bacterias aerobias murieron (excepto las microaerofilas y
anaerobias), con lo cual la velocidad de reproduccién se redujo (Vanhooren, 2002;

Martinez y Rodriguez, 2005; Welter y col., 2006).
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Figura 4.7. Biomasa medida como masa seca de las biopeliculas muestreadas en la
primera corrida experimental

A los treinta y cinco dias del experimento, el conteo de las células viables no alcanzé
un valor estable, para la biopelicula de las cAmaras 1 de los reactores Ay B. En
cambio, el de las camaras 3 de los reactores estudiados mostré una mayor
estabilidad (Figura 4.10). Lo anterior se pudo deber a que la primera camara estuvo
expuesta a un influente mas concentrado y que en ocasiones presentaba
compuestos toxicos. Aunado a lo anterior, también los siguientes factores pudieron
ocasionar el desprendimiento: fuerzas de corte durante la rotacion de los discos,
erosion, formacién de gases dentro de la pelicula, cambios en la concentracién de
sustratos, lisis bacteriana por falta de nutrimentos, choques téxicos ocasionados por
la presencia de biocidas oxidantes y no oxidantes, hidroxido de sodio y &cido
sulftrico (Gonzéalez y Lopez, 2007; Welter y col., 2006; Fundacion ICA, A.C., 2003;
Ferndndez-Villagbmez, 1992; Quintanar-Ferriz, 1993; Véazquez-Garcia, 1991;
Martinez y Rodriguez, 2005). En esa misma figura se observo que de la primera a la
segunda semana hubo una adsorcién reversible de células al soporte, lo que se
reflej6 en una caida en el conteo de células viables por cada 7 cm? de area
muestreada de biopelicula. Esto corresponde con la teoria expuesta por Charaklis
(1989), en la que menciona que inicialmente en la formacion de la biopelicula se da
una adsorcion reversible, seguida por una adsorcion irreversible, misma que se
evidencio durante la tercera semana (Figura 4.8). La caida en el recuento de células
viables coincidio con la reduccion en el porcentaje de remocion de la DQO y DBO
solubles y concentracidén de azucares libres (Figuras 4.2, 4.4y 4.8).
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Tabla 4.2. Concentracién de celulosa y aziicares libres en el agua residual, en pg mL™

Influente Reactor A* Reactor B* Efluente reactor A Efluente reactor B

Tiempo , . . , ,

Celulosa Azlcares Celulosa Azlcares Celulosa Azlcares Celulosa Azlcares Celulosa Azlcares

dias en sélidos . en sélidos . en sélidos . en sélidos . en sélidos .
libres libres libres libres libres
0 20.40 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
4 15.54 20.55 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
7 22.19 37.02 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
11 16.51 22.02 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
14 22.66 32.20 22.1 16.97 22.61 13.54 N.D. N.D. N.D. N.D.
18 1.87 15.5 4.27 19.22 2.33 22.85 2.93 15.90 4.17 23.57
21 10.81 46.47 2.09 23.14 1.86 19.18 5.24 19.46 2.06 20.30
25 N.D. 11.52 N.D. 21.15 N.D. 17.18 N.D. 19.52 N.D. 15.78
28 N.D. 17.74 N.D. 16.61 N.D. 17.45 N.D. 16.22 N.D. 15.04
32 27.14 29.77 6.053 36.14 16.56 42.25 22.15 31.95 N.D. 35.04
35 22.89 25.10 6.79 20.73 8.60 N.D. 31.88 N.D. 3451 17.85

N.D.= no determinado. * = la muestra fue el promedio de una alicuota de un mL de las camaras 1y 3 de cada reactor
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Figura 4.8. Conteo de células viables (UFC/ area muestreada en los discos del
reactor biolégico rotatorio)®

El valor de la biomasa medida como masa seca tuvo un error, no definido, mayor
al 2%, ya que no se conté con un minimo de biomasa de 50 mg, recomendado en
la literatura para tener un error en la medicién menor al 2% (Pirt, 1975). La Figura
4.9 muestra la grafica semilogaritmica de la masa seca contra tiempo, la cual no
reflejo los altibajos por los que atraveso la biopelicula.

Por lo anterior, el conteo de células viables (unidades formadoras de colonias
UFC/ 7 cm?) fue el método que mostré con mayor eficacia el crecimiento de la
biopelicula del reactor biologico rotatorio (Figura 4.10).

En las Figuras 4.9 y 4.10 se observa que la fase exponencial de crecimiento de la
biopelicula ocurrié en la primera semana de iniciada la corrida experimental. Las
dos curvas de crecimiento microbiano mostraron un comportamiento acorde con lo
descrito para el desarrollo de biopeliculas (Bryers y Characklis, 1982; Welter y col.,
2006; Devlieghere y col., 2009).
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Figura 4.9. Logaritmo de la masa seca de las biopeliculas en mg, muestreadas
durante la primera corrida experimental®

5 C1 indica cdmara 1. C3 indica camara 3, para cada reactor
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Figura 4.10. Logaritmo natural del conteo de células viables, UFC/ area
muestreada en los discos del reactor biologico rotatorio (primera corrida
experimental)’

En la Tabla 4.3 se observan los valores de las velocidades especificas de
crecimiento de la biopelicula, determinada en la fase exponencial,
correspondientes a los discos de las camaras 1 y 3 de los reactores A y B,
comparadas con la DQO soluble.

Tabla 4.3. Velocidad especifica de crecimiento de las biopeliculas de los reactores

AyB
Parametro Reactor A Reactor B
cinético/concentracion
de DQO soluble
Camara 1 Camara 3 Camara 1 Camara 3
m 2.15 1.28 2.10 1.20
(dia ™
DQO 533.40 531.90 378.97 195.24
Dia 48
(mgL™)

® En el caso de la determinacién de la biomasa medida como masa seca, se realizé en total para cada reactor
debido a la escasa cantidad de la misma, para cada uno de ellos
" Esta gréfica se obtuvo al determinar los logaritmos naturales de las unidades formadoras de colonias
manejadas en la Figura 4.7
® Se tomaron las concentraciones de la DQO soluble determinadas el dia 4, ya que la fase log de la
biopelicula ocurrié dentro de los primeros 7 dias del experimento
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Los valores de p de la biopelicula, para las camaras uno de ambos reactores
fueron muy parecidas y coincidieron con los encontrados para organismos
degradadores de detergentes, presentes en lodos activados y con Pseudomonas
(cepa K3-2) en un cultivo suspendido, en la degradacion aerobia del acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2, 4-D) (Okpokwasili y Nweke, 2005). También, se observa
que las velocidades especificas de crecimiento de las biopeliculas en las camaras
1 de ambos reactores fueron mayores que las de las camaras 3, lo que indico que
hubo una biopelicula mas desarrollada y se relaciond con las mayores
concentraciones de sustrato carbonoso disponible, medido como DQO soluble. En
el reactor A no se observaron grandes variaciones en la DQO soluble a lo largo del
reactor, sin embargo la p de la biopelicula entre la cAmara 1 y 3 fueron muy
diferentes. En el reactor B la u de la biopelicula y la concentracién de la DQO
soluble se redujeron de la camara 1 a la camara 3. No se pudo establecer una
relacion entre la p de la biopelicula y la DQO soluble, debido a los resultados
antes analizados.

Identificaciéon de bacterias

Se aislaron 30 colonias, a partir del cultivo enriquecido de la primera muestra de
biopelicula tomada el dia 7de la corrida, de las cuales mediante una identificacion
preliminar, resultaron 11 géneros (Tablas 4.4. y 4.5; Apéndice V).

En la Tabla 4.6 se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas que
permitieron identificar las colonias bacterianas cultivables asiladas.

De esos 11 géneros, 8 fueron del Phylum VII o Proteobacterias, que ademas
fueron las mas abundantes en la biopelicula, como se aprecia en la gréafica de la
distribucion de frecuencias que aparece en la Tabla 4.4. Ellas son un grupo de
bacterias Gram negativas, con una gran diversidad metabdlica y representan la
mayoria de bacterias con importancia clinica, industrial o agricola (Madigan y col.,
2004).

Corresponden a este Phylum VII Proteobacterias, los siguientes géneros:
Aeromonas, Actinobacillus, Eikenella, Enterobacter, Klebsiella, Haemophilus,
Pasteurella y Yersinia. De estos géneros tres fueron enterobacterias
(Enterobacterium, Klebsiella y Yersinia) cuyo habitat natural es suelo y agua,
aunque pueden tener vida parasitaria. Cabe destacar que la mayoria de las
Klebsiellas pueden fijar nitrdgeno (s6lo en condiciones anéxicas).

A continuacion se detalla el andlisis de las pruebas bioquimicas que llevaron a la
identificacion de las Proteobacterias, Firmicutes y Flavobacterias. Primero se
reportaran las pruebas bioquimicas que el Manual Bergey reporta para el género y
enseguida se comparara con los resultados encontrados en esta investigacion.
También, en el Apéndice IV se ofrecen mas detalles bibliograficos de cada género.
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Proteobacterias

B-Proteobacterias
Eikenella

El Manual de Bergey (Bottone y col., 1984) reporta las siguientes caracteristicas
morfolégicas para distinguir al género®:

Forma | Esporas | Reaccion | Movilidad | netabolismo | Temperatura | Oxidasa | Catalasa, | Formacién
2 de Gram ® (4y5) optima para 7 ureasa, de acidos
1) su aginina, | a partir de
crecimiento dihidrolasa | la glucosa

e indol (8)

(6y13)

Bacilo No No movil Anaerobios 35°Ca37°C Positiva Negativa No forma

recto forma negativo facultativos acidos

esporas

El género puede estar presente en mucosas e intestino del humano; puede ser un
patégeno oportunista (Bottone y col., 1984).

Los resultados obtenidos (Tabla 4.6) coincidieron con la tabla anterior de
caracteristicas fenotipicas de la bacteria, reportada por el Manual de Bergey.

El Manual Bergey reporta que el género Eikenella no tiene flagelos, pero que su
movilidad es por medio de saltos (“twitching”). Para lo cual, Davey y O'Toole
mencionan que son dos las caracteristicas de los procariotes, que les otorgan una
amplia ubicacién en la biésfera, aun en nichos inhéspitos, y son 1) una amplia
versatilidad metabdlica y 2) la plasticidad fenotipica.

Dentro de esta ultima esta la habilidad para posicionarse en diferentes nichos
donde ellos posteriormente se propagan.

Los mas comunes son la movilidad por medio de flagelos y diferentes métodos
para moverse tal como el deslizamiento (“twitching”) (Davey y O’'Toole, 2000).

Por lo anterior, Eikenella es un género que tiene capacidades muy amplias para
formar biopeliculas.

° Los nimeros debajo de las pruebas bioguimicas en la tabla, corresponden a las pruebas realizadas en la
presente investigacion
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Tabla 4.4. Géneros bacterianos y sus frecuencias, aisladas de un cultivo
enriquecido de la primera biopelicula tomada del RBR

Linaje

Frecuencia®®

Phylum VII.
Proteoacteria

B-Proteobacterias
Neisseriaceae
(1) Eikenella
y-Proteobacterias
Aeromonadaceae
(2) Aeromonas
Enterobacteriaceae
(3) Enterobacter
(4) Klebsiella
(5) Yersinia
Pasteurellaceae
(6) Actinobacillus
(7) Haemophilus

(8) Pasteurella

Phylum VIII: Firmicutes

Bacilos y Lactobacilos

Staphylocococcaceae

(9) Gemella

Actinobacterias

Cellulomonadaceae

(10) Cellulomona

Phylum XIll: Flavobacteria

Flavobacteriaceae

(11) Flavobacterium

10

11

y-Proteobacterias

Aeromonas

El Manual de Bergey (Martin-Carnahan y Joseph, 1984) reporta las siguientes
caracteristicas morfolégicas para identificar al género:

19 A los ntimeros antes del género les corresponden las distribuciones de frecuencias con el mismo nimero en

el diagrama de sectores
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Forma Reaccién | Movilidad | Metabolismo |Temperatura Oxidasa Catalasa, | Formacion Oxida y
) de Gram 3) (4y5) 6ptima para @) ureasa, de acidos | “fermenta”
1) su aginina, a partir de alaD-
crecimiento dihidrolas | la glucosa glucosa
a e indol (8) )
(6y13)
Células Movil, Anaero_bios 22°C a | Positiva Catgl_asa quma Oxida vy
negativo | PO facultativos 37°C positiva acidos “fermenta”
rectas, ) medio de a la D-
cocobacilo un glucosa
s y bacilos flagelo
polar

Este género esta presente en agua dulce, agua clorada, en biosoélidos y en lodos.
Algunas especies se asocian a enfermedades de diversos animales sean de
sangre fria o caliente, vertebrados o invertebrados (Martin-Carnahan y Joseph,
1984).

Los resultados obtenidos (Tabla 4.6) coincidieron con la anterior tabla de
caracteristicas fenotipicas de la bacteria, reportada por el Manual de Bergey. No
coincidieron las siguientes pruebas: produccién de acido a partir del metabolismo
de la glucosa y no oxidaron ni fermentaron a la glucosa

La presencia de flagelos, le confiere a las Aeromonas la capacidad de colonizar
soportes, incluyendo los del reactor de biodiscos.

Enterobacter

El Manual de Bergey (Richard, 1984) reporta las siguientes caracteristicas
morfologicas para distinguir al género:

Forma | Reaccién | Movilidad | Metabolismo | Temperatura | Catalasa, | Formacion Oxida y Hidrolisis
2 de Gram ?3) (4y5) Optima para ureasa, de acidos | “fermenta’a de la
Q) su aginina, a partir de la D- gelatina
crecimiento | dihidrolasa | la glucosa glucosa
e indol (8) 9)
(6y13)
Células Movil, Anaerobios 20°Ca30°C | La Forma “Fermenta’a | La
rectas negativo | por facultativos mayoria acidos la D- | mayoria
medio de de glucosa de cepas
flagelos especies la hidroliza
peritrico son lentamente
ureasa
negativa

Este género esta presente ampliamente en la naturaleza y es comun en el hombre
y en animales (Richard, 1984).

Los resultados obtenidos (Tabla 4.6) coincidieron con la anterior tabla de
caracteristicas fenotipicas de la bacteria, reportada por el Manual de Bergey.
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La presencia de flagelos, le confiere a Enterobacter la capacidad para colonizar
soportes.

Klebsiella
El Manual de Bergey (Grimont y Grimont, 1984) reporta las siguientes
caracteristicas morfolégicas para distinguir al género:
Forma Reaccion Movilidad Metabolismo Temperatura Oxidasa Hidrolisis Formacion
) de Gram 3) (4y5) Optima para su @) de urea de &cidos a
1) crecimiento partir de la
glucosa
(8
“Fermentan”
Bacilo No movil Anaerobios 30°C a 35°C negativa La mayoria | alaglucosa
recto negativo Excepto K. | facultativos. de las y forma
mobilis Respiran y cepas la acidos
“fermenta” hidrolizan
Oxida y Produccion de Ureasa*
“fermenta” a la H2S (10) (23)
D-glucosa
9
“fermenta” a la No producen positiva
D-glucosa

*. Dato tomado de Bail6n y col., 2003

Este género esta presente en contenidos intestinales, especimenes clinicos de
animales y humanos. También, presentes en agua, suelo y sobre plantas (Grimont
y Grimont, 1984).

Los resultados obtenidos (Tabla 4.6) coincidieron con la anterior tabla de
caracteristicas fenotipicas de la bacteria, reportada por el Manual de Bergey. No
coincidieron las siguientes pruebas: produccién de acido a partir del metabolismo
de la glucosa, oxid6 a la glucosa y la deberia haber “fermentado”.

Yersinia

El Manual de Bergey (Bottone y col., 1984) reporta las siguientes caracteristicas
morfoldgicas para distinguir al género:

Es un género ampliamente distribuido en la naturaleza, con algunas especies
adaptadas a vivir en algunas especies de animales y en el humano. Todas las
especies del género Yersinia, reportadas en el manual Bergey son patdgenas
(Bottone y col., 1984).
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Forma Reaccién Movilidad Metabolismo | Temperatura | Oxidasa | Catalasa | Formacion
) de Gram 3) (4y5) Optima para @) (6) de &cidos
1) su a partir de
crecimiento la glucosa
(8
“Fermenta”
Barras vy Mévil  con | Anaerobios 28°C a 29°C | negativa | positiva ala
cocobacilos | Negativo | flagelo facultativos. glucosay
peritrico, Respiran vy forma
por debajo | “fermentan” acidos
de los 30°.
Por arriba
de esa
temperatura
son
inmoviles
Oxida y “fermenta” a Produccién de H,S Ureasa Hidrdélisis de Indol
la D-glucosa (10) (13) gelatina 12)
C)] (14)
“Fermenta” a la D- No producen Varia entre las negativo Varia entre las
glucosa especies especies

Las pruebas fenotipicas que coincidieron con las reportadas con el Manual
Bergey’s fueron: tincion de Gram negativa, movilidad por debajo de los 30° C,
crece en aire y también crece anaerobiamente, oxidasa negativa, fermenta a los
carbohidratos, no produce H,S, ureasa positiva y negativa, no hidroliza a la
gelatina. La prueba que no coincidié fue la fermentacion de la D-glucosa con
formacion de acidos, debido a que en la presente investigacién dio negativa la
produccion de acidos. La catalasa fue débil, y se reporta catalasa positiva.

La presencia de flagelos, le confiere al género Yersinia la capacidad para colonizar
soportes.

Actinobacillus

El Manual de Bergey (Olsen y Moller, 1984) reporta las siguientes caracteristicas
morfologicas para distinguir al género:

Forma Reaccion Movilidad Metabolismo Temperatura Oxidasa Formacion Catalasa
) de Gram ?3) (4y5) 6ptima para su (@) de acidos a (6)
1) crecimiento partir de la
glucosa
(C)]
“Fermentan”
Cocos, ovales o No movil Aerobios, 25°Ca42°C Positiva y | alaglucosa | Varia
barras, negativo microaerobios, débil y forma entre las
frecuentemente Anaerobios acidos especies
bacilos facultativos.
Respiran y
“fermentan”
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Oxida y “fermenta” a Ureasa Hidrélisis de gelatina Indol Crece en agar MacConkey
la D-glucosa (13) (14) (12) (11)
©
La mayor parte de
“Fermenta” a la D- | Varia entre las las especies son | Varia entre las especies
glucosa especies La mayoria  son | negativas
negativos

Es un género parasito o comensal en el humano, oveja, caballos, ganado, puercos
y aves (Olsen y Moller, 1984).

Coincidieron todas las pruebas bioquimicas realizadas con lo reportado por el
manual de Bergey.

Haemophilus
El Manual de Bergey (Kilian, 1984) reporta las siguientes caracteristicas
morfologicas para distinguir al género:
Forma Reaccién Movilidad Metabolismo Temperatura Oxidasa Catalasa Formacién
) de Gram ?3) (4y5) Optima para (@) (6) de acidos a
) su crecimiento partir de la
glucosa
(8
“Fermentan”
Coco No movil Aerobios o 35°C a37°C Varia Varia a la glucosa
bacilos | negativo anaerobios entre las | entre las y forma
0 facultativos. especies especies acidos
barras “Fermentan” a acético,
los lactico y
carbohidratos succinico
Oxida y “fermenta” a la D- Ureasa Indol Produccion de H,S
glucosa (13) 12) (20)

©)

“Fermenta” a la D-glucosa

Varia entre las especies Varia entre las especies Varia entre las especies

Es un género parasito obligado en las mucosas de membranas de humanos y de
una variedad de especies animales (Kilian, 1984).

Las colonias no produjeron acido al metabolizar los carbohidratos y en la literatura
se menciona que producen acidos, cuando crecen usando carbohidratos. Se
menciona en el manual Bergey que degradan a los carbohidratos y las colonias
aisladas no los descompusieron.

Pasteurella

El Manual de Bergey (Mutters y col., 1984) reporta las siguientes caracteristicas
morfologicas para distinguir al género:
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Forma Reaccién | Movilidad | Metabolismo | Temperatura | Oxidasa | Catalasa | Formacion Oxida y
2 de Gram ?3) (4y5) 6ptima para @) (6) de acidos “fermenta”
) su a partir de alaD-
crecimiento la glucosa glucosa
(8 €]
“Fermenta”
Coco bacilos No mévil | Aerobios a | 35°Ca37°C | Positiva | Casi ala “Fermenta”
o barras Negativo micro aerdfilo siempre glucosay alaD-
y en 0 anaerobios es forma glucosa
ocasiones facultativos. positiva acidos
positivo Oxidan y
“fermentan” a
los
carbohidratos
Ureasa Indol Produccion de H,S Hidrdlisis de la Crece en agar
(13) (12) (10) gelatina (14) MacConkey (11)
Casi siempre Varia entre las Negativo No la hidroliza Casi siempre
negativo especies dentro de las 48 negativo
horas

Es un género parasito en vertebrados, particularmente en mamiferos y aves
(Mutters y col., 1984).

Todas las pruebas coincidieron con lo reportado por el manual Bergey, excepto
en: debia ser oxidasa positiva y dio negativa, no produjo acidos y debia producir, a
partir de la fermentacion de los carbohidratos.

Firmicutes

Gemella

El Manual de Bergey (Reyn, A., 1984) reporta las

morfoldgicas para distinguir al género:

siguientes caracteristicas

Forma Reaccién de Movilidad Metabolismo Temperatura Oxidasa Catalasa Formacion
) Gram 3) (4y5) Optima para su (@) (6) de acidos a
Q) crecimiento partir de la
glucosa
(8
“Fermentan”
Cocos No movil Aerobio o 37°C Negativo Negativo a la glucosa
Indeterminado, anaerobio y forma
pero la pared facultativo. acidos
celular es Gram “Fermenta” a los
positivo carbohidratos
Oxida y “fermenta” a Ureasa Indol Produccion de H,S Hidrdlisis de la
la D-glucosa (23) 12) (10) gelatina (14)
©
“Fermenta” a la D- Negativo Negativo Negativo Negativo
glucosa
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Es un género parasito en el hombre (Reyn, 1984).

Todas las pruebas bioquimicas coincidieron excepto: debia producir acido al
“fermentar” a los carbohidratos y en esta investigacion no produjo, no debia
producir H,S y en esta investigacion si produjo, no debia hidrolizar la gelatina y en
esta investigacion si la hidrolizo.

Cellulomonas

El Manual de Bergey (Stackebrandt y Keddie, 1984) reporta las siguientes
caracteristicas morfolégicas para distinguir al género:

Forma Reaccién | Movilidad Metabolismo Temperatura | Catalasa | Formacion
2 de Gram 3) (4y5) Optima para (6) de &cidos a
1) su partir de la
crecimiento glucosa
(8)
La mayoria
Barras Positivo Movil por Aerobio, pero 30°C Positiva | de las
irregulares medio de pueden crecer cepas
o] un flagelo, anaerobiamente. producen
ligeramente usualmente | Principalmente acidos
curveadas polar o respiran, pero cuando
y una subpolar, también pueden metabolizan
pequefia unos pocos | fermentar a la glucosa
porcién de con flagelo
la colonia lateral.
con forma Pocas
cocoide cepas son
no moéviles
Oxida y “fermenta” a la D-glucosa Hidrdlisis de la gelatina (14)
9
Oxidan y “fermentan” a la D-glucosa Hidroliza débilmente a la gelatina

Es un género cuyo principal habitat es el suelo. También, se les puede aislar en
desechos con un alto contenido de celulosa (Stackebrandt y Keddie, 1984).

Todas las pruebas bioquimicas coincidieron con lo reportado en el Manual de
Bergey.

La presencia de flagelos, le confiere a las Cellulomonas la capacidad para
colonizar soportes.

Flavobacterias
Flavobacterium

El Manual de Bergey (Holmes y col., 1984) reporta las siguientes caracteristicas
morfologicas para distinguir al género:
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Forma Reaccién | Movilidad Metabolis | Temperatura Oxidasa Catalasa | Formacién
2 de Gram ?3) mo 6ptima para (@) (6) de acidos
1) (4yb) su a partir de
crecimiento la glucosa
(8
Barras con Oxida la
lados Negativo | No movil, Aerobio 37°C Frecuentemente | Positivo | glucosay
paralelos y pero se estricto positivo forma
extremos han acidos
redondeados reportado
especies
nadadora
s (gliding)
Oxida y “fermenta” a Ureasa Indol Produccién de H,S Crece en agar
la D-glucosa (23) 12) (20) MacConkey (11)
©
Negativo
Oxidan a la D- Varia entre las Varia entre las Frecuentemente
glucosa especies especies positivo

Este género esta ampliamente distribuido en suelo y agua. También se encuentra
en carne cruda, leche y otros alimentos y en el ambiente hospitalario y en
materiales clinicos provenientes de los humanos (Holmes y col., 1984).

La mayor parte de las pruebas bioquimicas se apegaron a lo sefialado en el
manual Bergey, para el género analizado. Las pruebas que no coincidieron fueron:
debia dar negativo el crecimiento anaerobiamente, debia dar catalasa positiva y
no produjo acido en la oxidacién de los carbohidratos.

La caracteristica comun en los 11 géneros aislados es que fueron
quimioorganoétrofos de vida libre, con excepcion de los géneros Gemella,
Pasteurella y Haemophilus que son parasitos estrictos. También, la mayor parte
de las Proteobacterias y la Cellulomona (que es Firmicute) aisladas tienen
flagelos, nadan o se deslizan, lo cual favorecié la formacion de biopelicula, a
diferencia de las bacterias no nadadoras, que tienen una capacidad reducida para
formarla (O’'Toole y Kolter, 1998) que, en este caso fueron los géneros parasitos y
Actinobacillus.

De todas las colonias aisladas solamente una fue celulolitica, del género
Cellulomona. Es probable que los 10 géneros restantes aislados por medio del
cultivo enriquecido hayan tenido sistemas metabdlicos acoplados, es decir que el
producto del metabolismo de una poblacion bacteriana fuera el sustrato de otra
poblacion (De la Torre y Casas, 1984), tal y como se observa en la naturaleza,
donde las especies celuloliticas coexisten con especies no celuloliticas. Mientras
que las especies celuloliticas compiten por el mismo sustrato, las especies no
celuloliticas pueden competir por las celodextrinas, glucosa y productos de la
fermentacion de la celulosa, como el acido acético, etanol y sucinato (Lynd y col.,
2002). También, las bacterias encontradas tuvieron acceso a sustratos de facil
metabolismo como lo es la glucosa, proveniente del almidon que se agrega
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durante el proceso de fabricacion del papel y que en este caso particular tuvo una
concentracion mayor que la de la celulosa.

El in6culo que se propone para el tratamiento de las aguas blancas de la industria
gue usa papel reciclado y que se basé en las poblaciones autoctonas del efluente
de la fabrica de papel, con capacidad para formar biopeliculas, es 1)
Proteobacterias: Eikenella, Aeromonas y Yersinia, 2)Firmicutes: Cellulomonas. El
resto de los géneros se descartaron por que son pardsitos del hombre y/o por su
baja o nula capacidad de movimiento.

4.2. Segunda corrida experimental en el reactor de discos rotatorios

Como ya se mencion6 en el método, los resultados de la primera corrida
experimental mostraron que durante la primera semana se presentd la fase
exponencial de crecimiento de la biopelicula, por lo que se realiz6 un segundo
experimento para examinar con mas detalle esta etapa. A continuacién se
presentan los resultados obtenidos.

Caracterizacion del agua residual utilizada

Se trabajé con agua residual procedente de la misma planta productora de papel
que usa como materia prima papel de desperdicio, que presenté las
caracteristicas fisico-quimicas tipificadas en la Tabla 4.7. El listado completo y el
andlisis estadistico se encuentran en los Apéndices |y VI.

Demanda quimica de oxigeno y demanda bioquimica de oxigeno

En la Figura 4.11 se presenta la variacion de la demanda quimica de oxigeno en
los dos reactores, durante los siete dias del experimento.

En la Figura 4.12 se observa que el porcentaje de remocién de la DQO vari6é un
8% al cuarto dia del experimento, hasta un 14% para la camara 4 del reactor A, en
el dia 7 y un 8% en el dia 4 del experimento hasta un 43% para la camara 4 del
reactor B al final de la corrida. Lo anterior se puede deber a que la eficiencia en la
remocién de los sustratos carbonosos varia ampliamente durante los primeros
dias de la puesta en marcha del reactor, debido a que la inmovilizacion de la
biopelicula fue reversible en ese periodo.

Valores de pH, oxigeno disuelto y temperatura

Los valores de pH en las cuatro camaras de ambos reactores presentaron valores
de 6.92 a 7.50, aun cuando hubo ocasiones en que el pH del influente fue de 5.39.
El pH del agua residual en tratamiento al pasar de camara en camara se fue
neutralizando debido a la accién de las bases débiles que amortiguan los cambios
en éste.
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Tabla 4.5. Relacion de las cepas aisladas e identificacion del género

Cepas No. Género Cepas No. Género
1,3,5,13, Haemophilus 4,6,9, 10, 18, 25, 29 Pasteurella
2,14,19, 21, 24, 28 Actinobacillus 7,11, 12, 27, Eikenella
8 Gemella 16 Enterobacter
15 Flavobacterium 17, Yersinia
20 Aeromona 22 Cellulomonas
23, 26, 30 Klebsiella

Los géneros que se presentaron con mayor frecuencia fueron Haemophilus, Actinobacillus, Pasteurella y Eikenella

Tabla 4.6. Pruebas bioquimicas para identificacion de bacterias

NUme- Clave 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

ro de

cepa
1 C1.2dchica - B - + + D - ) - - D ) ) +
2 Cl.5c - B . ¥ + D + - i . N - - -
3 C7.1Ad1 - B i + + + - ) F - - i + -
4 C1.4c gran - B ) + + D + i - - . - . -
5 C9.4bchic - B i + + - - i - - + . + -
6 C7.1Ac - B i + + + + ) - - + - . )
7 C9.4c - B i + + - + i - - + . - .

En filas: 1: Tincion de Gram, 2: Forma, 3: Movilidad, 4: Crecimiento aerobio, 5: Crecimiento anaerobio, 6: Continga........... 7

Catalasa, 7: Oxidasa, 8: Glucosa acido, 9: Carbohidratos (F/o/-), 10: Produccion de H,S, 11: Crece en Agar
MacConkey, 12: Indol, 13: Ureasa, 14: Hidrolisis de gelatina. B= bacilo, C= coco, D= débil, F= “fermenta”,
o= oxida, -= prueba negativa y para el caso de tincién de Gram es Gram negativa, += reaccion de Gram




Tabla 4.6. Pruebas bioquimicas para identificacion de bacterias (Continuacion)

Nume- Clave 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
ro de

cepa
8 Cil.2c C ) + + D - i = n D/- - - +
9 C9.4c B ) + + + - i - - + - - +
10 Cl.2a4 B ) + + + ; - - ) D/- - - :
11 C7.3b B . + + - + - - i D/- - - -
12 C9.3b B i + + i + i i - + . . -
13 C9.2b B i + + i - i i - - . D +
14 Cl.3a B ) + + + + i ) . + - + .
15 C7.6a B ) + + - + i o B D/- - . .
16 C7.3c B + + + + - + F + + i + i
17 Cl.2a2 B ) + + D - i = B . . . -
18 C72achica B ) + + + . ) - . + - B -
19 C9.4d B i + + D + ) i - + ) D )
20 C3.2a B + + + + + i ) - + i - ¥
21 C1.4b2 B i + + D + i - - + il + .
22 Cl.2dm B i + + * - i - + D/- i D .
23 C9.5a B i + + + - i 0 - + . + -
24 C1.4b3chic B ) + + D + i - B, + - + -

En filas: 1: Tincion de Gram, 2: Forma, 3: Movilidad, 4: Crecimiento aerobio, 5: Crecimiento Continua...... 78

anaerobio, 6: Catalasa, 7: Oxidasa, 8: Glucosa &cido, 9: Carbohidratos (F/o/-), 10: Produccion de
H,S, 11: Crece en Agar MacConkey, 12: Indol, 13: Ureasa, 14: Hidrélisis de gelatina. B= bacilo, C=
coco, D= débil, F= “fermenta”, o= oxida, -= prueba negativa y para el caso de tincion de Gram es
Gram negativa, += reaccion de Gram positiva




Tabla 4.6. Pruebas bioquimicas para identificacion de bacterias (Continuacion)

NUme- Clave 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
ro de
cepa
25 C9.3c - B ) + + D - i - - + i .
26 cl.1d - B i + + + - ) o) - + - D
27 C7.5a - B i + + - - ) i + D - +
28 C9.3a - B ) + + + - i - - + . +
29 C3.1b - B ) + + + - ) ) B D ) -
30 Clie - B ) + + + - i o - + - D

En filas: 1: Tinciébn de Gram, 2: Forma, 3: Movilidad, 4: Crecimiento aerobio, 5: Crecimiento anaerobio, 6: Catalasa, 7: Oxidasa, 8:
Glucosa acido, 9: Carbohidratos (F/o/-), 10: Produccion de H,S, 11: Crece en Agar MacConkey, 12: Indol, 13: Ureasa, 14: Hidrélisis de
gelatina. B= bacilo, C= coco, D= débil, F= “fermenta”, o= oxida, -= prueba negativa y para el caso de tincion de Gram es Gram
negativa, += reaccion de Gram positiva




Tabla 4.7. Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual usada en la segunda
corrida experimental

Parametro Media Mediana | Numero de
aritmética + muestras
DE. analizadas
Demanda quimica de oxigeno| 798.84+90.85 | 737.80 10
soluble, mgL™
Demanda bioquimica de oxigeno 364.76 - 1
soluble, mgL™* (DBO5)"
Relacion de biodegradabilidad:
Demanda bioquimica de oxigeno
soluble dltima, mgL* (DBOs)/ 0.45 - -
Demanda quimica de oxigeno
soluble, mgL™
pH 5.72+0.2 5.70 10
Oxigeno disuelto, ppm 0.78+0.52 0.68 10
Temperatura, °C 21.204+2.65 21 5

1000

700
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400
300
200
100

Demanda quimica de oxigeno
soluble
mgL-1

900
800 "\‘

—4—|nfluente
=fll—Reactor A
Reactor B

7  Tiempo en dias

Figura 4.11. Variacion de la demanda quimica de oxigeno en los reactores Ay B,

durante la segunda corrida experimenta

11 Se determin la DBOs de una sola muestra correspondiente al influente del tiempo cero

12
|
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El oxigeno disuelto en el agua residual presentd valores menores a 1 ppm.
Posteriormente, a lo largo de su avance por las cAmaras de ambos reactores, este
valor aumenté hasta alcanzar 5.95 ppm, en promedio. La temperatura en los
reactores estuvo entre 17 y 19°C. Estos tres pardmetros analizados tuvieron
valores adecuados para el desarrollo de los microorganismos y, por tanto, de la
biopelicula en los reactores de discos rotatorios.

50
45
40
35

30
25 =—¢—Reactor A

20 =—li—Reactor B
15
10

DQO soluble

Porcentaje de remocion de

0 4 7 Tiempo en dias

Figura 4.12. Eficiencias de remocion de DQO en el RBR en un lapso de 7 dias
Formacion de la biopelicula

El desarrollo de la biopelicula se determind por medio del recuento de células
viables (UFC / 7 cm?). Las muestras se tomaron diariamente en un area radial del
disco. Los datos obtenidos se presentan en la Figura 4.13. En la Figura 4.14 se
muestra la grafica semilogaritmica del recuento de células viables contra el
tiempo. Se observa que la aclimatacién y la fase de crecimiento exponencial de los
microorganismos ocurrieron durante el primer dia del experimento. Después del
primer dia, la velocidad de crecimiento de la biopelicula se estabilizd, lo cual indico
que las primeras horas de la colonizacion de los discos del reactor fueron las mas
importantes en la puesta en marcha de este sistema de tratamiento biolégico.

El influente con el que se trabaj6 tuvo 8.175 X 10° UFC / mL. Al cuarto dia de
iniciado el experimento se presentd un maximo de colonias de bacterias, en
ambos reactores (142 millones en el reactor A y 417 millones en el reactor B;
Figura 4.13). Sin embargo, la inmovilizacion fue reversible, ya que para el quinto
dia el nimero de unidades formadoras de colonias se redujo en 97% en el reactor
Ay 99% en el reactor B. Esto hizo evidente que, durante la primera semana, la

2| os datos de DQO soluble que se graficaron fueron los del licor mezclado de la cdmara 4 de ambos
reactores, ya que los datos resultantes del efluente fueron una mezcla de ellos y se consider6 que no fueron

representativos de la eficiencia de los reactores
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colonizacion de los discos tuvo un caracter reversible. Characklis y colaboradores
explican que lo anterior se debe a que al inicio del desarrollo de la biopelicula la
interaccion de las células con el soporte es electrostatica y de baja energia (20 a
50 kJmol™) y sélo una pequefia fraccién de las células se adsorbe de manera
irreversible, mediante interacciones electrostaticas con una energia de enlace 10
veces mayor a las de la unién reversible (40 a 400 kJmol™). También, dichas
células inmovilizadas irreversiblemente inician la excrecion de polimeros
extracelulares, que ayudan a mantener unida a la biopelicula (Characklis y
Marshall, 1990; Characklis, 1984; Casablancas, 1998).
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Figura 4.13. Biomasa medida como recuento de células viables (UFC/ area
muestreada en los discos del reactor bioldgico rotatorio) en el tiempo.
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Figura 4.14. Logaritmo de la biomasa medida como conteo celular (UFC/ area
muestreada en los discos del reactor biolégico rotatorio) en el tiempo
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Se recomienda que en el tratamiento de las aguas blancas con el reactor biolégico
rotatorio se mantengan las siguientes condiciones fisico quimicas del agua de
alimentacion, para lograr un desarrollo y mantenimiento 6ptimo de la biopelicula:
un intervalo de pH 5.5 a 8.5; un intervalo de temperatura entre 9 y 45°C; una
concentracion de fuente de carbono con un minimo de 15 ppm de azucares libres
y /0 120 ppm de DBO (este valor de la concentracion del sustrato carbonoso es el
recomendado para el tipo de agua tratada y reactor usado) y ausencia de
compuestos téxicos, como los biocidas o los que producen valores de pH muy
acidos o muy alcalinos (como hidréxido de sodio y acido sulfurico).
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Conclusiones

Considerando los objetivos generales de esta investigacion referentes al disefio de
un inéculo bacteriano, por medio de la identificacion de las poblaciones aerobias
mesodfilas cultivables de una biopelicula tomada durante la fase de crecimiento
exponencial en un reactor biolégico rotatorio que traté aguas blancas de la
industria del papel reciclado, el andlisis del efecto de la concentracién de la DQO
soluble en la velocidad especifica de crecimiento de las comunidades bacterianas
mesodfilas cultivables de la biopelicula de las camaras 1 y 3 de los reactores Ay B
y el estudio del efecto de la concentracion de azucares libres en la densidad de
bacterias aerobias mesdfilas cultivables, se llegé a las siguientes conclusiones:

Primera corrida experimental

1.

Las eficiencias en la remocion de la DQO soluble variaron de 13% en la
primera semana a 44% en el dia 35 en el reactor Ay de 13 a 35% para el
reactor B y estuvieron muy por debajo de lo reportado en la literatura donde
los valores tipicos son de 70 a 90% de remocion para este parametro.

Lo anterior se pudo deber a la presencia de sustancias toxicas, como
acidos, alcalis y compuestos microbicidas que se usan de manera habitual
durante los mantenimientos de las maquinas de papel, que provocaron un
constante desprendimiento de la biopelicula.

Al término de la cuarta semana la eficiencia en la remocion de la DBOsg
soluble se redujo de 77% (eficiencia en la primera semana) a 53%, lo que
coincidié con una reduccién abrupta en el recuento de las células viables en
la biopelicula, con lo que se confirm6 que la remocion de los compuestos
biodegradables es llevada a cabo principalmente por la biopelicula.

El azdcar libre fue el sustrato carbonoso mas abundante y disponible para
los microorganismos, presentdndose en un rango de concentraciones de
11.52 a 46.47 ppm. La presencia de estos azucares libres se explico por la
utilizacion de mezclas de almidones en el proceso de produccién del papel.

Se encontrd que la reduccion en la concentracién de los azucares libres en
el influente provocd que la eficiencia en la remocién de la DBOs soluble se
redujera, al igual que el conteo de células viables en la biopelicula.

El pH del agua blanca tuvo un valor promedio de 8.55 y en ocasiones
presentd un valor de 11.20, lo que se pudo deber al uso del NaOH en el
proceso de destintado del papel reciclado.

El pH dentro de ambos reactores mostré una tendencia a un pH neutro,
presentando un intervalo de 6.67 a 7.79, lo que se pudo deber a la accién
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de los carbonatos (COs?), bicarbonatos (HCOs3) y el &cido carbonico
(H.COg3), que se forman en el agua residual por la generacién de CO, por
parte de los microorganismos. Esta generacion de CO; juega un papel muy
importante en el equilibrio del pH del agua en tratamiento dentro del reactor.

8. Los valores de oxigeno disuelto (intervalo de 5.03 a 8.52) y de temperatura
(intervalo de 16.20 a 17.75) mostraron valores adecuados para un
desarrollo éptimo de los microorganismos inmovilizados y los del licor
mezclado.

9. En la gréfica semilogaritmica del recuento de las células viables contra el
tiempo, se identific6 que la fase exponencial de crecimiento de la
biopelicula ocurrié durante los primeros siete dias del experimento, seguida
de una fase estacionaria, que fue del dia 7 hasta el término del estudio.

10.El uso del recuento de células viables fue una herramienta Util, en el
analisis del crecimiento de la biopelicula.

11.Se aislaron e identificaron 11 géneros de bacterias aerobias mesdfilas
cultivables. De ellas 8 fueron del Phylum Proteobacterias, Gram (-) que
representan la mayoria de importancia clinica, industrial o agricola. Los
géneros fueron: Aeromonas, Actinobacillus, Eikenella, Enterobacter,
Klebsiella, Haemophilus, Pasteurella y Yersinia. De ellos, Eikenella,
Aeromona, Enterobacter y Yersinia son moviles, ya sea por flagelos o por
brincos.

12.Del Phylum Firmicutes se encontr6 a Gemella y a Cellulomona, de las
cuales solo ésta ultima es movil.

13.Del Phylum Flavobacteria se encontré al género Flavobacterium, que no
tiene movilidad.

14.Los géneros de bacterias que tienen movilidad propiciaron la formacion de
la biopelicula, segun O’Toole y Kolter (1998).

15.El inéculo que se propone para el tratamiento de las aguas blancas de la
industria que usa papel reciclado es el siguiente: 1) Proteobacterias:
Eikenella, Aeromonas y Yersinia, 2)Firmicutes: Cellulomonas. El resto de
los géneros se descartaron por que son parasitos del hombre y/o por su
baja o nula capacidad de movimiento.

Segunda corrida experimental

1. La eficiencia en la remocién de la DQO soluble fue semejante en ambos
reactores en el dia cuatro (8%), sin embargo en el dia 7 fueron muy
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diferentes, ya que para el reactor A fue de 14% y la del reactor B fue de
43%.

2. Las anteriores eficiencias no se pudieron relacionar con los valores del
recuento de células viables, ya que los conteos de células mas altos se
dieron en el dia 4.

3. Durante las primeras 24 horas, el crecimiento de la biopelicula tuvo un
caracter exponencial

4. En los 7 dias del experimento, la inmovilizacion de los microorganismos fue
reversible, 1o que se vio reflejado en las variaciones abruptas en el recuento
de células viables.

5. La curva de crecimiento de la biopelicula present6 dos fases de
crecimiento, la exponencial y la estacionaria. La aclimatacion, o fase lag,
tuvo que darse durante las primeras horas después de haberse iniciado el
experimento.

Recomendaciones

Se sugiere que el tratamiento de las aguas blancas en el reactor biologico
rotatorio, se mantengan las siguientes condiciones fisico quimicas del agua de
alimentacion, para lograr un desarrollo y mantenimiento 6ptimo de la biopelicula:
un intervalo de pH 5.5 a 8.5; un intervalo de temperatura de 9 a 45°C; una
concentracion de sustrato carbonoso con un minimo de 20 ppm de azucares
libres, 200 ppm de DBOs y ausencia de compuestos toxicos, como los biocidas o
los que producen valores de pH muy acidos o muy alcalinos (como hidréxido de
sodio y acido sulfarico).

Como parte del seguimiento y operacion normal de una planta de tratamiento que
utilice un RBR, se debe contar con una bitacora de seguimiento de la operacion y
mantenimiento de la maquina de papel, misma que sera analizada por los
operadores de la planta de tratamiento de las aguas residuales, para determinar
en qué momento se desviara el agua hacia un tratamiento quimico o de otro tipo
diferente al tratamiento biolégico.

Con lo anterior se podra contar con un funcionamiento 6ptimo del reactor bioldgico
rotatorio.

Dado que transcurri6 un buen numero de afios desde que se realiz0 esta
experimentacion y el conocimiento ha avanzado a pasos agigantados, y que el
problema que origind esta investigacion sigue vigente, ya que las plantas
papeleras siguen teniendo aguas residuales contaminantes con algunas
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agravantes producto de la modernidad, seria interesante realizar esta
experimentacién nuevamente pero usando técnicas modernas de seguimiento en
linea de las variables en los RBR, asi como realizar la identificacion de los
organismos responsables de la degradacion de los compuestos contaminantes
que permita instrumentar un sistema microbiano resistente a los biocidas que,
regularmente, se adicionan para impedir la proliferacion de hongos que dejan
manchas negras en la hoja de papel.
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DATOS EXPERIMENTALES
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Primera corrida experimental (hoja 1/6)

Demanda quimica de oxigeno

Tiem Influente Reactor A Reactor B
PO mgL™
Camara Camara Efluente Camara | Camara 3 | Efluente
(en 1 (mgL-l) 3 1 l L'l 4
dias) (mgL™) L | (mat) (mgL™)
(mgL™) (mgl-")
0 498.99 ND ND ND ND ND ND
4 542.50 533.40 531.90 173.33 378.97 195.24 212.14
9 535.50 472.21 477.89 464.75 472.21 446.20 449.93
14 556.57 444.60 417.15 421.13 533.09 453.88 406.87
17 465.19 392.05 397.31 380.69 441.17 380.83 383.64
21 521.81 406.50 364.58 359.46 403.70 368.07 334.60
24 457.82 453.83 326.67 311.73 462.83 508.61 341.80
28 484.50 459.39 374.53 362.28 463.43 533.90 425,52
31 521.25 491.61 444.85 445.38 473.76 447.49 444.53
35 635.97 404.33 338.97 357.42 429.83 407.21 413.87
ND= no determinado
Demanda bioquimica de oxigeno
Tiempo Influente Reactor A Reactor B
-1
d(izrs]) mgl Camara Camara Efluente Camara Camara Efluente
1 (mgL’ 3 1 1 3 1
) L | (mal?) . | mat?h
(mgL™) (mgL™) (mgL™)
o 165.00 ND ND ND ND ND ND
7 399.00 150.00 163.00 91.00 133.00 124.00 91.00
14t 279.00 105.00 80.00 75.00 100.00 75.00 75.00
211 177.00 75.00 60.00 ND 83.00 64.00 ND
28! 198.00 102.00 60.00 94.00 122.00 157.00 94.00
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Primera corrida experimental (Hoja 2/6)

Tiempo Influente Reactor A Reactor B
-1
d(iig) mgL Camara Camara Efluente Camara Camara Efluente
1 (mgL 3 -1 1 3 -1
1 . (mgL™) . . (mgL™)
(mgL™) (mgL™) (mgL™)
35! 223.00 70.00 58.00 81.00 115.5 97.00 81.00
42° 402.27 85.91 54.09 62.73 85.45 70.91 62.73
! - Demanda bioquimica de oxigeno al quinto dia (DBOs)
2 - Demanda bioquimica de oxigeno Ultima, tomada al 18 dia
ND= no determinado
AzUcares libres
Tiempo | Influente Reactor A Reactor B
-1
(,en mgL Céamara | Efluente Céamara Efluente
dias) 1 ) 1 .
(mgL™) (mgL™)
(mgL™) (mgL™)
0 ND ND ND ND ND
4 20.55 ND ND ND ND
7 37.09 ND ND ND ND
14 32.20 16.97 ND 13.54 ND
18 15.50 19.22 15.90 22.85 23.57
21 46.47 23.14 19.46 19.18 20.30
25 11.52 21.15 19.52 17.18 15.78
28 17.74 16.61 16.22 17.45 15.04
32 29.77 36.14 31.95 42.25 35.04
35 25.10 20.73 ND ND 17.85

ND= no determinado
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Primera corrida experimental (Hoja 3/6)

Celulosa en so6lidos

Tiempo Influente Reactor A Reactor B
d(l’zrs],) mgL* 1Cémar_? Efluente | Camara 1 Efluente
ML) | oLy | (maL™ | (mgL?
0 20.40 ND ND ND ND
4 15.54 ND ND ND ND
7 22.19 ND ND ND ND
14 22.66 22.10 ND 22.61 ND
18 1.87 4.27 2.93 2.33 4.17
21 10.81 2.09 5.24 1.86 2.09
25 ND ND ND ND ND
28 ND ND ND ND ND
32 27.14 6.03 22.15 16.56 ND
35 22.89 6.79 31.88 8.60 34.51
ND= no determinado
pH
Tiempo Influente Reactor A Reactor B
d(g;) Camara |Céamara |Efluente |Céamara |Camara |Efluente
1 3 1 3
0 7.90 ND ND ND ND ND ND
4 7.47 8.14 8.46 8.44 8.43 8.78 8.70
9 8.09 8.09 9.04 9.03 9.11 8.97 8.82
14 11.00 9.66 9.09 9.11 9.90 8.94 9.06
17 9.83 9.48 9.42 9.10 9.38 9.34 9.13
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Primera corrida experimental (Hoja 4/6)

Tiempo Influente Reactor A Reactor B
(en . . . .
. Camara Camara Efluente Camara Camara Efluente
dias)
1 3 1 3
21 9.75 ND ND ND ND ND ND
28 7.78 8.70 8.42 8.62 8.61 9.03 8.81
35 8.10 ND ND ND 8.50 ND ND
ND= no determinado
Oxigeno disuelto
Tiempo Influente Reactor A Reactor B
(,en (ppm) Camara Camara Efluente Camara Céamara Efluente
dias) 1 (ppm) 3 1 3
(ppm) (ppm)
(ppm) (ppm) (ppm)
0 0.03 ND ND ND ND ND ND
9 0.03 6.57 7.44 7.69 6.51 7.60 7.01
14 ND ND ND ND ND ND ND
17 0.04 5.03 7.07 8.52 5.88 7.64 7.56
21 ND ND ND ND ND ND ND
28 ND ND ND ND ND ND ND
35 0.40 5.99 7.38 7.57 7.22 7.54 7.89

ND= no determinado
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Primera corrida experimental (Hoja 5/6)

Temperatura del agua residual

Tiempo | Influente Reactor A Reactor B
(’en "C Céamara Céamara 3| Efluente | Camara Céamara | Efluente
dias) 1 1 3
°C °C °C
°C °C °C
0 17.50 ND ND ND ND ND ND
9 19.27 17.26 16.84 17.02 17.54 17.01 17.40
14 ND ND ND ND ND ND ND
17 19.15 17.75 15.99 16.30 17.25 16.15 16.02
21 ND ND ND ND ND ND ND
28 ND ND ND ND ND ND ND
35 20.70 17.45 16.85 16.50 16.80 16.55 16.20
ND= no determinado
Masa seca de biopeliculas
. Reactor A Reactor B
Tiempo
(en dias) Camara 1 Camara 3 Camara 1 Camara 3
(gramos/ 7 (gramos/7 (gramos/ 7 (gramos/ 7
cm?) cm?) cm?) cm?)
7 0.011 0.004 0.007 0.004
14 0.012 0.003 0.008 0.006
21 0.009 0.016 0.009 0.009
28 0.008 0.017 0.014 0.004
35 0.007 0.010 0.012 0.008
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Primera corrida experimental (Hoja 6/6)

Unidades formadoras de colonias en biopeliculas

Tiempo Reactor A Reactor B
(en dias)?
Camara 1l Camara 3 Camara 1 Camara 3
(UFC x10° | (UFCx10° | (UFCx10° | (UFC x 10°
/7 cm?) /7 cm?) /7 cm?) /7 cm?)

7 16 0.09 5 0.2

14 5 0.048 0.04 0.13

21 52 0.29 28 0.23

28 0.3 0.1 0.19 0.11

35 0.46 0.5 0.55 0.14

& La primera biopelicula se tomé a los siete dias después de iniciado el
experimento. En el tiempo cero el in6culo presenté 9.345 x 10° UFC/ mL
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Segunda corrida experimental (Hoja 1/4)

Demanda quimica de oxigeno

Tiempo Influente Reactor A Reactor B Efluente
(en dias) mgL™* mgL™ mgL™* de AyB
mgL™
C1 Cc2 C3 C4 C1 Cc2 C3 C4 E
0 737.80
4 902.72 695.41 826.35 902.72 833.15 902.33 833.10 833.25 833.20 902.06
7 756.00 565.39 647.19 647.92 648.19 721.50 648.94 720.69 432.89 630.35
Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs)
Tiempo Influente
(en dias) (ppm)
0 364.76
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Segunda corrida experimental (Hoja 2/4)

pH
Tiempo Influente Reactor A Reactor B
d(izrs]) Camara |Cémara |Efluente |Céamara |Camara |Efluente
1 3 1 3
0 5.94 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
1 5.63 7.01 7.35 7.25 7.14 7.39 7.35
4 5.70 6.97 7.42 7.47 7.10 7.43 7.43
5 5.44 6.67 7.34 7.40 6.86 7.46 7.47
7 5.94 7.05 7.75 7.79 6.99 7.64 7.76
Oxigeno disuelto
Tiempo Influente Reactor A Reactor B
(en dias) (Ppm) Céamara 1 Céamara 3 Efluente Cémara 1 Cémara 3 Efluente
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
0 1.72 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
1 0.79 4.50 5.89 5.77 5.95 6.01 5.81
4 0.35 5.13 4.20 4.30 4.16 4.75 4.80
5 0.40 411 3.66 2.06 2.06 418 3.72
7 0.68 4.01 484 5.30 4.02 5.19 484
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Segunda corrida experimental (Hoja 3/4)

Temperatura
Tiempo Influente Reactor A Reactor B
d(l’zrs]) (*C) Clél?ggga CBé?Zg;a Efluente Clé\r(?g;a Csé?gg;a Efluente
(°C) (°C)
0 23 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
1 22 19 19 19 19 19 19
4 21 18 18 18 18 18 18
5 20 17 17 17 17 17 17
7 20 17 17 17 17 17 17
N.D.= no determinado
Solidos totales
Tiempo Influente Reactor A Reactor B Efluente
(en dias) mgL™* mgL™ mgL™ DeAyB
mgL™
C1 c2 C3 C4 C1 c2 C3 C4 E
0 523.0
4 735.0 671.0 524.0 411.0 672.0
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Segunda corrida experimental (Hoja 4/4)

Conteo de células viables (unidades formadoras de colonias: UFC). Muestras tomadas de la biopelicula, en un area
de 7 cm?, que se desarrollé sobre los discos del reactor biolégico rotatorio.

Tiempo Influente Reactor A Reactor B
dias U';gax Céamara 1 Cémara 2 Cémara 3 Cémara 4 Cémara 1 Cémara 2 Cémara 3 Cémara 4
UFC X UFC X UFC X UFC X UFC X UFC X UFC X 10°%/ UFC X
10° 17 10° 17 10° 17 10° 17 10° /7 10° /7 7 cm? 10° 17
cm cm cm cm cm cm cm

0 8.175 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

1 0.007 4.450 2.350 1.72 1.000 5.060 2.985 1.770

2 1.697 1.425 1.300 0.001 0.008 0.008 0.002 0.003

3 0.410 0.350 0.310 0.306 0.006 0.070 0.005 0.001

4 31.500 1.315 9.700 100.000 184.000 107.000 124.250 1.967

5 1.290 0.995 0.660 0.910 1.250 0.820 1.040 0.880

6 23.650 30.000 35.000 31.950 19.000 7.450 0.860 13.000

7 3.276 0.595 1.345 1.000 3.505 2.020 0.970 0.610
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Tincion de Gram

Una tincibn de Gram es un método para tefiir microorganismos (bacterias)
utilizando una serie especial de colorantes. Para este examen, se tifie una
muestra de la cepa a analizar, que debe ser de una cepa previamente aislada y
luego se examina bajo el microscopio. Este método se puede aplicar a casi
cualguier muestra y es una de las técnicas mas comunmente utilizadas para el
diagndstico rapido de infecciones bacterianas.

Primero se tifie con cristal de violeta, luego yodo, luego se decolora, finalmente se
tine con safranina y se examina bajo el microscopio para verificar la presencia de
bacterias. El color, nUumero y morfologia de las células ayuda en la identificacion
del organismao.

En la fotografia de abajo se muestra la tinciéon de Gram en la que se observa la
presencia de cocos gram positivos dispuestos en parejas y cadenas
(Streptococcus) y en cumulos (Staphylococcus aureus)

tincion gram positiva tincion gram negativa

Descripcién de la técnica: Se seca y fija la preparacion del modo ordinario. Se tifie
durante 5 min con violeta de genciana; se elimina el exceso de colorante y se
aplica la solucion yodada de Gram durante 2 0 3 min. Se lava con alcohol de 95°y
luego con agua. Las bacterias que no toman el colorante se llaman gram-
negativas. Estas se tifien a continuacion con fucsina o safranina.

Prueba de la movilidad

La movilidad es una -caracteristica importante al hacer una determinacién
bacteriana, pues indirectamente sefiala que el microorganismo posee flagelos,
rasgo taxonodmico que es dificil poner de manifiesto por otros métodos, incluidos
los de tincién. Existen varias técnicas que permiten demostrar la movilidad
bacteriana. Entre ellas destacan:

a) Las que se visualizan microscopicamente, b) las que se observan por cultivos
semisolidos
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a) Por observacion microscopica 1.- Entre porta objetos y cubre objetos se
deposita una gota de cultivo en medio liquido o la suspensién de una colonia en
suero fisiolégico, sobre un portaobjetos. Colocar un cubreobjetos encima y mirar al
microscopio utilizando objetivo seco de gran aumento. Esta técnica se puede
utilizar para microorganismos anaerobios, siempre que se efectie con rapidez y se
observe la porciébn central del montaje. Presenta el inconveniente, para
observadores poco expertos, de confundir el movimiento activo con el movimiento
browniano de la célula

2.- Gota pendiente.- Consiste en colocar una gota de suspension bacteriana en el
centro de un cubreobjetos, depositando ademas vaselina sdélida en sus cuatro
extremos. Seguidamente se coloca un portaobjetos excavado o de Koch sobre el
cubre objeto, de modo que la gota quede en la concavidad del portaobjetos.
Después se le da la vuelta, con lo que la gota queda suspendida. La observacion
se hace de igual forma que la anterior y presenta el mismo inconveniente.

3.- En tubo capilar cerrado.- Las bacterias anaerobias pueden observarse en
fresco llenando un tubo capilar con una suspension y cerrando inmediatamente los
dos extremos con plastilina. El capilar se observa al microscopio con objetivo de
40 X aumentos. Tiene el mismo inconveniente que los anteriores.

b) Por cultivo en medio semisélido. Los medios de cultivo para la observacion de
la movilidad contienen 0.4 por 100 de agar, lo que permite ver el desplazamiento
de las bacterias, si existe. Medio de cultivo. El medio de cultivo més recomendado
es el de Edwars-Ewing, ya que permite el desarrollo de muchas bacterias. Formula
en g/L de agua destilada:

-Peptona:10g
-Extracto de carne:3g
-Cloruro de sodio:5¢g
-Agar:4g

El medio se prepara de forma convencional, calentando los componentes hasta
solubilizarlos. Se distribuye en tubos, se esteriliza en autoclave y se deja enfriar en
posicion vertical. Para observar mejor el desplazamiento de los microorganismos
aerobios se puede afiadir al medio 100 pgmL™ de cloruro de trifeniltetrazolio, que
se reduce a formazan por accion de las deshidrogenasas bacterianas, quedando
de color rojo la zona donde haya crecimiento. Sin embargo, las sales de
trifeniltetrazolio pueden actuar inhibiendo el crecimiento de algunas bacterias muy
exigentes

Inoculacién. Se siembra por picadura en el centro del medio, introduciendo la
aguja con cuidado hasta unos 0.6 cm del fondo y extrayéndola siguiendo el mismo
recorrido de entrada. Incubacién. La temperatura de incubacién dependera de la
bacteria estudiada, ya que muchos organismos no son méviles a su temperatura
Optima de crecimiento (35-37°C) y lo son a 18-25°C. Se deben inocular dos tubos
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simultdneamente, incubando uno a 35-37°C y el otro a 22-25°C realizando lecturas
diarias durante diez dias. Interpretacion de los resultados. El “test” de movilidad se
interpreta por un examen macroscopico del medio. Si el microorganismo es movil,
se producird una zona de difusion del crecimiento a los lados de la linea de
inoculacion. Si la bacteria es inmovil, crecera sobre la linea de siembra.

Hay algunos medios de cultivo de identificacidbn que permiten observar, ademas de
una o dos pruebas bioquimicas, si el microorganismo sembrado es mévil o no.
Entre ellas destacamos el sulfhidrico-indol-movilidad, el movilidad- indol-ornitina y
el manitol-movilidad-nitrato. En ellos la movilidad se interpretara antes de adicionar
los reactivos.

Prueba de los requerimientos de oxigeno (bacterias aerobias) o bacterias
anaerobias, que proliferan en ausencia de aire

Las bacterias anaerobias solo proliferan en atmosferas libres de oxigeno, por lo
gue la prueba consistié en crecer a las diferentes bacterias aisladas, en cajas Petri
con medio estandar y aisladas en bolsas, selladas. La técnica dice que se debe
usar un sistema anaerobio gas Pak, dentro del cual se ponen, ademas de las
cajas Petri sembradas con las bacterias a probar, tabletas generadoras de
hidrogeno, que al reaccionar con el oxigeno del aire se convierte a agua. La
reaccion es la siguiente:

2H, + O, > 2H,0
El desarrollo o no de las bacterias en esas condiciones indica si son anaerobias.

Prueba del catabolismo de la glucosa, oxidativo o “fermentativo”.- Esta
prueba se realiza en un caldo base con rojo fenol. EI medio es estable, de
composicion uniforme y permite hacer determinaciones con base en un viraje de
color. Cuando el microorganismo metaboliza el azucar estudiado, el pH del medio
baja, entonces el rojo fenol vira de rojo a amarillo.

Composicion del rojo fenol: peptona, 12g; extracto de carne, 1 g; cloruro de sodio,
5 g; rojo fenol, 0.018 g; azucar, 10 g; agua destilada, 1000 mL.

Preparacion: Disolver los componentes en un bafio de agua cliente y ajustar el pH
a 7.5. Dispensar en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

Prueba de la catalasa.- Se utiliza para comprobar la presencia de la enzima
catalasa que se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas que contienen citocromo. La principal excepcion es Streptococcus.

Una prueba de rutina de la catalasa a temperatura ambiente puede hacerse
siguiendo dos técnicas:
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Método del portaobjetos (recomendado):

Con el asa de siembra recoger el centro de una colonia pura de 18-24 horas y
colocar sobre un portaobjetos limpio de vidrio.

Agregar con gotero o pipeta Pasteur una gota de H;O, al 3% sobre el
microorganismo sin mezclarlo con el cultivo (MacFaddin, 2000).

Observar la formacién inmediata de burbujas (resultado positivo).

Desechar el portaobjetos en un recipiente con desinfectante.

Si se invierte el orden del método (extender la colonia sobre el agua oxigenada)
pueden producirse falsos positivos.

Método del tubo de ensayo:

Agregar 1mL de H,O; al 3% directamente a un cultivo puro de agar en “slant”
densamente inoculado.

Observar la formacion inmediata de burbujas (resultado positivo).

Precauciones: Si se utilizan para esta prueba cultivos procedentes de agar sangre,
se debe tener la precaucion de no retirar algo de agar con el asa al retirar la
colonia ya que los eritrocitos del medio contienen catalasa y su presencia dara un
falso resultado positivo.

Prueba de la oxidasa- Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas
oxidasas. La reaccién de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema
citocromo oxidasa que activa la oxidacién del citocromo que se reduce por el
oxigeno molecular que produce agua o peréxido de hidrégeno segun la especie
bacteriana. El oxigeno actla, por tanto, como aceptor final de electrones en la
cadena transportadora de electrones. Por lo general, el sistema citocromo oxidasa
s6lo se encuentra en los organismos aerobios, algunos anaerobios facultativos v,
excepcionalmente, en algun micro aerofilo (Vibrio fetus), pero los anaerobios
estrictos carecen de actividad oxidasa. Asimismo, la presencia de oxidasa va
ligada a la produccion de catalasa, ya que ésta degrada el peréxido de hidrogeno
gque se produce como consecuencia de la reduccion del oxigeno y cuya
acumulacion es toxica (op. Cit.).

La prueba de la oxidasa se usa sobre todo para:

Identificar todas las especies de Neisseria (+)
Diferenciar Pseudomonas de los miembros oxidasa negativos de las
enterobacterias.

El reactivo de la oxidasa més recomendado es la solucién acuosa al 1% de
diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina (reactivo de Kovacs). Es menos toxico
y mucho mas sensible que el correspondiente compuesto dimetilo (reactivo de
Gordon y McLeod), pero es mas caro. Este reactivo tifie las colonias oxidasa
positivas de color lavanda que vira gradualmente a parpura-negruzco intenso.
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Realizacion de la prueba:
Método en placa directa

Agregar directamente 2-3 gotas de reactivo a algunas colonias. No inundar toda la
placa y no invertirla.

Observar los cambios de color. Con el reactivo de Kovacs la reaccion se produce
en unos 10-15 segundos, mientras que con el de Gordon y McLeod es dentro de
los 10-30 minutos.

Método indirecto sobre papel

Colocar un trozo de papel de filtro de 3x3cm aproximadamente en una placa de
Petri.

Agregar 2-3 gotas del reactivo de Kovacs en el centro del papel.

Extender con el asa de siembra una colonia sobre el papel impregnado.

La reaccion de color positiva se produce a los 5-10 segundos

Prueba de produccién de acido por la “fermentacion” de la glucosa (glucosa
acido).- Prueba rojo de metilo. Ciertas bacterias, entre ellas todas las entéricas,
son capaces de “fermentar” glucosa, ya sea por la via 2,3-butanodiol o bien por
“fermentacion” acido mixta. En este ultimo caso se produce un acumulo de
productos acidos debido al desdoblamiento del azucar. El pH del cultivo baja hasta
aproximadamente 4 tras la inoculacion. Al afiadir al medio la solucion alcoholica de
rojo de metilo se puede detectar un viraje del indicador, de color amarillo por
encima del pH 5.1 y rojo a pH inferior a 4.4.

Técnica: Suspender un asa de crecimiento bacteriano obtenido sobre medio sélido
en 5 mL de medio OF sin azul bromofenol. Incubar 18 horas a 37 °C. Afiadir un
par de gotas de indicador e interpretar resultados.

Medio OF: Peptona, 2 g; glucosa, 10 g; agar, 2.5. g; NaCl, 5 g; difosfato de
potasio, 0.3 g; agua destilada, 1000 mL. Disolver , ajustar el poH a 7.1 y distribuir
en tubos. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

Produccion de &cido sulfhidrico.- Muchas bacterias producen sulfuro de
hidrogeno (sulfhidrico) a partir de aminoécidos azufrados (cisteina o metionina) o
tiosulfato

La fermentacién de sulfhidrico puede ser detectada incluyendo hierro reducido en
el medio para formar un precipitado negro de FeS. Se inocula un medio de agar
nutritivo conteniendo tiosulfato de metionina y sulfato ferroso.

La formacién de un precipitado negro (FeS) da una prueba positiva.
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Crecimiento en agar MacConkey.- Es un medio diferencial que permite distinguir
entre enterobacterias que hidrolizan lactosa y las que no lo hacen. La hidrdlisis de
la lactosa produce acidos organicos y las colonias que la hidrolizan adquieren un
color rojo. Las colonias lactosas negativas permanecen incoloras aunque el medio
vira a amarillo por la subida de pH que origina la utilizacion de las proteinas
(peptona) del medio. Se inoculan placas de medio y se incuban a 37 °C

Las bacterias que hidrolizan lactosa producen &cidos organicos que las vuelven de
color rosa — rojo.

Prueba del Indol.- Es una prueba para identificar enterobacterias. Existen
bacterias que producen triptofanasa que convierte el triptofano en indol. (bacteria
que proliferan en un medio que contiene triptofano). La presencia de indol se
detecta afiadiendo p-dimetilaminobenzaldehido.

Si se produce indol se observa un anillo rojo.

Ureasa.- Esta enzima hidroliza la urea (H,N-CO.NH) y origina amonio lo que
producira un incremento del pH que puede detectarse con un indicador.

Las bacterias se inoculan en un medio con glucosa-peptona y urea al 2%. Como
indicador de pH se utiliza el rojo fenol.

La hidrdlisis de la urea origina un pH alcalino y el indicador vira a rojo.

Hidrolisis de gelatina.- La mayoria de los polimeros son demasiado grandes para
ser transportados dentro de la célula. Las bacterias excretan enzimas
extracelulares que hidrolizan esos polimeros transportandose al interior de la
célula en forma de mondémeros que les sirven para realizar sus funciones
metabolicas.

La produccién de proteasas se evalla por incorporacion de una proteina (gelatina
o caseina) en un medio solido en placa. La placa se inunda con acido que
precipita la proteina no hidrolizada.

Si existen proteasas se produce una zona clara alrededor de la estria.
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Enriquecimiento

La técnica del enriguecimiento del cultivo propicia que el desarrollo del
microorganismo de interés sea mas rapido que el del resto de los organismos
presentes en la muestra; entonces, el numero de este tipo se aumenta cuando el
cultivo mixto se inocula en un medio adecuado. Para aislar a un microorganismo
del suelo que degrade celulosa, por ejemplo, se debe introducir el suelo en un
medio liquido que contenga celulosa como UuUnica fuente de carbono. Los
organismos que degradan celulosa tendran una fuente abundante de carbono en
esas condiciones, pero el resto de los microbios so6lo tendran bajas
concentraciones de nutrientes que contengan carbono presentes en el suelo.
Debido a que los degradadores de celulosa se desarrollan méas rapido que el
resto, ellos eventualmente seran las formas predominantes en el cultivo
enriquecido. Los microorganismos celuloliticos se aislan facilmente por siembra en
estria.

Las condiciones que favorecen el desarrollo de un tipo de microorganismo en
particular en un cultivo de enriquecimiento pueden crearse con tres estrategias
gue son fisicas, quimicas y bioldgicas. Las estrategias quimicas incluyen técnicas
tales como el uso de fuentes de carbono especificas (como celulosa) para
enriquecer a los organismos con habilidades especificas de degradaciéon o el uso
de un pH acido para enriquecer a los hongos. Las estrategias fisicas incluyen
métodos tales como incubar a altas temperaturas para enriquecer a los
organismos termofilos o incubar en ausencia de oxigeno para enriquecer a los
organismos anaerobios. Un ejemplo de estrategia biolégica es la adicién de
células vivas del hospedero para enriquecer a un cierto tipo de virus bacterianos
como los bacteriéfagos (Claus, 1989).

Algunas veces es necesario llevar a cabo una serie de transferencias secuenciales

e incubaciones en el medio de enriquecimiento, antes de poder aislar al
microorganismo deseado.
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Phylum VII: Proteoacteria
B-Proteobacterias
Neisseriaceae

Eikenella: Bacterias Gram negativo aisladas de infecciones del tracto respiratorio
e intestinal y de la cavidad bucal, tracto intestinal y tracto urogenital. Son una
probable parte de la flora normal del hombre y de los animales.

y-Proteobacterias
Aeromonadaceae

Aeromonas: El género Aeromonas es Gram (-), estd diseminado en ambientes
acuaticos, y los miembros de este género han sido implicados en enfermedades
de animales acuéticos como ranas, tortugas y peces. Las Aeromonas también
originan infecciones en los caracoles y diarreas en el hombre. El organismo puede
aislarse con facilidad del agua fresca no contaminada y es probable que se trate
de un oportunista patégeno de los animales acuaticos. Aeromonas presenta
algunas dificultades en los analisis de agua sanitaria ordinaria por la prueba del
coliforme, ya que muchas cepas de éste género “fermentan” lactosa con la
produccion de acido y gas, por lo que asemejan coliformes tipicos. Sin embargo,
las aeromonas pueden distinguirse con facilidad de los coliformes por la prueba de
oxidasa (Aeromonas es oxidasa positiva, los coliformes son oxidasa negativos) v,
si son moviles, por el tipo de flagelacion (Aeromonas es polar, los coliformes son
peritricos) (Brock y col., 1987).

Enterobacteriaceae

Enterobacter: Bacilos moviles, flagelos peritricos, algunas cepas encapsuladas.
Pueden usar citrato y acetato como Unica fuente de carbono. EIl alginato no lo
pueden utilizar. “Fermenta” con produccion de acido con la glucosa. La gelatina es
licuada lentamente por la mayoria de las cepas. No se produce acido sulfhidrico
en agar.

Klebsiellas: El género Klebsiella es una bacteria entérica que se encuentra en
agua, suelo, agua residual, productos alimenticios y en las heces del hombre y de
otros animales. Es un organismo no movil. Gram (-), de forma bacilar. Acido
sulfhidrico (-), oxidasa (-) ureasa (+). Indol (-), Hidrdlisis de gelatina (-). La mayoria
de las Klebsielas pueden fijar nitrdgeno (Madigan y col., 2004).

Yersinia: El género Yersinia es una bacteria entérica Gram (-), encontrada en
animales, notablemente en puercos, ratas, aves y pequefios mamiferos. Algunas
cepas de las especies como Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis causan
enterosis en humanos, cuyos sintomas son diarreas, pudiendo ser sanguinolentas,
vomito y temperatura alta (Massachussets Department of Public Health, 2008). El
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género Yersinia es acido sulfhidrico (-), ureasa (+), indol (+) y es mévil (Madigan y
col., 2004).

Pasteurellaceae

Actinobacillus: Esféricas, ovoides o bacilos 0.4 + 0.1 por 1.0 + 0.4 um. En pares,
0 mas raramente en cadenas. No moviles. No forman endosporas. Gram (-)
Tincion irregular. Puede ser dificil remover las colonias de la superficie del agar.
Cultivos superficiales. Son de baja viabilidad, muriendo en 5-7 dias.
Quimioorgandétrofos, fermentan acido pero no gas dentro de las 24 horas en
glucosa. Producen H; S (con papel con acetato de plomo). El nitrato se reduce a
nitritos. No produce Indol. Ureasa (+). Crece en medio MacConkey (Bergey y col.,
1984).

Haemophilus: Un género de pasteurellaceae que consiste de diversas especies
gue ocurren en animales y en el humano. Se describe como Gram negativo,
facultativo anaerobio, de forma cocobacilo y bacilar y no es movil.

Pasteurella: es un género cocobacilo Gram (-), que es parte de la flora normal de
muchos animales, incluidos perros y gatos. Es un patégeno importante en
infecciones por mordeduras de animales y puede causar abscesos, osteomielitis y
artritis séptica. Susceptible a la penicilina G, gentamicina y cloranfenicol. Es
oxidasa y catalasa (+), reduce nitrato a nitrito. Produce acido pero no gas, a través
del metabolismo de la dextrosa, glicerol, inositol, lactosa, maltosa y manosa.
Produccién de indol (+), Ureasa (-). Hidrdlisis de gelatina (-) (Braun y col., 2002).

Phylum VIII: Firmicutes
Bacilos y Lactobacilos
Staphylocococcaceae

Gemella: Se presentan como cocos o0 en pares con lados adyacentes. Género
movil, anaerobio facultativo, que se presenta solo o en pares, con flagelos
adyacentes. Ellos son indeterminados, en lo relativo a su reaccion Gram, pero
tiene una pared celular como las de los organismos Gram positivo y son parasitos
de los mamiferos. La especie de Gemella se encuentra en secreciones
bronquiales y en la mucosidad del tracto respiratorio.

Actinobacterias
Cellulomonadaceae

Cellulomonas: En cultivos jovenes, son bacilos irregulares de 0.5 um de diametro
por 0.7 — 2.0 um o mas de longitud, los cuales pueden ser rectos, angulares o

ligeramente curvos. Una proporciéon de los bacilos esta arreglada en angulo uno
124



con otro dando formacion en V. Ocasionalmente, las células pueden mostrar
ramificaciones rudimentarias pero sin formar un micelio verdadero. Con cultivos
viejos, los bacilos se acortan, pero sélo una pequefia proporcion de células
cocoides se observan en cultivos de una semana o0 mas viejos. Son moviles por
uno (usualmente polar o subpolar) o pocos flagelos laterales o pueden ser no
moviles. No forman endosporas. Gram (+): las células son decoloradas y
frecuentemente se ve una mezcla de Gram (+) y Gram (-). No son acido “fase”.

Quimioorgandtrofos: Su metabolismo se basa principalmente en el uso del
oxigeno molecular como aceptor final de electrones; la mayoria de las cepas
producen acido a partir de la glucosa bajo condiciones de aerobiosis y
anaerobiosis.

Catalasa (+). Todas las cepas reconocidas atacan a la celulosa.

Las paredes celulares no contienen ni 4cido diaminopimélico ni arabinosa. Las
paredes son tipicamente Gram (+); ellas contienen alanina, acido glutamico y
lisina. Uno o0 mas azUcares pueden estar presentes pero la galactosa esta
ausente.

La biotina y tiamina son sdlo factores organicos de desarrollo exdégeno y cuando
se les agrega con un medio mineral adecuado con glucosa como fuente de
carbono y una sal de amonio, ayudan a la proliferacién de las células.

La mayoria de las cepas pueden proliferar anaerobiamente. La temperatura
optima es 30°C. No sobreviven a temperaturas de 63°C por 30 minutos. Se
desarrollan bien a valores de pH neutros.

Phylum XIlI: Flavobacteria
Flavobacteriaceae

Flavobacterium: Varian de cocobacilos a bacilos delgados, méviles con flagelos
peritricos 0 no moviles. Se desarrollan en agar nutritivo. Color amarillo- naranja o
café. Conducta “fermentativa” no conspicua, no hay restricciones acido o de
produccion de gas. Es un organismo oxidasa positivo.
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APENDICE V
MEMORIA FOTOGRAFICA

126



Enriguecimiento de las bacterias celuloliticas. EI medio de cultivo consistio de
agua con trozos de papel filtro (Whatman 1) al 1% y NH, SO, .Previo a la
inoculacién con la biopelicula el medio fue esterilizado

Bacteria (Gram —) aislada en el enriquecimiento de la primera biopelicula de la
camara 1

Bacteria (Gram +) aislada en el enriguecimiento de la quinta biopelicula de la
camara 1. Fue la Unica bacteria celulolitica aislada
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Bacteria (Gram —) aislada en el enriquecimiento de la quinta biopelicula de la
camara 1

Bacteria (Gram —) aislada en el enriquecimiento de la primera biopelicula de la
camara 3

Bacteria (Gram —) aislada en el enriquecimiento de la segunda biopelicula de la
camara 3
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Bacteria (Gram —) aislada en el enriquecimiento de la tercer biopelicula de la
camara 7

Bacteria (Gram —) aislada en el enriquecimiento de la segunda biopelicula de la
camara 9

129



APENDICE VI
ANALISIS ESTADISTICOS
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de demanda quimica de oxigeno. Influente y reactor A:
camaras 1y 3

Muestras | Tiempo Influente Promedio || Desviacion | Reactor A Promedio | Desviaciéon Promedio || Desviacion
Estandar Cémara 1 Estandar Cémara 3 Estandar

1 0 471.80 498.99 | 38.4595378 | ND ND ND ND ND ND
2 0 526.19 ND ND
1 4 555.00 542.50 | 17.6776695 523.81 533.40 | 13.5693791 523.81 531.90 | 11.4480588
2 4 530.00 543.00 540.00
1 9 481.48 535.50 | 76.4028877 444.44 472.21 | 39.2727106 459.26 477.89 | 26.3467987
2 9 589.53 499,98 496.52
1 14 589.15 556.57 | 46.0680068 449.61 444,60 | 7.07813888 418.60 417.15 | 2.05060967
2 14 524.00 439.60 415.70
1 17 450.38 465.19 | 20.9445029 396.95 392.05 | 6.92964646 393.13 397.31 | 5.91848376
2 17 480.00 387.15 401.50
1 21 528.45 521.81 | 9.38330699 406.50 405.40 | 1.55563492 341.46 364.58 | 32.6966176
2 21 515.18 404.30 387.70
1 24 465.65 457.82 | 11.0662211 458.02 453.83 | 5.92555483 328.24 326.67 | 2.21324423
2 24 450.00 449.64 325.11
1 28 500.00 484.50 | 21.9203102 460.00 459.39 | 0.86267027 376.92 374.53 | 3.37289935
2 28 469.00 458.78 372.15
1 31 515.51 521.25 | 8.12465692 492.42 491.61 | 1.13844192 446.97 444.85 | 2.99106168
2 31 527.00 490.81 442.74
1 35 646.94 635.97 | 15.5139228 405.30 404.31 | 1.39300036 340.91 338.97 | 2.73650324
2 35 625.00 403.33 337.04
1 39 587.76 567.38 | 28.8216724 | ND ND ND ND ND ND
2 39 547.00 ND ND

Promedio 526.137273 450.757778 408.208889

Desviacion

estandar 55.1615284 45.6016001 66.118763

Unidades de DQO = mg/L

ND = No determinado

Unidades de Tiempo = dias

131




Muestras Tiempo Efluente A | Promedio | Desviacion || Reactor B Promedio | Desviaciéon
Estandar Cémara 1 Estandar

1 0| ND ND ND ND ND ND
2 0| ND ND
1 4 166.67 173.33 | 9.42573339 380.95 378.97 | 2.79307179
2 4 180.00 377.00
1 9 444.44 464.75 | 28.7226775 444.44 472.21 | 39.2727106
2 9 485.06 499.98
1 14 426.36 421.13 | 7.39633693 534.88 533.09 | 2.53144228
2 14 415.90 531.30
1 17 381.68 380.69 | 1.40007143 442.75 441.17 | 2.22738636
2 17 379.70 439.60
1 21 357.72 359.46 | 2.4607316 406.50 403.70 | 3.95979797
2 21 361.20 400.90
1 24 312.98 311.73 | 1.76069589 465.65 462.83 | 3.98808225
2 24 310.49 460.01
1 28 361.54 362.28 | 1.0535891 461.54 463.43 | 2.67286363
2 28 363.03 465.32
1 31 446.97 445.38 | 2.2415285 477.27 473.76 | 4.95681854
2 31 443.80 470.26
1 35 356.06 357.42 | 1.92333044 430.76 429.83 | 1.31521861
2 35 358.78 428.90
1 39 | ND ND ND ND ND ND
2 39 | ND ND

Promedio 364.021111 451.000556

Desviacion

estandar 83.9907818 44.436596

Unidades de DQO = mg/L

Unidades de Tiempo = dias

Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de demanda quimica de oxigeno. Influente de reactor A
y camara 1 de reactor B
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y efluente
Muestras Tiempo Promedio | Desviacién | Efluente B | Promedio || Desviacion
Céamara 3 Estandar Estandar

1 0| ND ND ND ND ND ND
2 0| ND ND
1 4 190.48 195.24 | 6.73165656 214.29 212.14 | 3.03348809
2 4 200.00 210.00
1 9 414.81 446.20 | 44.3921637 414.81 449,93 | 49.6742514
2 9 477.59 485.06
1 14 457.36 453.88 | 4.9214632 410.85 406.87 | 5.62149891
2 14 450.40 402.90
1 17 381.68 380.83 | 1.20208153 381.68 383.64 | 2.77185858
2 17 379.98 385.60
1 21 365.85 368.07 | 3.14662518 333.33 334.60 | 1.79605122
2 21 370.30 335.87
1 24 511.45 508.61 | 4.00929545 343.51 341.80 | 2.41830519
2 24 505.78 340.09
1 28 538.46 533.90 | 6.44174278 423.08 425.52 | 3.45068109
2 28 529.35 427.96
1 31 446.97 447.49 | 0.73539105 446.97 444,53 | 3.44361002
2 31 448.01 442.10
1 35 409.09 407.21 | 2.65165043 416.66 413.87 | 3.93858477
2 35 405.34 411.09
1 39 | ND ND ND ND ND ND
2 39 | ND ND

Promedio 415.716667 379.213889

Desviacion

estandar 96.5408735 73.5511794

Unidades de DQO = mg/L

Unidades de Tiempo = dias

Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de demanda quimica de oxigeno. Reactor B: Camaras 3
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de concentracion de azUcares libres. Influente, reactor

A: Camara 1
Muestras | Tiempo Influente Promedio | Desviacion | Reactor A Promedio | Desviacion
Azlcar
libre Estandar Camara 1 Estandar
1 0 | ND ND ND ND ND ND
2 0 | ND ND
1 4 21.32 20.55 | 1.08894444 | ND ND ND
2 4 19.78 ND
1 7 38.06 37.02 | 1.46371104 | ND ND ND
2 7 35.99 ND
1 11 21.32 22.02 | 0.98994949 | ND ND ND
2 11 22.72 ND
1 14 33.28 32.20 | 1.52735065 15.32 16.97 | 2.33345238
2 14 31.12 18.62
1 18 14.10 15.50 | 1.97989899 20.12 19.22 | 1.27279221
2 18 16.90 18.32
1 21 47.62 46.47 | 1.6263456 22.51 23.14 | 0.89802561
2 21 45.32 23.78
1 25 12.95 11.52 | 2.02232539 21.32 21.15 | 0.23334524
2 25 10.09 20.99
1 28 18.93 17.74 | 1.67584307 15.34 16.61 | 1.80312229
2 28 16.56 17.89
1 32 30.88 29.77 | 1.56270599 36.83 36.14 | 0.97580736
2 32 28.67 35.45
1 35 26.10 25.10 | 1.40714249 21.92 20.73 20.735
2 35 24.11 19.55
Promedio 25.791 21.9971429
Desviacion
estandar 10.4604412 6.48146758
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de concentracion de azucares libres. Efluente de reactor

Ay Reactor B:

camara 1y efluente

Muestras Tiempo en dias Efluente A | Promedio | Desviaciéon || Reactor B Promedio | Desviacién | Efluente B || Promedio || Desviacion
Azlcar
libre mgL™ Estandar Camara 1 Estandar Estandar
1 0| ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 0| ND ND ND
1 4 | ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 4 | ND ND ND
1 7 | ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 7 | ND ND ND
1 11 | ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 11 | ND ND ND
1 14 | ND ND ND 14.10 13.54 | 0.78488853 | ND ND ND
2 14 | ND 12.99 ND
1 18 21.32 15.90 | 7.65796644 20.72 22.85 | 3.01227489 26.10 23.57 | 3.57796031
2 18 10.49 24.98 21.04
1 21 18.93 19.46 | 0.74953319 20.12 19.18 | 1.32228968 18.93 20.30 | 1.93747258
2 21 19.99 18.25 21.67
1 25 18.93 19.52 | 0.84145707 15.94 17.18 | 1.76069589 14.10 15.78 | 2.38294985
2 25 20.12 18.43 17.47
1 28 15.34 16.22 | 1.24450793 16.51 17.45 | 1.33643182 14.10 15.04 | 1.33643182
2 28 17.10 18.40 15.99
1 32 33.28 31.95 | 1.87383297 44.95 42.25 | 3.81837662 33.28 35.04 | 2.48901587
2 32 30.63 39.55 36.80
1 35 21.32 | ND ND 23.71 [ ND ND 18.93 17.85 | 1.52735065
2 35 20.09 22.00 16.77
Promedio 20.6283333 22.1892857 21.265
Desviacion
estandar 6.11243566 9.20452185 7.29445555
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Reactor A: camara 1

Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de concentracion de celulosa en sélidos. Influente y

Muestras Tiempo Influente Promedio | Desviacién | Reactor A Promedio | Desviaciéon
Celulosa en
sélidos Estandar Céamara 1 Estandar
1 0 21.23 20.40 | ND ND ND ND
2 0 19.58 ND
1 4 14.10 15.54 | 2.0435386 | ND ND ND
2 4 16.99 ND
1 7 23.71 22.19 | 2.14960461 | ND ND ND
2 7 20.67 ND
1 11 14.10 16.51 | 3.40825469 | ND ND ND
2 11 18.92 ND
1 14 23.71 22.66 | 1.48492424 23.69 22.10 | 2.24859956
2 14 21.61 20.51
1 18 2.19 1.87 | 0.44547727 3.38 4.27 | 1.25865007
2 18 1.56 5.16
1 21 11.75 10.81 | 1.32936075 2.19 2.09 | 0.14142136
2 21 9.87 1.99
1 25 | ND ND ND ND ND ND
2 25 | ND ND
1 28 | ND ND ND ND ND ND
2 28 | ND ND
1 32 28.50 27.14 | 1.92333044 5.17 6.03 | 1.22329473
2 32 25.78 6.90
1 35 23.71 22.89 | 1.15965512 7.57 6.79 6.795
2 35 22.07 6.02
Promedio 17.14 8.62
Desviacion
estandar 7.81012353 8.51946333

Unidades de azucar libre = microgramos/L

ND = No determinado

Unidades de Tiempo = dias
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Reactor Ay camara 1 del reactor B

Muestras Tiempo Efluente A || Promedio [ Desviacién | Reactor B Promedio | Desviacion
Celulosa en
sélidos Estandar Camara 1 Estandar
1 0 | ND ND ND ND ND ND
2 0 | ND ND
1 4 | ND ND ND ND ND ND
2 4 | ND ND
1 7 | ND ND ND ND ND ND
2 7 | ND ND
1 11 [ ND ND ND ND ND ND
2 11 [ ND ND
1 14 | ND ND ND 21.32 22.61 1.8243355
2 14 | ND 23.90
1 18 2.19 2.93 | 1.04651804 2.78 2.33 | 0.62932504
2 18 3.67 1.89
1 21 4.58 5.24 | 0.93338095 2.19 1.86 | 0.45961941
2 21 5.90 1.54
1 25 | ND ND ND ND ND ND
2 25 | ND ND
1 28 | ND ND ND ND ND ND
2 28 | ND ND
1 32 23.71 22.15 | 2.19910209 17.13 16.56 | 0.80610173
2 32 20.60 15.99
1 35 33.28 31.88 | 1.97282792 8.16 8.60 | 0.62932504
2 35 30.49 9.05
Promedio 15.5525 10.39
Desviacion
estandar 12.888156 8.57169405

Unidades de azlcar libre = microgramos/L
Unidades de Tiempo = dias

Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de concentracion de celulosa en soélidos. Efluente del
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de concentracion de celulosa en sélidos. Efluente del

Unidades de azucar libre = microgramos/L
Unidades de Tiempo = dias

Reactor B
Muestras Tiempo Efluente B | Promedio Desviacion
Celulosa en sélidos Estandar
1 0 [ ND ND ND
2 0 | ND
1 4 | ND ND ND
2 4 | ND
1 7 | ND ND ND
2 7 | ND
1 11 | ND ND ND
2 11 | ND
1 14 | ND ND ND
2 14 | ND
1 18 4.58 4.17 | 0.57982756
2 18 3.76
1 21 2.19 2.06 | 0.18384776
2 21 1.93
1 25 | ND ND ND
2 25 | ND
1 28 | ND ND ND
2 28 | ND
1 32 | ND ND ND
2 32 | ND
1 35 33.28 34.51 | 1.73948268
2 35 35.74
Promedio 13.58
Desviacion
estandar 16.26
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de pH. Influente y camara 1y 3 del Reactor A

pH
Muestras Tiempo Influente Promedio Desviacion | Reactor A Promedio Desviacion
Estandar Cémara 1 Estandar Céamara 3
1 0 7.70 7.90 [ 0.28284271 | ND ND ND ND
2 0 8.10 ND ND
1 4 7.74 7.47 | 0.38183766 8.26 8.14 | 0.16970563 8.67
2 4 7.20 8.02 8.25
1 9 7.99 8.09 | 0.14849242 7.99 8.09 | 0.14849242 8.93
2 9 8.20 8.20 9.15
1 14 11.20 11.00 | 0.28284271 9.82 9.66 | 0.22627417 8.99
2 14 10.80 9.50 9.20
1 17 10.10 9.83 | 0.38183766 9.57 9.48 | 0.12020815 9.25
2 17 9.56 9.40 9.60
1 21 9.30 9.75 0.6363961 | ND ND ND ND
2 21 10.20 ND ND
1 24 7.50 7.65 | 0.21213203 | ND ND ND ND
2 24 7.80 ND ND
1 28 7.56 7.78 | 0.31112698 8.39 8.70 | 0.4384062 8.66
2 28 8.00 9.01 8.19
1 31 7.72 7.96 | 0.33941125 8.26 8.43 | 0.24748737 8.63
2 31 8.20 8.61 8.23
1 35 8.30 8.10 | 0.28284271 | ND ND ND ND
2 35 7.90 ND ND
1 39 8.70 8.52 | 0.24748737 8.60 8.67 | 0.09899495 8.84
2 39 8.35 8.74 8.45
Promedio 8.55090909 8.74071429 8.78857143
Desviacion
estandar 1.13260723 0.61604775 0.42653987
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de pH

. Camara 3 (continuacién) y Efluente del Reactor

A
pH
Muestras Tiempo Promedio | Desviacién || Efluente A | Promedio || Desviacion
Estandar Estandar

1 0| ND ND ND ND ND
2 0 ND
1 4 8.46 0 8.73 8.44 | 0.41012193
2 4 8.15
1 9 9.04 0 8.96 9.03 | 0.09899495
2 9 9.10
1 14 9.09 0 8.92 9.11 | 0.26870058
2 14 9.30
1 17 9.42 0 9.20 9.10 | 0.14142136
2 17 9.00
1 21 | ND ND ND ND ND
2 21 ND
1 24 | ND ND ND ND ND
2 24 ND
1 28 8.42 0 8.74 8.62 | 0.16970563
2 28 8.50
1 31 8.43 0 8.69 8.83 | 0.1979899
2 31 8.97
1 35| ND ND ND ND ND
2 35 ND
1 39 8.64 0 8.83 8.69 | 0.1979899
2 39 8.55

Promedio 8.83142857

Desviacion estandar 0.30275294
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de pH. Camara 1y 3 del Reactor B

pH
Muestras Tiempo Reactor B Promedio | Desviacién Promedio | Desviacion
Cémara 1 Estandar Cémara 3 Estandar
1 0 | ND ND ND ND ND ND
2 0 | ND ND
1 4 8.26 8.43 | 0.24041631 8.55 8.78 | 0.32526912
2 4 8.60 9.01
1 9 8.92 9.11 | 0.26870058 8.92 8.97 | 0.07071068
2 9 9.30 9.02
1 14 10.00 9.90 | 0.14142136 9.09 8.94 | 0.20506097
2 14 9.8 8.80
1 17 9.65 9.38 | 0.37476659 9.29 9.34 | 0.07778175
2 17 9.12 9.40
1 21 | ND ND ND ND ND ND
2 21 | ND ND
1 24 | ND ND ND ND ND ND
2 24 | ND ND
1 28 8.42 8.61 | 0.26870058 8.66 9.03 | 0.52325902
2 28 8.80 9.40
1 31 8.33 8.50 | 0.24748737 8.66 8.41 | 0.34648232
2 31 8.68 8.17
1 35 | ND ND ND ND ND ND
2 35 | ND ND
1 39 8.62 8.63 | 0.01414214 8.80 8.75 | 0.06363961
2 39 8.64 8.71
Promedio 8.93857143 8.89142857
Desviacion
estandar 0.55676065 0.34426861
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de pH. Efluente del Reactor B

pH
Muestras Tiempo Efluente B Promedio Desviacion
Estandar
1 0| ND ND ND
2 0| ND
1 4 8.60 8.70 | 0.14142136
2 4 8.80
1 9 8.95 8.82 | 0.1767767
2 9 8.70
1 14 8.93 9.06 | 0.19091883
2 14 9.20
1 17 9.21 9.13 | 0.11313708
2 17 9.05
1 21 | ND ND ND
2 21 | ND
1 24 | ND ND ND
2 24 | ND
1 28 8.68 8.81 | 0.19091883
2 28 8.95
1 31 8.60 8.52 | 0.10606602
2 31 8.45
1 35| ND ND ND
2 35| ND
1 39 8.80 8.61 | 0.26870058
2 39 8.42
Promedio 8.81
Desviacion
estandar 0.25151847
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O,
Muestras Tiempo Influente Promedio Desviacion | Reactor A Promedio Desviacion
Estandar Cémara 1 Estandar
1 0 0.04 0.03 | 0.01414214 | ND ND ND
2 0 0.02 ND
1 4 | ND ND ND ND ND ND
2 4 | ND ND
1 9 0.02 0.03 | 0.0212132 6.97 6.57 | 0.55861436
2 9 0.05 6.18
1 14 | ND ND ND ND ND ND
2 14 [ ND ND
1 17 0.06 0.04 | 0.02545584 5.38 5.03 | 0.48790368
2 17 0.02 4.69
1 21 | ND ND ND ND ND ND
2 21 | ND ND
1 24 | ND ND ND ND ND ND
2 24 | ND ND
1 28 | ND ND ND ND ND ND
2 28 | ND ND
1 31 0.33 0.39 | 0.09192388 4.50 4.05 | 0.6363961
2 31 0.46 3.60
1 35 0.45 0.40 | 0.06363961 6.15 5.99 | 0.2192031
2 35 0.36 5.84
1 39 0.08 0.06 | 0.02828427 6.32 6.10 | 0.30405592
2 39 0.04 5.89
Promedio 0.16116667 5.55
Desviacion estandar 0.18039846 1.01321052

Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de oxigeno disuelto. Influente y camara 1 del Reactor A
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Oz
Muestras Tiempo Promedio | Desviacién || Efluente A | Promedio | Desviacién
Céamara 3 Estandar Estandar
1 0| ND ND ND ND ND ND
2 0| ND ND
1 4 | ND ND ND ND ND ND
2 4 | ND ND
1 9 7.85 7.44 | 0.56922096 7.82 7.69 | 0.18384776
2 9 7.04 7.56
1 14 | ND ND ND ND ND ND
2 14 | ND ND
1 17 7.16 7.07 | 0.12727922 8.37 8.52 | 0.21213203
2 17 6.98 8.67
1 21 | ND ND ND ND ND ND
2 21 | ND ND
1 24 | ND ND ND ND ND ND
2 24 | ND ND
1 28 | ND ND ND ND ND ND
2 28 | ND ND
1 31 6.95 6.39 | 0.78488853 7.66 7.85 | 0.27577164
2 31 5.84 8.05
1 35 7.75 7.38 | 0.51972348 7.93 7.57 | 0.50204581
2 35 7.01 7.22
1 39 7.54 7.76 | 0.31112698 8.10 7.97 | 0.1767767
2 39 7.98 7.85
Promedio 7.21 7.92
Desviacion estandar 0.62076476 0.41047533

Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de oxigeno disuelto. Camara 3 y efluente del Reactor A
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de oxigeno disuelto.

Camara 1y 3 del Reactor B

02
Muestras Tiempo Reactor B Promedio | Desviacién Promedio | Desviacion
Cémara 1 Estandar Cémara 3 Estandar
1 0| ND ND ND ND ND ND
2 0| ND ND
1 4 | ND ND ND ND ND ND
2 4 | ND ND
1 9 6.94 6.5175 | 0.59750523 7.90 7.60 | 0.42426407
2 9 6.09 7.30
1 14 | ND ND ND ND ND ND
2 14 | ND ND
1 17 5.72 5.8835 | 0.23122392 7.28 7.64 | 0.51618795
2 17 6.04 8.01
1 21 | ND ND ND ND ND ND
2 21 | ND ND
1 24 | ND ND ND ND ND ND
2 24 | ND ND
1 28 | ND ND ND ND ND ND
2 28 | ND ND
1 31 6.15 6.02 | 0.18384776 6.83 6.72 | 0.14849242
2 31 5.89 6.62
1 35 7.00 7.225 | 0.31819805 7.76 7.54 | 0.31112698
2 35 7.45 7.32
1 39 7.21 7.345 | 0.19091883 7.62 7.39 | 0.31819805
2 39 7.48 7.17
Promedio 6.59 7.38
Desviacion estandar 0.68202326 0.44888628
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de oxigeno disuelto. Efluente del Reactor B

O
Muestras Tiempo Efluente B Promedio Desviacion
Estandar
1 0| ND ND ND
2 0| ND
1 4 | ND ND ND
2 4 | ND
1 9 7.20 7.01 | 0.26870058
2 9 6.82
1 14 | ND ND ND
2 14 | ND
1 17 7.91 7.56 | 0.49497475
2 17 7.21
1 21 | ND ND ND
2 21 | ND
1 24 | ND ND ND
2 24 | ND
1 28 | ND ND ND
2 28 | ND
1 31 7.30 7.07 | 0.31819805
2 31 6.85
1 35 8.04 7.89 | 0.20506097
2 35 7.75
1 39 8.00 7.92 | 0.10606602
2 39 7.85
Promedio 7.49
Desviacion estandar 0.47060363
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de temperatura. Influente y camara del Reactor A

Temperatura
Muestras Tiempo Influente Promedio Desviacion | Reactor A | Promedio Desviacion
Estandar Cémara 1 Estandar
1 0 19 17.50 | 2.12132034 | ND ND ND
2 0 16 ND
1 4 | ND ND ND ND ND ND
2 4 [ ND ND
1 9 19.60 19.27 | 0.45961941 17.50 17.26 | 0.33941125
2 9 18.95 17.02
1 14 | ND ND ND ND ND ND
2 14 | ND ND
1 17 19.40 19.15 | 0.35355339 17.60 17.75 | 0.21213203
2 17 18.90 17.90
1 21 | ND ND ND ND ND ND
2 21 | ND ND
1 24 | ND ND ND ND ND ND
2 24 | ND ND
1 28 | ND ND ND ND ND ND
2 28 | ND ND
1 31 21.20 21.60 | 0.56568542 19.40 19.18 | 0.30405592
2 31 22.00 18.97
1 35 20.60 20.70 | 0.14142136 17.70 17.45 | 0.35355339
2 35 20.80 17.20
1 39 20.10 20.35 | 0.35355339 17.60 17.45 | 0.21213203
2 39 20.60 17.30
Promedio 19.76 17.81
Desviacion estandar 1.53639558 0.7698261
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de temperatura. Camara 3 y efluente del Reactor A

Temperatura
Muestras Tiempo Promedio | Desviacion | Efluente A | Promedio | Desviacién
Céamara 3 Estandar Estandar
1 0| ND ND ND ND ND ND
2 0| ND ND
1 4 | ND ND ND ND ND ND
2 4 | ND ND
1 9 17.10 16.84 | 0.36769553 17.50 17.02 | 0.67882251
2 9 16.58 16.54
1 14 | ND ND ND ND ND ND
2 14 | ND ND
1 17 16.10 15.99 | 0.14849242 16.10 16.30 | 0.28284271
2 17 15.89 16.50
1 21 | ND ND ND ND ND ND
2 21 | ND ND
1 24 | ND ND ND ND ND ND
2 24 | ND ND
1 28 | ND ND ND ND ND ND
2 28 | ND ND
1 31 18.40 18.15 | 0.35355339 18.20 18.35 | 0.21213203
2 31 17.90 18.50
1 35 16.70 16.85 | 0.21213203 16.60 16.50 | 0.14142136
2 35 17.00 16.40
1 39 16.90 16.70 | 0.28284271 16.50 16.65 | 0.21213203
2 39 16.50 16.80
Promedio 16.90 16.96
Desviacion estandar 0.76463572 0.81708425

148



Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de temperatura. Camara 1y 3 del Reactor B

Temperatura
Muestras Tiempo Reactor B Promedio | Desviacion Promedio | Desviacién
Cémara 1 Estandar Cémara 3 Estandar
1 0 | ND ND ND ND ND ND
2 0| ND ND
1 4 | ND ND ND ND ND ND
2 4 | ND ND
1 9 17.20 17.54 | 0.48790368 17.20 17.01 | 0.26870058
2 9 17.89 16.82
1 14 | ND ND ND ND ND ND
2 14 | ND ND
1 17 17.10 17.25 | 0.21213203 15.90 16.15 | 0.35355339
2 17 17.40 16.40
1 21 | ND ND ND ND ND ND
2 21 | ND ND
1 24 | ND ND ND ND ND ND
2 24 | ND ND
1 28 | ND ND ND ND ND ND
2 28 | ND ND
1 31 18.60 18.50 | 0.14142136 18.10 18.30 | 0.28284271
2 31 18.40 18.50
1 35 16.60 16.40 | 0.28284271 16.40 16.55 | 0.21213203
2 35 16.20 16.70
1 39 16.70 16.80 | 0.14142136 16.30 16.60 | 0.42426407
2 39 16.90 16.90
Promedio 17.29 16.92
Desviacion estandar 0.78372969 0.81592211
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Primera corrida. Desviaciones estandar de datos de temperatura. Efluente del Reactor B

Temperatura
Muestras Tiempo Efluente B Promedio Desviacion
Estandar
1 0 | ND ND ND
2 0 [ ND
1 4 | ND ND ND
2 4 | ND
1 9 17.30 17.40 | 0.14142136
2 9 17.50
1 14 | ND ND ND
2 14 | ND
1 17 16.10 16.02 | 0.10606602
2 17 15.95
1 21 | ND ND ND
2 21 | ND
1 24 | ND ND ND
2 24 | ND
1 28 | ND ND ND
2 28 | ND
1 31 18.14 18.22 | 0.11313708
2 31 18.30
1 35 16.50 16.20 | 0.42426407
2 35 15.90
1 39 16.50 16.65 | 0.21213203
2 39 16.80
Promedio 16.89
Desviacion estandar 0.87496603
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Segunda corrida. Desviaciones estandar de datos de demanda quimica de oxigeno. Influente y reactor A:
camaras 1, 2, 3, y 4. Reactor B: camara 1

Muestras Tiempo Influente Promedio | Desviacion |Reactor A | Promedio | Desviacion |Reactor A | Promedio [ Desviacion
Estandar Camara 1 Estandar Camara 2 Estandar
1 0 763.84 737.80 [ 36.8261212 | ND ND ND ND ND ND
2 0 711.76 ND ND
1 4 960.25 902.72 [ 81.3667773 705.58 695.415 | 14.3754809 854.14 826.35 | 39.3009949
2 4 845.18 685.25 798.56
1 7 773.19 756.00 | 24.3103311 509.47 565.395 | 79.0898935 623.55 647.195 | 33.4390797
2 7 738.81 621.32 670.84
Promedio 798.838333 630.405 736.7725
Desviacion
estandar 90.8515641 88.2554363 107.640225
Unidades de DQO = mg/L ND = No determinado
Unidades de Tiempo = dias
Muestras || Tiempo Reactor A | Promedio | Desviacion [Reactor A | Promedio | Desviacion |[Reactor B [[Promedio | Desviacion
Céamara 3 Estandar Cémara 4 Estandar Cémara 1 Estandar
1 0|ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 0|ND ND ND
1 4 960.25 902.72 [ 81.3667773 903.25 833.15[99.1363707 972.02 902.33 [ 98.5565432
2 4 845.18 763.05 832.64
1 7 662.58 647.92 [ 20.7394419 689.75 648.19 [ 58.7747157 732.56 721.50| 15.641202
2 7 633.25 606.63 710.44
Promedio 775.315 740.67 811.915
Desviacion
estandar 154.891055 125.82089 119.244187
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Segunda corrida. Desviaciones estandar de datos de demanda quimica de oxigeno. Reactor B: camaras
2,3,y4. Efluentes Ay B

Muestras || Tiempo Reactor B Promedio Desviacion Reactor B Promedio Desviacion |Reactor B [|Promedio | Desviaciéon
Céamara 2 Estandar Céamara 3 Estandar Céamara 4 Estandar
1 0|ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 0|ND ND ND
1 4 821.01 833.10 17.0907709 924.48 833.25|129.018703 821.33 833.20| 16.786715
2 4 845.18 742.02 845.07
1 7 646.11 648.94 | 4.00222438 826.15 720.695 | 149.135891 412.26 432.89|29.1752258
2 7 651.77 615.24 453.52
Promedio 741.0175 776.9725 633.045
Desviacion
estandar 106.803833 131.092802 231.934677
Muestras Tiempo Efluente Promedio Desviacion
de AyB Estandar
1 0|ND ND ND
2 0|ND
1 4 933.05 902.06 | 43.8264783
2 4 871.07
1 7 639.89 630.35| 13.4915974
2 7 620.81
Promedio 766.205
Desviacion
estandar 159.090234
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Segunda corrida. Desviaciones estandar de datos de pH. Influente y reactor A: cdmaras 1,y 3

Muestras Tiempo Influente Promedio [ Desviacion |[Reactor A [[Promedio | Desviacion |Reactor A |[Promedio [ Desviacion
Estandar Camara 1 Estandar Céamara 3 Estandar
1 0 5.89 5.94(0.06363961 | ND ND ND ND ND ND
2 0 5.98 ND ND
1 1 5.65 5.63 | 0.02828427 6.99 7.015) 0.03535534 7.33 7.35(0.02828427
2 1 5.61 7.04 7.37
1 4 5.72 5.70]0.02828427 6.99 6.9710.02828427 7.4 7.4210.02828427
2 4 5.68 6.95 7.44
1 5 5.39 5.44 | 0.06363961 6.65 6.67 | 0.02828427 7.36 7.34(0.02828427
2 5 5.48 6.69 7.32
1 7 5.96 5.94]0.02828427 7.07 7.05]0.02828427 7.77 7.75]0.02828427
2 7 5.92 7.03 7.73
Promedio 5.728 6.92625 7.465
Desviacion
estandar 0.20509077 0.16265103 0.18023794

ND = No determinado
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Segunda corrida. Desviaciones estandar de datos de pH. Efluente reactor A y reactor B: camaras 1, 3y

su efluente
Muestras Tiempo Reactor A [[Promedio |[[Desviacion [Reactor B |[Promedio [ Desviacién |[[Reactor B [ Promedio | Desviacion
Efluente Estandar Cémara 1 Estandar Cémara 3 Estandar

1 0 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 0 ND ND ND
1 1 7.23 7.25 0.02828427 7.12 7.14 0.02828427 7.37 7.39 0.02828427
2 1 7.27 7.16 7.41
1 4 7.49 7.47 0.02828427 7.08 7.10 0.02828427 7.41 7.43 0.02828427
2 4 7.45 7.12 7.45
1 5 7.38 7.40 0.02828427 6.84 6.86 0.02828427 7.44 7.46 0.02828427
2 5 7.42 6.88 7.48
1 7 7.77 7.79 0.02828427 6.97 6.99 0.02828427 7.66 7.64 0.02828427
2 7 7.81 7.01 7.62

Promedio 7.4775 7.0225 7.48

Desviacion

estandar 0.21184563 0.11817058 0.10447146

Muestras Tiempo Reactor B | Promedio Desviacion
Efluente Estandar

1 0 ND ND ND
2 0 ND
1 1 7.33 7.35 0.02828427
2 1 7.37
1 4 7.41 7.43 0.02828427
2 4 7.45
1 5 7.49 7.47
2 5 7.45
1 7 7.74 7.76
2 7 7.78

Promedio 7.5025

Desviacion

estandar 0.16688319
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Segunda corrida. Desviaciones estandar de datos de oxigeno disuelto. Influente y
reactor A: camaras 1,y 3

Muestras Tiempo Influente Promedio [ Desviacion |[Reactor A [[Promedio | Desviacion |Reactor A |[Promedio [ Desviacion
Estandar Camara 1 Estandar Céamara 3 Estandar
1 0 1.7 1.72 0.02828427 ND ND ND ND ND ND
2 0 1.74 ND ND
1 1 0.77 0.79 0.02828427 4.48 4.50 0.02828427 5.87 5.89 0.02828427
2 1 0.81 4.52 5.91
1 4 0.33 0.35 0.02828427 5.11 5.13 0.02828427 4.22 4.21 0.0212132
2 4 0.37 5.15 4.19
1 5 0.38 0.40 0.02828427 4.09 4.11 0.02828427 3.64 3.66 0.02828427
2 5 0.42 4.13 3.68
1 7 0.66 0.68 0.02828427 4.00 4.01 0.00919239 4.82 4.84 0.02828427
2 7 0.7 4.01 4.86
Promedio 0.788 4.436625 4.64875
Desviacion
estandar 0.52168104 0.47138669 0.88692788

ND = No determinado
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Segunda corrida. Desviaciones estandar de datos de oxigeno disuelto.

camaras 1, 3y su efluente

Efluente reactor A y reactor B:

Muestras Tiempo Reactor A [|[Promedio |[[Desviacion [Reactor B |[Promedio [ Desviacién |[[Reactor B [ Promedio | Desviacion
Efluente Estandar Cémara 1 Estandar Cémara 3 Estandar
1 0 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 0 ND ND ND
1 1 5.75 5.77 0.02828427 5.93 5.95 0.02828427 5.99 6.01 0.02828427
2 1 5.79 5.97 6.03
1 4 4.28 4.30 0.02828427 4.14 4.16 0.02828427 4.73 4.75 0.02828427
2 4 4.32 4.18 4.77
1 5 2.04 2.06 0.02828427 2.04 2.06 0.02828427 4.16 4.18 0.02828427
2 5 2.08 2.08 4.2
1 7 5.28 5.30 0.02828427 3.99 4.02 0.04242641 5.21 5.19 0.02828427
2 7 5.32 4.05 5.17
Promedio 4.3575 4.0475 5.0325
Desviacion
estandar 1.52754472 1.47213887 0.71483764
Muestras Tiempo Reactor B | Promedio Desviacion
Efluente Estandar
1 0 ND ND ND
2 0 ND
1 1 5.79 5.81 0.02828427
2 1 5.83
1 4 4,78 4.80 0.02828427
2 4 4.82
1 5 3.7 3.72
2 5 3.74
1 7 4.86 4.84
2 7 4.82
Promedio 4.7925
Desviacion
estandar 0.79092622
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Segunda corrida. Desviaciones estandar de datos de temperatura. Influente y
reactor A: camaras 1,y 3

Muestras Tiempo Influente Promedio | Desviacién [[Reactor A [ Promedio | Desviacion |[Reactor A |[Promedio | Desviacién
Estandar Cémara 1 Estandar Cémara 3 Estandar
1 0 21 23.00 2.82842712 ND ND ND ND ND ND
2 0 25 ND ND
1 1 19 22.00 4.24264069 17.00 19.00 2.82842712 17.00 19.00 2.82842712
2 1 25 21.00 21.00
1 4 19 21.00 2.82842712 16.00 18.00 2.82842712 16.00 18.00 2.82842712
2 4 23 20.00 20.00
1 5 18 20.00 2.82842712 15.00 17.00 2.82842712 15.00 17.00 2.82842712
2 5 22 19.00 19.00
1 7 18 20.00 2.82842712 15.00 17.00 2.82842712 15.00 17.00 2.82842712
2 7 22 19.00 19.00
Promedio 21.2 17.75 17.75
Desviacion 2.65832027 2.31455025 2.31455025
estandar ND = No determinado
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Segunda corrida. Desviaciones estandar de datos de temperatura. Efluente reactor A y reactor B:

camaras 1, 3 y su efluente

Muestras | Tiempo |[Reactor A | Promedio | Desviacion |[Reactor B || Promedio || Desviacion ||Reactor B | Promedio || Desviacion
Efluente Estandar Cémara 1 Estandar Céamara 3 Estandar
1 0 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 0 ND ND ND
1 1 17.00 19.00 2.82842712 17.00 19 2.82842712 17.00 19 2.82842712
2 1 21.00 21.00 21.00
1 4 16.00 18.00 2.82842712 16.00 18.00 2.82842712 16.00 18.00 2.82842712
2 4 20.00 20.00 20.00
1 5 15.00 17.00 2.82842712 15.00 17.00 2.82842712 15.00 17.00 2.82842712
2 5 19.00 19.00 19.00
1 7 15.00 17.00 2.82842712 15.00 17.00 2.82842712 15.00 17.00 2.82842712
2 7 19.00 19.00 19.00
Promedio 17.75 17.75 17.75
Desviacion estdndar  2.31455025 2.31455025 2.31455025
Muestras | Tiempo [ Reactor B | Promedio || Desviacion
Efluente Estandar
1 0 ND ND ND
2 0 ND
1 1 17.00 19.00 2.82842712
2 1 21.00
1 4 16.00 18.00 2.82842712
2 4 20.00
1 5 15.00 17.00
2 5 19.00
1 7 15.00 17.00
2 7 19.00
Promedio 17.75
Desviacion estandar 2.31455025
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APENDICE VII
PROPIEDADES Y COMPOSICION DE LA
BIOPELICULA
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Propiedades y composicién de la biopelicula

Los microorganismos, principalmente bacterias, son los que se unen a las
superficies. Los microorganismos se unen principalmente por medio de fibras de
polimeros extracelulares, fabricados y orientados por la célula, que se extiende
desde la superficie celular para formar una matriz llamada glicocalix. Las fibras
pueden conservar y concentrar las enzimas necesarias para preparar las
moléculas de sustrato para su ingestion, especialmente las de alta masa molecular
0 sustratos frecuentemente encontrados en aguas naturales.

La superficie de la biopelicula es altamente adsortiva, parcialmente debido a su
naturaleza de poli-electrolito y puede colectar cantidades significativas de silice,
arena y detritos del agua.

Las propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas de las biopeliculas dependen del
ambiente al que estan expuestas. El ambiente fisico y quimico se combina para
seleccionar a los microorganismos que prevaleceran los cuales, a la vez,
modificaran el microambiente en la superficie de la pelicula.

Las propiedades termodinamicas relevantes de las biopeliculas son su volumen y
su masa. En sistemas de flujo turbulento, el grosor de la biopelicula humeda
raramente excede los 1000 um. La densidad de la masa seca de la biopelicula
puede determinarse a partir del grosor de la biopelicula himeda si se conoce su
masa. La densidad refleja la masa seca por unidad de volumen de biopelicula
hameda y a partir de mediciones se tiene que, en sistemas de flujo turbulento, las
densidades varian de 10 a 50 mg/cm?. Las densidades varian con los incrementos
en la turbulencia, asi como también con incrementos en la carga del sustrato,
como se indica en las graficas de la siguiente hoja.

El incremento en la densidad con un aumento en la turbulencia puede ser causado
por uno de los siguientes fendmenos (Bryers, 1988; Picioreanu y col., 2001):

1 Unidn selectiva de ciertas especies de microbios

2 Respuesta metabdlica de los microbios al estrés ambiental

3 Fuerzas de presion del fluido que hacen perder la frontera entre el agua y la
biopelicula

Segun datos experimentales de Bryers (1988), la velocidad a la que se deposité la
biopelicula desciende levemente solo en los casos en que se duplicé el nimero de
Reynolds. En experimentos a un nimero de Reynolds de 13,000 (0.8 m s™) la
velocidad a la que se deposita ésta fue de 1.1 a 1.2 ug DQO cm? h?, mientras
que con un nimero de Reynolds de 26,000 (1.6 m s™), la velocidad a la que se
deposit6 fue de 0.8 ug DQO cm™? h™*
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La composicion inorganica de la biopelicula varia con la composicion quimica del
agua con que se alimenta y probablemente afecta la estructura fisica y biologica
de la pelicula. El calcio, el magnesio y el hierro afectan la unién intermolecular de
los polimeros extracelulares de las biopeliculas, mismos que son los responsables
de la integridad estructural de ellas. De hecho, el EDTA es efectivo en el
desprendimiento de la biopelicula. En intercambiadores de calor, los productos de
la corrosion y los solidos suspendidos pueden absorberse en la matriz de la
biopelicula e influenciar su composicion quimica (Christensen y Characklis, 1990).
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La composicion organica de la biopelicula esta relacionada con la fuente de
energia y de carbono disponibles para el metabolismo. El ambiente y la velocidad
de reproduccién microbiana ejercen efectos en la composicion de las células y en
sus productos extracelulares. Por ejemplo, una limitacion en nitrégeno puede dar
como resultado una gran produccion de polisacaridos extracelulares (Christensen
y Characklis, 1990).

El tipo de organismo que coloniza la superficie influye fuertemente sobre la
velocidad de desarrollo de la biopelicula y las propiedades fisicas y quimicas de
ella. Sin duda, la interaccion organismo-organismo y organismo-ambiente cambia
la distribucion de la poblacion durante la acumulacion de la biopelicula.

Los primeros signos visibles de la actividad microbiana en una superficie son las
pequefias colonias de células que se distribuyen al azar en la superficie. Conforme
la biopelicula continla desarrollandose las colonias proliferan juntas para formar
una biopelicula relativamente uniforme. ElI numero de células viables es
relativamente bajo comparado con el volumen de la biopelicula.

En muchos casos pueden emerger formas filamentosas de la biopelicula en
desarrollo. Es frecuente encontrar en filamentos a Hyphomicrobium, Sphaerotlus y
Beggiatoa. Estas formas pueden tener una ventaja ecoldgica ya que las células se
pueden introducir en el fluido para obtener los nutrientes necesarios o el oxigeno
requerido el cual puede estar muy limitado en las porciones mas profundas de la
pelicula (Characklis, 1981).
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