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1. RESUMEN

Se hace una revisidén exhaustiva de la importancia gue
tiene la nitrificacidén en la eliminacidén de nitrdgeno, especial-
mente en sistemas acuaticos, integrandola a una revisidén zenerail
del Ciclo del Nitrdgeno en todos sus aspectos.

Se analizan los parametros que afectan a la nizrifi-
cacidén, asi como las condiciones dptimas para que ésta se lleve
a cabo.

El estudio se hiio en un estanque de estabilizacidn de
aguas residuales, con el fin de evaluar el papel de la nitrifica-
cidén en esos sistemas.

Se relacionaron parametros fisicoquimicos como Oxige-
no Disuelto (0OD), Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), Demanda
Quimica de Oxigeno (DQQO), Amoniaco, Nitritos, Nitratos, pH, Tem-
peratura, Acidez y Alcalininidad con la presencia de bacterias
nitrificantes.

Se hicieron 15 muestreos en el lapso de Mayo a Noviem-
bre de 1983; de los cuales se tomaron 9 muestreos represcsntati-
VOS.

Se aislaron las bacterias nitrificantes Nitrosomonas

europaea y Nitrobacter winogradskyi.

Las condiciones fisicoquimicas del cuerpo de zgzua es-
tudiado fueron tan extremosas que la nitrificaciédn, cuardo ocu-

rrid, fue en un nivel critico.



2. OBJETIVOS

-Reconocer la actividad metabdlica de los microorganis

mos de los géneros bacterianos Nitrosomonas y Nitrobacter en los

procesos de nitrificacidén en un sistema de tratamiento de agua

residual.

- Determinar el grado de la actividad nitrificante de

los microorganismos de los géneros Nitrosomonas y Nitrobacter

en un estanque de estabilizacidn.

- Evaluar la importancia de la presencia de los géne-

ros Nitrosomconas y Nitrobacter, en la remocidn de productos ni-

trogenados del efluente del estanque de estabilizacidn.



3. INTRODUCCION

El rapido incremento de descargas contaminant=2z -sobre
todo de origen doméstico- en nuestras aguas naturales ha necho
del nitrégeho uno de los principales contaminantes (Balz«rishnan,
1969).

La materia organica de los desechos domésticos =sta
formada en gran parte por compuestos nitrogenados(proteinzs, a-
cidos nucleicos, etc. ), al igual que muchos de los desecnos a-
gricolas e industriales (Mc. Carty, 1971), y cuando éstcs son
descargados en los efluentes hacia las aguas naturales, .2 ac-
cidén bacteriana cataliza la conversidén de los productos reduci-
dos del nitrdégeno como el amoniaco, para formar productcs oxida-
dos como los nitratos. Durante este proceso se ejerce unz fuer-
te demanda de oxigeno en el agua, que puede tener efectos dele-
téreos en partes del sistema.

El mecanismo de transformacién del amoniaco a nitrito
y posteriormente a nitrato se conoce como Nitrificacidén Sharma,
1977).

A pesar de la gran demanda de oxigeno que se zenera
cuando la nitrificacién se lleva a cabo -la cual es un pzso vi-
tal para la remocién de nitrdgeno de aguas de desecho-, la ni-
trificacidn ocurre de manera natural en pequefia y gran sscala
en todos los sistemas acudticos con las condiciones amtizntales
propicias. Por ello, en la actualidad este tipo de tr=z-amien-

to bioldgico nos brinda una de las alternativas mas pri:--icas y



econbémicas para la solucidén de problemas asociados con la remo-
cidén del nitrégeno.

La nitrificacién se realiza er dos etapas.

En la primera el amoniaco es oxidado a nitrito en for-
ma casi exclusiva por microorganismos aerdébicos del género Nitro-
somonas Winogradskyi 1892. Para este efecto, el amoniaco desem-
pefia el papel de combustible aportados de energia, ya que consti-
tuye el principal donador de electrones en la respiracién de es-
tas bacterias.

La segunda etapa del proceso consiste en la oxidacidn
del nitrito a nitrato llevado a cabo de un modo similar al ante-
rior, pero esta vez por bacterias del género Nitrobacter Wino-
gradskyi 1892, las cuales consiguen su energia casi exclusiva-
mente a partir de la oxidacidén del nitrito (Christtensen, 1978).

Tanto Nitrosomonas como Nitrobacter obtienen del bid-
xido de carbono el carbono que necesitan para su desarrollo (En-
gel, 1961; Lehninger, 1973). Estas bacterias son
las encargadas casi exclusivamente del proceso de la nitrifica-
cidn.

Actualmente el estudio de la nitrificacién forma parte
de un intenso programa para entender uno de los ciclos mas im-
portantes en la naturaleza, el ciclo del nitrégeno (Conn, 1978;
Terry, 1981). Sin embargo, falta mucho por investigar acerca
del tema, sobre todo en los cuerpos de agua en los cuales por
su naturaleza las condiciones pueden ser muy extremas.

La justificacidn para llevar a cabo este trabajo es



que en México no se han realizado tipo alguno de estudios rela-
cionados al proceso de la nitrificacidén en sistemas de estan-
ques de estabilizacidn.

El conocimiento de la cinética quimica y bioldgica
de estos estanques es pobre y la experiencia que se tiene pro-
viene del extranjero, lo cual hace necesaric desarrcllar estu-
dios de este tipo adaptados a las condiciones climatoldgicas
de nuestro pais, tanto para el desarrollo adecuado de métodos
de laboratorio para el estudio de los microorganismos involu-
crados en la nitrificacién en estos sistemas, como para la de-
terminacién del comportamiento cinético de los mismos en los
procesos de la nitrificacién.

3.1 FORMAS Y FUENTES DEL NITROGENO EN LA NATURALEZA

Mucho se ha hablado de que el principal componente de
nuestra atmdésfera es el Nitrogeno en forma gaseosa, esto es, ca-
si 8 de cada 10 partes del aire contienen el elemento nitrégeno,
y de que éste, no puede ser incorporado directamente de la atmbs-
fera al soma de la mayoria de los organismos vivientes (Delwiche,
1970).

Sin embargo,es un hecho que el nitrégeno puede ser fi-
jado directamente de la atmdsfera por algunos microorganismos
procariotas (Wetzel, 1975).

A partir de esta parte del ciclo del nitrdgeno (ciclo
del cual hablaremos mas adelante), se suceden una gran variedad
de reacciones quimicas catalizadas orgénicamente que derivan en

la formacidén de varios compuestos conteniendo el elemento nitré-



geno (EPA, 1975).

Esto no significa necesariamente gue la formacidn de
compuestos nitrogenados sea exclusivamente de origen biolégico.
S5e ha observado que la atmdsfera contribuye significativamente
a la formacidn de sustancias a partir del nitrégeno y, mas aan,
el hombre, de manera espectacular, ha creado la tecnologia para
intervenir en la naturaleza con la fijacién industrial del ni-
trogeno (Delwiche,1970; Wetzel, 1975).

En los cuerpos de agua, ya sean rios, lagos, estan-
ques e incluso sistemas de tratamiento de aguas residuales(en
estos Gltimos a gran escala) el nitrdégeno aparece en diversas
formas: molecular (N2) por solubilizacidén de la atmdsfera; co-
mo compuestos organicos tipo aminoadcidos, aminas, urea,protei-
nas, compuestos himicos, amoniaco ionizado (NHZ). amoniaco 1i-
bre (NHS)’ nitritos (NOE} y nitratos (NOS) (Sharma, 1977).

Qtras fuentes de nitrégeno son: precipitacién, fija-
cidén tanto en el agua como en los sedimentos, por infiltracidn
de fertilizantes hacia las aguas subterraneas, etc. (Wetzel,
1975).

De esta manera podemos clasificar las fuentes de ni-
trogeno del agua de la siguiente manera:

NATURALES
Fijacidn biolégica
Arrastre de materia orgénica por lixiviacidn

Depositacidn de polvo



Fijacidén por fenémenos atmosféricos radiaciones
fenbémenos ionizantes

tormentas eléciricas
Arrastre por aguas subterraneas
ANTROPOGENICAS
Fertilizacién quimica (fijacién indusfrial)
Excretas humanas

Efluentes de agua de desecho sin tratar

3.2 CICLO DEL NITROGENO

Como ya se ha mencionado, la mayor parte del nitrdge-
no disponible en la naturaleza se encuentra en forma molecular
en la atmésfera y, desde el punto de vista bioquimico, no es ob-
jeto de ser utilizado directamente por la mayoria de los orga-
nismos vivos.

Sin embargo, este nitrdgeno debe ser incorporado a
los organismos para formar biomoléculas importantes como las
proteinas o el ADN.

Para una mejor comprensidén del ciclo del nitrégeno,
éste puede ser dividido en cinco grandes fases de transforma-
cidn y son:

-Fijaciodn
-Asimilacidn
—-Amonificacidn
-Nitrificacién

-Desnitrificacidn



3.2.1. FIJACION

El paso fundamental para que el relativamente inerte
nitrégeno de la atmdésfera sea incorporado a la vida correspon-
de a un selecto grupo de microorganismos, los cuales se encar-
gan de reducir gquimicamente el nitrégeno con &Atomos de hidrége-
no para formar moléculas de compuestos nitrogenados estables.

En este primer enlace intervienen microorganismos de
vida independiente, asi como ciertas bacterias que viven en
simbiosis com plantas superiores. Del primer grupo encontramos

Azotobacter, Clostridium, Rhodospirillum etc., mientras que del

segundo grupo un tipico ejemplo es Rhizobium (Conn, 1978).

Para que la fijacidén del nitrdgeno molecular se lleve
a cabo, se requiere de cierta cantidad de energia para activar-
io. Esto significa que el nitroégeno molecular debe ser dividido
#n dos atomos de nitrdgeno libres.

Nz———————»EN (Activacidn del nitrdégeno)

El sugundo paso de la fijacidén se da cuando dos Atomos
de nitrdégeno se combinan con tres moléculas de hidrdgeno para

formar dos moléculas de amoniaco (NH3).

2N + 3H2 —_— 2 NH3

Posteriormente es aminado en compuestos de importancia
vital, durante el metabolismo de estos organismos, siendo libera-
i + .
do en forma de amonia (NHa) y de una gran variedad de compuestos

organicos a su muerte o su excrecién (Postgate, 1972).



3.2.2. ASIMILACION

Este proceso se refiere a la utilizacidon de los com-
puestos amoniaco & nitrato para formar las proteinas vegetales
u otro tipo de compuestos nitrogenados (EPA, 1975):

No; + CO, + plantas verdes + luz solar ————>PROTEINAS

NH3/NH; + CO, + plantas verdes + luz solar ——— PROTEINAS

2
3.2.3. AMONIFICACION
Las excreciones o los organismos a su muerte entran
en un proceso de descomposicidén en el cual las proteinas son de-
gradadas por las enzimas proteoliticas de algunas bacterias y
convertidas en aminoacidos. Posteriormente, estos aminoacidos
son desaminados transfiriendo iones amoniaco al ambiente para
ser utilizados en diferentes reacciones como, por ejemplo, en
la asimilacién (Con, 1976). Por ello, la amonificacién se de-
fine como el cambio del nitrdgeno organico a la forma de amo-

niaco (NHS/NH;) (EPA, 1975).

+

Proteinas (nitrégeno orgénico)+ microorganismos — NH:‘}/NH4

3.2.4. NITRIFICACION
Para incerporar nitrégeno a su biomasa, los vegetales
requieren como fuente del mismo al amoniaco, el cual puede asi-

milarse directamente del ambiente. Sin embargo se ha encontrado
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que el amoniaco , el cual deberia ser muy abundante como produc-
to de la amonificacidn, es relativamnete escaso. Esto se debe
a la presencia de un grupo de bacterias aerobias quimioautotro-
ficas muy activas que oxidan casi instanténeamente el amoniaco
disponible a su alrededor, a nitritos y posteriormente a nitra-
tos (Prakasam, 1972 y 1974; Conn, 1978).

De manera general, las bacterias del género Nitrosomo-
nas son las responsables de convertir el amoniaco a nitritos me-
diante un proceso de oxidacidn:

“+ Nitrosomonas . - +
2 NH4 + 3 02 2 N02 + 4 H + 2 H20

En el siguiente paso, la reaccidn es catalizada tam-
bién en condiciones aerobias por otra bacteria del género Nitro-
bacter, convirtiendo los nitritos formados por Nitrosomonas a
nitratos (Sharma, 1977; Christtensen, 1978):

- Nitrobacter | -
2 NO2 + 02 2 NO3

De manera que la reaccién total para expresar la ni-

trificacién es (Huang, 1974; Lehninger, 1979):

3

+20 ‘No‘+2N"+H20

NH 5 3
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3.2.5. DESNITRIFICACION

La desnitrificacidén es un proceso importante en tér-
minos ecoldgicos y geoquimicos, ya que es la ruta de formacidn
de casi todo en nitrégeno atmosférico (NE)‘ Desde el punto de
vista antropogénico la desnitrificacién es responsable de gran-
des pérdidas de fertilizante nitrogenado de campos de cultivo.

Por medioc de este proceso se reduce el contenido de
nitrégeno fijado en los efluentes de plantas de tratamiento y
por lo tanto se reducen los peligros de eutrofizacion de los
cuerpos receptores de agua (Delwiche, 1970).

La desnitrificacidon es usualmente definida como la
reduccién del nitrato a nitrito, a amoniaco y finalmente a com-

puestos gaseosos del nitrégeno (N2 Nzo}.

NCI3 _— NO2 (NO) —— N20 _— N2
A diferencia de la flora nitrificante, constituida
por un numero restringido de microorganismos quimiolitdtrofos
muy especializados, la flora nitrato-reductora comprende nume-
rosos organismos heterétrofos, por ejemplo: Pseudomonas

denitrificans, Clostridium sp., Escherichia coli, Actinomyces

sp., Klebsiella sp., Proteus sp., Bacillus sp., Thiobacillus

sp., etc.
La finalidad bioldégica de la desnitrificacidn es la
generacién de ATP a través de la respiracién anaerobia. Los ni-

tratos sirven como los aceptores terminales de electrdnes en
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una cadena de transporte electrdénico. Después de la reduccidn
del nitrato, otros 6xidos nitrogenados son generados y sirven
también como aceptores terminales de electrones. Asi, la des-
nitrificacién es una cascada de procesos de respiracién anae-
robia, por los cuales el nitrato es reducido a nitrdgeno gaseo-~
so (Mortimer, 1981).

3.3 IMPACTO AMBIENTAL POR DESCARGAS DE MATERIALES
NITROGENADOS EN SISTEMAS ACUATICOS

Cuando los compuestos nitrogenados domésticos genera-
dos por una poblacidén deben ser desechados, la manera mas facil
de lograrlo es descargandolos a rios, lagos o al mar, lo cual
produce gran desequilibrio por sus nocivos efectos. De éstos,
labicestimulacidén o eutrofizacién es el aspecto mas impactante
que se considera del caso. La lista de los efectos negativos
de un exceso de compuestos nitrogenados en el agua es la si-
gulente:

- Eutrofizacidn

- Toxicidad para la vida acuatica

- Incremento en la demanda bioquimica de oxigeno
- Peligro para la salud pablica

- Disminucidén en la efectividad de la desinfeccidn

por cloro

3.3.1. EUTROFIZACION

En los sistemas acudticos, cuando se incrementa la
entrada de material albctono, como son el nitrégeno y el fos-

foro (nutrientes inorganicos), se crean condiciones que alteran



el equilibrio entre las relaciones quimicas fisicas y bioldgi-
cas, las que controlan el crecimiento de poblaciones micrcbia-
nas, vegetales y animales (Margalef, 1877). Este fenémens ha
sido favorecido por el hombre y se ha llamado eutrofizacidn, y
se subdivide en eutrofizacidén cultural y eutrofizacidén natural.
La primera es de caracter reversible y sus principales fuentes
son los efluentes de aguas negras municipales con tratamiento
primario o sin tratamiento y fuentes agricolas y ganaderas. La
segunda es irreversible, ya que sobreviene como una fase natu-
ral en la maduracidén-enve jecimiento de los cuerpos de agua gue
se azolvan por el acUmulo de sedimento, lo cual acorta el eje
luz-gravedad que tiende a separar la luz de los nutrientes
(Vilaclara, com.pers.). Estas alteraciones provocan el incre-
mento de algas plancténicas, hierbas acuaticas y algas fila-
mentosas entre otras, dando como consecuencia el deterioro en
la calidad del agua a través de la disminucidn de oxigeno en el
fondo generado por un exceso de materia organica acumulada, pro-
duciendo la muerte de peces, ademas de favorecer el estableci-
miento de nuevas especies adaptadas a las nuevas condiciones
del sistema (especies generalmente mencs apreciadas desde el
punto de vista antropogénico) y por Ultimo la desaparicidn del
mismo por acumulo de materia organica en el fondo {(Vallentyne,
1978).

3.3.2. TOXICIDAD PARA LA VIDA ACUATICA

El principal problema que presentan los compuestos

nitrogenados en el agua se refiere al amoniaco (NH3} en forma



14

molecular. En condiciones normales los materiales organicos que

contienen nitrdégeno (p.ej. proteinas, acidos nucleicos, etc.)

+

4

Este producto puede ser asimilado por muchos organismos, vege-

se descomponen hasta formar amoniaco ionizado (NH, o amonio).
tales o bacterias para la sintesis de sus propias proteinas, o
como fuente de energia; en el caso de peces, moluscos u otros
organismos superiores este amonio {NH;) es relativamente inno-
cuo. Sin embargo, cuando en el ambiente acudtico se incrementa
aungque sea muy levemente el pH, el amonio innocuo se transforma
an amoniaco molecular (NHS)‘ que produce toxicidad en muchos
organismos (EPA, 1975).

La ecuacidén que ilustra este fendmeno es la siguiente:

NHZ + OH™ ¢

> NH3 + H20

Algunos otros factores tales como el aumento en la
concentracién de oxigeno disuelto y bidéxido de carbono, tempe-
raturas elevadas y la alcalinidad pueden agudizar la toxicidad
del amoniaco para los organismos.

Normalmente los vegetales son capaces de absorber con
facilidad el amoniaco del medio circundante para incorporarlo a
su soma. Sin embargo,muchas bacterias como las nitrificantes
son inhibidaspor altas concentraciones de amoniaco molecular y
en el caso de organismos superiores como los peces, este tdéxico
actia a nivel del sistema nervioso central provocando la muerte

(Sharma, 1977}.



15

3.3.3. INCREMENTC EN LA DEMANDA BIQOQUIMICA DE OXIGENO

Cuando los materiales de desecho tales como el amonio
se encuentran en un sistema acuatico aereado, algunos organis-
mos se encargan de transformar por medio de oxidaciones biolo-
gicas el amonio a la forma de nitritos y postericrmente a la
forma de nitratos. En este proceso de produce una demanda bio-
quimica de oxigeno (DBO) considerable que depende en gran me-—
dida de la cantidad de sustrato oxidable en el ambiente. Cuan-
do la materia organica aumenta, la DBO aumenta. El1 valor de la
DBO no es una medida absoluta, es una prueba cualitativa con
un ambito de variacién estrecho que -permite asumir proporciones
semicuantitativas (Parker, 1975), sin embargo, refleja el grado
en que el oxigeno del medio es consumido biolégicamente. Esto
tiene importancia, puesto que todas las especies de animales a-
cudticos tienen un nivel minimo de oxigeno disuelto que re-—
quieren para su supervivencia en un periodo especifico de tiem-
po. Cuando encontramos valores altos en la DBO, habra una ten-
dencia de los microorganismos anaerobios a predominar, mientras
que los aerobios inclutendo bacterias y peces se enfrentaran
con serios problemas por falta de oxigeno para la respiracién.

3.3.4. PELIGRO EN LA SALUD PUBLICA

El peligro real del nitrdgeno para la salud piblica
estad asociado con su forma nitrato {NOQ). Se sabe que el exce-
sivo contenido de nitratos en el agua potable puede causar la
enfermedad llamada '"metahemoglobinemia'", que es fatal en mu-

chos casos. La metahemoglobinemia es un desorden sanguineo que
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aparece en nifios menores de tres meses cuando su alimento es
preparado con agua que contiene una alta cantidad de nitratos.

Durante la digestidén, los nitratos ingeridos son re-
ducidos a nitritos, los cuales reacciénan con la hemoglobina de
la sangre para formar la metahemoglobina, que a su vez es inca-
paz de captar oxigeno para transportarlo a las diferentes re-
giones corporales donde es requerido. Como resultado de esto
hay sofocacién acompafiada de una tincidén azulosa en la piel,
hecho determinante para la denominacién de "bebes azules'" a
los infantes que presentan la metahemoglobinemia. En casos se-
veros ocurre la muerte (EPA, 1975).

El estandar primario dado por la Environmental Protec-
tion Agency (gg.glg.) para el agua potable con referencia a su
contenido de nitratos es de 10 mg/l como nitrbégeno. Sin embargo,
este estandar es superado en el agua de Areas rurales, incluso
el APHA (1962, en Deming, 1979) reporta como aceptable un maxi-
mo de 45 ppm de Nog en agua de consumo doméstico, debido a las
infiltraciones de aguas de desecho hacia los arroyos subterra-
neos que son aprovechados para beber (Morris, 1978).

3.3.5. DISMINUCION DE LA EFECTIVIDAD DE LA DESINFEC-
CION POR CLORO

Otro problema asociado con salud publica es el hecho
de que el amoniaco presente en el agua, al contacto con el clo-
ro utilizado para la desinfeccidn, reacciona para formar clora-
minas, lo cual reduce notablemente la actividad germicida del

cloro, permitiendo que permanezcan en el agua potable concen-
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traciones de microorganismos potencialmente patdgenos (White,
1978).

3.4. ESTANQUES DE ESTABILIZACION

La nitrificacidén como un proceso bioldgico natural se
puede llevar a cabo en casi cualquier ecosistema, con la condi-
cidn de gque se encuentren los organismos nitrificantes y concen-
traciones adecuadas de oxigeno para efectuar el proceso.

En este punto es importante hacer hincapié que la ni-
trificacidén ha sido manipulada de manera practica para benefi-
cio del hombre, principalmente en sistemas de tratamiento de a-
guas residuales como lo son los estanques de estabilizacién
(EPA, 1975).

Mucho se ha hablado sobre el mecanismo de operacidn
y las ventajas de estos estanques; sin embargo, el hecho de
que el hombre aproveche la nitrificacién como uno de los meca-
nismos para depurar el agua residual dentro de estos sistemas,
justifica el recapitular algunos aspectos importantes scobre los
sistemas de tratamiento de aguas de desecho.

3.4.1. IMPORTANCIA

Uno de los problemas mas serios a los que nos enfren-
tamos es el que corresponde al suministro adecuado de agua, ne-
cesario para sostener los requerimientos minimos tanto para la
ciudad como para el campo. Para el caso no solo de México sino
de muchas otras partes del mundo, en el enfrentamiento de estos
dos sectores se da una tendencia favorecedora para las ciudades;

sin embargo, es ldégico pensar que €l campo no puede guedar en
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desventaja bajo ninguna circunstancia, ya que la subsistencia
de los seres humanos depende de los cuidados que se le brinden.

El uso del agua de desecho doméstico es una de las
alternativas que se utilizan en el campo para solventar sus ne-
cesidades de liquido; sin embargo, cuando es utilizada de esta
manera (cruda), ocurren severos problemas de salud pablica, bac-
terias, protozoarios, virus y algunos macroinvertebrados patdge-
nos pueden provocar verdaderas epidemias si no son removidos an-
tes de que estas aguas sean utilizadas para riego.

Este es tan sélo uno de los muchos aspectos que justi-
fican la importancia de los sistemas de tratamiento de aguas re-
siduales, destacandose dentro de estos sistemas los estanques
de estabilizacidén, ya que son el método mas econdmico para el
tratamiento de aguas de desecho municipales sobre todo en areas
rurales y en pequefias comunidades donde el costo de la tierra
no es excesivo (Fritz, 1979).

En la actualidad existe un florecimiento en el desa-
rrollo y construccidn de estanques de estabilizacién. La expli-
cacidén es que estos sistemas son altamente efectivos para trans-
formar la materia orgénica que reciben, ademds de que no requie-
ren de personal especializado para su mantenimiento (Hernandez,
1982).

Los estanques de estabilizacidén son cuerpos de agua
residual creados por el hombre a fin de degradar biolégicamen-
te la materia organica por medio del comensalismo entre bacte-

rias y algas. Aunque también existen otros organismos como los
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hongos filamentosos, protozoarios y algunos macroinvertebrados
(Gloyna, 1973).

La composicién biolégica de 1oa'estanques depende de
muchos factores, entre otros, de la habilidad de los organismos
para adaptarse y transformar la energia disponible. El1 suminis-
tro de energia quimica contenida en desechos y la energia solar,
constituyen un medio apropiado para el desarrollo de estos orga-
nismos (Limén, 1978).

Por su naturaleza los estanques pueden ser de varios
tipos. La clasificacidén de los estanques utilizados para el
tratamiento de desechos por oxidacidén bioldgica plueden ser re-

sumidos de la siguiente manera (Hawkes, 1983):

ESTANQUES - LAGUNAS DE ESTABILIZACION

I
1 |

Estanques-lagunas Estanques de Lagunas de

Anaerobias Oxidacidn Aereacion
|

Estanques Lagunas aercobias de Estanques de

Facultativos Tasa - alta Maduracion

3.4.2. ESTANQUES ANAEROBIOS-LAGUNAS ANAEROBIAS

Estos son estanques de estabilizacién de desechos en
los cuales el proceso biolégico de purificacidn es dominantemen-
te anaerobio (Hawkes, 1983). Estos cuerpos de agua son ventajo-

samente usados para pretratar desechos que contienen una alta
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concentracién de sélidos (Mara, 1978).

Es deseable gue las aguas de desecho tengan ciertas
caracteristicas si van a ser sometidas a tratamiento anaerobio;
esas caracteristicas pueden ser: carga organica alta, particu-
larmente en proteinas y grasas mas que azucares, suficientes
nutrientes bioldgicos inorgénicos, alcalinidad media (debida
principalmente a bicarbonatos), ausencia de substancias toéxicas
y temperatura relativamente alta. Algunos desechos industriales
vertidos al agua, tales como los productos del procesamiento de
la carne tienen esas caracteristicas. Un ejemplo de esto es el
agua que libera una empacadora tipica, en la que podemos encon-
trar una DBO de 1400 mg/l, un contenido de grasa de 500 mg/l1,
un pH cercano a 7 y una temperatura de 27 °C (Clark, 1977). Sin
embargo, las aguas de desecho domésticas presentan DBO mucho
més bajas, en el ambitc de 100 a 300 mg/l (Gloyna, 1973).

Las remociones de materia organica y organismos pa-
tégenos en estos sistemas son bajas (menores del 70%); el tiem-
po Optimo de retencidon del liquido es de 5 dias y se construyen
con profundidades mayores de 2.5 m.

En la mayoria de los casos estos procesos anteceden a
una laguna de estabilizacién facultativa (Hernandez, 1982).

3.4.3. ESTANQUES DE OXIDACION

Aunque este término es usado algunas veces como si-
ndénimo de estanques de estabilizacidén de desechos, es mejor y

més frecuentemente aplicado a estanques donde el proceso de
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purificacién aerobia es estimulado y el oxigeno necesaric esta
dado principalmente por la actividad fotosintética de lz= =zlgas.
Con esta definicidn se pueden reconocer varios tipos de estan-
ques (Hawkes, 1983).

3.4.3.1. ESTANQUES FACULTATIVOS

Este tipo de estanques muestra 3 grandes zonas 'Fig.l);
la superficial aerobia, debido a que la luz penetra (zona eufd-
tica) y permite el desarrollo de organismos fotosintéticos que
disuelven su produccidén de oxigeno en el agua; la zona interme-
dia que contiene bacterias facultativas capaces de metabclizar
productos en presencia de bajas cantidades de oxigeno y aun en
ausencia total de este gas. Por Gltimo tenemos la zona profunda
o de fangos, que es totalmente anaerobia pero que responde a un
proceso de purificacidn muy activo dado por bacterias. Actual-
mente este tipo de estanques facultativos son los que tienen ma-
yor demanda por tratar las aguas residuales crudas, debido a su
gran eficiencia y bajo costo de mantenimiento (Gloyna, 1973;

Hawkes, 1983).

e e —_— - = =_ — -
Zona aerobia
™y
‘ga' Zona anaerobia
S8
3y
Y1
b D A 7 T T O K
Y "‘3"‘"‘:“' Qﬁ'ﬁﬂﬁ‘ﬂh"ﬁ
Q6 et T LS4 3 QAL

Fig. 1 Estanque facultativo.
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3.4.3.2. LAGUNAS AEROBIAS DE ALTA-TASA

Estos sistemas son cuerpos de agua muy superficiales
en los cuales el total del agua es mantenida en condiciones ae-
robias por la presencia de una gran cantidad de algas y mezcla-
do mecéanico (Hawkes, 1983). El contenido de estas lagunas nece-
sita ser mezclado una o dos veces al dia para resuspender cual-
quier sélido sedimentado, también es importante remover la ma-
sa algal al firial del efluente. Estas lagunas son muy eficien-
tes, pero tienen la desventaja de necesitar personal bien entre-
nado para operar y mantener el sistema, ademas de que su costo
de operacidén es muy elevado (Mara, 1978).

3.4.3.3. ESTANQUES DE MADURACION

Son cuerpos de agua utilizados para producir un e-
fluente de alta calidad (Gloyna, 1973). La funcidn principal
de estos estanques es la destruccidn de patdgenos como bacte-
rias y virus, y aun quistes de parasitos intestinales (Mara,
1978).-E1 agua que debe de llegar a estos estanques debe de
haber recibido previamente un tratamiento secundario, es de-
cir que sus valores de DQO y DBO deben ser bajos, p.ej. 0805
menores de 25 g!m3 (Hernandez,1982).

La eficiencia de los estanques de maduracién se ba-
sa fundamentalmente en los tiempos de retencidn necesarios pa-
ra que la reduccién de bacterias fecales sea efectiva; el tiem-
po para que esto se lleve a cabo de manera real en un estanqgue
promedio de 1.0 a 1.5 m de profundidad es de 7-10 dias (Gloyna,

1973; Hernandez, 1982). Una condicidén a estos sistemas es que
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deben ser totalmente aerobios. Se calcula que la efectividad de
estos sistemas para remover patdgenos tales como coliformes fe-
cales, trabajando en condiciones 6ptimas es de 99.99 % (Mara,
1978).

3.4.4. LAGUNAS DE AEREACION

Son estanques de estabilizacidén para el tratamiento
de aguas residuales y desechos organicos en los cuales el oxi-
geno requerido para los procesos de oxidacidn de la materia es-
ta dado por medio de aereadores superficiales o burbujeadores
mecanicos, y no dependen de la actividad fotosintética natural
de las algas para obtener este oxigeno (Hawkes, 1983). Este
proceso permite tener un balance de oxigeno constante y ayuda a
eliminar malos olores en uno o mas estanques conectados a éste
(Gloyna, 1973). Las lagunas de aereaciodon alcanzan porcentajes

de remocidon de DBO_. de mas del 90 % pero precisan de tratar

5
estas aguas en otro paso posterior para eliminar bacterias fe-
cales (Mara, 1978).

3.5 DESCOMPOSICION DE LA MATERIA ORGANICA

A pesar de que la clasificacidén de los sistemas para
el tratamiento de aguas residuales es muy amplia, los procesos

bioquimicos que ocurren para que la materia organica se degra-

de pueden dividirse en dos grandes grupos:

— PROCESO AEROBIO
- PROCESO ANAEROBIO
En los dos grupos ocurren una serie de reacciones

bioquimicas capaces de descomponer la materia organica en di-
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ferentes grados, dependiendo del tipo de tratamiento a que se
sometan las aguas residuales.

En el proceso aerobio, el agua gque se estd tratando
requiere de un aporte continuo de oxigeno disuelto libre que a-
segure la oxidaciodon completa de los residuos liquidos diluidos
en el medio (Gloyna, 1973). Este método es el mas eficiente pa-
ra reducir el contenido organico de los desechos liquidos por
tratamiento biocldgico (Simpson, 1960). Sin embargo,cuando las
descargas contienen muchos sélidos o la concentracién de resi-
duos es alta, como en el caso de la materia organica sdlida
sedimentada procedente de aguas domésticas, fangos de pozos
negros o residuos de mataderos, el proceso anaerobio resulta
extraordinariamente mas efectivo que el proceso aerobio (Gloyna,
1960; Simpson, 1960).

3.5.1. PROCESO AEROBIO

Es un mecanismo bioldgico mediado principalmente
por bacterias, aunque hongos y protozoarios juegan un papel
secundario, en el cual ocurre una conversidén de elementos des-
de una forma orgéanica a su forma inorganica mas oxidada, pro-

ceso conocido como mineralizacién (Mara, 1978), el ejemplo de

esto es:
C-Organico + 02 bacteria . CGE
H-Orgénico + O, bacteria » H,0
N-Organico + 02 bacteria ; ND;
S-Orgénico + 0, bacteria » 0]
P-Orgénico + 0, bacteria » PO,
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Las bacterias oxidan los desechos para producir cier-
ta cantidad de energia que ellas mismas utilizan en la produc-
cién de moléculas complejas tales como proteinas y polisacéri-
dos necesarios para su metabolismo, y ain en la construccidén de
nuevas células durante la reproduccién (Fair, 1986). El carbono
organico asi como otros elementos organicos son utilizados por
los microorganismos para llevar a cabo la respiracidon y proveer-
se de energia suficiente para vivir (Limén, 1979).

El oxigeno debe ser suministrado continuamente duran-
te el proceso aerobio. Esto es necesario porque el oxigeno ac-
tia como el aceptor final de electrones en la oxidacidn de la
materia organica (Simpson, 1960).

Simpson (1960) describe de manera muy general una se-
rie de reacciones que probablemente ocurren en los estanques de
estabilizacidén aerobios, mencionando que si la materia organica
pudiera ser representada en el siguiente orden: C O HN S - que
es el orden de abundancia de los elementos en sistemas bioldgi-
cos- las reacciones totales durante el tratamiento aerobio se-

ran las siguientes:

Células microbianas + COHNS + 02 ———— méas células + 002 +

HED + NH3 y

Células nitrificantes + NHy + O, {via NO;) , NOJ + H,0 +

3

células nitrificantes
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El aporte del oxigeno suministradc puede tener dife-
rente origen, ya sea por intercambio atmosférico, por aereado-
res mecéinicos o bien por microorganismos fotosintéticos (Limdn,
1979). La cantidad de oxigeno requerido para oxidar la materia
organica contenida en un estanque, depende de la concentracidn
de esta Ultima, si la concentracidén de oxigeno disuelto en el
agua es menor de 1lmg/l, la descomposicién bioquimica de la ma-
teria orgéanica sigue un camino diferente.

En este punto es importante considerar que la nitri-
ficacién es parte de los procesos estrictamente aerobios de los
cuales hemos hablado.

3.5.2. PROCESO ANAEROBIO

El metabolismo anaerobio es un proceso en el cual el
oxigeno no juega parte ni como aceptor terminal de electrones,
ni como sustrato para las reacciones de oxigenacidn.

En una gran variedad de habitats existe continua o
intermitentemente una ausencia total de oxigeno (Gaudy, 1981).

Este mecanismo anaerobio es capaz de convertir la
materia organica a metano y biéxido de carbono. Generalmente
este proceso es utilizado para la purificacién de agua que
cintiene una alta cantidad de desechos orgénicos, como las a-
guas residuales domésticas y los efluentes de algunas indus-
trias, como las empacadoras de alimentos (Kotzé, 1969).

Los desechos sd6lidos son degradados en dos fases
por grupos de bacterias anaerobias (Gloyna, 1973; Mara, 1978).

En la primera fase, un grupo de bacterias heterdtrofas facul-
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tativas hidrolizan y fermentan moléculas organicas complejas en
acidos organicos simples, aldehidos y alcoheoles. En la siguien-
te fase, bacterias metanogénicas, transforman los productos in-
termedios en gas metano, anhidrido carbdnico e hidrégeno.

Un ejemplo de esto es la transformacién del aminoacido
cisteina por degradacidén anaerobia a productos muy simples (Mara,

1978):

FASE I (Formadora de &acido)

4 CH3H?02NS + B H20 —_ 4 CHacOOH + 4 CO2 + 4 NHS + 4 Has + 8H
(cisteina) (ac. acético)
FASE II (Metanogénica)
+
4 CH3000H +8H —m— 5 CH4 + 3 002 + 2 H2O
(ac. acético) (metano)

Los productos finales de la digestidén son: metano,
bidéxido de carbono, sulfuro de hidrogeno, amoniaco y agua,

Fig. 2 (Simpson, 1960).

PROCESO
ANAEROBIO

co H, 0 NH H,S

& 2 My 3 M

4

Fig. 2 Productos finales de la digestién.
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Un aspecto importante a ser tomado en cuenta es que
las bacterias heterdtrofas facultativas (las productoras de a-
cido), se reproducen mucho mas rapido gue las bacterias produc-
toras de metano. Por elle, en los estanques anaerobios maneja-
dos por el hombre se debe asegurar gue exista una poblacién a-
bundante de bacterias metanogénicas, ya gue sin ellas los dese-
chos simplemente entraran en putrefaccidén con los consucuentes
problemas de malos olores y una pobre remocidn de materia orga-
nica (Mara, 1978).

3.6. BIOLOGIA DE LOS ESTANQUES DE ESTABILIZACION

La composicidon biolégica de los estanques de estabi-
lizacidén es altamente variada y depende de la habilidad de los
organismos para adaptarse y transformar la energia disponible.
En casi cualquier ambiente la energia disponible mas abundante
es la energia solar y la energia quimica. En la naturaleza los
grupos de organismos con mayor capacidad para aprovecharlas en
condiciones normales o extremas son las bacterias y las algas,
poblaciones que llegan a ser dominantes en los ecosistemas a-
cuaticos, como en los estanques de estabilizacidén de aguas re-
siduales (Limén, 1979). Sin embargo, aunque ocupan un papel
secundario, la actividad de los protozoarios, hongos y algunos
macroorganismos como rotiferos, crustaceos e insectos forman
parte integral del proceso en sus diferentes etapas de trata-
miento.

La presencia o ausencia de organismos en un estanque

de estabilizacidén estéd regida por las altamente variables ca-
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racteristicas del ambiente, y dependen de varios factores:

i) Tipo de estanque de estabilizacién

Facultativo
Aerobio
Anaerobio

De maduracién

ii)La posicion que ocupe un estanque en particular den-
tro de un sistema de estanques.

iii)El ambiente dentro de un mismo estanque puede ser
muy heterogéneo si el hombre no hace una mezclza meca-
nica del agua, por lo tanto las condiciones en =1 fon-
do y cerca de é1, pueden ser diferentes a las de la
superficie en oxigeno, luz o nutrientes.

Los microorganismos y otros organismos estan involu-
crados en muchos segmentos del tratamiento de aguas residjuales,
el éxito del tratamiento depende del control en el funcionamien-
to de los microorganismos (Parker, 1975). Esto puede hacerse
guiando las propiedades fisicoquimicas del sistema al grado de
que se permita que algunos organismos se desarrollen mas que
otros cuando asi se requiera.

La mayoria de los microorganismos son benéficos para
el hombre, sin embargo, existen los que requieren de tejido vi-
vo para poder vivir o los que liberan toxinas potentes, ellos
son llamados patdgenos. Es de comprenderse que el control de su
presencia deba ser muy eficiente en el efluente al final del

tratamiento (Mara, 1978), sobre todo si el agua va a ser utili-
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zada como recurso para riego agricola o uso recreativo.

La composicién biolégica de un estanque es muy comple-
ja, sin embargo, como ya se ha mencionado antes, las poblacio-
nes bacteriana y algal son las predominantes en estos ecosiste-
mas.

3.6.1. BACTERIAS

La mayoria de las bacterias son microorganismos no-
fotosintéticos, organismos unicelulares que se multiplican por
fisién binaria en dos células hijas. La forma y el tamafic de
las bacterias son muy variadas, aunque los bacilos como las
llamadas enterobacterias son predominantes en las aguas de de-
secho. Casi todas ellas obtienen su energia de la oxidacién de
los compuestos organicos, pero existen algunas capaces de uti-
lizar compuestos inorganicos. El1 carbono de los compuestos or-
ganicos lo incorporan las bacterias a su soma para producir
nuevas células durante la reproduccidn, aunque otro grupo de
bacterias utiliza una fuente inorgénica de carbono (p.ej. bid-
xido de carbono) para este mismo propodsito.

Un factor ambiental importante para las bacterias 1lo
constituye la concentracidn de oxigeno en el medio. Esto no
significa que el oxigeno sea esencial para la respiracidén bac-
teriana en general. Algunas bacterias como los son las "aero-
bias obligadas" requieren necesariamente la presencia de oxi-
geno en su ambiente para poder llevar a cabo sus funciones y si
son privadas de aire detienen su metabolismo y mueren. Otras

por el contrario viven en ambientes completamente anéxicos ya
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que el oxigeno representa un veneno para su desarrollo, estas
bacterias son llamadas "anaerobias obligadas", bajo estas con-
diciones microcantidades de oxigeno en su ambiente pueden ser
letales para estos organismos.

Sin embargo, la mayoria de las bacterias tienen la
capacidad para vivir en ambientes extremos de presencia o to-
tal ausencia de oxigeno. Si hay oxigeno, este es captado para
llevar a cabo los procesos normales de oxidacidn de materiales
que se procesan durante el metabolismo; pero si falta, las bac-
terias no mueren sino que son capaces de sustituir al oxigeno
como aceptor de electrones por otros compuestos disueltos en
el medio, estas bacterias se conocen como "facultativas'.

De las bacterias que se encuentran en los estanques
de estabilizacidn hay mucha literatura, de ello sélo diremos
que las de mayor importancia en sistemas de tratamiento son
los bacilos facultativos ya que tienen gran capacidad para oxi-
dar la materia muerta y crecer abundantemente en condiciones
ambientales extremas. Otro grupo de bacterias muy abundantes
son las coliformes, las cuales aunque no juegan un papel impor-
tante en el proceso de tratamiento (tan sdélo estan de paso en
el sistema), si son buenos indicadores del nivel de purifica-
cionde las aguas residuales.

3.6.2. ALGAS

Las algas son un factor de prima importancia en los
estanques de estabilizacidn. Ellas condicionan en gran medida

el comportamiento ecoldgico de estos cuerpos de agua. Limén
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(1979) describe algunas interacciones que las algas tienen con

el medio:

i)

ii)

iii)

De las algas depende que exista suficiente oxigeno disuel-
to en el agua para que las bacterias lo puedan utilizar en
la degradacion de la materia orgéanica.
La produccion de oxigeno de las algas esta mediada por la
fotosintesis, esto significa la necesidad de biédxido de
carbono que de manera general es aportado por las bacte-
rias, produciendo una estrecha relacién simbidtica entre
estos dos grupos de microorganismos.
Como todo ser vivo, las algas tienen requerimientos nu-
tricionales, y aunque son autétrofos, esto es, no necesi-
tan de fuentes externas para alimentarse, si utilizan
ciertos compuestos inorganicos para llevar a cabo sus fun-
ciones. Los principales compuestos que toman del medio
son el amonio y los fosfatos entre otros, al hacerlo se
reduce la concentracidn de estos nutrientes inorgéanicos
en el agua, contribuyendo a purificar el sistema.
La consistencia de las caracteristicas fisicoquimicas con
respecto a los ambientes acuaticos pueden ser alteradas
por el metabolismo o la concentracién de las algas.

3.6.3. PROTOZOARIOS Y HONGOS

Los protozoarios son organismos unicelulares muy ac-

tivos con un aparato digestivo muy desarrollado que los capaci-

ta para usar formas de alimento sdélido.

En los cuerpos de agua residual la presencia de cier-
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tos grupos de protozoarios esta determinada por el tipc Zde de-
sechos y la disponibilidad de alimento en el agua.

A los protozoarios que viven en las aguas residuales
los podemos dividir en tres grandes grupos, amibas, ciliados y
flagelados (Mara, 1978). Las amibas y los flagelados no son muy
importantes en el tratamiento de las aguas residuales, excepto
desde el punto de vista médico por la importancia que tienen

las amibas patégenas como Entamoeba histolytica productcra de

la disenteria amibiana (amibiasis).

Por otra parte el grupo de los ciliados, dado que a-
parecen en gran numero (1 000 a 10 000 organismos por ml aproxi-
madamente) y son consumidores de bacterias muy activos, pueden
ser considerados como participantes notables en la purificaciédn
de las aguas residuales.

En lo que se refiere a los hongos, estos no se consi-
deran de mucha importancia en los estanques de tratamiento, su
presencia se limita a una permanencia casi latente en cdichos
sistemas. Se ha sugerido que el elevado pH al que trabajan los
sistemas de tratamiento restringen el crecimiento de los hongos
y su actividad puede volverse notable s6lo en ciertos sistemas
que trabajan en niveles de pH bajos.

3.7. NITRIFICACION Y DESNITRIFICACION COMO METODO
PARA LA REMOCION DE NITROGENO EN LAS AGUAS DE
DESECHO

Ya hemos mencionado que la presencia del Nitrdgeno

en sus diferentes formas puede causar serios trastornos en las
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aguas receptoras. De esos problemas, tres scn los de mayor im-
pacto (Kiff, 1972).

3.7.1. DEMANDA DE OXIGENO

Uno de los primeros pasos en la descomposicidn de la
materia organica, es la transformacién de los compuestos nitro-
genados en amoniaco. Durante la Nitrificacidn este amoniaco es
oxidado por bacterias nitrificantes utilizando el oxigeno del
medio, provocando con ello la disminucién del oxigeno disuelto
en el agua. Si la cantidad de amoniaco en el agua es alta, y la
disponibilidad de oxigeno es baja, el amoniaco tendera a acumu-
larse en el medio.

3.7.2. TOXICIDAD DEL AMONIACO

El amoniaco se forma por la hidrélisis de la mayoria
de los aminoacidos, este amoniaco se considera como un nutrien-
te esencial para muchos microorganismos por ser un promotor be-
néfico para el crecimiento de la biomasa (Brockett, 1977). Sin
embargo, a ciertas concentraciones y para algunos organismos el
amoniaco tanto en su forma libre (NHS) como en su forma ioniza-
da (NH;) (Sharma, 1977) puede ser altamente tdéxico al penetrar
la membrana celular e inhibir algunos procesos metabdlicos.

Las concentraciones que se consideran téxicas son al-
tamente variables segin los investigadores dependiendo del tipo
de organismo y de las condiciones del experimento, pero se en-
cuentran en el ambito de 0.29-3.0 mg/l de Nitrdgeno en forma de
amoniaco, no obstante esta toxicidad se puede ver aumentada por

niveles bajos de oxigeno (Kiff, 1972).
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3.7.3. NUTRIENTE DE ENRIQUECIMIENTO

El incremento en el contenido de nitrbégeno de los de-
sechos que se vierten a las aguas nos conduce a problemas aso-
ciados con el sebrecrecimiento de plantas acuaticas y sobre to-
do de algas (Kiff, 1972). Diversos estudios (Prakasam, 1974;
Brown, 1975; van Kessel, 1977; Eggers, 1979) han demostrado que
aunque el nitrégeno no es un factor totalmente limitante, su
remocion del agua minimiza sensiblemente el crecimiento de al-
gas y otras macrofitas acuaticas.

Este problema de euirofizacidn es mas aparente el la-
gos, presas y casi cualquier cuerpo de agua que tienda a ser
mas o menos inmoévil.

Las formas del nitrdégeno que aparecen como contaminan-
tes del agua son los nitritos y las sales de amoniaco. La mayo-
ria de los organismos con caracteristicas vegetales son capaces
de aprovechar estas substancias en favor de su crecimiento.

Estos tres aspectos justifican el que en la aczuali-
dad se hagan grandes esfuerzos para remover el nitrogenc del
agua.

La cantidad de nitrdgeno en sus diferentes formas en
el agua puede variar dependiendo del uso que se le vaya a dar.
Sin embargo, el promedio ideal de remocidén de nitrdégeno para el
efluente en un sistema de tratamiento de agua residual =s de
aproximadamente el 90 % (Kiff, 1972).

3.7.4. METODOS DE ELIMINACION DE NITRdGENO

Existen esencialmente dos tipos de procesos pzara eli-
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minar el nitrégeno de las aguas de desecho: uno es el fisico-
quimico, el cual involucra varias técnicas, comc la del despla-
zamiento por aire, el intercambio idnico, la electrélisis, elec-
trodidlisis, dsmosis inversa, destilaciin, etc.(Ehreth, 1974;
Becker, 1979; Beccari, 1979; Heidman, 1979); el otro proceso es
el bioldgico, que involucra principalmente al sistema nitrifi-
cacidén-desnitrificaciédn.

La remocidn biolégica.de los compuestos nitrogenados
son el resultado de la sintesis celular de algunos microorga-
nismos muy especializados (Mc Carty, 1971; Kiff, 1972; Ehreth,
1974; EPA, 1975; Wetzel, 1975; Hutchinson, 1975; Billen, 1976;
Sharma, 1977; Focht, 1977; Kessel, 1978; Somville, 1978; Wong-
Chong, 1978; Wood, 1981). En el primer paso (nitrificacién), el
amoniaco es sustancialmente oxidado a nitrato por accidén bacte-
riana y la formacidn de nitratos asegura el paso del nitrdgeno
a la siguiente fase del proceso (desnitrificacién).

La desnitrificacidn bioldgica es un proceso microbia-
no en el cual los nitratos y los nitritos son reducidos a nitré-
geno molecular ( Kiff, 1972; Ehreth, 1974; EPA, 1975; Heidman,
1979) debido a que la accidén de los microorganismos, aqui llama-
dos desnitrificantes, utilizan las formas oxidadas del nitrége-
no ( en forma de nitritos y nitratos) como aceptores terminales
de electrones, liberando de esta manera gas nitrdgeno (N,), que
¥ a no es utilizado por ellos en su metabolismo.

Se debe de considerar que la desnitrificacidn ha de

llevarse a cabo en condiciones anaerobias para que los reque-
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rimientos de oxigeno de los microorganismos desnitrificantes
sean satisfechos por los compuestos oxidados de nitrogenc. Otra
consideracion importante ha tomarse en cuenta es la que durante
la nitrificacién el carbono presente en el medio es eliminado
en una gran proporcién y en la desnitrificacién los microorga-
nismos requieren también una fuente de carbono para sus proce-
sos metabolicos. En condiciones naturales, esta fuente de car-
bono puede tener como origen carbohidratos y proteinas, pero en
condiciones de laboratorio y con fines operacionales en plantas
de tratamiento, el carbono es suministrado como metanol (Savage,
1975; Heidman, 1979) e incluso como acido acético, etanol, ace-
tona y azucar (Mc Carty, 1969).

De esta manera podemos expresar la desnitrificacién

de la siguiente manera (Johnson, 1971; Ehreth, 1974; Savage,

1975):
+ -
6 H + 6 N03 + 5 CHBOH —_ 5 CO2 + 3 N2 + 13 Hzo
o de manera esquematica:
co, t N, t co,
Nitrificacidn Desnitrificacidn
afluente q_Metanokﬁ Efluente—
— -+ - -
NH3 NH4—-——¢ N03 NOS__"_' N2
t
02

Primera Fase Segunda Fase
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3.8 NITRIFICACION

La nitrificacidon es un proceso bioldégico casi univer-
sal gue depende de un delicado equilibrio entre las pobliaciones
bacterianas y los factores del medio ambiente. Este proceso o-
curre también en la mayoria de las plantas aerobias para el
tratamiento de las aguas residuales (Sharma, 1977).

La nitrificacidén puede definirse como el mecanismo de
oxidacidn secuencial del amoniaco a nitrito y posteriormente a
nitrato. Este proceso es llevado a cabo por poblaciones bacte-
rianas autdétrofas en las que se involucran principalmente dos

géneros de bacterias, que son Nitrosomonas y Nitrobacter

(Painter, 1970;EPA, 1975; Sharma, 1977; Kelly, 1981).

Estos organismos son quimiolitdtrofos, es decir, ob-
tienen su energia para la respiracidn de la oxidacidén de sustan-
cias inorganicas reducidas, y el carbono para el crecimiento
celular 1o obtienen del CO2.

Se ha propuesto, y en algunos casos se ha demostrado,
que la nitrificacidén la pueden llevar a cabo otros organismos

diferentes a los antes mencionados. Especies heterdtrofas tales

como Aspergillus y Arthrobacter pueden nitrificar, aunque hasta

ahora no se ha podido comprobar que estos organismos contribu-
yan significativamente a la nitrificacidén en la naturaleza
(Sharma, 1977).

3.8.1.BACTERIAS NITRIFICANTES

La oxidacidn biolégica del amoniaco ionizado (NH4J a

nitrito (NOEJ es llevada a cabo por un limitado grupo de nitro-
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bacterias estrictamente aerobias representadas especialmente

por Nitrosomonas sp. De igual manera la conversidn del nizrito
(NOE} a nitrato (NOEJ se realiza principalmente por la inter-
vencién fisioldgica de Nitrobacter sp (Aguirre, 1967; Wallace,
1969; Painter, 1970; Mc Carty, 1971; Srinath, 1974; EPA, 1975;

Sharma, 1977; Gottschalk, 1979; Watson, 1981).

Reaccién 1.-

Nitrosomonas sp +

+ -
NH, + 1.5 0, N02 + 2 H + 2 H,0

Reaccidén 2.-

No-a— s+ 0.5 02 Nitrobacter sp

> NO;

Con excepcidn de algunas cepas de Nitrobacter, las
cuales pueden crecer quimioheterotréficamente, todas las demas
bacterias nitrificantes son autdtrofas obligadas y son incapa-
ces de oxidar otros sustratos que no sean amoniacoc o nitrito
(Lees, 1952; Engel, 1958; Hooper, 1969; Mc Carty, 1971).

Habitat de las bacterias nitrificantes:

Las bacterias nitrificantes se encuentran en casi
cualquier hébitat (Watson,1981); €n el suelo, agua dulce o de
mar, pilas de composta y, por supuesto, en sistemas de trata-
miento de aguas residuales, aunque no son aparentes a menos
de que exista una concentracién adecuada de oxigeno, que va de

Z 0.5 mg/l hasta el punto de saturacidn del oxigeno en el agua

(segin Painter & Jones, 1963).
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De manera general, estos microorganismoas crecen bien
a temperaturas entre 25 y 30 °C, pH mas bien alcalino de 7.5 a
8.0, tensidén de oxigeno media y concentraciones de sustrato que
van de 1 a 25 mM, Sin embargo, en condiciones ambientales extre-
mas como las gue pueden presentar los sistemas de tratamiento
de agua de desecho, las bacterias nitrificantes pueden seguir
nitrificando, aunque, como lo veremos mas adelante, lo hacen de
manera tan limitada como las condiciones del medio lo permitan.
Como ejemplo de ello, podemos mencionar que se han encontrado
organismos nitrificantes en tanques de aguas residuales en con-
diciones de oxigeno muy bajas, a pH tan Acido como 4, aunque no
se desarrollaron a menos de pH 6 ni a las temperaturas extremas
de 8°C y 42°C (Painter, 1970).

3.8.1.1 BACTERIAS AMONIACO OXIDANTES

Actualmente conocemos varias especies de bacterias

capaces de oxidar amoniaco hasta la forma de nitrito, ellas son:

Nitrosomonas europaea

Nitrosovibric tenuis

Nitrosococcus nitrosus

Nitrosococcus oceanus

Nitrosococcus mobilis

Nitrospira briensis

Nitrosolobus multiformis

No obstante, se piensa que puede haber otros géneros

mas capaces de llevar a cabo este proceso, solo que éstos no
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han sido descritos debido ha que se han hecho pocos intentos
por aislar bacterias nitrificantes (Watson,1981).

La identificacidén taxondmica de estas bacterias se
hace tomando en cuenta cuatro parametros principales: forma, ta-
mafio,caracteristicas metabdlicas y arreglo de membranas dentro
del citoplasma, asi como su disposicidn en agregados celulares.

Algunas de sus principales caracteristicas se enun-
cian en la tabla 1.

De los géneros bacterianos anteriormente mencionades,
s6lo Nitrosomonas tiene importancia en el proceso de la nitrifi-
cacidn biolédgica, sobre todo en el tratamiento del agua cde dese-
cho; por ello, el siguiente resumen hara referencia unicamente
a este género.

Clasificacién: Nitrosomonas, por sus caracteristicas
de sintesis de energia a partir de la oxidacidn de compuestos
inorganicos, se clasifica como una bacteria quimiolitotrofa de
la familia Nitrobacteriaceae.

El género Nitrosomonas tiene actualmente mas de 21
cepas muy poco diferenciadas morfolégica y fisioldgicamente u-

na de otra. Des éstas, s6lo Nitrosomonas europaea es general-

mente reconocida como especie valida

3.8.1.1.1 MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA

La estructura externa de Nitrosomonas puede ser algo
variada, pero en general son bacterias en forma de bastones
cortos u ovaladas (Engel, 1961; Buchanan, 1974; Watson,1981).

El tamafio de su célula es de 1 x 1.5 um en promedio.
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Nitrosomonas europaea

Nitrosovibrio tenuis

Nitresoccoccus nitrosus

Nitrosococcus oceanus

Nitrosococcus mobilis

Nitrosospira briensis

Nitrosolobus multiformis

Tahla 1. Caracteristicas de las Bacterias
Oxidantes del amonio (Watson 1981).

MORFOLOGIA CELULAR'

YT

Bacilo

0.8-1.0 X 1.0-2.0 um

Bacilo curvo
0.3-0.4 X 1,1-3.0 um

Cocos
1.5-1.7 um

Cocos
1.8-2.2 um

Cocos
1.5-1.7 um

Espirilo
0.3-0.4 um
0.8-1.0 um

Lobular
1.0-1.5 um

de

de

de

de
de

de

diametro

didmetro

diémetro

didmetro
largo

diémetro

CITOMEMBRANAS

Periférica laminar

Pérdida ocasional de
invaginacién de membra-
na plasmatica

Ultraestructura no
examinada

Localizada en el
centro laminar

Periférica,laminar
ocasionalmente incluida
en el centro de la célula

Sin citomembranas

Citomembranas internas
Célula con divisiones

HABITAT

Suelo,agua dulce,

agua de desecho y mar

Suelo

Suelo

Estrictamente marina

Agua salobre

Suelo

Suelo

2v
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Una caracteristica muy importante de la mayoria de
las formas de Nitrosomonas es la presencia de citomembranas
miltiples dispuestas en la regidn periférica de la célula (Fig.
3). Sin embargo,en algunas especies la citomembrana se limita a
una sola (Fig. 4). La disposicidn y el. nimero de citomembranas
pueden variar en una misma cepa. Segin Watson(1981), estas di-
ferencias pueden originarse debido a las condiciones del culti-

vo o a los artefactos de fijacidn.

Fig. 3 Nitrosomonas europaea mostrando Fig. 4 Nitrosomonas sp. con una
citomembranas miltiples. citomembrana sencilla.

Por la caracteristica de tincién de la envoltura celu-
lar, el género Niirosomonas es Gram negativo.

La motilidad de esta bacteria puede ser o no aparente,
esto se debe a la ausencia o presencia de uno o mas flagelos en

la bacteria. Se ha discutido (Engel, 1961) que la dificultad pa-
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ra observar-en el microscopio electrénico la presencia de di-
chos flagelos puede deberse a diferentes causas, entre otras:

-Centrifugacidén: La fragilidad del flagelo bajo cir-
cunstancias tales como lo es el estar sometido a
gravedades extremas, libera a poblaciones enteras
de este orgéanulo.

-Secado en vacio: Probablemente este factor también
desprende los flagelos cuando las bacterias son
procesadas para ser montadas al microscopio elec-
trénico.

Otra de las consideraciones que se han hecho para

Nitrosomonas es el calculo de su masa (Painter, 1970) entre 0.4

-12
g ).

y 0.5 pg (picogramos= 10

Desde el puntc de vista fisiolégico, el género
Nitrosomonas puede ser dividido en dos grandes grupos, sobre la
base de sus requerimientos idénicos para su crecimiento.

1.- Nitrosomonas aisladas del mar y de plantas de tra-
tamiento de aguas residuales.

2.- Nitrosomonas aisladas del suelo y de agua dulce.

Las Nitrosomonas marinas dejan de crecer en condicio-
nes de salinidad que se acerguen a la mitad de la gque existe en
el agua de mar.

Estudios basados en los radios de bases del ADN (G+C)
han mostrado que no existen diferencias significativas entre

estos dos grupos. Aunque se pueden encontrar diferencias signi-

ficativas entre las diferentes cepas de Nitrosomonas europaea ,
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género y especie a los cuales pertenecen todas las anteriores;
nadie en la actualidad ha hecho una separacidn de estas cepas
en mas de una especie.

3.8.1.1.2 AISLAMIENTO

La literatura reporta que el aislamiento de
Nitrosomonas es increiblemente dificil de lograr y, en los ca-
sos en que ha habido éxito, el procedimiento fue tedioso y di-
ficil e incluso en algunos casos con un resultado incierto
(Lewis, 1958).

Los organismos amoniaco-oxidantes no son muy abundan-
tes en el medio y los métodos para cuantificar su concentraciodn,
como ya se menciondé anteriormente, generan datos muy relativos
{Soriano. 1968); sin embargo, algunos autores reportan concen-
traciones de 1 000-10 000 organismos nitrificantes (Sharma,1977)
po ml en muestras de agua de plantas de tratamiento, y de 1-100
organismos en aguas de rios y lagos (Rhenheimer, 1980). Lewis &
Pramer (1958) mencionan tres de las principales dificultades a
que nos enfrentamos cuando queremos aislar a Nitrosomonas en
cultivo puro:

1.- Los nitrificantes autdtrofos se desarrollan muy

lentamente.

2.- Los contaminantes heterdétrofos en cultivos de en-
riquecimiento se desarrollan a una tasa igual o
mayor que las bacterias nitrificantes.

3.- Las soluciones cominmente empleadas para cultivos

de Nitrosomonas contienen carbonatos insoclubles,
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los cuales evitan la dispersion del crecimiento.

Soriano & Walker (1968) reportan que tardarcr 16 dias
en detectar la presencia de nitritos al tratar de aislar bacte-
rias amoniaco-oxidantes, y en algunos otros casos las pruebas
fueron positivas para este mismo sustrato hasta 22 dias después.

Esto es comprensible si tomamos en cuenta que el tiem-
po de generacidn calculado para Nitrosomonas creciendo en condi-
ciones 6ptimas es de 8 a 36 horas (Droogenbroeck, 1967; Painter,
1970; Sharma, 1977).

De la metodologia propuesta hasta ahora para aislar
nitrificantes sabemos que estas bacterias no pueden ser obte-
nidas directamente de una muestra de agua o suelo (Watson,1981),
para ello se deben utilizar cultivos de enriquecimiento. Estos
cultivos tienen en su formulacién una cantidad mayor de sustra-
to o los sustratos esenciales para el desarrollo de un organis-
mo en particular. En el caso de las bacterias amoniaco-oxidan-
tes los cultivos de enriquecimiento aparte de otros minerales
necesarios para el crecimiento, deberan contener una cantidad
calculadamente mayor de amoniaco en su forma no téxica, gene-
ralmente (NH4)2504 (Carlucci, 1968).

Como ya se sabe Nitrosomonas oxida en condiciones
aerobias el NHZ del medio para obtener su energia y libera al
ambiente comc producto de desecho el nitrito (NOE).

Para saber si esta fase de la nitrificacidén se lleva
a cabo, se mide la relacidén entre la baja en el contenido del

NH; y el aumento en la concentracidon del NOE, aparte de la ob-
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servacion del crecimiento en el numero de organismos bacteria-
nos.

Este crecimiento bacteriano no indica precisamente
que sb6lo crece Nitrosomonas, pero en estas condiciones de cul-
tivo debe ser el organismo dominante en el medio de enrigqueci-
miento.

Aunque los diferentes medios utilizados para el cre-
cimiento de nitrificantes son formulados exclusivamente con com-
puestos inorganicos, estas mismas bacteria excretan compuestos
organicos que pueden soportar el crecimiento de bacterias hete-
rétrofas (wWatson,1981).

En la actualidad contamos con medios de cultivo for-
mulados para el enriquecimiento y aislamiento de las bacterias
amoniaco-oxidantes (ver apéndice). De éstos, los mas ampliamen-
te usados son los cultivos liquidos, ya que en ellos es posible
monitorear con facilidad el cambio en los parametros fisicoqui-
micos del medio que nos pueden indicar el nivel de desarrollo
bacteriano, a diferencia de los cultivog en placa en donde ne-
cesitamos esperar de 1-4 meses para poder observar a simpie
vista agregados bacterianos de nitrificantes, aparte de gue
las microcolonias que crecen en placas, no tienen caracteristi-
cas distintivas propias. No obstante las dificultades que pre-
sentan los cultivos en cajas Petri, se obtienen buenos resulta-
dos cuando se utilizan los medios de enriquecimiento liquidos
para acelerar el crecimiento de 1aé bacterias y luego éstas se

inoculan en cajas de Petri con los medios de cultivo sélidos a-
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decuados.

Otra forma de identificar las bacterias amoniaco-oxi-
dantes es por la deteccidn y, en muchos casos, cuantificacién
del nitrito formado por las bacterias. Este método puede ser u-
tilizado cuando se cultivan las bacterias en cajas de Petri,.
pero es mas eficiente en cultivos liquidos como el medio de en-
riquecimiento del cual se habld anteriormente (Finstein, 1972).

3.8.1.2 BACTERIAS NITRITO-OXIDANTES

Para completar la segunda fase de la nitrificacidn es
necesaria la intervencidén de un pequefio grupo de bacterias alta-
mente especializadas en oxidar el nitrito (NOE) del medio hasta
la forma de nitrato (NOQ). Hasta ahora se conocen tres especies

bacterianas capaces de completar este proceso:

Nitrobacter winogradskyi

Nitrococcus mobilis

Nitrospina gracilis

Al igual que las bacterias amoniaco-oxidantes, las
bacterias nitrito-oxidantes son estrictamente aerobias. Su ha-

bitat es muy variado, sin embargo, Nitrococcus y Nitrospina son

organismos que s6lo se han aislado del mar.
El género Nitrobacter puede ser hallado en agua dulce,
en el suelo, el mar y aun en plantas de tratamiento de agua.
Algunas caracteristicas de estas bacterias son presen-

tadas en la tabla 2.
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Nitrobacter winogradskyi

Nitreosococcus mobilis

NItrospina gracilis

Tabla 2. Caracteristicas de las Bacterias
Oxidantes del nitrito (Watson1981).

MORFOLOGIA CELULAR
Y TAMANO

Bacilo
0,6-0.8 X 1,0-2.0 um

Cocos
1,5-1.8 um de diémetro

Bacilo
0.3-0.4 X 2.6-6.5 um

CITOMEMBRANAS

Cubierta polar de vesiculas
aplanadas en la regidn peri-
férica de las células

Membranas tubulares arregla-
das azarosamente en el cito-
plasma

S6lo ocasionalmente se en-
cuentran como invaginaciones
de la membrana plasmética
dentro del citoplasma

HABITAT

suelo, agua de
desecho, agun dulce
agua marina

Marino

Marino

6%
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El hecho de que Nitrobacter sea el unico género del
grupo de bacterias nitrito-oxidantes que ha sido aislado en sis-
temas de purificacidén de aguas de desecho, descarta la descrip-

cién, en este trabajo de los géneros Nitrosococcus y Nitrospina.

Clasificacidén: Tomando en cuenta que su forma de ob-
tencidén de energia en algunos casos es autétrofa y en otros he-
terdtrofa (Delwiche, 1965; Sharma, 1977), la bacteria
Nitrobacter se puede considerar como un quimiolitotrofo facul-
tativo.

El manual Bergey's clasifica a Nitrobacter como una
bacteria quimiolitotrofa Gram negativa, Ae la familia Nitrobac-
teriaceae, género Nitrobacter, especie winogradskyi.

3.8.1.2.1 MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA

Al igual que muchos otros organismos, Nitrohacter
winogradskyi tiene una morfologia variable que depende de las
condiciones del ambiente (Pope, 1969). Generalmente tiene la
forma de bastdn y, bajo grandes aumentos en el microscopio e-
lectrénico, se distingue una forma de pera. E1 tamaiio es de
0.5 x 1.0 pm y puede tener un flagelo polar de 4-6 um de lon-
gitud.

El tipo de divisién no estd perfectamente compren-
dida; sin embargo, se ha sugerido que precisamente la forma de
pera que presenta puede indicar una fisién asimétrica (Pope,
1969), lo que se conoce como gemacidn.

La ultraestructura de la membrana muestra una clara

diferencia con los deméds grupos bacterianos: la presencia de
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varias capas electrodensas en la periferia de la célula (Fig. 5).

De 21 cepas de nitrobacterias examinadas por Watson
(1981), ninguna pudo establecerse como una especie diferente a

Nitrobacter winogradskyi.

No se poseen los criterios suficientes para diferen-
ciar mas especies de este género, pero seguramente estudios mas
profundos podran dividir al género en al menos dos especies mas
(Watson, 1981).

Esta incertidumbre se ha hecho mas critica por el he-
cho de que algunas cepas mantenidas en el laboratorio tienen la
habilidad de crecer heterotréficamente utilizando acetato como
fuente de carbono y energia, a diferencia de otras que son qui-
miolitotrofas obligadas.

3.8.1.2.2 AISLAMIENTO

Al igual gue en el caso de las bacterias amoniaco-oxi-
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dantes el aislamiento de bacterias nitrito-oxidantes es un pro-
cedimiento largo y dificil. Ello se debe en gran parte a que
Nitrobacter tiene un prolongado tiempo de generacidén de 8 horas
o mas.

El método mas rapido para el aislamiento de estas bac-
terias nitrificantes es por la estimulacidén del crecimiento en
el medio de enriquecimiento (ver apéndice). En estos, el sustra-
to esencial es el nitrito, generalmente de sodio (NaNOz}.

El aislamiento de estos organismos se puede hacer a
partir de una gran cantidad de sustratos, agua dulce, agua de
mar, pilas de composta, en aguas de sistemas de tratamiento,etc.

La cantidad de indculo que se agrega al medio de cul-
tivo es variable, dependiendo de la concentracidn de bacterias
nitrito-oxidantes, por ello se recomienda hacer indculos con-
centrados y a varias diluciones.

Los medios de enriquecimiento para Nitrobacter care-
cen de sustancias inorganicas, lo que en teoria, evitaria el
desarrollo de organismos heterdtrofos; sin embargo, por el me-
tabolismo propic de Nitrobacter aparecen en el medio productos
organicos que pueden favorecer la multiplicacién de dichos he-
terdtrofos.

Para evitar este problema es conveniente hacer trans-
ferencias periddicas a medios de cultivo nuevos.

Las bacterias nitrito-oxidantes, comoc se menciond an-
teriormente, producen nitrato como producto de la oxidacidn me-

tabbélica del nitrito, estos nitratos son liberados al exterior,
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razdén por la cual se puede monitarear la tasa de consumo-produc-
cién de estos compuestos nitrogenados.

Para asegurar el desarrollo de Nitrobacter en el me-
dio de enriquecimiento, se debe analizar peridédicamente la can-
tidad de nitrito consumido, agregando pequefios incrementos de
nitrito al medio, similares a la tasa de consumo, con el fin de
mantener un nivel constante de este sustrato, que estimule el
crecimiento de la bacteria.

Otro factor muy importante que debe ser considerado
es es el valor del pH del medio de cultivo.

Se ha reportado (Painter, 1970) que el ambito 6ptimo
de pH para un buen crecimiento de Nitrobacter esti entre 8.3 y
9.3, una baja en el pH produce un efecto inhibitorio.

3.9 BIOQUIMICA DE LA NITRIFICACION

El mecanismo biolégico para la conversidén del amonia-
co en compuestos mSa estables como los nitritos y los nitratos
involucra varias reacciones intermedias mediadas por enzimas.
Muchas de éstas son altamente complejas y algunas no estan bien
comprendidas a(n.

Sin embargo, se estan haciendo grandes esfuerzos para
ahondar en el conocimiento sobre la bioquimica de la nitrifica-
cidén (Painter, 1970; EPA, 1975; Sharma, 1977).

La reaccién estequiométrica para la oxidacidén del a-

moniace por Nitrosomonas sp. hasta nitrito es:

+ - -
NH4 + 1.5 02 _ 2 H o+ HEO + N02
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La pérdida de energia libre para esta reaccion ha si-
do calculada entre 58-84 kcal por mol de amoniaco.
La reaccién para la oxidacién del nitrito a nitrato

por Nitrobacter es:

N02 + 0.5 02 —————— 1\]03

Agui se calcula que se libera entre 15.4 y 20.9 kcal
por mol de nitrito.

De esto se asume que Nitrosomonas cbtiene mas energia
por mol de nitrdogeno oxidado que Nitrobacter. En ambos casos la
energia liberada de cada reaccidn es utilizada por los organis-
mos nitrificantes para su desarréllo.

De manera general, la reaccidn total para definir a

la nitrificacién se puede expresar de la siguiente manera:

+ - +
NH4 + 2 02 3 NO3 + 2 H + H20

Considerando que la férmula empirica de la biomasa de
las bacterias nitrificantes fuera C5H7N02 (EPA, 1975) el creci-

miento de Nitrosomonas se puede expresar asi:

+ - +
15 CO, + 13 NH4 —_— 10 NO2 + 3 C_H NO2 + 23 H + 4 H20

57
Nitrosomonas

2
y para Nitrobacter

5 CO +NH;+10N05+2H0———-—= 10NO + C.H,NO, + H”

2 57 2
Nitrobacter

2
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Un hecho notable en las reacciones anteriores, tanto
en la conversién de NH; a NOE como en la produccidén de bicmasa
bacteriana, es la liberacidn al ambiente de acido libre (") y
el consumo de 002. En condiciones normales estas reaccidnes se
llevan a cabo en niveles de pH menores a 8.3. Bajo estas cir-
cunstancias el acido producido reacciona de manera inmediata
con el ion bicarbonato (HCOQ). Los microorganismos consumen el
biéxido de carbono (en forma de Hacos) disminuyendo su concen-
tracién en el sistema.

La ecuaciodn:

Nt + 20

4 5 + 2 HCO, ————— NO, + H2C03 + H,0

3 3 2
muestra que se consume alcalinidad por la oxidacidén del amonia-
co y se produce bidéxido de carbono (H2003 en la fase acuosa).

Se ha calculado que 6.0-7.4 mg de alcalinidad como
CaCO3 es consumida por cada miligramo de NHZ oxidado a nitra-
to.

La produccidén de acido sobre todo en sistemas de tra-
tamiento de aguas residuales tiende a bajar el pH (Winkler,1981)
de manera que un cuerpo de agua de este tipo gque no tenga con-
trol en el contexto de su sistema del acido carbdnico y que
contenga suficiente amoniaco, eventualmente caerad a un nivel
en donde la nitrificacidn se detenga.

Considerando estas condiciones de pH Winkler (1981)

menciona la existancia de dos reacciones no bioldgicas en la

nitrificacion.
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La primera es la '"reaccidén de van Slyke" que se lleva
a cabo a valores de pH tan bajos como 5 y donde el amonio-ni-

trito se descompone asi:

+ -
NH, + NO

> >NH4N02 — N, + 2 H,O

La otra reaccidn ocurre también a niveles de pH aci-
dos, pero en condiciones de oxigeno abundantes para oxidar los
nitritos a nitratcs por un mecanismo puramente quimico.

Experimentalmente Singer (1975) reporta la ozoniza-
cién del amoniaco por la reaccidén de oxidacidn de este Ultimo
hasta nitrato en un ambiente de pH de 7-9.

3.9.1 OXIGENO DISUELTO

Las consideraciones que se han hecho para determinar
los requerimientos de oxigeno para que la nitrificacidn se lle-
ve a cabo dependen de muchos factores. No obstante, estequiomé-
tricamente se predice que se requieren:

3.43 mg de Oxigeno para nitrificar 1 mg de NH:—N

1.14 mg de Oxigeno para nitrificar 1 mg de NOE—N

por lo tanto la Demanda Nitrogenosa de Oxigeno Tedrica es de:

4.57 mg de 02 por miligramo de NH;—N (Sharma, 1977)

Como se puede observar la cantidad de oxigeno que se
demanda para que la nitrificacidén se lleve a cabo es conside-
rable., EPA (1975%) ejemplifica que para oxidar 30 mg/l de ni-
trégeno de amoniaco se requieren alrededor de 138 mg/l de o-

xigeno, y se previene de que todos los sistemas nitrificantes
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contienen materiales, aparte del amoniaco, que demandan oxigeno,
lo gque hace gue estos sistemas nitrificantes tengan reguerimien-
tos de oxigeno mucho mayores.

Dado que no existe un conocimiento exacto del mecanis-
mo bioquimico de la nitrificacidén y los resultados experimenta-
les comparados con los calculos estequiométricos para la oxida-
cidn del amoniaco varian ligeramente en cada laboratorio, se
han eleborado varias teorias para explicar las diferencias en-
tre lo tedrico y lo experimental.

Sharma (1977) da una teoria en donde se sugiere que
durante el proceso de sintesis de protoplasma se producen pe-
quefias cantidades de oxigeno. .

5 COE + NH3 + 2 H20 —_— CEH?NOE + 5 02
donde este oxigeno puede ser utilizado para la nitrificacidn.

Esta teoria se basa en un experimento donde se cal-
cula que para oxidar 1 parte de NHZ—N a NOE—N se necesitaron
3.22 partes de oxigeno, y para oxidar 1 parte de NOE-—N se uti-
lizaron 1.11 partes de oxigeno, cantidades comparablemente me-
nores a los valores estequiométricos tedricos universales pa-
ra la reaccidn de nitrificacidn.

Sin embargo, esta teoris ha sido cuestionada con el

argumento de que el oxigeno del CO, no puede ser liberado, de

2
acuerdo al ciclo de Calvin.
Otras observaciones concernientes al oxigeno seran

consideradas posteriormente.
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3.9.2 MECANISMO DE LA OXIDACION DEL AMONIACZ
POR Nitrosomonas
En los esquemas anteriores para mostrar la primera
reaccién de la nitrificacién sélo utilizamos el primero y el

Gltimo sustrato es decir:

-+ -
NH4 ——— NO2

Anderson (1965) propone un esquema mas detallado de

este proceso:

|— oxidacién | deshidrogenacién——— | oxidacion |
NH; S—rd (NHQJ-——-——’ NHQOH—*—-—h NHOH——— NOH———— NO—— NO;
T ! i

1, 1,
energia % NHQ % NEO

en el se demuestra la presencia de varios sustratos intermedios
(tales como: aminas (NH2). hidroxilamina (NHEOH). nitroxil (NOH)
y 6xido nitrico (NO)) antes de llegar a la oxidacién del NO,
Una consideracidén muy importante gque hace Engel (en
Hofman, 1952) es que la oxidacidén del amoniaco por Ni<rosomonas
tiene lugar sobre la superficie celular, mas especificamente en
las membranas miltiples, con el objeto de que el nitrito forma-
do no entre en grandes cantidades al interior de la célula,sino
que se mantenga en niveles adecuados para mantener lcs requeri-
mientos normales de asimilacion y respiracién celular.
Regresando al esquema de Anderson, podemos cbservar

que la oxidacidén del amoniaco a hidroxilamina (NHEOHJ es una
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reaccidén endergdnica, es decir que hay gasto de energié- Sin
embargo, se ha demostrado (Hooper, 1968) que la hidroxilamina
funciona como donador de electrones en reacciones subsecuentes,
produciendo de esta manera gran cantidad de energia para
Nitrosomonas.

Una enzima, la hidroxilamina-oxidoreductasa cataliza
la radpida oxidacidén de hidroxilamina a nitrito (Hofman, 1952;
Lees, 1952; Hooper, 1967; Hooper, 1969; Verstraete, 1973;
Suzuki, 1974; Hooper, 1977), esta enzima contiene un citocromo
P-460 el cual es unico para las bacterias nitrificantes amonia-
co-oxidantes.

Aleem (1966) describe un posible mecanismo para expli-
car la reaccidn exergdnica que sucede después de la formacidn

de la hidroxilamina (Fig. 6).

NH,_,OH

5 »Cyt. b ———

Flavinas
Piridi#’Nucleétidos
Fig. 6. Posible mecanismo propuesto por Aleem para explicar la reacciodn

exergdénica en las membranas de Nitrosomonas europaea . Los sig-
nos (~ ) significan intermediarios de alta energia.
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3.9.3 MECANISMO DE LA OXIDACION DEL NITRITO POR

Nitrobacter

Al igual que en la oxidacidén del amoniaco por
Nitrosomonas, la oxidacidén del nitrito ocurre por un mecanismo
enzimatico secuencial, que involucra la transferencia de elec-
trones desde el nitrito hasta el oxigeno (Cobley, 1976; Sharma,
1977).

Van Gool (1966) ha encontrado una alta concentracién
de citocromos en Nitrobacter, y considera que este hecho es una
adaptacién para que la cadena respiratoria no sea tan desfavora-
ble desde el punto de vista termodinamico en la primera parte
del proceso, esto significa que si el equilibrio de la concen-
tracién del producto de la reaccidn en el primer paso es muy
baja, una manera de asegurar la remocidén de este productoc de
manera rapida consiste en aumentar la concentracion de los a-
carreadores (citocromos) involucrados en el siguiente paso de
la reacciodn.

El sustrato que sirve como aceptor de electrones en
el caso de Nitrobacter es el oxigeno, pero a diferencia de
Nitrosomonas, que lo puede tomar de la atmésfera, Nitrobacter
lo toma del agua (Sharma, 1977).

El sistema nitrito-oxidante ha sido asociado con las
membranas intracelulares, aunque experimentalmente se ha obser-
vado la nitrificacién en extractos libres de células, pero con
poca actividad (Wallace, 1969).

Kiesov (1972) afirma que es en varias membranas de do-
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ble capa en Nitrobacter , donde se encuentran las enzimas que
convierten el tdxico nitrito en nitrato menos toxico.

Se ha demostrado que el mecanismo de la reaccidn pa-
ra producir energia tiene una doble funcién (Kiesov, 1972;

Gottschalk, 1979), ver Fig. 7.

NADH NAD Asimilacidn

K__/ de Carbono

CADP + Pi =
Lo ATP Q
s m '1
Flavoproteina " g
=
)
oo
it b 5o
citocromo 28
- : n
M -
ADP + Pi 8
-~
ATP 2
— @
. "
citocromo ¢ g
ADP + Pi
s
ATP

|NOy ¢—————— citocromo a, ¢ NO,, E
o 5 —
0 =
50
0 3
ot i !
aa citocromo a,
3
O @ ot =
=4 . ADP + Pi
o
n ATP
) /‘=—\’
1
% 0, H,0

Fig. 7. Esquema propuesto por Kiesov para explicar la utilizacidn de
energia.
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La energia producida por la oxidaciin del nitrito pue-
ie ser utilizada por una parte, en la asimilzzién de carbono
cor la célula, o bien como energia libre para la produccién de
ATP, en ambos casos el nitrito es oxidado a rnizrato.

Si se requiere la generacidon de ATP, los electrones

fluyen del citocromo a, al citocromo 605 (aal, posteriormente

1
pasan al citocromo oxidasa, donde se genera ATP por la fosfori-
lacidén del ADP (Cobley, 1976) y finalmente llega al oxigeno co-
mo Ultimo aceptor de electrones. En este mecanismo el flujo de
electrones es libre y caen en "cascada". Debido al potencial
redox positivo del nitrito se forma solamente 1 ATP por cada
par de electrones.

Si por otra parte se requiere la asimilacidén de car-
bono las bacterias nitrito-oxidantes deben emplear el mecanismo
enzimatico de transferencia inversa de electrones para la re-
duccién del NAD (Kiesov, 1972; Sharma, 1977; Gottschalk, 1979).
Zn la transferencia inversa de electrones los electrones son
"empujados" hacia arriba (Fig. 7) desde el potencial redox po-
sitivo hacia uno negativo. Para ello se requiere de la energia
que proviene de la hidrdlisis del ATP.

Gottschalk (1979) considera que una gran cantidad de
ATP ganado por la fosforilacidén del ADP debe ser invertido en
la formacidn de NADHE. Probablemente se requieren 3 ATP por ca-
da 2 electrones.

Esto explicaria que grandes cantidades de nitrito

tengan gue ser oxidadas para permitir el crecimiento de
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Nitrobacter, ademas gue el crecimiento de estos orgarismcs sea
muy lento.

Se ha dichec que Nitrobacter para desarrollzrse requie-
re de oxigeno, es decir es un aerobio obligado, pero en zondi-
ciones extremas de baja tensién de oxigeno, como por eiemplo en
un estanque de estabilizacidn poco aereado, Nitrobac:er es ca-
paz de convertirse en un nitrato-reductor, llevando =z cabo una

reaccidén inversa en ausencia de oxigeno (Sharma, 1977).

" = * e
NO3 + 2 e + 2 H ¢ ’ N’U2 + H20

Esto implica que bajo ciertas condiciones las bacte-
rias nitrificantes pueden estar presentes en cuerpos de agua a-
naerobios o con cantidades de oxigeno muy bajas, y mas ain gque
pueden posiblemente desnitrificar en zonas localmente anzero-
bias. Sin embargo, faltan estudios para probar la extersidn de
estas afirmaciones.

3.10 PARAMETROS QUE AFECTAN LA NITRIFICACIGN

La nitrificacidn es sensible bajo determinadas condi-
ciones a la modificacidén de los valores de ciertos parametros
(Prosse, 1977).

Actualmente es posible modificar o mantener ciertos
parametros para optimizar el proceso de la nitrificacidn sobre
todo en plantas de tratamiento de agua residual.

Las observaciones que se haran son muy generales y
dependen en gran medida de las circunstancias de observacién

de cada investigador.
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3.10.1 TXIGENO DISUELTO

La nitrificacidn es afectada significativamente cuan-
do la concentracién de oxigeno disuelto es baja. No obstante
concentraciones medias y altas de oxigeno no parecen mejorar
significativamente la tasa de nitrificacién cuando ésta llega
a su nivel o6ptime (Painter, 1970).

En estudios a tensiones bajas de oxigeno, los microor-
ganismos nitrificantes fueron afectados, disminuyendo su capa-
cidad para reproducirse. Nitrobacter parece ser afectada en ma-
yor grado que Nitrosomonas. Esto parece ser la razdn de que la
nitrificacién no sea completada en sistemas acudticos con car-
gas organicas altas, donde la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO) es alta.

La literatura reporta que la concentracidon critica
de oxigeno disuelto para que la nitrificacién se lleve a cabo
no debe ser menor de 0.5 mg/l de oxigeno disuelto, a concen-
traciones menores la nitrificacién no ocurre. La concentracidn
optima promedio de oxigeno disuelto debe ser entre 4-7 mg/l en
plantas de tratamiento de agua residual (Painter, 1970).

La nitrificacidén se lleva a cabo a una tasa que es
independiente del oxigeno disuelto arriba de la concentracidn
critica.

Los organismos nitrificantes pueden sobrevivir bajo
ciertas condiciones en ambientes anaerobios, disminuyendo su
metabolismo y activando su sistema enzimatico reductor (Sharma,

1877), si las condiciones cambian, es decir, el ambiente se
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torna aerobio, l1os nitrificantes tienen la facultad de recupe-
rarse y continuar nitrificando.

3.10.2 TEMPERATURA

La informacion disponible hasta ahora sobre el efecto
de la temperatura en la nitrificacidn estid basada en estudios
de sistemas cuyas temperaturas van mas alla de los 20 °C (EPA,
1975). Las investigaciones de laboratorio que tratan de la ni-
trificacidén a bajas temperaturas arrojan datos demasiado con-
tradictorios, de ellos sbélo se puede concluir que la nitrifica-
cién no ocurre a menos de 8 °C (Painter, 1970), esto explica
por qué es dificil esperar tasas de nitrificacién altas en el
invierno.

La temperatura optima para el crecimiento de organis-
mos nitrificantes parece estar en el ambito de 28-36 °C (Sharma,
1977) y poco o ningin crecimiento ocurre por abajo de los 4 °C.

De manera general la temperatura es un parametro muy
dificil de controlar, sobre todo en cuerpos de agua de gran ta-
mafno. Desde el punto de vista operacional no es conveniente
construir sistemas nitrificantes en lugares extremosos de bajas
temperaturas, a menos de gque en invierno sea relativamente fa-
cil y poco costoso aumentar el tiempo de retencidn para comple-
tar la nitrificaciédn.

3.10.3 POTENCIAL HIZROGENO (pH)

Como todo proceso bioldgico, la nitrificacidén puede
ser afectada por el pH del sistema.

Parece ser que la explicacidén mas viable a este fend-
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—=no es que el pH afecta la actividad enzimidtica de los organis-
mzs nitrificantes puesto que las enzimas son activas sdélo en un

2mbito muy estrecho de pH (Gaudy, 1981) y despliegan su activi-

L

=zd a un pH 6ptimo.

AUn no se conoce bien el mecanismo por el cual la ta-
=zz de crecimiento y la viabilidad de los nitrificantes son afec-
Tzados, pero existen experimentos con preparaciones de membranas
zue demuestran que a determinados valores de pH el mecanismo de
~ransporte a través de membrana se ve afectado.

Anthonisen (en Painter, 1972) ha propuesto un mecanis-
=2 para explicar de qué manera el pH puede afectar la tasa de
~itrificacién. Su hipétesis se basa en el hecho de que el equi-
_ibrio amonio-amoniaceo y nitrito-acido nitroso depende del pH.
Segin Anthonisen tanto el '"amoniaco libre" (NHa) como el "Acido
nitroso libre" (HNOQ) inhiben a los organismos nitrificantes.

Ze postula que cuando el pH intracelular de una bacteria nitri-
Ticante es menor que el pH del ambiente extracelular, el amonia-
2o libre penetrarid la membrana celular y el amoniaceo ionizado
NH;) permanecera en el ambiente extracelular.

De manera similar, cuando el pH intracelular es mayor
sue el del ambiente extracelular, el acido nitroso libre pene-
~rard a la célula, pero no lo hard el ion nitrito (NOE).

Los reportes sobre el ambiente éptimo de pH para que
la nitrificacidn se lleve a cabo son variados, pero se puede
zeneralizar que los nitrificantes prefieren un ambiente ligera-

mente alcalino con un pH oOptimo de 8.5. Niveles de pH por abajo
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de 5.0 detienen completamente la nitrificacidén bhiolégica
(Winkler, 1981).
3.10.4 CONCENTRACION DE IONES AMONIACO Y NITRITO

Nitrosomonas y Nitrobacter son muy sensibles a concen-

traciones altas de sus propios sustratos. Ya mencionamos antes
que el grado de inhibicidn depende del equilibrio amoniaco-amo-

nio y nitrito-acido nitroso.

"
4

rias nitrificantes, cantidades excesivas pueden inhibir el cre-

Aungue el NH, es la fuente de energia para las bacte-
cimiento de esas bacterias. El amoniaco es mas inhibitorio para
Nitrobacter que para Nitrosomonas. No obstante un equilibrio en
la concentracidén de amonio mejora marcadamente la tasa de nitri-
ficacidén (Gujer, 1978).
Concentraciones altas de nitrito pueden reducir la

actividad de los organismos nitrificantes a niveles bajos de pH,
principalmente por la formacidén de acido nitrosoc mas que por el

ion nitrito.

N02 + HZO (= HNO2 + H20

Las concentraciones de amoniaco y del ion nitrito en
el agua de desecho doméstico no estén en el ambito inhibitorio.
Sin embargo, en plantas de tratamiento de aguas residuales de
granjas, industrias y de desechos agricolas, se debe prestar
mayor atencidén ya que ahi se encuentran sustratos y productos

de gran significado en la inhibicidén de la nitrificacidn.

Otro factor mas que debe ser tomado en cuenta, es el
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=fecto que tiene la concentracién de nitrificantes en el siste-
7a (Srinath, 1974). La concentracién de organiscos nitrifican-
zes es un factor mayor en la tasa de nitrificacidén. La cantidad
e nitrificantes esta determinada por el tiempc de generacidén
iz los organismos, los cuales estan relacionados con la canti-
izd de energia obtenida por la oxidacidn del amoniaco o del
nitrito.

3.10.5 CARGA ORGANICA Y TIEMPO DE RETENCION

La carga organica y el tiempo de retencidén son dos de
los parametros operacionales que afectan significativamente el
proceso de la nitrificacion.

Manteniendo los parametros tales como la temperatura,
0D, pH, etec. a nivel constante, se ha observado que el grado de
nitrificacidn disminuye significativamente cuandoc hay un incre-
mento en la carga organica (Balakrishnan, 1969; Prakasam, 1972;
Stafford, 1974; Sharma, 1977).

No se conoce muy bien la relacidén que existe entre la
nitrificacidén y la carga, pero hay indicios de que grandes can-
tidades de materia orgénica demandan mucho oxigeno y limitan su
disponibilidad al sistema nitrificante debido a la localizada
competencia entre heterdtrofos comunes y nitrificantes.

Por otra parte es necesario proveer un cierto tiempo
de retencién minimo que varia en funcién de determinados para-
metros.

Tiempos de retencidén altos se pueden necesitar si:
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a) La concentracidn de nitrificantes =3 baja.

pb) La edad de los lodos es baja.

c) La temperatura del sistema es baja.

El tiempo de retencion de sdlidos y el control de la
carga organica son las herramientas para lograr un buen manejo
de la nitrificacidn en un sistema de tratamientc de agua resi-

dual (Downing, 1968).
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4. METODOLOGTA

DESCRIPCICON DEL AREA DE ESTUDIO:

Este estudio se hizo en uno de dos estangues de esta-
bilizacién disefiados para tratar aguas residuales de tipo do-
méstico.

Este sistema de estanques de estabilizacién se ubica
en los margenes de Santo Tomas Atzingo, poblado perteneciente
al municipio de Tlalmanalco en el Estado de México (Mapa 1), a
una altitud de 2475 m snm.

El clima predominante en la zona es del tipo C(W}e(w]
(b) segin Garcia (1975), es decir, el clima es templado subhu-
medo y con lluvias en verano. El promedio de temperatura es de
29 °C para la temperatura mas alta y hasta -3 °C para la mas
baja.

El ejido de Santo Tomas tiene una superficie total de
450 Hectareas y una poblacidn (hasta el censo de 1980) de 1200
habitantes. Las actividades predominantes de la poblacién son
agricolas y ganaderas.

SISTEMA DE ESTANQUES DE ESTABILIZACION

Los estanques de estabilizacidon de Santo Tom&s Atzin-
go son dos cuerpos de agua construidos para tratar las aguas
residuales del poblado.

Estos estanques tienen forma rectangular (Fig. 8). El
lecho es de tierra y su profundidad varia de 1.0 a 1.7 m con u-
na longitud de 40.1 m y 14.6 m de ancho. En el afio de 1983 fue-

ron redisefiados para trabajar facultativamente.
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L.Tlalnepantla

TOLUCA * * Chalco

* Santo TomAs Atzingo

ESTADO DE MEXICO * Amecameca

Mapa 1. Localizacién del poblado de Santec Tomas Atzingo.
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Fig. B. Sistema de =stanques en Santo Tomés Atzingo.

Los desechos que se incorporan al sistema de estanques
son exclusivamente de tipo municipal, dado que en la zona no e-
xiste industria zlguna que pudiera afectar los desechos de tipo
doméstico del pctlado.

ESTACIONES DE TOMA DE MUESTRA

Previc a la selecciin de los puntos de muestreo, se
hizo un anélisis preliminar en los dos estanques con el objeto
de establecer er. cual de los dos era mas probable gue se lleva-
ra a cabo la nitrificacién.

Analisis anteriores hechos por otros investigadores
reportaban la ausencia de oxigeno disuelto (OD) en el agua de
estos estanques.

Los aralisis seleccionados para el estudio preliminar
fueron: 0D (con muestreador de oxigeno portatil YSI), potencial

redox y pH utilizando el pHmetro "Chem-mate'" de Beckman Instru-
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El estangie nimero dos fuf el Gnico en donde se detec-
por lo cual fue escogido para este estudio.

De acuerdc a la capacidad de trabajo y de equipo con
se contaba pzra campo y laboratoric, se fijaron 10 esta-
para la tomaz de muestra. Las estaciones se distribuyeron

era que abarcaran la mayor parte del sistema (Fig. 9).

2 4 7
d 5 8 10 efluente
,
3 6 9

T
o=
4

zona A zona B zona C

Distribucidén de las estaciones de muestrec en el estanque 2.

Por su disefio este estanque trabaja con flujo en for-
"pistén" por lo que las zonas de toma de muestra se divi-
1 en:

Zona A (Afluente)
Zona B (Intermedia)
Zona C (Efluente)
Considerando gque la capa superficial es la que tiene

cantidad de 0D por su contacto con la capa atmosférica
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-2 difunde oxigeno por la fuerza del aire y porque es la zona
iz luz para la actividad fotosintética, la toma de mues=<ra se
~..zc dentro de los primeros 0.10 m bajo el nivel del agua.

Se planearon 9 muestreos quincenales duran-e el afio
Z= 1983 tratando de abarcar la época méas calida y la 2poca mas
“ria del afio, para observar como es afectada la nitrificacidn
tajo el parametro temperatura.

DETERMINACIONES "In situ"

Se midieron la concentracidén de OD y la temperatura
c2n un oximetro Hach (modelo 16046), Chequeos tituloméiricos
veriddicos por el método Winkler (APHA, 1980) fueron hechos pa-
r& un control de calidad del oximetro. Las mediciones de pH y
cotencial Redox se efectuaron en el campo con un pHmetro porté-
<il Beckman (modelo "Chem-mate) adecuadamente calibrado con so-
luziones estéandar amortiguadas.

La acidez y la alcalinidad se determinaron por el mé-

—odo potenciométrico para aguas residuales segin el manual del

‘Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater"
LPHA, 1980Q), con el pHmetro descrite anteriormente.

ANALISIS FISICOQUIMICO DE LABORATORIO

Las muestras para el andlisis fisicoquimico de labo-
ratorio fueron tomadas en los primeros 0.10 m bajo la superfi-
cie del agua en envases de 2 1 y transportadas al labecratorio
convenientemente preservadas y aciduladas a pH 2 con H2504-
Asimismo, se tomd otra muestra de 1 1, que sdlo se transportd

2on hielo (sin acideo) para las pruebas que asi lo requirieran.
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El andlisis de las muestras se hizo en el laboratorio
de Via Hameda del Proyecto de Conservacidén y Mejoramiento del
Ambiente (Proyecto CyMA) de la UIICSE en la ENEPI. En este la-
boratorio las técnicas utilizadas siguen los procedimientos del
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(op.cit.).

Los andlisis incluyeron: nitrégeno amoniacal (NH;)
por el método titulométrico en muestras no filtradas tratadas
por destilacidén preliminar, nitrégeno de nitritos {NO;) por
diazotizacidén y espectrofotometria (en espectrofotdédmetro HP
8450 UV/VIS), nitrdgeno de nitratos (NOE) por espectrofotome-
tria UV a 220 nm en espectrofotémetro Hewlett Packard modelo
HP 8450 UV/VIS y por reduccién con cadmio (Merck).

Otros analisis fueron demanda bioguimica de oxigeno
(DBO) por el método de dilucidn en equipo Hach BOD modelo 2173B
(Hach Company) y demanda quimica de oxigeno (DQQO) por el método
de reflujo con dicromato en un reactor Hach COD modelo 16500-10
(Hach Company).

Estos dos Ultimos métodos no estan descritos en el
Standard Methods (APHA, 1980) pero se basan en una modificacidén
de la técnica estandar.

ANALISIS BACTERIOLOGICO (de Nitrificantes)

Las muestras para los analisis bacteriocldgicos fueron
tomadas en las mismas estaciones marcadas para los analisis fi-
sicoquimicos.

Las muestras fueron colectadas en frascos estériles
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de 320 ml y transpcrtadas al laboratorio del Proyecto CyMA con-
venisntemente refrizsradas para ser procesadas en un apso de
tiempo no mayor de 3 hrs desde su recoleccidn.

El aislamiento, la identificacidn y la actividad de
los organismos nitrificantes se hizo y determindé de acuerdo al
siguiente esquema:

I) Aislamiento:

Para Nitrosomonas se utilizé:

a) Medic de enriquecimiento de Soriano y Walker (1)

b) Medic basico de Winogradskyi con amonio (2)

c) Medio en placa con gel de silice con amonio (2)

Para Nitrobacter:

a) Medio de enriquecimiento de Aleem y Alexander (1)

b) Medio bédsico de Winogradskyi con nitrito (2)

c) Medio en placa con gel de silice con nitrito (2)

Métodos descritos en (1) Watson, 1981
(2) Rodina, 1972

La formulacidn de estos medios se describe en el anexo
de esta tesis
I1) Identificacidn:

a) Tincidn Gram.

b) Método de observacidén por microscopia de campo

obscurea,
¢) Tincidén de esporas (Método contemporaneo).

d) Tincion de flagelo (segln Leifson).



Métodos descritos en Rodina (op.cit.! "wver anexo).
III) Actividad de los csrganismos nitrificantes:

a) Se determina espectrofotométricamente la liberacidn
de nitritos y nitratos asif comoc el consumo de amo-
niaco y nitrito para conocer la taszz de actividad
de estas bacterias.

b) Se aplicd la técnica de NMP (nUmero mas probable)
para la estimacidén de la concentracidn de nitrifi-
cantes pcr unidad de volumen segin Strom & Matule-
wich (1976).

ANALISIS DE JATOS

Se analizaron los parametros fisicoquimicos y bioldgi-

cos asi como la frecuencia de los microorganismos nitrificantes.
Varios andlisis estadisticos fuéron aplicados para evaluar el
comportamiento general del estangue durante la época de estudio.

Los andlisis estadisticos incluyen:

1) Se aplico la prueba de Normalidad segin Kolgomorov
(Wayne, 1980; Duran, 1986) para conccer la distri-
bucién de los datos de cada parametro y en su caso
aplicar:

a) Analisis de Kruskal-Wallis, técnica no paramé-
trica empleada cuando los dates no siguen una
distribucidn normal. En este trabajo se utili-
zara para conocer si existen o no, diferencias

significativas entre las 3 zonas en gque se di-
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vididé el estanque (para cada parametro indivi-
dual).
o bien
b) Andlisis de Varianza, técnica paramétrica em-
pleada cuando los datos tienen una distribucién
Normal.
Para el caso de diferencias significafivas entre
los datos de dos eventos con respecto a un mismo
parametro, se aplica la prueba de t de student co-
mo prueba no paramétrica de comparacidén de dos
grupos de datos dependientes.
Esta prueba se aplica a la comparacién de las me-
dias de los datos de los parametros fisicoquimicos

del afluente y efluente del sistema.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Mencionamos anteriormente que la nitrificacidn es el
mecanismo de oxidacidén bioloégica del amoniaco, hasta la forma
de nitrato; este proceso estid mediado de manera muy importante
por dos grupos de bacterias nitrificantes, presentes en el es-

tangue objeto de este estudio, Nitrosomonas europaea y

Nitrobacter winogradskyi.

Para evaluar la taza de actividad nitrificante y la
importancia de la presencia de los organismos de los géneros

Nitrosomonas y Nitrobacter en los estanques de tratamiento de

agua residual en Santo Toméas Atzingo, dividimos el analisis en
dos partes: Bacteriolédgico y Fisicoquimico del agua.

ANALISIS BACTERIOLOGICO

El analisis de bacterias al microscopio, a partir de
medios de cultivo de enriquecimiento para nitrificantes, reve-~
laron pocas diferencias, con respecto a la estructura que tie-
nen los bacilos de enterobacterias.

Bacterias amoniaco-oxidantes:

Las muestras que se tomaron de los medios de Soriano
y Walker (Watson, 1981) y medio basico de Winogradskyi (Rodina,
1972) adicionados con sulfato de amonio mostraron contaminacidn
en pruebas de viabilidad para heterétrofos, sin embargo, alicuo-
tas de 1 ml de estos medios resusupendidos en medio nuevo, per-
mitieron en 6 semanas obtener cultivos puros de bacterias
amoniaco-oxidantes.

La estructura observada de estas bacterias amoniaco-
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oxidantes fue esercizalmente de forma bacilar, con un tamafio
promedio de 1 X 1.5 um. Las pruebas de tincidn mostrarcn su ca-
racteristica de bacterias Gram negativas. La motilidad fue apa-
rente cuando las bzcierias fueron observadas en microscoplia de
campo obscuro; sin embargo, la tincidén de Leifson (Rodina, op.
cit.) no mostrd nirzin flagelo. Se cree, aunque no se ha obser-
vado, que los cultivos de bacterias flageladas de mas de 4 se-
manas tienden a perder el flagelo, la manipulacidén durante el
procedimiento de tincidén también pudo haber tenidc efectos de-
letéreos sobre est= organulo.

Alicuotas de 1 ml de medio de cultivo con bacterias
amoniacn-oxidantes sembradas en cajas de Petri con sustrato de
gel de silice y medio de enriquecimiento de Winogradskyi con
sulfato de amonio, al cabo de 4 semanas solo mostraron un cre-
cimiento pobre. El desarrollo de colonias bacterianas no se hi-
zo evidente y no se encontrd una justificacidn aparente para
este hecho, salve cue la literatura reporta que el crecimiento
de nitrificantes er placa es en extremo dificil (Soriano y
Walker, 1968; Rodinz, 1972).

lLa técnica de nimero mas probable (NMP) para la enu-
meracidén de bacterias nitrificantes se aplicd sin resultados.
Se suponia quc el hecho de utilizar medios de cultivo de enri-
quecimiento acelerari{z el proceso, mismo gue en la practica
tarda aproximadamente 4 meses; sin embargo, los resultados a
corto plazo no fueron satisfactorios y se abandond esta técni-

ca por no ser funcional para nuestro laboratorio.
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Cuando no es posible medir el crecimiento en cuanto
al nimeroc de bacterias nitrificantes (como lo muestran los re-
sultados), la estimacidén se puede hacer indirectamente midiendo
la concentracién a intervalos de los productos finales de su
metabolismo. En el caso de las bacterias amoniaco-oxidantes el
metabolito final es el nitrito.

Se generdé la grafica 1 a partir de los datos del ana-
lisis de produccidén de nitritos en medios de enriquecimiento
con amonio inoculados con una alicuota de solucidn con bacte-
rias del género Nitrosomonas. En ella se muestra que en un pla-
zo de 8 dias, a intervalos de un dia, existe un incremento en
la produccidn de nitrito; en apariencia, el aumento en la con-
centracidn pudiera reflejar una simple acumulacidn de sustrato;
sin embargo, la observacidén microscédpica colateral reveld un
aumento cualitativo constante de bacterias a lo largo del estu-
dio.

Desafortunadamente no se pudieron correlaciconar cuan-
titativamente el incremento de Nitrosomonas con la produccién
de nitritos. En la misma grafica se puede apreciar también que
de los dos medios de enriquecimiento probados,el medio de Soria-
no y Walker estimuldé notablemente el metabolismo de la bacteria
Nitrosomonas en comparacidn con el medio basico de Winogradskyi
con amonio.

Este ensayo, aunque cualitativo, nos puede indicar
con un simple andlisis de nitritos el grado de actividad y la

velocidad de oxidacidén del amoniaco a nitrito por bacterias
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amoniaco-oxidantes en casi cualquier ambiente.

Bacterias nitrito-oxidantes:

El analisis bacteriolégico hecho para caracterizar a
las bacterias nitrito-oxidantes, representadas principalmente

por Nitrobacter winogradskyi, fue esencialmente el mismo que

para las bacterias amoniaco-oxidantes. La diferencia con aquel
analisis fue el tipo de medios de cultivo utilizados.

Alicuotas de 1 ml de agua de los estanques de estabi-
lizacidn fueron puestas en medio de cultivo de Aleem y Alexan-
der (Watson, 1981) y en medio baAsico de Winogradskyi (Rodina,
1972) con exceso de nitrito de sodio.

Los medios de cultivo fueron monitoreados cada 24 ho-
ras para detectar la oxidacidn de los nitrites hasta la forma
de nitratos, después de una semana habia en ambos medios de
cultivo concentraciones apreciables de nitratos, esto indicd
que se estaba 1llevando a cabo la nitrificacidén en Fase II.
Pruebas de viabilidad para heterdétrofos en agar nutritivo
(Watson, 1981) demostraron, sin embargo, una severa contamina-
cién por enterobacterias.

Transferencias periddicas a los medios de sales i-
norgénicas de Aleem y Alexander y basico de Winogradskyi dis-
minuyeron considerablemente la contaminacidn; sin embargo, és-
ta se volvid crédnica y no pudo ser controlada durante todo el
experimento.

Seis semanas después del primer indculo, y después de

resiembras en medios de cultivo frescos, muestras de estos cul-
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tivos fueron observadas al microscopio. La mayoria de las bac-
terias presentaron una morfologia bacilar con una medida prome-
dio de 0.5 x 1,0 um; la motilidad fue aparente, no cbstante, no
se pudieron observar flagelos. La técnica de tincidn de flagelo
de Leifson (Rodina,1972) tampoco reveld flagelos, pero si mos-
trd que la mayoria de las células bacterianas tenian una forma
de bacilos alargados, mientras que en algunos otros, el bacilo
era mas corto y existia una tendencia a la forma ovalada. Las
formas alargadas correspondieron a células de Nitrobacter, mien-
tras que las otras formas fueron bacterias contaminantes de los
medios de cultivo.

Las bacterias de contaminacidn fueron identificadas

por microscopia electrénica como: Alcaligenes paradoxus,

Xantobacter autotrophicus, Alcaligenes eutrophus y Pseudomonas

pseudoflava; éstas dos Gltimas se consideran bacterias desnitri-
ficantes facultativas, que en ausencia de oxigeno utilizan al

nitrato como aceptor de electrones para su respiracidén y lo re-
ducen hasta N,. Por su parte A. paradoxus y X. autotrophicus u-

2
tilizan a los nitratos como aceptores de electrones y los con-

vierten hasta nitrito.

Al igual que sucedid con Nitrosomonas, Nitrobacter no

tuvo mayor crecimiento en placas de gel de silice enriquecidas
con nitrito de sodio, aunque en andlisis posteriores, segmentos
del sustrato (gel de silice) revelaron la oxidacidén de los ni-
tritos hasta nitratos.

Una posible explicacidén de este hecho es que las bac-
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terias no tuvieron un ambiente adecuadopara reproducirse a su
velocidad normal, pero su actividad metabdlica no se perdio,
sino que siguid oxidando nitritos en relacidén directa a la ta-
sa de reproduccidén, acumulando nitrato en el medio. La concen-
tracién de nitratos estuvo por abajo de 1 mg/l de N-NO_, que es
el valor minimo detectable por el método utilizado; sin embargo,
cualitativamente se encontraron trazas de N—Nog al agregar reac-
tivo de difenilamina en solucidn &acida.

Cuando se compard la eficiencia de los medios de en-
riquecimiento para estimular la actividad metabdélica de las bac-
terias nitrito-oxidantes (grafica 2), se observd una marcada
tendencia del medio de Aleem y Alexander para favorecer la re-
produccidn de Nitrobacter. El1 medio bésico de Winogradskyi méas
nitritos estimuldé también la oxidaciédn de los nitritos a nitra-
tos, pero en un porcentaje menor con respecto al medio de Aleem
y Alexander,

ANALISIS FISICOQUIMICO

El sistema de estanques para el tratamiento de las a-
guas residuales del poblado de Santo Tomas Atzingo, €n el Esta-
do de México, esta formado por dos cuerpos de agua al aire li-
bre, de tal manera que se encuentran expuestos a los fendmenos
atmosféricos de la zona.

La etapa de muestreo que comprendidé tanto los anali-
sis preliminares como los definitivos se efectud en los meses
que van de Mayo hasta Noviembre; meses gue correspondieron al

principio de la época de lluvias y al inicio de la temporada de
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sequia. Se esperaba que las distintas épocas produjeran varia-
ciones notables en los valores de los parametros medidos de un
muestreo a otro; sin embargo, de manera general, dichas épocas
no tuvieron una influencia notable scobre el comportamiento de
los parametros en funcidén del tiempo.

El andlisis de los parametros fisicoquimicos del es-
tanque estudiado se hizo a partir de los valores maximos y mi-
nimos encontrados en el sistema (tabla 3). Los valores interme-
dios no fueron tomados en cuenta, ya que la mayoria de ellos se
encontraban en uno de los dos extremos. Esto concuerda con las
condiciones criticas (exces%va carga organica) de operacién en
que se encontraba el sistema al momento del estudio. Los valo-
res obtenidos son comparados con los valores dptimos promedio
de sistemas nitrificantes en condicicnes operacionales adecua-
das.

Oxigeno Disuelto.

La concentracién de oxigeno disuelto (0OD) en el agua
es el factor mas importante que debe ser tomado en cuenta en
estudios de nitrificacidn. Si no hay OD en el medie, la nitri-
ficacidén no puede ocurrir.

El estanque de estabilizacidén estudiado puede ser
considerado como facultativo, por su alternancia de presencia
y ausencia de oxigeno. La tabla 3 muestra que el estanque tra-
bajé en condiciones de tensidén de oxigeno muy bajas. La misma
tabla muestra que en la mayoria de los muestreos se encontra-

ron valores de OD de cero en alguna parte del estanque; gene-
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ralmente en la zona del afluente (zona A). Un factor relaciona-
do con este hecho, fue la observacidon del desarrsllec de una
gran cantidad de algas en la zona intermedia (B, y del efluente
(C). La actividad fotosintética de las algas, scbre todo en las
cercanias del efluente, explicaria el por qué esta zona tenia
valores de OD mayores que en el afluente. La gran cantidad de
algas en proceso fotosintético deberia mantener los niveles de
OD en valores altos; sin embargo, esto no ocurrid asi. La ex-
plicacidén a este fendmeno es que el oxigeno producido por 1la
actividad de las algas es consumido casi de manera inmediata
por los organismos aerobios del sistema, dejando disponibles
tan s6lo microcantidades de 0D en el agua.

Por otra parte, el andlisis de comparacidén de Kruskal
Wallis (tabla 6) de las tres zonas en las que fue dividido el
estanque para su estudio demostrdé que no existen diferencias
significativas entre ellas. La estrecha relacidén en el compor-
tamiento del 0D en las tres zonas del estanque se observa en la
grafica 3, ahi, es notorio que el patrén de aumento y disminu-
cién en la concentracidén de oxigeno, es el mismo para las tres
partes del estangue. Se representa también en esa grafica que
en la mayoria de los muestreos (6 de 9) la zona del efluente
tuve la menor concentraciéon de OD de todo el sistema; la prue-
ba de t de Student {(tabla 7) confirma este hecho.

Considerando que en los 9 ensayos bacteriolégicos
realizados en cada una de las estaciones de muestreo, el resul-

tado para detectar la presencia de Nitrosomonas y Nitrobacter
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fue positivo y de que en la mayor parte del tiempo las cantida-
des de 0D fueron extremadamente pequefias, salvo en un periedo

de dos semanas correspondientes a los meses de Octubre y Noviem-
sre gue elevaron su 0D hasta valores maximos de 1.2 y 1.5 mg/1l;
podemos puntualizar que la nitrificacidon en los estanques de es-
tabilizacién de Santo Tomés Atzingo no era un proceso imgortan-—
te para la remocion de productos nitrogenados de desecho. Las
microcantidades de 0D en el agua sd6lo eran, con respectc a las
nitrificantes, suficientes para mantener pequefias poblaciones
capaces de oxidar amoniaco y nitritos en cantidades desprecia-

bles, mas ain,en condiciones de anoxia Nitrosomonas y Nitrobacter

pueden revertir el proceso de su respiracién y reducir nitritos
y nitratos como aceptores finales de electrones.

Demanda Bioquimica de Oxigeno y Demanda Quimica de

Oxigeno.

El resultado de los valores encontrados para la deman-
da bioquimica de oxigeno (DBO) analizados por la prueba de nor-
malidad segin Kolgomorov (Tabla 4) por tener una distribucidn
normal fueron tratados con un analisis de varianza simple. Al
comparar los valores entre las zonas de afluente, intermedia y
del efluente, se encontraron diferencias significativas entre
ellas. Este resultado concuerda con el propdésito para el cual
fue disefado él estanque de estabilizacidén. En otras palabras
esto quiere decir que hay una remocidn aparente entre la mate-
ria organica que entra y la que sale del sistema.

Sin embargo, al analizar cuidadosamente los resulta-
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dos experimentales, podemos observar que la DBO en la mayoria
de los muestreos es muy alta, y aunque en algunos casos la efi-
ciencia de eliminacidn es del 85 % (Tabla 8) la DBO en el e-
fluente sigue siendo alta. Esto indica un problema de sobrecar-
ga de materia organica. En la Tabla 8 se puede observar también
que en los meses que van de Agosto a Octubre la eficiencia de
eliminacidon para la DBO esta, en promedio, por abajo del 37 %.

De manera general la zona del efluente tuvo la mayor
DBO del sistema durante todos los muestreos (Grafica 4), con va-
lores maximos de 400 mg/l1 de DBO y valores promedio de 250 mg/l
de DBO. Los valores promedio minimos para el efluente fueron de
100 mg/l de DBO. Estos dates, en funcidén de la nitrificaciédn,
significan que el sistema no estd en condiciones adecuadas para
lievar a cabo la nitrificaciodon, ya que las bacterias que deman-
dan mayor cantidad de oxigeno son mas abundantes y activas en
un nivel de competencia con las nitrificantes Nitrosomecnas y
Nitrobacter.

Con respecto a la demanda quimica de oxigeno (DQO) 1la
situacidén es semejante, sobre todo considerando su eficiencia
de eliminacién (Tabla 8) cuyo valor promedio no sobrepasa al
31 %. Si tomamos en cuenta que la DQO es eliminada en gran par-
te por procesos fisicos, como en el caso del estanque, por se-
dimentacién, la fercuencia de sobrecarga de materia orgénica
hara que la sedimentacidn no sea muy eficiente y por lo tanto
la tasa de eliminacién de la DQO sera muy baja.

La grafica 5 aungue muestra una gran variabilidad en
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la DQO a través <el tiempo, en términos operacionales no pre-
senta diferencizs significativas en los valores de la DQO con
respecto a las tres zonas del estanque, esto puede ser inter-
pretado, como y2 s= menciond anteriormente, como una deficien-
cia en la capacidad de eliminacidn de productos por sedimenta-
cién y por lo tanto como un contribuyente al déficit de oxigeno
en el sistema.

Potencial hidrdgeno (pH).

Los valores de pH del estanque de estabilizacidn du-
rante toda la etapa de muestreos estuvieron orientados hacia el
lado alcalino (Grafica 6), con un valor promedio de 8.4. En es-
ta grafica también se observa que en dos ocasiones (Septiembre-
Octubre) el pH alcanzdé las 11 unidades. Esta evolucién de pH a
valores tan altos puede atribuirse a un estado temporal de cre-
cimiento explosivo algal; las algas, al consumir el C02 disuel-
to en el agua desequilibran la relacidn acido-base de esta,dez-
plazando el pH hacia condiciones alcalinas.

El pH fue ligéramente mayor cerca del efluente, pero
las diferencias con la zona intermedia y del efluente no son
significativas comc lo demuestran los analisis de Kruskal-Wallis
(Tabla 6) y de t de Student (Tabla 7).

La relevancia que tiene el hecho de que el estanque
de estabilizacidn haya estado orientado hacia un pH alcalino,
con respecto a la nitrificacidn es el hecho de que las bacterias
nitrificantes sclo pueden oxidar amoniaco y nitrito bajo estas

condiciones de pH. Previamente se ha mencionado que un pH de 7
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0 menor, inhibe la nitrificacidén al desacoplar o destruir el

mecanismo enzimatico de Nitrosomonas y Nitrobacter.

Temperatura.

No se reporta en la literatura un valor promedio Opti-
mo en sistemas de tratamiento de aguas de desecho doméstico para
que se lleve a cabo la nitrificacidén. El1 ambito de temperatura
favorable, puede depender de factores operacionales propios de
cada sistema, comoc por ejemplo, oxigeno disuelto, pH, carga or-
ganica, etc. Sin embargo, se ha reportado que sistemas de nitri-
ficacién bioldgica han tenido problemas serios cuando la tempe-
ratura baja de 8 °C (Sharma, 1977).

El estanque estudiado presento fluctuaciones de tem-
peratura a través del tiempo (Grafica 7). Sin embargo, esas va-
riaciones no estéan en relacidén a las zonas A, B y C, como se
muestra en la Tabla 5.

Las diferencias de temperatura entre las tres dife-
rentes zonas son minimas, y pueden ser explicadas por el hecho
de que el agua del afluente llega a través de un tubo subterra-
nec que no recibe los rayos de sol; en cambic, hacia la zona
del efluente el agua recibe los rayos solares directamente, es-
ta radiacidén por lo tanto eleva la temperatura del agua con
rESpecto'al afluente.

Las temperaturas del agua para todos los casos, pue-
den considerarse templadas y son adecuadas para que la nitrifi-

cacién se pudiera llevar a cabo.
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Nitrézens amoniacal.

De las :res formas de nitrdgeno analizadas la gue se
present6 en maycr concentracién en el estanque de estabiliza-
cién fue el nitrdgeno amoniacal, el pH alcalino del agua favo-
recidé la presencia del amoniaco en su forma ionizada es decir
en forma de amonio (NH;).

El amoniaco es la forma mas comin en que se presenta
el nitrégeno en desechos de tipo doméstico, cuando las protei-
nas son degradadas por accidn bacteriana (proteolisis). Este
proceso se ve favorecido por condiciones de baja tensidén de o-
xigeno o por anoxia completa.

El valor promedio de amoniaco disuelto en el agua fue
de 25 mg/l, cantidades ligeramente mayores a este promedio sdlo
fueron detectadas en la zona del afluente. Esto concuerda con
el hacho de que esa es precisamente el area de produccién de a-
moniaco en el estanque. No obstante, el andlisis de datos por
la prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 6), de las tres zonas estu-
diadas muestra que no existen diferencias significativas entre
los valores de este parametro.

La grafica 8 apoya lo expresado anteriormente. De ma-
nera general se observa un comportamiento muy similar entre las
zonas A, B y C, aunque es posible apreciar un ligero incremento
en la concentracidén de amoniaco en la zona A (del afluente). Por
otra parte la zona C (del efluente) tuvo concentraciones mas
bajas de amoniaco. Esta baja en la concentracioén de amoniaco

disuelto en el agua, bien pudo deberse a un consumo por parte
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de bacterias nitrificantes (nitrificacién a baja escala). Se
piensa que si la cantidad de OD hubiese sido mayor la concentra-
cién de amoniaco habria disminuido drésticamente ya gue hay mu-
chos parametros adecuados para que se lleve a cabo la nitrifica-
cién (a excepcidén claro, del oxigeno). Otra parte del amoniaco,
parece haber sido consumida por algas (Hawkes, 1983) incorpora-
do a su soma como fuente de nitrégeno para sintesis de protei-
nas, y otra parte mas se liberd al ambiente.

Un hecho aparente es que el estanque no aprovecha el
amoniaco por nitrificacidn, y esto se puede comprobar al anali-
zar la Tabla 8 de eficiencia de eliminacidn para el amoniaco.
En dicha tabla el porcentaje promedio de eliminacidén no sobre-
pasa el 60 % lo gue se considera un valor muy bajo (poco efi-
ciente) para cualquier estanque de estabilizaciédn.

Nitritos y nitratos.

Los nitritos {NOEJ v los nitratos (Nog) se encontra-
ron en concentraciones muy bajas (valores promedio de 6 ug y 8
mg/l respectivamente) estas cantidades consideradas desprecia-
bles para cualquier estanque que efectue la nitrificacidn, se
deben principalmente a las condiciones casi andxicas del estan-
que de estabilizacién que no favorecen el desarrollo de las
bacterias nitrificantes, y por lo tanto la produccidn de los
productos finales de su metabolismo (nitritos y nitratos) es
muy baja. Si consideramos también que las algas consumen NOE y
NOE como fuente de nitrdgeno para si sintesis proteica, no es

scrprendente gue las cantidades de estos metabolitos sean muy
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bajas.

S6lo para ilustrar este fendmeno, las graficas 9 y 10
muestran que los nitratos y los nitritos se manejan en valores
minimos.

Si tomamos en cuenta que la produccidn de nitritos y
de nitratos es el parametro que determina el grado de actividad
nitrificante de cualquier sistema, entonces se puede demostrar
que la nitrificacidn gue se estd llevando a cabo en el estangue
de estabilizacidén estudiado es en minima escala.

Tiempo de retencidn.

El tiempo de retencidn tedrico calculado segin la fér-
mula de Gloyna (1973) para el estanque estudiado fue de 20.78
dias. Es muy probable que el tiempo de retencidn real sea mucho
menor, este hecho se debe a la reduccidn en el volimen de agua
del estanque provocada por el azolvamiento que es favorecido
por el predominio de las condiciones anaercobias y microaerofi-
licas (debidas a la alt& carga de materia organica que llega al
sistema) y que hacen mas lenta la degradacidén de los desechos.

Todo 1o anterior explica que aungue se tenga un tiem-
po de retenciftn alto (Gloyna, 1973) el funcionamiento del sis-
tema no sea muy adecuado. Esto puede observarse en la gréafica 11
de eficiencia de eliminacién de DBO, DQOD y NH,, ahi se demues-
tra que la carga es demasiada y no ocurre un tratamiento efi-

ciente de los desechos.
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6. CONCLUSIONES

La revisidén previa de las investigaciones sobre los
aspectos de la nitrificacidnque se han hecho en tode el mundo,
establecen parametros de comparacién muy precisos para evaluar
el grado de actividad nitrificante que ocurre en cualquier sis-
tema.

Se han descrito los parametros que afectan a la nitri-
ficacidén, asi como las caracteristicas de las reacciones bioqui-
micas méas notables de los organismos nitrificantes.

Tomando como marco el esquema de los sistemas de ni-
trificacion tipo, se evalud el estanque de estabilizacidén de a-
guas residuales localizado en el poblado de Santo Tomas Atzingo
en el Estado de México.

Aqui es preciso sefialar que el sistema de estanques
de Santo Toméas Atzingo no fue disefiado originalmente para tra-
bajar como un sistema que sirviera para la remocidén de desechos
exclusivamente por nitrificacién. La estrategia era que traba-
jaran como lagunas facultativas de gran eficiencia. Se esperaba
que en las zonas del efluente la eliminacién de la DBO fuera
alta, para gque el nivel de 0D no fuera menor de 1 mg/l. Bajo
estas condiciones existiria una alta probabilidad de que el sis-
tema pudiera remover gran cantidad de nitrégeno del agua por ni-
trificacidn.

Este estudio se hizo para detectar si ocurria, o no,
la nitrificacidn, y en caso positivo valorar su grado de acti-

vidad.
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Hecha esta advertencia podemos decir, conrespecto al
estanque estudiado, lo siguiente:

El factor principal que determind el comportamiento
fisicoquimico del estanque fue la elevada carga organica que
llega al sistema. La influencia ejercida por este factor se re-
flejo en tasas altas de DBO y DQO, llevando al OD a valores mi-
nimos. Las eficiencias de eliminacién para la DBO, la DQO y el
amoniaco fueron muy bajas.

Puede considerarse gue el estanque funciond principal-
mente como un sedimentador primario, debido a la inexistencia
de un tratamiento previo, esto nos conduce a recomendar que pa-
ra mejorar la eficiencia del tratamiento seria muy conveniente
la instalacidén de un sistema de tratamiento previo.

De esto, se puede concluir que las condiciones para
que la nitrificacidn ocurra en este sistema, son muy adversas.
Mas ain, los valores de nitritos y nitratos fueron tan bajos,
que se puede afirmar que la nitrificacidén es minima, y en algu-
nas ocasiones no ocurre.

La presencia de bacterias nitrificantes en el estan-
que de estabilizacidén indica tan s6lo su permanencia en el sis-
tema, pero no podemos asegurar que ejerzan una actividad impor-
tante.

Otro aspecto poco estudiado, y que en este trabajo no
se pudo determinar, es como afecta la competencia de bacterias

heterdotrofas a Nitrosomonas y a Nitrobacter.
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Por otra parte, las bacterias Nitrosomonas europaea y

Nitrobacter winogradskyi, aisladas a partir de muestras de agua

del efluente, mostraron una gran actividad de oxidacidén, lo que
pone de manifiesto gue a pesar de encontrarse en ambientes ex-
tremos, pueden recuperar su actividad metabélica normal.

Considerando todos los factores mencionados, podemos
concluir qgue:

- El estanque de Santo Tomds Atzingo trabaja bajo con-
diciones extremas, principalmente por la elevada carga organica.

- 8i existen bacterias nitrificantes en el sistema,
pero sélo en nimero muy limitado.

- Las microcantidades de oxigeno disponibles para

oxidar materia orgénica por Nitrosomonas europaea y Nitrobacter

winogradskyi, son insuficientes para llevar a cabo la nitrifica-
cién propiamente dicha.

_— Las bacterias nitrificantes aisladas del agua resi-
dual, mostraron en condiciones adecuadas de laboratorio, activi-
dad nitrificagte normal.

- Es posible evaluar la actividad nitrificante de casi
cualquier sistema, considerando sdélc sus propiedades fisicoqui-
micas.

Finalmente, aunque como ya lo hemos mencionado, el
motivo de este trabajo fue solo el de estudiar un fendmeno, en
particular (la nitrificacidén), se cree conveniente recomendar
que el cuerpo de agua estudiado debe ser modificado integralmen-

te, ya que los propositos para los cuales fue creado, no se sa-
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tisfacen.

La calidad del disefio y construccidén de estos sistemas
es importante, pues de esto depende que el trabajc se rezlice
con poco esfuerzo humano y recursos materiales minimos. Zor es-—
to, el estudio integral de ellos como base para sistemas mas a-
vanzados es fundamental en el quehacer para la prevencidn de la

contaminacidn.
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TABLA 3 Resultados de la prueba de normalidad

segin Kolgomorov (Doménech, 1977) aplicada

a los datos de los parédmetros de cada una de

las 3 zonas en las que se dividié el estanque.

Distribucidén Normal

Temperatura
DBO
Nitratos

Distribucién No Normal

DQO
Oxigeno
Amoniaco

pH
Nitritos
oD
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TABLA 4 Anélisis de varianza simple de los valores de los

parametros fisicoquimicos (DBO, NO

3 Y temperatura)

de las 3 zonas en que se dividié el estanque.

1. Demanda Bioquimica de Oxigeno

2.Nitratos

3. Temperatura

: Valor obtenido de F= 7.2978

SI EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

: Valor obtenido de F= 0.6267

NO EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

: Valor obtenidoc de F= 1.006

NO EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

* Valor de F en tablas (nivel de significancia del 0.05 %) = 3.11

Grados de libertad debidos al tratamiento = 2

Grados de libertad debidos al error = 87
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TABLA 5 Prueba de Kruskal-Wallis de los valores de 5 variables
fisicoquimicas entre las 3 zonas en que se dividid el

estanque (Daniel, 1980; Duran, 1986).

1. Demanda Quimica de Oxigeno : Valor obtenido de H 4.241%

NO EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
2. pH : Valor obtenido de H 0.9094

NO EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

3. Oxigeno disuelto : Valor obtenido de H 4.9609

NO EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
4. Amoniaco : Valor obtenido de H 5.3618

NO EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
5. Nitritos : Valor obtenido de H 0.8472

NO EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

Valor en tablas con un nivel de significancia de 0.05 % = 5.991
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TABLA 6. Prueba de t de Student entre los datos fisicoguimicos

del afluente y efluente (Doménech, 1977; Durén, 1986).

1 Temperatura

2 Demanda Quimica de

Oxigeno

3 pH

4 Demanda Bioquimica de

Oxigeno

5 Amoniaco

6 Oxigeno Disuelto

7 Nitritos

B Nitratos

Valor de t de tablas (con un nivel de significancia de 0.05 % )

Grados de libertad = 8

Valor encontrado de t

SI EXISTEN DIFERENCIAS

Valor encontrado de t

SI EXISTEN DIFERENCIAS

Valor encontrado de t

NO EXISTEN DIFERENCIAS

Valor encontrado de t

SI EXISTEN DIFERENCIAS

Valor encontrado de t

SI EXISTEN DIFERENCIAS

Valor encontrado de t

SI EXISTEN DIFERENCIAS

Valor encontrado de t

NO EXISTEN DIFERENCIAS

Valor encontrado de t
NO EXISTEN DIFERENCIAS

4,202
SIGNIFICATIVAS

3.8945
SIGNIFICATIVAS

0.5929
SIGNIFICATIVAS

3.7477
SIGNIFICATIVAS

2.6163
SIGNIFICATIVAS

-4,4552
SIGNIFICATIVAS

-0.4128
SIGNIFICATIVAS

1.3776
SIGNIFICATIVAS

+ 1.86
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TABLA 7. Eficiencia de eliminacidén de 3 variables fisicoquimicas

durante cada muestreo (Gloyna, 1973).

Fecha de Muestreo D.B.O. D.Q.0. NH,
(1983) *E * %E * %E *
Agosto 15 52.6 44.4 65
Agosto 22 30.0 30.0 61.8
Septiembre 5 22.85 10.0 42 .86
Septiembre 19 3.84 3.44 24.35
Octubre 3 22.58 52.38 78.9
Octubre 17 44 .82 43.75 56.45
Octubre 21 85.0 40.0 71.2
Noviembre 7 82.85 14.0 70.0
Noviembre 11 85.0 36.0 75.57

. ¥p _

Porcentaje de eliminacidn
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GRAFICA 1. Comparacién de los medios de enriquecimiento para bacterias
amoniaco-oxidantes.
S= Medio de Sorianc y Walker
W= Medio basico de Winogradskyi
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GRAFICA 2. Comparacidén de los medios de enriquecimiento para bacterias
nitrito-oxidantes.
A= Medio de Aleem y Alexander
B= Medio bAsico de Winogradskyi
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fisicoquimicos hechos en este trabajo.
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MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERTAS AMONIACO-OXIDANTES

Medio de Soriano y Walker (en Watson, 1981).

(NH4J2504 500 mg
HgSOa—? H20 40 mg
03012—2 H20 40 mg
Fe(citrato de fierro) 0.5 mg
Rojo de fenol 0.5 mg
Agua destilada 1000 ml

Medio basico de Winogradskyi con amonio (Rodina, 1972).

(NH,) 80, 2g
K HPO, 1g
MgS0,-7 H,0 0.5¢g
NaCl 2 g
FeS0,-7 H,0 0.4 g
Cal(se precipita) trazas
Agua destilada 1000 ml

Ambos medios se esterilizan en autoclave a 15 libras de presién

durante 15 minutos.



Medio en placa de gel de silice con amonio (Rodina, 1972),

SOLUCION A

HC1l concentrado Q.P. 61 ml

Agua destilada 39 ml
SOLUCION B

Silicato de sodio 18 ml

Agua destilada 82 ml

Se mezclan las soluciones A y B y se dializan con agua corriente
durante toda la noche para quitar el exceso de HCl. Ya dializadas se vacian
en cajas de Petri y se dejan gelificar.

Cada caja se impregna con 2.0 ml de solucidén salina de Winograds-
kKyi con amonio y CaCO3 esterilizadas a 15 libras de presidn 15 minutos.

Solucidén salina de Winogradskyi con amonio y CaCOB:

Solucidén salina de Winogradskyi 100 ml
ENHA)ESOA 1.0 g
CaCO3 25.0 g

Solucidn salina de Winogradskyi

K2HPO4 5.0 g
MgSOd—?H?O 258
NaCl 2.5 g
F92{504)3 0.05 g
[\cn'LSS(}“1 0.05 g

Agua destilada 1000 ml



MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERTIAS NITRITO-OXIDANTES

Medio de enriquecimiento de Aleem y Alexander (Watson, 1981).

KN02
MgS0,~7 H,0
CaCl,- 2 H,0
KH2P04
KEH‘PO4

Fe804~ 7 H20
I(HCO3
NaCl

Agua destilada

1500 mg
187.5 mg

1000 ml

Medio baAsico de Winogradskyi con nitrito (Rodina, 1972).

NaN02

Na2803

NaCl

KZHPDQ

MgS0,- 7 H,0

FeSOd— 7 HEQ

Agua destilada

1.C g
1.0 g
0.5 g
0.5 g
0.3 g
0.4 g

1000 ml

Ambos medios se esterilizan en autoclave a 15 libras de presién

durante 15 minutos.
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Medio en placa de gel de silice con nitrito (Rodina, 1972)

Las placas se preparan mezclando y dializando las soluciones
Ay E uzilizadas en el medio anteriormente mencionado de gel de silice con
amonic. Solamente que en este caso en lugar de agregar solucidn salina de
Winogradskyi con amonio, se adicionan 2.0 ml de solucidn salina de Wino-

gradskyi cor nitrito:

Solucién szlina de Winogradskyi 100 ml
NaND2 1.0 g
Caco,, 25.0 g
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