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RESUMEN

Con el fin de evaluar el riesgo que representan los lodos crudos (sin tratamiento)
provenientes de las plantas de tratamiento de aguas residuales de tipo doméstico, en el
renglén de salud piblica, fueron estudiados lodos primarios de Iz planta de Chapultepec.
Al mismo tiempo se analizaron los efluentes de cuatro digestores anaerobios
convencionales, construidos y disefiados en el laboratorio, enfocando el estudio al
aislamiento del género bacteriano Salmonella. Las muestras de lodo fueron recolectadas
en la planta antes mencionada y se procesaron en el Iaboratorio de Ingenierfa Ambiental
de la Divisién de Estudios de Postgrado de la Facultad de Ingenierfa (DEPFI), UNAM,

El estudio de las muestras comprendid: enriquecimiento de la poblacién estudiada
con caldo selenito; seleccién de colonias sospechosas en medios de cultivo selectivos;
identificacién bioquimica de las colonias seleccionadas; confirmacién serolSgica de las
cepas aisladas que bioqufmicamente pertenecen a Salmonella.

Como complemento al trabajo descrito se realizé una determinacién cuvantitativa
de Salmonella en el lodo ;Srimario (influente) asf como también en el efluente de los
cuatro digestores anaerobios con tiempos de retencién de 7, 14, 21 y 28 dfas
respectivamente; con el objeto de verificar su persistencia en estos digestores anaerobios

convencionales que en apariencia son adversos a este tipo de patdgenos.
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En un mundo industrializado donde los procesos quimicos forman parte
fundamental en la economfa del mundo; con una poblacién creciente que requiere de
servicios diversos como el abastecimiento de alimentos, luz, agua, transporte y energfa,
las ciudades se convierten cada vez més en generadores de desechos de todo tipo y de
productos contaminados. El agua residual, junto con los lodos de las industrias y de las
plantas de tratamiento de aguas residuales domésticas requieren de tratamientos qufmicos
y/o bioldgicos para poder ser empteados nuevamente; o cuando menos para devolverlos
al medio ambiente sin generar riesgos de enfermedades o envenenamientos, a través quizd
de su posterior filtracién al subsuelo, con la consabida contaminacién de mantos fredticos,
o de su estancamiento al aire libre, convirtiéndose en foco de proliferacién de bacterias
y organismos patégenos.

Los lodos provenientes del tratamiento de aguas residuales domésticas contienen
un sinmimero de microorganismos patégenos, dentro de los cuales las bacterias del género
Salmonella sp. son importantes desde un punto de vista de salud publica, ya que las
especies de Salmonella estdn formadas por microdrganismos patégenos para el hombre
y los animales.
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1L

Determinar cuali y cuantitativ: la pr ia de Sab la sp. en lodos

primarios provenientes de una planta de tratamiento de aguas residuales.
Caracterizar bioldgicamente a una poblacién representativa de muestras de lodos
primarios en cuanto a la presencia de diferentes especies del género Salmonella.

Conocer la constante de decaimiento del género Salmonella en lodos provenientes

de cuatro digestores anaerobios, construfdos a escala piloto.

Enfatizar el riesgo que representan los lodos crudos como contaminantes al medio

ambiente desde un punto de vista higiénico-sanitario.
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Actualmente, uno de los muchos problemas a los que se enfrenta la sociedad
moderna es la desmedida contaminacién que sufren los cuerpos receptores de agua (rfos,
lagunas, mares, etc.). Estos se incrementan con el acelerado crecimiento de la poblacién
siendo tal su impacto que se piensa que para el afio dos mil, cada persona que habite en
1a ciudad necesitard aproximadamente 500 litros de agua potable por dfa (23).

Nuestro pafs anualmente genera un volumen aproximado promedio de 100 m® por
segundo de aguas residuales, estos a su vez generan 12°'614,000 toneladas de lodos
residuales, es decir, 406 g por habitante por dfa, mientras que en pafses de la Comunidad
Europea es de solo 60 g por habitante por dfa (23).

Los lodos residuales (L.R.) producidos por las plantas de tratamiento en su estado
inicial, son putrescibles, con un olor fuerte y desagradable, Estos lodos résiduales
requieren un tratamiento especial con el fin de reducir la gran cantidad de contaminantes

y organismos patdgenos que presentan, antes de ser canalizados a una disposicién final.

La estabilizacién de los lodos tiene como objetivo reducir su carga orgdnica, esto
se logra a través de diferentes procesos de tratamiento y disposici6n final. Para el caso
de la digestién anaerobia, ademds de Ia eliminacién del olor desagradable, hay una
destruccidn parcial de los sélidos, una mejorfa en las caracterfsticas del flujo, un aumento
en la concentracién del nitrégeno soluble, asf como una eliminacién parcial de organismos

patégenos (22).

Los lodos residuales contienen organismos pat6genos, dentro de los cuales

encontramos a las bacterias del género Salmonella. Estos organismos y otros patégenos
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pueden causar infeccién o enfermedad si los humanos o animales son expuestos a niveles
suficientes de estos patégenos.

Una ruta directa de exposicién estos patégenos es por contacto con lodos
residuales, generalmente cuando son utilizados para fines agricolas y sitios recreativos,
entre otros; sin haber ‘recibido algin tipo de tratamiento biolégico y/o qufmico.
Indirectamente, por consumir agua o alimentos contaminados*. Los insectos, aves,
roedores y los trabajadores agricolas pueden contribuir a rutas de exposicién para el
transporte de estos patdgenos. Por tanto el descargar lodos crudos al desagiie o al ser
arrojados a cualquier medio ambiente sin ningyin tratamiento biol6gico y/o qufmico, puede
ocasionar problemas de satud piblica (18).

La Agencia de Proteccién al Medio Ambiente en Estados Unidos (EPA) lleva a
cabo investigaciones para el aislamiento y cuantificacién de Salmonella, en aguas
potables, aguas de reuso, efluentes de plantas de tratamiento y lodos residuales. Los
resultados establecen presencia o ausencia de Salmonella. Las personas afectadas
generalmente son nifios con disminucién de las defensas (18).

Cuando hay presencia de infecciones bacterianas, gran cantidad de
microorganismos son eliminados en la materia fecal, creando focos de infeccién en la
poblacién. La diarrea es el principal sfntoma de infeccién intestinal, aunque Salmonclla
typhi puede también invadir otros tejidos causando una infeccién generalizada (26).

En la mayorfa de las infecciones por bacterias entéricas existe el estado de

portador sano, por lo que en comunidades donde estas infecciones son comunes, una

proporcién de individuos sanos serdn foco de excrecién de bacterias patégenas (26)

) lag dad de la infeccidn estd relacionada a la idad de g i id
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A. AGUAS RESTDUALES Y PLANTAS DE TRATAMIENTO

Las aguas residuales provienen de desechos domésticos o industriales que se
colectan a través de sistemas de alcantarillado, representan una mezcla extremadamente
compleja de materia orgénica, minerales y organismos patégenos, su color es muy variado
(50).

El proceso al que se someten Ias aguas residuales tiene como objetivo remover
sustancias o materiales que restringen, limitan o afectan los usos benéficos de la misma,

y que pueden provocar efectos adversos al medio ambiente (30).

Los procesos de tratamiento de aguas residuales se clasifican en dos formas:

1. Con respecto al nivel, grado o eficiencia en la remocidén de contaminantes:
a Pretratamiento.
b. Tratamiento primario.
. Tratamiento secundario.
d. Tratamiento terciario.

2, Con respecto a las caracterfsticas del proceso empleado:
a. Fisico.
b. Bioldgico.

c. Fisicoqufmico,
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ERETRATAMIENTO.

Tiene como objetivo la remocién de aquellos desechos formados por materiales
voluminosos. Para este tralamiento pueden usarse uno o varos de los siguientes
dispositivas:

Rejas de barras o rejas finas.
Desarenadores.

Desmenuzadores.

Tanques de pre-aereacidén.

T SR

Trampas de grasa.

TRATAMIENTO PRIMARIQ.

En este tratamiento s¢ separa o elimina 1a mayor parte de la materia sedimentable,
aproximadamente del 40 - 60% se separa por medios fisicos y mecdnicos, El proceso de
sedimentacién puede acelerarse con la ayuda de productos quimicos como algunas sales
de hierro y floculantes sintéticos. Los dispositivos usados en este tratamiento tienen como
propésito disminuir suficienterente la velocidad de las aguas para que puedan sedimentar
Ios sdlidos. Estos dispositivos son Namados tanques de sedimentacidén que, por Su
diversidad de disefios, pueden dividirse en cuatro grupos (30):

1 Tanques sépticos.

2, Tanques de dable accién.

3. Tanques de sedimentaci6n simple ascendente con eliminacién
mecdnica de lodos.

4, Clarificadores de flujo ascendente con eliminacién de lodos.
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IRATAMIENTO SECUNDARIO.

Los procesos de tratamiento secundario (conocidos como procesos biolSgicos)
forman parte de una serie de tecnologfas y bases cientfficas que se han empleado para la
remocién o estabilizacién de materia org4nica, principalmente en aguas residuales y

subterrdneas, lixiviados de rellenos sanitarios y suelos contaminados (20).

Se caracterizan por la intervencién de microorganismos de tipo procarionte y
eucarionte, mismos que en su proceso metabdlico convierten la materia orgdnica
biodegradable a sélidos bioldgicos de ficil sedimentacién (material celular), productos

inorgdnicos o material inerte,

Los procesos biolégicos se consideran como ecosistemas extremadamente
complejos, con muchas interacciones microbianas que llegan a determinar la
concentracién de ciertos residuos t6xicos biodegradables en los efluentes (49).

El objetivo principal de los procesos bioldgicos consiste en controlar ciertos
factores requeridos para un desarrollo dptimo de los microorganismos y lograr a su vez
la estabilizacién de materia orgdnica, es decir reduccién en su contenido orgdnico por Ia
incorporacién de sélidos coloidales no sedimentables dentro de 1a biomasa (29). Entre
los factores que se toman en cuenta en estos procesos se encuentran: la temperatura, pH,
salinidad, niveles de concentracién de oxfgeno, estructura molecular y concentracién de
los compuestos orgdnicos, presencia de nutrientes o sustratos secundarios y sustancias
téxicas o inhibidoras principalmente (40).
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Los procesos biol6gicos pueden dividirse en funcién del tipo de metabolismo

empleado por los microorganismos que en 6] intervienen, considerando ademds el nivel

de oxfgeno disuelto presente en el lfquido bajo tratamiento (29). Los tipos de procesos

que normalmente se mencionan son:

1.

Procesos bioldgicos anaerobjos, En éstos se desarrollan microorganismos que no

requieren oxfgeno molecular libre en solucidn, ya que los requerimientos para su
subsistencia los cubren con compuestos inorgdnicos aceptores de electrones como
son los nitritos y nitratos. Como ejemnplo tenemos la digestidn en filtros y lagunas

anaerobias.

Procesos bioldgicos aerobios, Los microorganismos requieren para su desarrollo

suficiente oxfgeno molecular libre en solucién (cuando menos 2 mg/D), con el fin
de oxidar la materia orgdnica soluble.  Procesos bioldgicos con estas
caracterfsticas son los lodos activados convencionales, filtros rociadores, aereacién
extendida, lagunas de aereacién y digestidn aerobia, entre otros,

Procesos bioldgicos mixtos o facultativos, Consisten en una combinacién de los

dos procesos anteriores, intervienen microorganismos aerobios, microaerofflicos,

angerobios y de tipo facultativo. Un ejemplo de esto son las lagunas facultativas.

Los procesos biol6gicos mencionados anteriormente, pueden dividirse segin las

formas de crecimiento microbiano (29):

De crecimiento agherjdo, Este tipo de crecimiento se realiza mediante la adhesién
de los microorganismos a algin medio inerte que sirve de soporte; como son
rocas, materiales pldsticos o cerdmicas, segiin sea el tipo de tratamiento biolégico

empleado.
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En la lama formada o pelfcula bioldgica activa fifa, es donde se realiza la
conversién de materia orgdnica disuelta, y otros constituyentes presentes en las
aguas residuales de desecho, produciendo diSxido de carbono, agua y otros
metabolitos disueltos, A partir de esta conversién es posible que los
microorganismos presentes obtengan Ia energfa suficiente para mantener su
metabolismo basal y, mediante su reproduccién, incorporar nuevos individuos al
medio de soporte; ejemplos: filtros rociadores y biodiscos.

2. Crecimiento en _suspensién, En este caso, los microorganismos crecen
suspendidos en el lfquido bajo tratamiento, formando aglomerados o fléculos de
diversos tamaiios y consistencias; bajo esta estructura, logran una mayor superficie
de contacto con los nutrientes en los que se encuentran inmersos, eliminando a la
vez aquellos compuestos que no son 1tiles; las Jagunas de estabilizacién, lagunas
de aereacidn y lodos activados son los principales ejemplos.

TRATAMIENTO TERCIARIO,

Los procesos terciaros se basan en principios flsicos y quimicos, éstos son
aplicados cuando se desea obtener agua de mejor calidad que la lograda en los
tratamientos anteriores o inclusive sin que el agua de interés haya sido sometida a un
tratamiento preliminar. Lo anterior va a depender del grado de contaminacién inicial del
agua por tratar. A partir de los procesos terciarios es posible la remocién de material

orgdnico no biodegradable o de dificil degradacién y de compuestos con amonio.

También pueden eliminarse microorganismos suspendidos y diversos iones (29).



i B A. AGUAS RESIDUALES .Y PLANTAS DE TRATAMIENTO |

Entre los tratamientos terciarios se encuentran:

1. Floculacién.

2. Adsorcién con carbén activado.

.

3. Intercambio iénico.

4. Electrodidlisis.

5. Coagulacién,

6. Desinfeccién.

7. Destilacién.

8. Flotacidn,
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. R DOS?

En las plantas de tratamiento de agua potable o de aguas residuales, los procesos
de remocién de sélidos (floculacién, sedimentacién, bioldgicos, etc.) originan lodos, los
cuales constituyen un desecho bastante importante, debido a sus grandes volimenes,
caracterfsticas biolégicas, fisico-qufmicas y problemas de disposicién final. La figura 1
presenta un diagrama de generacién y disposicién de lodos residuales (44).

CLASIFICACION Y COMPOSICION

Los lodos residuales de acuerdo a su origen, pueden clasificarse en:
. Lodos primarios, cuando provienen de los procesos de separacién
sdlido-lfquido (sedimentacidn, flotacién, etc.)

] Lodos secundarios, cuando son a partir de procesos biolégicos.
. Lodos qufmicos, cuando se derivan a partir de procesos fisicos y
qufmicos.

Segln sean sus caracterfsticas fisico-qufmicas, los lodos residuales pueden
clasificarse en los siguientes grupos:
. Org4nico hidréfilo

. Aceitosos
. Mineral hidréfobo.
. Fibroso.

La composicidn de los lodos residuales varfa segiin sea su origen, dependiendo del
tipo de efluente industrial o urbano tratado.



Fig. 1 Diagrama de generacion, procesos de tratamiento y disposicion de fodos residuales
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R, Y IDAD D D

El lodo generado en una planta de tratamiento varfa de acuerdo al tipo de agua
residual a tratar (doméstica o industrial) y a los métodos que se emplean para su
estabilizacién. De acuerdo al disefio y funcionamiento de Ia planta de tratamiento existen
diferentes fuentes que generan los lodos residuales. Dependiendo de las caracterfsticas
naturales, estructura y composicién del lodo problema se emplea un determinado proceso
de tratamiento (44).

CARACTERISTICAS DE LOS LODOS
Los pardmetros que se emplean para definir las caracterfsticas fisicas y quimicas

de los lodos son los siguientes:

Fisicos
. Sélidos Totales (ST).
. Sélidos Suspendidos Totales (SST)
. Sélidos Totales Voldtiles (STV)
. Sélidos Totales Voldliles (STV)
. Temperatura.
Quimicos
. Materia orgdnica
. Nutrientes

. Elementos traza
. Cationes y aniones
El tipo de agua contenida en los lodos est4 formada por agua libre (facilmente
eliminable) y agua de enlace. La cantidad de agua en los lodos es determinante en su
capacidad de deshidratacién. Los procesos empleados para la deshidratacién dependen
de 1a concentracién del lodo, grado de agrepacidn, caracterfsticas estructurales de las
partfculas, viscosidad, fuerza iénica y pH del agua.
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TRATAMIENTO DE LQS LODOS

Debido a sus caracterfsticas y composicién, los L.R. no pueden ser depositados
directamente al medio ambiente, ya que ocasionarfa problemas de contaminacidn del lugar
debido a las altas concentraciones de los contaminantes qufmicos y de 1a materia orgdnica
separada por los procesos biol6gicos, que no se encuentra totalmente degradada en
compuestos estables, produciendo su descomposicién olores desagradables (33). Ademds,
la consistencia de los lodos hace que sean problemiticos para su manejo, transporie y
disposicién final. Por tales motivos es necesario aplicar tratamientos a los L.R., que
estdn enfocados a la reduccién de su contenido de agua, estabilizacién de su materia
orgénica, reduccién de patdgenos y toxicidad para poder transportarlos y depositarlos en
lugares autorizados y en condiciones adecuadas (24). En general, los procesos empleados
en el tratamiento de lodos son Ios siguientes:

. Espesamiento (concentracid)

L Elutriacidn,

[ Digestién (estabilizacién) anaerobia.
. Digesti6n (estabilizacién) aerobia.

J Incineracién y oxidacién himeda.

. Deshidrataci6n.
. Secado.
J Acondicionamiento.

. Disposicién final.

La digestién, incineracién y la oxidacién himeda son procesos utilizados
principalmente para el tratamiento de la materia orgédnica en los L.R. Los procesos de
concentracién, deshidratacién y secado son usados principalmente para remover el agua
de los lodos.

10
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METOD BILIZ DE LOD

El concepto “"estabilizacién" de lodos se refiere a los procesos empleados para el
tratamiento y la disposicién final de estos (47).

La estabilizacién de lodos ha sido practicada por mis de 100 afios y representa un
alto costo para las plantas de tratamiento de aguas residuales (47).

Los objetivos primarios para la estabilizacién de lodos son:

. Reducir la carga de microorganismos patdgenos.
. Eliminar los olores desagradables.
. Inhibir, reducir o eliminar su putrefaccién,

Los métodos desarrollados para la estabilizacién de lodos se dividen en dos tipos:

. Tratamientos Biol6gicos. Estos efectdan algin grado de estabilizacién
permanente.

. Tratamientos Qufmicos. Estos pueden tener un efecto temporal o
permanente.

La tabla 1, muestra todos los métodos de estabilizacién de lodos. Algunos son
ampliamente usados, otros estin restringidos a ciudades o regiones el resto estd limitado
o continua en estado de investigacién y desarrollo, ya que cada pafs tiene sus propias
normas o legislaciones. (22)

n
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TABLA 1,
METODOS DE ESTABILIZACION DE LODOS
TIPO DE PROCESO METODO POSICION
ESTABILIZACION
Digestién anaerobia. e Sin calor (laguna o B
tanque).
*  Con calor: A
- Mesofflica (o
- Termofflica, p
Digestién gerobia. . Sin calor. (o]
. Autotérmica. B
Proceso de digestin | Digestién Autotérmica C
BIOLOGICO dable. »  Digestién Oxidativa, D
seguida de unz digestion
anacrobia,
Composteo conosin | Confinzgmiento de lodos. B
material de sorporte. | Hilers. B
e Pilas estdticas acreadas. [
*  Tambores rotatorios. B
*  Recipientes B
almacenadores.
Adicidn de cal haste *  Adicién de cal hidratada C
alcanzar un pH > 12, al lodo,
*  Adicién de cal *viva® al B
QUIMICO fodo semideshidratado.
Adicidén de otros *  Agentes clorados. C
agentes qufmicos que | * Peréxidos. C
sirven como *  Ageates oxidantes fuertes C/D
Bactericidas, como:
KMnQ,, NaNO,, O,,
elc.

A = Bicn establecido y ampliamente usado en todos los palses.

B = Bien establecido, pero de uso mds comin en algunos pafses que en otros.
C = Establecidos, pero de uso limitado.

D = Experimental o ea desarrollo.

Fuente : Hing Lue Cecil (22).
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La digestién anaerobia de los lodos es un proceso que tiene como finalidad la

estabilizaci6n de la materia org4nica que contengan.

En términos generales, el tratamiento consiste en depositar los lodos en digestores
cerrados que impidan el paso de aire para tener condiciones anaerobias, con 12 finalidad
de descomponer la materia orgénica por medio de microorganismos anaerobios. La
velocidad de descomposicién depende de una inoculacién adecuada, el pH, tipo de
sélidos, temperatura y un mezclado adecuado de los sélidos crudos con el inéculo. Los
lodos digeridos, posteriormente pueden ser secados e incinerados o usados como
fertilizante (43).

IIPOS DE DIGESTORES ANAERORIOS.
Los digestores anaerobios son generalmente de dos tipos:
digestores de una etapa (procesos de velocidad estindar) y digestores de dos etapas

(procesos de alta velocidad). Diferentes tipos de digestores anaerobios se muestran en

la figura 2.

Digestores de una efapa.

Estos sistemas constan de un solo digestor, en donde se lleva a cabo la digestién

del lodo crudo y la concentracién de los lodos ya digeridos.

13
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El proceso de digestién se mantiene a temperaturas entre 30 y 47°C por medio de
calentadores externos, el gas metano puede ser utilizado come combustible para mantener
la temperatura en el digestor. Los tiempos de retencién en este tipo de digestores son
relativamente altos entre 30 y 60 dfas (39).

Digestores de dos etapas,

Este tipo de sistema tiene como finalidad el proveer un mayor volumen itil, para
disminuir los tiempos de retencién. Est4 formado por dos etapas, en l1a primera se lleva
a cabo fa digestién con mezclado mecdnico o por recirculacidn de gas y a temperaturas
controladas por calentamiento, con un tiempo de retencidn entre 10-15 dfas; en la segunda
etapa solo se lleva a cabo la separacién de los sélidos, el acabado del proceso de digestién

y la remocién del gas.

Actualmente la digestién anaerobia de desechos orgdnicos demésticos, industriales
y agrféolas. es muy practicada, al menos para tratar voltimenes de desechos bajos e
intermedios, buscando reducir el contenido de materia orgdnica (39).

Las funciones cumplidas por la digestidn anaerobia son tres, todas ellas de igual

importancia:

1. E! gas producido es combustible y puede sustituir a los combustibles tradicionales
como fuente de energfa.

2. El desecho orgdnico tratado anaerobiamente posee las mismas propiedades
alimentarias y fertilizantes que el desecho original, s6lo que en mayor grado.

3. Los desechos orgénicos representan, en su disposicién y uso, un problema de

contaminacidén de aire, agua y suelo, la cual se reduce por la digestién.

14
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TIPOS DE REACTORES EN PROCESOS CONTINUOS DE TRATAMIENTO ANAEROBIO

G DECANTADO
GASOMETRO —
E

. AT

REACTOR C S~ ' RECIRCULACION

MANYO DE LODO
GRANULADO
(AR (FLOCULADO)

1___DECANTACION (<}

E
FILTRO
ANAEROBIO

UASB

EXPANDIDO

i1
fre Z

INSTALACION BROCESOQ COMRBINADG
ELYRO ANAERORIO DE DE LABORATORIO UASE v AF)
PELIGULA FIJAY CON
LECHO EXPANRIDO
1) INFLUENTE E) EFLUENTE G) GAS GENERADO
FUENTE (32)
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La digestién anaerobia presenta diferencias segtin el intervalo de temperaturas en
que se realice y el pasar de una temperatura a otra con la misma poblacién bacteriana sin

la debida aclimatacién, no es correcto (35).

Ciertos desechos son digeridos mejor en el intervalo mesofflico que en el
termofilico. En general se pueden establecer las siguientes diferencias entre los intervalos

mesofflicos y termofflicos.

EST] NAERQBI, 1L

El proceso es llevado a cabo en un tanque cerrado, a una temperatura de 30 a
37°C, existe una menor produccién de gas, mayor tiempo de residencia, menor cantidad
de calor necesario, poblacién bacteriana mds estable,

DIGESTTON ANAEROBIA TERMOFILICA.

Los digestores anaerobios del tipo de operacién termofflico, oscilan de 45 a 55°C,
presentan crecimiento bacteriano mayor, la poblacién bacteriana es sensible a choques
térmicos, el efluente es de menor calidad, requiere gran cantidad de calor, existe mayor
reduccién de patdgenos y virus, el fermento es h4bil para producir vitamina BI2 y muestra
actividad antibidtica.

DIGESTION SIN CALOR

Se lleva a cabo en lagunas de estabilizacién, Costos de operacién bajos, pero se
requieren grandes superficies, ademés existe el inconveniente de alta emisién de olores
desagradables (22).

17
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Las tendencias actuales de la digestién anaerobia son:
1. Concentrar los lodos de tal manera que el contenido de los sélidos alcance una
concentracién del 8 al 9 % esto trae como consecuencia lo siguiente:
a. Reduccién del volumen del lodo a digerir,
b. Reduccién de los requerimientos de energfa.
c. Evitar el posterior espesamiento de los lodos.
d. Reduccién en los costos de transporte.
2. Disefio de digestores que permitan una mezcla completa de los componentes de
todo, es decir un incremento en la altura y el didmetro més de lo convencional.
3. El uso cada vez mds extendido de digestores de acero, especialmente en plantas
pequefias,
4. La introduccién de sistemas de cémputo que permitan la automatizacién y el mejor
manejo de los tratamientos.
5. Aplicacidn de las variantes que optimizan el proceso.

DIGESTION AEROBIA.

La digestién aerobia de los lodos (primarios y lodos activados) es un proceso en
el cual la estabilizacién de la materia orgdnica se lleva a cabo por aereacién durante un
extenso perfodo de tiempo, dando como resultado una destruccién celular con una
disminucidn de los sélidos suspendidos voldtiles (SSV) (22).

El principal objetivo de este tratamiento es 1a reduccién del volumen de los lodos

para su disposicién final. Esta reduccién resulta de la conversién por oxidacién de parte
de las substancias del lodo en productos voldtiles (CO,, NH,, Hy).

18
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Los tiempos de retencidn requeridos por los procesos aerobios son mds cortos que
los requeridos por los anaerobios. Esto repercute en una economfa en los vohinenes de
los digestores, sin embargo, los costos originados por la energfa necesaria para Ia
aereacién pueden ser un factor importante en la eleccidn del sistema de tratamiento en

plantas con grandes flujos de lodos.

Los lodos estabilizados aerébicamente no desprenden olores, son homogéneos, de
color obscuro y pueden drenarse sin dificultad, Sin embargo, no es recomendable
almacenarlos por mucho tiempo en forma lfquida,

Generalmente, la estabilizacién aerébica se aplica a los lodos residuales de

procesos aerobios de aguas residuales.

DIGESTION AERQBIA AUTOTERMICA

Este proceso utiliza el calor metabélico producido durante 1a oxidacién bioldgica
del lodo, incrementando 1a temperatura de éste por encima de la temperatura ambiental,
Dependiendo de las condiciones, su temperatura puede alcanzar 35 a 70°C.

Los periodos de retencidn oscilan entre 3 y 8 dias, dando una estabilizacién rdpida

y una reduccién del olor de lodos. El volumen del digestor s mucho menor que los
digestores aerobios sin calor y que los digestores anacrobios.
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DIGESTION AEROBIA AUTOTERMICA.
Con uso de Oxigeno.

Este método requiere de uno o varios suministros de oxfgeno comercial o de Ia
planta, como consecuencia de la baja relatividad del gas requerido y de la pérdida del
calor por evaporacién. Opera a una temperatura de 70°C o mds (47).

DIGESTION AEROBIA AUTOTERMICA.

Con uso de Aire.

Este método utiliza un dispesitivo de aereacién, el cual es muy. eficiente y
proporciona oxfgeno durante el proceso. La temperatura de operacidn oscila en 60°C.

DIGESTION AERQBIA OXIDATIVA.
Sin Calor.

La digestién aecrobia sin tratamicnto fue desarrollada en los afios 60 s. El proce
so convencional de la digestién aerobia (sin calor) opera a temperatura ambiente, por un
periodo de 10 a 1S dfas. El producto final es una buena estabilizacién del lodo. Este
proceso se lleva a cabo en un tanque abierto, con una adecuada aereacién y con un
sistema de mezclado (remocién) (49).

Una disminucién en la temperatura condicionarfa la subida a olores desagradables
del lodo, El costo del capital es relativamente bajo, mientras que el costo de operacién
es alto, ya que ia energfa necesaria para Ia aereacién y Ia mezcla es cerca de 50 a 100
KWh/m’® de lodo tratado comparada con ¢l tratamiento anaerobio dende se requiere cerca
de 5 KWh/m®.

20
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PROCESQ DE DOBLE DIGESTION.

Comprende dos etapas de digestién: la primera es una digestién autotérmica, en
la cual se requiere oxfgeno altamente puro para oxidar parcialmente los sélidos y producir
un intervalo de temperatura de 50 a2 60°C. En la segunda ctapa se realiza una digestién
anaerobia a2 35°C.

COMPOSTEQ.

El composteo es 1a oxidacién bioldgica, aerobia y exotérmica sin control en pilas
de lodo crudo. Eventualmente este proceso provee un lodo seco muy estable y con menor
olor que el lodo original. Una desventaja son las altas temperaturas que se desarrollan
dentro de la pila, durante los primeros dfas, logrando a2 una emisién altamente
desagradable de olores nauseabundes. Existen varias técnicas para el composteo, las
cuales se pueden dividir en las siguientes categorfas,

INAMIENT

El lodo en forma compacta, generalmente con material de soporte (paja, madera,
pldstico), se coloca en grandes pilas a cielo abierto, es muy comtn el uso de techos o
tejados para proteger las pilas de Ia HNuvia,

a) Hileras, Esta técnica se logra al mantener las pilas a una temperatura constante.
Gran emisién de olores.

b) Pilas_estaticas aereadas, Se requiere una ventilacién artificial uniforme y
controlada. E! aire contenido en las pilas, se extrae por debajo de éstas a través
de un ventilador. El aire se deodoriza con sistemas de limpieza. La temperatura
es controlada por el flujo de aire.

21



l C._ESTABILIZACION DE LODOS |

E Fi, IIENT

El lodo, con o sin material de soporte, es retenido por un periodo de tiempo
determinado y almacenado en un recipiente (biorreactor), proporcionindole condiciones
uniformes de aereacién y proteccidn del medio ambiente,

a) Recipientes almacenadores. El lodo es introducido verticalmente (por medio de un
sistema de flujo pistén) a través de vn silo con un sistema de ventilacidn
controlada y con sensores de temperatura para mantener las condiciones éptimas
del proceso.

b) Tambor rolatorio, El lodo es pasado a través de un cilindro que rueda lentamente,
esto permite que la aereacién y el mezclado sean simultdneos. Generalmente, la
composta producida por los sistemas con confinamiento no cs totalmente madura
y requiere un periodo de maduracién posterier.

BILIZACI TMIi

El tratamiento de lodos con substancias qufmicas para el control de las emisiones
del olor, puede tener algunas ventajas sobre los métodos de tratamiento biolégico en
términos de costo de capital de la planta, simplificacién de operacién y efectos
inmediatos, Las desventajas podrfan ser el alto costo de operaci6n (costo de substancias
qufmicas), las necesidades de un control mds especifico y con algunos tratamientos
adecuados. Sin embargo, el hecho es que el efecto de estabilizacién es dnicamente
temporal.
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a)

b)

()

Estabilizacién de lodo Ifquido con ¢al. Se adiciona cal al lodo hasta alcanzar un

pH de 12 manteniendo el nivel por algunos dfas, o hasta ser incorporado al suelo.
El propdsito de elevar el pH es para reducir Ia emisién de sulfatos voldtiles y
écidos grasos, sin embargo, se incrementan la emisién de aminas y amoniaco. La
dosis empleada oscila de 150 a 200 g de Ca(OH), por cada Kg de lodo sélido

§€COo.

Estabilizacién de lodo sélido con_cal. Se agrega cal viva al lodo. El calor

generado eleva la temperatura de 60°C a 70°C dando efecto de pasteurizacién.
Este proceso requiere una agitacién para mantener la temperatura y et pH (12)

constante. El costo de cnergfa es elevado.

Estabilizacidn con otros agentes qufmicos. Entre los agentes oxidantes mds

empleados para la estabilizacién y control de emisiones de olor se encuentran:
peréxido de hidrégeno, nitrato de sodio, clorato de sodio, permanganato de
potasio y ozono. Los hidrocarburos clorados formados durante el tratamiento del
lodo, pueden ser aplicables a tierras agricolas, asf como también las sales ferrosas
que son usadas para la precipitacién de sulfuros y reduccién de emisiones de
sutfuro de hidrégeno procedente del lodo. Otros inhibidores basados en
compuestos formaldehfdo pueden ser iitiles, resolviendo temporalmente el
problema del olor. El costo de operacién es elevado y a menudo estos

tratamientos de estabilizacién son rechazados. (22)
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I, BI E LA DU TI E if

En la naturaleza, por la accién microbiana, cualquier desecho, agua residual o tipo
de materia orgénica sufre una transformacién o degradacién bioldgica espontdnea, ya sea
en condiciones aerobias o anaerabias., La poblacién microbiana que se demominard
biomasa utiliza lo arriba antes mencionado, como sustrato para producir la energfa que
requieren. El hecho de utilizar a los microorganismos como herramienta, haciendo uso
de sus capacidades metabdlicas ha creado una ciencia denominada biotecnologfa (34).

Cuando la degradacién biol6gica se realiza en condiciones anaerobias, esta
biotecnologfa se denomina biometanacién. La figura 3 describe posibles aplicaciones de
los procesos anacrobios formadores de metano. Metanogénesis es el proceso
microbioldgico anaerobio en el cual Ja materia orgdnica es degradada progresivamente por
medio de una comunidad bien organizada de varias poblaciones microbianas denominadas
“biomasa activa", obteniéndose como productos finales metano y diéxido de carbono (34).

La Demanda Bioqufmica de Oxfgeno (DBO) o Demanda Qufmica de Oxfgeno
(DQO), del sustrato inicial (biomasa del sustrato) disminuye, asf como también en el caso
de aguas residuales o de la parte soluble de los lodos. El lodo remanente, después del
proceso se dice que se estabiliza (ya no sufre degradacién espontdnea, facilitando su
disposicién o mejor uso). Se produce ademds un biogas cuyo contenido de metano es
aproximadamente el 60% de la energfa libre de 1a bjomasa del sustrato degradado, por
lo que se puede utilizar como fuente de energfa (37).
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SUSTRATO TEGNOLOGIA PRODUCTO

B
I
AGUAS o BIOGAS
RESIDUALES e (CH4 + CO,)
E
LODCS T Liauibos
A TRATADOS
N {REDUCCION DE
A CARGA ORGANICA)
DESECHOS
SOLIDOS c LoDoS
I DIGERIDOS
COSECHAS o {ACONDICIONADOR OB
ENERGETICAS N AnEnto pAn AmALER

FIG. 3 APLICACIONES POSIBLES DE LAS
TECNOLOGIAS PARA BIOMETANACION (34)

La metanogénesis es el proceso microbioldgico global por medio del cual la
materia orgénica se convierte 2 metano. A la fecha, el modelo biclégico establece seis
diferentes procesos de conversién, desde la conversién del material orgdnico en forma
particulada hasta el producto final que es el gas metano.
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La hidrdlisis del material particulado es seguida por 1a degradacién e hidrélisis de
productos intermedios por cinco grupos independientes de microorganismos.

Las fipuras 4 y 5 presentan el proceso global de Ia digestidn anerobia y la tabla
No. 2 presenta algunas bacterias metanogénicas encontradas en los lodos.

En un digestor anaerobio se identifican los siguientes procesos:
1. Hidrélisis de biopolfmeros
la hidrdlisis de protefnas
1b hidrdlisis de carbohidratos
1c hidrdlisis de lfpidos
2, Fermentacién de aminodcidos y aziicares
3, Oxidacién anaerobia de Acidos grasos de cadena larga y alcoholes
4. Oxidacién anaerobia de productos intermedios tales como 4cidos vol4tiles (con
excepcién del acetato)
5. Conversidn del acetato en metano

Conversién del hidrdgeno a metano

Si un digestor anaerobio maduro se define como un reactor de flujo continuo en
estado estacionario la composicién de su poblacién microbiana depende del tipo de
material de alimentacién, de las condiciones de operacién (pH, temperatura, tiempo de

retencion) y de Ia estequiometrfa de las reacciones que se realizan.

De acuerdo con la figura 4, intervienen cinco diferentes grupos microbianos que
que se establecen en ¢l digestor anaerobio con un determinada densidad de poblaci6n
microbiana.  Debido a las tasas de crecimiento tan bajas de algunos de los
microorganismos, se requieren periodos relativamente grandes (esto depende del tipo de
digestor anaerobio) para alcanzar la madurez del digestor,
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100% DQO
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[aminoacioos, AZUCARE] | acibos GRASO?]

FERMENTACION \("D @ OXIDACION

PRODUCTOS INTERMEDIOS
PROPIONATO, BUTIRATO

ANAEOBIA

ACETATO

HIDROGENO —l

@ HIDROGENOTROFQOS

ACETOTROFQOS

Figura 4. Esquema de reacclones propusestas para la digestién
anaerobia de lodos de aguas residuales domésticas, nimeros en
circulos identifican los diferentes procesos (34)
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U-IPIDOS ] [ PROTEINAG

AMINOACIDOS
ACIDOS aQmAEOS

CADENA LAAGA

CETOACIOO®

sy ALDEHIDOS

ACBO LACTIS

ACIDO PROPIONICO ACIDO BUTIRICO
v

L) 4cI00 ACETICO
ACIDO FORMICO

ra.s
REACCIONES PRODUCIDAS
POR LAS BACTERIAS ACIDOGENICAS (34)

TABLA 2.
BACTERIAS METANOGENICAS ENCONTRADAS EN LODOS DE AGUAS
RESIDUALES (34).

ORGANISMO No. de Organismos/m}
Methanobacterium formicicum > 10
Methanobacterium ruminantium > 10

Methanvsarcina barkeri > 10
Methanospirillum sp. > 10
Methanococcus sp. > 10°
Methanobacterium sp. > 10
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Las especies microbianas de 1a comunidad fermentativa son capaces de atacar
moléculas poliméricas ain en forma de material slido ya que posecn exoenzimas
hidrolfticas que hidrolizan el material polimérico a material de bajo peso molecular
inclusive mondémeros: protefnas a aminodcidos (1A), polisacdridos a oligo o
monosacéridos (1B) y Hpidos a 4cidos grasos (1C); estas pequeiias moléculas ya solubles
son utilizadas por la misma comunidad para sus actividades metabélicas.

Las especics bacterianas que utilizan sustratos de tipo protefco, son diferentes a
aquetlas que utilizan sustratos de tipo polisacdridos en competencia con estas bacterias
fermentativas (Figuras 4 y 5). Existen otras bacterias fermentativas que son incapaces
de hidrolizar material polimérico pero que utilizan pequeiias moléculas solubles para sus
actividades metab6licas (2), como resultado de las actividades metabélicas hasta aquf
descritas aparecen en el medio (licor mezclado) un ndmero de productos finales
reducidos; 4cidos grasos volétiles de 2 a 5 o mds atomos de carbono, etanol (y otros
alcoholes y cetonas) y/o 4cidos orgdnicos, tales como el 4cido lictico. Debido a que
durante este paso se producen una cantidad de dcidos orgédnicos, se denomina
"acidogénesis®, Los dcidos orgénicos aparecen en el licor mezclado en forma de aniones
y se originan de moléculas neutras de sustrato (36)

Las bacterias metanogénicas son denominadas Archae-bacterias, no son bacterias
verdaderas y difieren de las eubacterias, ademds son los organismos vivientes mis
antiguos de la tierra, Los tnicos sustratos utilizados por estas Archae-bacterias son el H,,
el CO, y el acetato, hay solamente algunas excepciones pero con compuestos orgdnicos
muy relacionados (metancel, formato, monéxido de carbono y metilaminas). Las especies
microbianas denominadas hidrogenotréficas (6), son Archae-bacterias quimolitotréficas
que reducen el CO, con H; para obtener su energfa, son Archae-bacterias autotréficas que

asimilan el CO, como fuente de carbono. (35)
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Otras especies microbianas, denominadas acetocldsticas (5), son Archae-bacterias
quimjorganotréficas que descomponen el acetato en metano y didxido de carbono,
obtienen su energfa a partir del acetato, sin embargo, no necesariamente a través de
descomponer el acetato ya que son Heterotréficas porque asimilan el acetato como fuente
de carbono, El acetato es un anidn, al descomponerse en CH, y CO, debe estar presente
un catién acaparador (NH,* 6 H,;0*) pudiéndose entonces formar NH,, CO; 6 H,CQ,,
cuyos efectos son alcalinizar el medio. Varios grupos bacterianos sirven como unién
entre la etapa fermentativa y la metanogénica; algunas de ellas, inclusive compiten con
las bacterias fermentativas por los sustratos monoméricos, otras compiten con las Archae-
bacterias por el acetato, H, y CO,.

Los 4cidos grasos voldtiles son metabolizados a acetato, H; y CO, por especies
microbianas pertenecientes al grupo de las bacterias acetogénicas obligadas productoras
de H,, denominadas bacterias obligadas reductoras de protones 3,4, Estas bacterias por
razones termodindmicas pueden vivir solamente en sintroffa, no en simbiosis con bacterias
hidrogenotréficas. Como resultado, 1a presién parcial de hidrégeno permanece muy baja.

El etanol y el lactato son también metabolizados a acetato, H,, y CO, por otros
grupos de bacterias acetogénicas productoras obligadas de Hidrdgeno (4), algunas especies
microbianas pueden competir con estas. Cuando el anién sulfato (SO,") est presente en
el medio, las bacterias sulfato-reductoras son importantes, algunas de ellas pueden

competir por los 4cidos grasos voldtiles.

El grupo bacteriano capaz de utilizar el etanol y e! lactato consta principalmente
de bacterias sulfato reductoras y cuando el SO,~ est4 presente, el H, producido a partir
de los sustratos orgdnicos se usa para reducir el SO, y formar sulfuro HS-, Cuando las
bacterias hidrogenotréficas estdn presentes el H, es utilizado por cstas.
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Existe ademds otro grupo de bacterias hidrogenotré6ficas que juegan un papel muy
importante en 1a comunidad microbiana global del proceso metanogénico, estas bacterias
Namadas homoacetogénicas son quimolitréficas y obtienen su energfa de la reduccidn del
didxido de carbono con H, para producir solamente acetato, de ah{ su nombre, Algunas
de estas bacterias son autotréficas, capaces de asimilar ¢! CO,. Otras bacterias
homoacetogénicas también compiten con Jas bacterias fermentativas ya que son capaces
de producir solamente acetato a partir de la glucosa; en este caso son quimiorganotréficas
y mixotréficas, esto es auto y heterotréficas al mismo tiempo.

Los cidos grasos no pueden ser metabolizados a productos finales reducidos por
razones termodindmicas. Son metabolizados a acetatos, H, y CO, por otro grupe de
bacterias acetogénicas productoras obligadas de H; que tienen que vivir en sintroffa
obligada con bacterias hidrogenotréficas para poder mantener durante todo el tiempo
reducida 1a presi6én parciat del H,, CO, en el digestor.

Dada la complejidad microbiana del proceso de la metanogénesis hasta aquf
descrito, se considera que existe un paso en el proceso denominado de la tasa limitante,
que puede causar que ¢l proceso falle bajo condiciones denominadas de “stress cinético”.
Este “stress cinético” puede provocarse en el sistema reduciendo continuamente el tiempo
de retencién hasta un valor lfinite que supere a la tasa de crecimiento causando la
eliminacién de éstos en el sistema. Fallas de este tipo en la digestién anaerobia se ponen

de manifiesto por la disminucién o interrupcién de la produccién de metano y
disminucién de 1a remocién de 1a DQO del sistema. Se ha reportado que la falla cinética
se caracteriza por un aumento en la concentracién de 4cidos grasos de cadena larga, los
precursores predominantes del metano, Se acepta a la fecha que la fermentacién de los
4cidos grasos de cadena larga en la produccién de metano y didxido de carbono es la
etapa de la tasa limitante en el tratamiento microbiano (36).
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./ T R TES EN
Y AGUAS RESIDUALES,

Microorganismos tales como bacterias, hongos, helmintos, protozoarios y virus
estdn presentes tanto en aguas residuales como en lodos, estos sobreviven a una variedad
de ambientes hostiles; como cambios de temperatura, pH, intercambio iénico, limitacién
de nutrientes, etc. Las concentraciones de microorganismos en lodos es mucho mé4s
grande que en el agua residual original, esto se debe a que el volumen del lodo es mucho
mis pequefio que el volumen del agua residual, de la cual éste fue originado. Por lo
tanto, el lodo crudo contiene los mismos agentes infecciosos presentes en las aguas
residuales, pero en concentraciones significativamente mds altas (27).

La tabla 3 muestra una lista de algunos organismos patégenos que se encuentran
en lodos y aguas residuales, asf como los sintomas o enfermedades entéricas con los que
estdn asociados.

No cxisten muchos datos confiables de los niveles de densidad de organimos
indicadores en lodos primarios y secundarios. Perdersen en 1981 (22), hizo una revisién
de la densidad de organismos patégenos en lodos primarios de aguas residuales
municipales y domésticas de 1940 a 1980. La Tabla 4 muestra los niveles de densidad
de virus y bacterias como organismos indicadores,
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TABLA 3
PRINCIPALES ORGANISMOS PATOGENOS PRESENTES EN LODOS Y AGUAS
RESIDUALES

ORGANISMOS ENFERMEDAD PRODUCIDA

BACTERIAS

Salmonella sp Sal llosis (ali do), ficbre tifoidea.

Shigella sp Disenteria bacilar.

Yersinia sp Gastroenteritis aguda (incluyendo diarrea, dolor
abdominal),

Vibrio cholerae Cdlem

Escherichia jejunt Gastroenteritis

VIRUS

Poliovirus Poliomelitis.

Coxsacovirus Meningitis, N Hepatitis, ficbre, etc.

Virus hepatitis A Infeccidn de hepatitis.

Rotavirus Gastruenteritis aguda con severas diarreas.

Virus Norwalk Gnstrocntcnus epldémnca con severa diarrea.

Retrovimus p ias, g iti

PROTOZOARIOS

Cryptosporidium. Gastroenteritis,

Engosmoeba histolytica. Enteritis aguda.

Giardia lambla. Giardiasis (incluyendo diarrea, calambres abdominales,
pérdida de peso).

Batantidium coll. Diarrea y disenterfa.

Toxoplasma gondil ‘Toxoplasmosis.

HELMINTOS

Ascaris umbricoides. Probt digestivos y nutri les, dolor abdominal
vémito, insomnio,

Ascarls suum. Produce sfatomas como tos, dolor de pecho y fiebre.
Dolor abdominal, dmm:a, anemia, pérdxda de peso.

Trichuris trichiura. Ficbre, dolor abd I, dolor
neumldgxcos

Toxocara canis. Ner i ia, dolor abdominal
mns!amun dnge.suvos.

Taenia saginata. Ner , ia, dolor abdominal,
transtomo digestivos.

Taenia solium. Teniasis.

Necator americanus. Anquilostomiasis.

Hymenolepls nana. Hymenolipiasis.

Fuente: EPA/625/10-89/006 (22)
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TABLA 4
NIVELES DE ORGANISMOS PATOGENOS: BACTERIAS Y VIRUS EN LODOS
PRIMARIOS, SECUNDARIOS Y MEZCLA DE LODOS.

{:‘u“ gﬂ:‘:‘” s:gr:‘,’-m Fecal fas ‘llm[l'lll- Yirws &
Pricario 12x10% 210" 8.9x10° L3IX 1P UFP | 4t x 107 28210 2.9x10° UFP
Primarie :oll-ﬂl 1 TCID
Primario 1.2 - 376 UFP
Primario 0.002 - 0.004
NMP
Primario 10'. 10" 10f- 10" 2-1660 UFP/ Tl
Secundario | 8x10° ax10* saw
Secundario | Tal0® 8.3x10% 1.7xi0* 400 Lixie 6.9 - 1400 UFP
Socundario 3.2x10° UFP
Secuadario 34.HUFP
Mezcladas 1.4x10* Lax10* 3.7x10* 2.9210° 33xt0 0.018 - 0.026
NMP
Mezclados 3.8x10" 1.9x10% 1.6x10% 7.0 44x10 :,.]6:[0‘ TCID 50

UFP = Unidades Formadoras de Placas
NMP = Nomero Mda Probable
Fuente: Lue-Hing-Cecit 22)

En la tabla 4, observamos que el 4mbito de densidad de coliformes totales es de
1x 10°a 1.2 x 10" organismos por gramo peso seco (GPS). Los bateri6éfagos con una
densidad de 1.3 x 10° unidades formadoras de placa (UFP) por GPS. Los organismos
bacteri6fagos (al igual que los virus entéricos) pueden emplearse como indicadores de
contaminacién fecal en aguas y L.R. debido a su f4cil cuantificacién. La bacteria
Salmonella sp y Pseudomona aeruginosa se registraron en bajas densidades, su promedio
oscilé entre 4.1 y 10? y 2.8 x 10° organismos por GPS respectivamente.
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SA ELLA E

La materia fecal contiene una gran cantidad de bacterias, algunas son utilizadas
como indicadores de contaminacién fecal, especialmente Escherichia coli, sin embargo,
pueden ocasionar enfermedades entéricas. La ruta mds comin de infeccidn es por
ingestién. Cuando hay presencia de infecciones bacterianas, gran cantidad de
microorganismos son eliminados en la materia fecal, creando focos de infeccién en la
poblacién. La diarrea es el principal sintoma de infeccién intestinal, aunque algunas
bacterias como Salmonella typhi pueden también invadir los tejidos causando una
infeccidn generalizada (2).

En la mayorfa de las infecciones por bacterias entéricas pat6genas existe el estado
de portador sano, por lo que en las comunidades donde estas infecciones son comunes,
una proporcién de individuos sanos serdn foco de excresidn de bacterias pat6genas; este
estado de portador puede variar de unas semanas hasta toda ia vida del individuo.

Las bacterias del género Salmonellz estdn ampliamente distribuidas en la
naturaleza, son responsables de un elevado nimero anual de infecciones gastrointestinales,
cuya evidencia es cada vez mayor en el mundo, constituyendo un importante problema
de salud publica (42).

Debido a la importancia que esto representa y a la prevalencia de Salmonella en
el aguz, el monitoreo de este microorganismo ha demostrado ser un excelente indicador
epidemiol6gico para la determinacién de una gran cantidad de infecciones existentes en
las comunidades (2).
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CARACTERISTICAS DE SALMONELLA.

Debido a que m4s de 900 especies de Salmonella son potencialmente patégenas
para el hombre, se consideran, como la causa de enfermedades gastrointestinales
transmisibles mds comunes de animales a humanos (2). En 1990 en el Continente
Americano se presentaron aproximadamente 89,600 casos de fiebre tifoidea, que
representan una incidencia de 20,8 casos/100,000 habitantes. En México, la tasa es de
13.6 cas0s/100,000 habitantes. El grupo de edad mis afectado por la enfermedad es de
los 15 a 44 afios, donde se presentan el 58.62% de los casos, que significa una pérdida
anual de m4s de 500,000 dfas laborables (45).

En Ia actualidad el nimero de especies de Salmonella presentes en aguas y L.R.
es grande, se tiene la necesidad de desarrollar métodos rdpidos y confiables para su
deteccién en aguas y otros sustratos (2).

La capacidad de sobrevivencia de Safmonella en aguas salinas y dulces por
periodos de dfas o semanas es un aspecto que actualmente se esta investigando. Su
sobrevivencia prolongada en aguas de estuarios le permite acumularse en los mariscos,
dependiendo del tipo de agua y épocas del aiio.

Es importante el uso de Salmonella como indicador de la calidad del agua ya que

puede ser utilizada para fines recreativos, para consumo humano, como una medida
preventiva del brote de pequefios o grandes focos epidémicos.
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YENTAJAS DEL USQ DE SALMONELLA COMO INDICADOR DE CALIDAD

DEL AGUA.

La confirmaci6n de su presencia, nos da una informacién mds completa acerca del

tipo y grado de contaminacién del agua.

Su tiempo de sobrevivencia con respecto a otras enterobacterias ya sea en aguas
para consumo humano, residuales, tierras irrigadas con aguas residuales y en
vegetales asf producidos, depende de los factores ecolégicos de la zona.

Tiene una relacién directa con las fuentes de contaminacién de 4reas especfficas.

Su deteccién puede llegar a evitar epidemias que, en afios recientes han sido
atribuidas principalmente a Salmonella.

La dependencia a ciertos factores ecolégicos, como la temperatura, no permite que
su densidad tenga una relacidn directa con las bacterias del grupo coliforme como

indicadores fecales.

Actualmente la técnica del NMP para la cuantificacién de Salmonella en aguas

residuales es empleada en algunos laboratorios (2)
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F, DE RE TION PARA L.R. SE LA_EP.

En los Estados Unidos, el uso y disposicién de lodos residuales estd regulado bajo
1a 40 Comisidn Federal Repuladora (CFR), parte 503. Esta regulacién, promulgada el
19 de Febrero de 1993 fue publicada por la autoridad del Acta de Aguas Limpias. Esta
Acta data de 1976 bajo el nombre Acta de Conservacién y Recuperacién de Recursos y
fue corregida por primera vez en 1987. Para la mayor parte de los lodos residuales, esta
nueva regulacién reemplaza a la 40* CFR parte 257 que estuvo vigente desde 1976 y se
ajusta a los usos y disposiciones de L.R. No obstante, en nuestro pafs no existe una
norma de regulacién para L.R. (18).

{Cudl es la importancia de este documento?

Este documento describe los rcquerimientos federales concernientes a los
patégenos en los lodos residuales para la aplicacién a tierras o sitios de disposicién y
propone los siguientes puntos:

- Realizar operaciones apropiadas de tratamiento para lodos y aguas

domésticas.

— Desarrollo o mercado de los procesos de tratamiento para lodos residuales.

- Grupos que distribuyan y comercialicen los productos finales de lodos

residuales.

- La aplicacién de lodos residuales a tierras o sitios de disposicién debe ser

un compromiso individual,

- Los estados regionales y los departamentos gubemamentales locales son

responsables de Ia implementacién y fortalecimiento de la norma de
regulacién parte 503, subparte D.
- Asesoramiento de éstos grupos.,
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AL PUBL IE,

De acuerdo al fallo de la Administracién de la EPA, parte 503, subparte D, para
1a regulacién y proteccién de la Salud Piblica y del medio ambiente a través de los
requerimientos designados a reducir el potencial de contacto con microorganismos
patégenos presentes en lodos residuales, responsables de varias enfermedades, asf como
1a aplicacién de éstos a tierras o sitios de depdsito. Estos requerimientos estdn divididos
en:

— Requerimientos designados al control y reduccién de patdgenos en lodos

residuales.

- Requerimientos designados para reducir la capacidad de lodos residuales

y de vectores (insectos, aves, roedores y otros organismios que puedan
transportar patdgenos de los lodos residuales a tierras y sitios de depésito).

En la subparte D se incluyen los requerimientos tecnoldgicos y de fabricacién.
designados a proporcionar un aprovechamiento més flexible de la parte 257, la cual
requiere que los lodos residuales deben ser tratados por requerimientos especficos o por
tratamientos tecnolégicos aprobados. La parte 503, menciona que: los trabajos de
tratamiento para lodos residuales deben continuar usando el mismo proceso empleado en
la parte 257, pero, actualmente también existe libertad de modificar las condiciones
(lodos) y de combinar los procesos con otro, siempre y cuando el tratamiento de lodos
reuna los requerimientos aplicables.

Muchos lodos residuales también contienen metales pesados, los cuales poséen un
riesgo para la salud piblica y el medio ambiente. La regulacién federal bajo la parte 503
de 1a CFR seifiala los requerimientos designados a los Ifmites o cantidades permisibles de
metales pesados en los lodos residuales con el fin de ser aplicados a tierras o sitios de
disposicién final (18).
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Los requerimientos de regulacién de organismos patégenos presentes en lodos
residuales se encuentran en 1a subparte D de 1a 40* CFR parte 503 de regulaciones. Los
1odos residuales enviados en bolsas, tanques o contenedores para su aplicacién a tierras,
césped y jardines deberdn cumplir con los debidos requerimientos. En la clase A existen
seis requerimientos alternativos para demostrar la reduccién de patégenos en L.R. Dos
de estas altemativas proporcionan una continuidad con 1a 40°CFR parte 257 que permiten

el uso de una Tendencia Significativa de los Procesos para la Reduccién de Patdgenos
(PFRS) y de las tecnologfas (18).

Cualquiera de estas seis alternativas deberdn cumplir los requerimientos de la clase
A para L.R. respecto a los patégenos. Su objetivo principal es reducir 1a densidad de
patégenos por debajo de los lfmites delechables,llos cuales son los siguientes:

Salmonella sp. Menor de 3 organismos por 4 gramos de sélidos totales en
LR.

Virus entéricos Menor de 1 organismo por 4 gramos de s6lidos totales en
LR.

Huevos viables

de helmintos Menor de 1 organismo por 4 gramos de sélidos totales en

L.R.

En este capftulo se discuten los requerimientos de los patégenos en 1a clase A que
incluyen:
- Un requerimiento de relacién entre 12 reduccién de patégenos y de vectores
(insectos, aves y roedores).
- En todas las alternativas de la clase A para la reduccidn de patgenos se
incluye un requerimiento para €l monitoreo y crecimiento de patégenos.
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Alternativa 1:

Esta alternativa debe usarse con un régimen de temperaturas especificas de
organismos patégenos. Bajo €stas circunstancias, el tiempo de consumo y los ex4menes
costosos de laboratorio para detectar y especificar que clases de patégenos estdn presentes

en los L.R. generalmente pueden ser rechazados. Basta s6lo con demostrar que:

La densidad de coliformes debe estar por debajo de 1'000 NMP por gramo de
s6lidos totales (base de peso seco), y de Salmonella sp. donde su lfmite de deteccién debe
ser menor 2 3 NMP por gramo de sélidos totales (peso seco). Cada vez que los L.R.
sean vsados, depositados y preparados para su venta o enviados en bolsas o contenedores
para la aplicacién a tierras deben cumplir los requerimientos seiialados =n la parte 503.10
(b), 503.10 (c), 503.10(e) y 503.10(f).

Cuatro diferentes temperaturas son utilizadas en Ia alternativa 1. Cada régimen
de temperatura est{ basado en el porciento de sélidos de L.R. y en los parimetros de
operacién de los procesos de tratamiento. Estas exigencias, demuestran que los cuatro
regfmenes de temperatura reducen los organismos patégenos a miveles muy bajos
detectables.

Altemativa 2:

Esta alternativa describe las condiciones de un proceso particular de elevacién de
temperatura y pH. Este proceso ha resultado efectivo en la reducci6n de patégenos sobre
niveles bajos detectables.

Las condiciones requeridas de €ste proceso son:

— Elevar el pH de los lodos hasta 12, por mis de 72 horas.

— Mantener la temperatura arriba de 52°C por lo menos 12 horas durante el

periodo en el cual el pH alcance dicho valor.
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—_ En el periodo de elevacidn del pH y durante un perfodo de 72 horas,
inyectar aire seco, siempre y cuando los sélidos sean superiores al 50% en
los L.R.

Las condiciones hostiles de elevacién de temperatura y pH por perfodos de tiempo
prolongados permite una diferencia de un estricto control de temperatura comparada con
los requerimientos termales bajo 1a alternativa 1.

Alternativa 3:

Esta alternativa es aplicada a los L..R, producidos por los procesos que no reinen
las condiciones requeridas en la alternativa 1 y 2. Estos requerimientos auxilian el
monitoreo de bacterias, virus entéricos y huevos viables de helmintos, y demuestra una
adecuada reduccién de patégenos.

La densidad de virus entéricos en los L.R. después del tratamiento para patdgenos
debe ser menor a 1 UFP por 4 gramos de sdlidos totales (base de peso seco).

La densidad de huevos viables de helmintos en los L.R. depués del tratamiento

para patégenos debe ser menor a 1 por 4 gramos de sélidos totales (base de peso seco),

Los exdmenes de los virus entéricos y de los huevos viables de helmintos puede
ser complicado por el hecho de que algunas veces no estdn presentes antes del tratamiento
de L.R. En este caso, una ausencia de los organismos por debajo de los lfmites
detectables.

Estos exdmenes toman varios tiempos: cuatro semanas para determinar si los
huevos de helmintos son viables y dos o mas semanas para los virus entéricos.
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Alternativa_4:

Este requerimiento es similar a Ia alternativa 3, excepto que no hay opcién para

sustituir el monitoreo de los pardmetros de operacién microbiolégico. Los L.R. deben

reunir los siguientes Ifmites para uso, disposicién y preparacién para venta o envfos en

bolsas o contenedores para su aplicacién a tierras, asimismo el material derivado de los
L.R. debe reunir los requerimientos de la parte 503,10(b), 503,10(c}), 503.10(e) y

503.10(f).

La densidad de coliformes fecales en L.R. debe ser menor de 1,000 NMP
por gramo de sélidos totales (base de peso seco) y la densidad de
Salmonella sp. en los L.R. debe ser menor de 3 NMP por 4 gramos de
s6lidos totales (base de peso seco).

La densidad de virus entéricos en L.R, debe ser menor a 1 UFP por 4

gramos de sdlidos totales (base de peso seco).

La densidad de huevos viables de helmintos en L.R. debe ser menor a 1
gramo de sdlidos totales (base de peso seco).

Estos requerimientos son aplicados en las siguientes situaciones:

En procesos de tratamientos desconocidos para L.R.

El L.R. producido en los procesos de operacién y en condiciones menos
severas que las condiciones de operacién, las cuales no pueden ser

calificadas como clase A y tampoco bajo otras alternativas.
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Los requerimientos de los virus entéricos y huevos viables de helmintos pueden
ser modificados por Ia autoridad competente (EPA). Un ejemplo de esta situacién podrian
ser las fosas sépticas o pilas para L.R. almacenados por muchos afios. Las densidades
de coliformes y salmonelas son suficientemente bajas, la sobrevivencia de virus entéricos
es desconocida. -En tal caso, 1a autoridad competente podrfa reducir los requerimientos
para pruebas de virus entéricos, pero deberfan probablemente insistir en las densidades
para huevos de helmintos viables.

Alternativa 5:

La alternativa 5 proporciona una continuidad con la 40°CFR parte 257 de
regulaciones. Esta alternativa para L.R. es considerada por estar presente en la clase A
siempre y cuando el tratamiento haya sido uno de los Procesos de Tendencia para Reducir
los Patégenos (tema C, tabla 1).

Alternativa_6:

La parie de regulacién 40 CFR permite algiin proceso de tratamiento equivalente
aun PFRP en L.R. Bajo esta alternativa, los L.R. deben cumplir con los requerimientos
considerados en la clase A:

— Deben ser tratados por algin proceso equivalente a PFRP y,

- La densidad de coliformes fecales en los L.R. ser menor a 1,000,NMP por
gramo de sélidos totales (base de peso seco), y la densidad de ;almonela
en los L.R, debe ser menor de 3 NMP por 4 gramos de sélidos totales
(base de peso seco), siempre que los L.R. sean usados para disposicion,
preparacién para venta o envios en bolsas o contencdores para su
aplicacidn a tierras, también los L.R. o material derivado de éstos, debe
ser tratado y reunir los requerimientos en la parte 503.10(b), 503.10(c),
503.10(e) y 503.10(f) (18).
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DESARRQLLO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

Se muestrearon lodos primarios de Ia plantade tratamiento de aguas residuales de
Chapultepec. Para el aislamiento e identificaciénde Salmonella en lodos, se utiliz6 una

marcha bacteriolégica (16,17) que puede resumirse en los siguientes pasos:

Enriquecimiento de ta muestra; diferenciacidn y seleccién de colonias sospechosas
en placas con medios de cultivo especfficos para tal fin; identificacién por pruebas

bioqufmicas; confirmacidn serolégica,

Los materiales, equipos, medios de cultivo, reactivos y soluciones utilizados en
este estudio, asfcomo los detalles del trabajo experimental se mencionan en este capftulo.
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DI LTIVO, REACT]

MATERIAL

. Asas bacteriolfgicas

. Cajas Petri de 10 cm. de didmetro
. Equipo de proteccién

. Ldmpara

. Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml.
. Matraz volumétrico de 100 ml

. Mechero Bunsen

. Pinzas de diseccién

. Pipetas serol6gicas de 1,2,5 y 10 ml.

. Portaobjetos

. Sistema de filtracién Millipore

. Tripies y telas de asbesto

. Tubos de ensaye de 12 x 75, 13 x 100 y 16 x 150
. Vasos de precipitados de 250 y 500 ml.

EQUIPO

. Autoclave

. Contador de colonias

. Estufa

. Microscopio fotdnico, equipado con el sistema éptico de campo claro, contraste

de fases y cdmara fotogréfica incorporada (Fomi I).
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MEDIOS DE CULTIVO

. Agar Citrato de Simmons

. Agar de Hierro y Lisina (LIA)

. Agar de Hierro y Tripe Azicar (TSI)

. Agar Sulfito Bismito

. Base Agar Urea

L] Caldo Malonato modificado de Edwing

. Caldo Selenito con cistefna

. Medio movilidad - indol - ornitina

. Medio sulfhidrico - indol - movilidad (SIM)

SOLUCIONES

. Alcohol - acetona

. Alcohol etflico al 96%
L4 Lugol

. Safranina

. Solucién salina isoténica (SST)
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REACTIVOS BIQLOGICOS

. Suero polivalente contra Salmonella del grupo A al I + Vi
. Suero polivalente contra Salmonella del grupo A al E + Vi
. Suero monovalente contra Salmonella grupo D.

. Reactivo de Ehrlich

. Acriflavina 1:500

METODOLOGIA EMPLEADA EN ElL AISLAMIENTQ DE SALMONELLA EN
LODOS PRIMARIOS
MUESTREQ

La planta para el tratamiento de aguas residuales ubicada en Chapultepec fue la
primera construfda en la Ciudad de México para el tratamiento de las aguas residuales,
con el fin de ahorrar agua potable. Su efluente es utilizado para el riego de 4reas verdes
del bosque de Chapultepec y para el llenado de sus lagos recreativos (31)

Consta de dos unidades de 80 1/s cada una (figura 6), La primera unidad inicié
sus operaciones en el afio de 1965 (3). Las aguas residuales tratadas en dicha planta son
recibidas por medio de tres colectores: el colector de “cien casitas”, el colector de
*palmas” y el colector de "vosgos” (31).

El experimento consisti6 en estabilizar lodos primarios, los cuales son los residuos
sélidos provenientes del tratamiento primario de las aguas residvates de la planta de
Chapultepec.
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TRABAIO EXPERIMENTAL®

Los lodos se muestrearon a partir de la tuberfa de purga de los tanques de
sedimentacién primaria de la unidad 1 (figura 6), Con el fin de disminuir 1a probabilidad
de fracaso en el aislamiento de Salmonella por una toma de muestra en forma inadecuada
se realizaron dos muestreos simult4neos de lodos primarios dos veces por semana, durante
un periodo aproximado de seis meses.

Se colectaron 20 litros de lodos en cubetas de pldstico limpias y posteriormente
sc transportaron en garrafones de PVC limpios. E! muestreo lo realizé personal del
laboratorio de Ingenierfa Ambiental de 1a DEPFI y transportaron las muestsas en forma
inmediata a las instalaciones del laboratorio; donde se procesaron al momento de su
llegada. El tiempo promedio empleado desde el to de recoleccién al
procesamiento de las muestras fué de 3 horas. Los muestreos se realizaron los dfas lunes

y miércoles de cada semana, durante un perfodo aproximado de 6 meses.

En el laboratorio de Ingenierfa de Ia DEPFI se construyeron cuatro digestores
anaerobios convencionales con diferentes tiempos de retencidn, con el fin de estudiar,
conocer ¢l tiempo de arranque y operacidn hasta alcanzar un estado estable,
posteriormente se determinaron algunos pardmetres fisicogufmicos y biolégicos.

Para realizar la alimentacién de estos digestores se utilizé un sistema de bombeo
manual que permitié introducir el lodo a los tanques.
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Conforme a lo anterior, se procedié de la siguiente manera:

Arrancar el sistema de digestién anaerobia, alimentando cada reactor con una
cantidad de 20 litros de lodo primario con el 1% de inéculo.

Observar el comportamiento del sistema mediante la produccién de gas metano y
el anglisis de los lodos, lo que permitié conocer si era necesario tomar alguna
medida de control: mantener el pH en un valor adecuado (6.8 a 7.2) y observar
si €l proceso de digestién habfa comenzado (a través de la produccién de gas
metano).

Una vez que 1a produccién de gas metano fué suficiente, se establecié un sistema
de flujo continuo correspondiente a un tiempo de retencién de 28 dfas, esto
representa una alimentacién para los tanques de 714 ml de lodo/dfa (cada tanque
tiene una capacidad de 20 litros).

Se establece un programa de muestreo por semana para analizar lodos; tanto el
lodo primario (influente) y el lodo digerido, obtenido de los reactores anaerobios
(efluente).

Una vez que el sistema de cuatro reactores haya alcanzado un estado estable, es

decir, que los pardmetros del efluente no varfen considerablemente, se procedi6

a cambiar los tiempos de retencién de cada reactor de la siguiente manera:
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REACTOR TIEMPO DE RETENCION FLUIO
(dfas) (lts/dfa)
I 7 2857.0
u 14 1428.6
1 2t 952.4
v 28 714.0
6. Se realizé el andlisis de reactores de la misma forma sefialada en el punto cuatro,

con el objeto de estabilizar los reactores con un nuevo tiempo de retencién
otorgando 7 dfas al primero, 14 al segundo, 21 al tercero y 28 dfas al cuarto

reactor.

ANALISIS DE LODOS PRIMARIOS

" Los lodos primarios se analizaron de la siguiente forma: se colaca 1 ml. de Ia
muestra correspondiente (lodo) en un tubo de ensaye el cual contiene 9 ml de caldo
selenito, su contenido aumenté a 10 ml, es decir, nos dié una dilucién de 10'. A
continuacién se toma 1 ml de este tubo. Este ml, fue colocado en otro tubo de ensaye,
con un contenido igual de 9 ml, de caldo de selenito, obteniendo una dilucién de 102,
Este procedimiento de diluciones se llevé a cabo para un tercer tubo de ensaye,
consiguiendo una dilucién de 10 (1). Al igual que el procedimiento anterior (realizado
para el influente) este se repitié similarmente para las muestras del digestor 1,2, 3y 4
obteniendo las diluciones anteriormente explicadas, preparadas el mismo dfa, Se
incubaron a 35°C de 12 a 18 hrs (16, 17).
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Al término de esta incubacién, se estrfan por agotamiento en placas de agar sulfito-
bismuto, una asada de cada dilucién en placas por triplicado. Se incubaron las placas de
24 horas a 35°C y se procedid al conteo del NMP tanto del influente como de los cuatro
digestores. A partir de las placas son scleccionadas colonias sospechosas con las

siguientes caracterfsticas:

En agar sulfito-bismuto buscamos colonias negras, convexas, de bordes enteros.
Muchas de las colonias de Salmonella, tienen tonalidades diferentes gue se disponen en
forma concéntrica, que a las 48 hrs, de incubacién no se aprecian. Muchas de las
colonias presentan halos de precipitaci6n de color . negro y algunas presentan un brillo
metflico. Existen colonias en las que no se aprecia su produccién de H,S y muestran una

coloracién café-grisfceo. La desventaja de incubar estas placas por un tiempo de 48 hrs.

t¥)
P

es que pueden desarrollarse otras colonias diferentes a Sall lla que i su

diferenciacién, sin embargo, muchas colonias de Salmonella son fécilmente diferenciables
a las 24 hrs. debido a los contrastes de color que presentan (17).

Una vez seleccionadas las colonias, es necesario realizar una tincién de Gram con
el propésito de verificar sus caracterfsticas microscdpicas y confirmar la pureza de Ia
colonia.

Todas las colonias sospechosas que estén compuestas por bacilos cortos Gram-
negativos y no tengan contaminacién por otro tipo de microorganismos, se inoculan en
una serie de pruebas bioqufmicas, a fin de verificar el género de la colonia aislada,
buscando preferentemente Salmonella.
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L TRABAJQ EXPERIMENTAL |

Las pruebas bioqufmicas utilizadas en este estudio fueron:

. Fermentacién de carbohidratos: glucosa, lactosa y sacarosa.
L Catabolismo de citrato y malonato.
.. Descarboxilacién de amino4cidos: lisina y omitina
. Hidrélisis de urea
. Produccién de H;S e indol
L Movilidad

. Produccién de gas a partir de glucosa (TSI)

El perfil bioqufmico que caracteriza a las especies de Salmonella con respecto a
fos demds géneros de las Enterobacterias se presenta en el anexo II. Una vez
identificadas bioqufmicamente las colonias aisladas como Salmonella se realizé la
confirmacién serolégica. Para llevarla a cabo, se hicieron ensayos de aglutinacién en
placa de vidrio, Los sueros empleados en este estudio estdn dirigidos en contra del
antigeno "O" de superficie, por lo cual es necesario saber si la cepa aislada se encuentra
en fase lisa o rugosa, Para conocer que tipo de cepa es la estudiada, se realizé un ensayo
de aglutinacién con acriflavina 1:500, en donde las cepas rugosas autoaglutinan, a
diferencia de las cepas lisas (14). Este estudio fué llevado a cabo de Ia siguiente manera:
en un portaobjetos se suspende una gota de soluci6n salina isotdnica (SSI), se toma una
asada de 1a cepa a estudiar, de tal forma que quede una suspensién homogénea y turbia.
A continuacién se afiade una gota de solucién acriflavina, se mezclan perfectamente
utilizando un aplicador de madera. Se agita el portaobjetos con movimientos suaves
giratorios por un minuto y se observa a contraluz (5). Si las bacterias aglutinan, la cepa
en estudio es de tipo rugosa y no podemos tipificar con los sueros utilizados; si la cepa
no aglutina en acriflavina corresponde a una cepa de tipo liso, por lo que se prcede a

realizar los ensayos serolégicos.
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Las cepas lisas son estudiadas con dos sueros polivalentes y uno monovalente. El
primer suero polivalente abarca del grupo A al Ty nos indica que la cepa aislada es
Salmonella, El segundo polivalente abarca del grupo A al grupo E y nos indica que la
cepa aislada pertenece a los grupos de mayor incidencia a nivel mundial, El suero
monovalente del grupo D, nos indica si la cepa aisiada es S. ryphi*, agente etiolégico de

1a fiebre tifoidea,

El procedimiento para la tipificacién serolégica es similar al descrito anteriormente
para Ia autoaglutinacién: en un portacbjetos se suspende una gota de SSI, una asada de
la cepa, de tal manera que se obtenga una suspensidn turbia y homogénea. Se le afiade
una gota del primer suero, se homogeneiza con un aplicador de madera, se agita el
portaobjetos con movimientos suaves durante un minuto y se lee a contraluz, Un
resultado positivo estard dado por una aglutinacién uniforme de 1a mezcla de reaccién,
el mismo procedimiento se realizé con los sueros restantes e incluso podemos realizar

todos en un mismo portacbjetos. La figura 7 resume la metodelogfa antes descrita.

Con respecto al control de calidad de la marcha antes descrita, en todos los
muestreos se realizaron testigos de csterilidad para cada uno de los medios. Como
testigos positivos se utilizaron tres cepas pertenecientes a la coleccién del cepario del
Hospital Infantil de México, Federico Gémez: S typhi, S. pararyphi A y S. enteritidis.

* Deben coincidir lg caracterfsticas bioquimicas y seroldgi
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| . RESULTADOS ||

TABLA 6. SALMONELLA PRESENTE EN INFLUENTE PROVENIENTE DE
LODOS PRIMARIOS.

Especie de Cepas Grupos
Muesira Fecha Salmonella _TPT"R Al [.%;" D
24-03.92 S._enteritidis - -
2 26-03-92 S, enteritidis - 2 -
3 03-92 S._enteritidis i -
4 02-04-92 . - - N < .
3 7-04-92 - 3 - 3 3 -
[: 09-04-92 S. enteritidis 2 - 2 2 -
7 14-04-92 S. enteritidis 2 -~ 2 1 -
8 23-04-92 S._enteritidis S - 5 ] -
g 28-04-92 S, enteritidis 2 1 2 2 -
10 05-05-92 S, enteriridis” 1 1 1 -
S. enteritidis 4 . 4 -
1 07-05-92 Sk N - i 1
12 12-05-92 . - - - - -
13 1605-92 5_enteritidis I - 1 1 1
14 19-05-92 S. typht 2 1 2 2 -
15 21-05-92 - - - - - -
S, enteritidis 1 2 -
16 26-05-92 5. typhi N 1
17 28.05-92 3. enteritidis 2 -
1 02-05 5. enteritidis 2 - 2 2 -
1 04-05-92 S. enteritidis 2 - 2 2 -
S. enteritidis - -
20 09-06-92 S ophi T 11 1 1
2 06-9 - - - - - -
2 -06-9: - - N - - -
2 0692 5. enteritidic - i 4 -
24 23-06-92 5. enteritidis 4 2 -
25 25-06-92 8. enteritidis 1 - -
26 30-06-92 $. enteritidis ! - 2 2 -
27 02-06-92 $. enteritidis 2 -
28 07-06-92 \_enteritidis i - -
29 09-07-9 ._enteritdis 1 - -~
30 14-07-9; ._enteritidis 2 - 2 2 -
TOTAL 54 10 54 50 4
Salmonella lp ldcnuﬁndl gor pruchas bioguimicas.
Cepas Ly R e superficic lisa y rugosa.
Qrupo Aa i Sa mcmdla el grupo A a
Grupo Aa E: Salinonella del grugo A 8 E
Grupo D: Salmonella d¢\ grupo D y pesible S, typhi,
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TABLA 7. SALMONELLA PRESENTE EN EL DIGESTOR 1 PROVENIENTE DE
LODOS PRIMARIOS CON TIEMPO DE RETENCION DE 7 DIAS.

Especie de Cepas Grupos
Muestra Fecha Salmonella L J%‘p. Al TAE] D
24-03-92 S. enteritidis 2 - 2 2 -
2 26-03.92 S. enteriridis 2 - 2 2 -
31-03-92 - - - - - -
4 02-04-92 S. enteriridis i 1 1 -
5 07-04-92 S._enteritidis 3 1 3 -
09-04.92 S._enteritidis 2 - 1 -
7 14-04.92 - - - - - -
23-04.92 - - - - - -
S._enteritidis - -
9 28-04-92 S. typhi 2 - 2 2
Q 05-05-92 S. enteritidis 2 - 2 -
07-05-92 - - - - - -
12-05-92 - - - - - -
16-05.-92 - - - - - -
14 19-05.92 - - - - N -
5 21-05.92 - N - - - -
6 26-05-92 - - - - - -
7 28-05-92 S._enteritidis 2 1 2 2 -
B 02-06-92 - - - - - -
‘] 04-06-92 - - - - - -
0 09-06-92 - - - - - -
23 11-06-92 - - - - -
22 16-06-92 - - - - - -
23 18-06.92 - p - N N -
24 23-06.9 ~ ] - N N -
25 25-06-! S. enteritidis 1 - 1 1
6 30-06-! - - - - - -
7 02-07-9: - - - - - .
8 07-07-92 - - - - - .
29 09-07-92 S. enteritidis 2 1 2 -
30 14-07-92 S._enterividis 1 - 1 1 -
TOTAL AU 4 21 20 2
Saly L" 5. identifi r prucbas bloquimi
Gripe Al Sabnoneiiote gpon i
Geupo A s E: Saimanella del grupo A a E
Grupo D: Salmonella del grupo D y posible S. fyphi.
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TABLA 8, SALMONELLA PRESENTE EN EL DIGESTOR 2 PROVENIENTE DE
LODOS PRIMARIOS CON TIEMPO DE RETENCION DE 14 DIAS.

Especle de Cepas Grupos
Muestra Fecha Salmonella L R A1 'T.%‘ D
24-03-92 - - - - - -
2 26-03-92 - - - - - -
31.03-92 S. enteritidis 2 . 2 2 -
4 02-04-92 - - - - - -
E 07-04-92 - - - - - -
€ 09-04-92 - - - - - -
7 14-04-92 - - - - - -
8 23-04-92 S. enteritidis 2 - 2 2 -
9 28-04-92 - - - - - -
0 05-05-92 - - - - - -
07-05-92 - - - - - -
2 -05-92 - - - - - -
3 5-05-92 S. enteritidis 3 1 3 2
4 .05-92 - - - - - N
S 21-05-92 - - - - - -
€ 26-05-92 S. enteritldis 2 - 2 2 -
17 28-05-92 - - - - - -
1 02-06-92 - - - - - -
i 04-06-92 - - - - - -
20 09-06-92 - - - - - -
2 -06-92 5. enteritidis 2 - 2 2 -
22 -06-92 - - - - . -
23 -06-92 - - - - - -
24 23-06-92 S. enteritidis 1 - 1 1 -
25 25-06-92 - - - - - -
26 30-06-92 - - - - - -
27 02-07-92 - - - - - -
28 07-07-92 - - - - - -
29 09-07-92 - - - - - -
30 14-07-92 - - - - - -
TOTAL 12 i 12 11 -
Salmonella sp. identificada por prucbas bioguimicas,
CepasLy R: a8 de superficie lisa y rugosa.
Grupo Aa b Salmonella def grupo A al
Grupo Aa E: Salmonella del grupo As E
Grupo D: Salmonetia del grupo D y posible §. nyphi.
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TABLA 9. SALMONELLA PRESENTE EN EL DIGESTOR 3 PROVENIENTE DE
LODOS PRIMARIOS CON TIEMPO DE RETENCION DE 2! DIAS.

Muestra

Fecha

e de
nella

Grupos

Cegns
L R

A-E D

24-03-92

26-03-92

31-03-92

S._enteritidis

02-04-92

07-04-92

09-04-92

©

enteriticlis

14-04-92

23-04-92

]

enteritidis

28-04-92

bl BNt o e}
}

OO R[N[D AP | W[

05-05-92

07-05-92

12.05-92

16-05-92

19-05.92

21-05-9.

2
26-05-92
28-05-92

02-06-

04-06-92

(=301 -1 CNT -4 (9] SN (7] (8

09-06-92

1-06-92

6-06-92

8-06-92

23-06-92

25-06-92

30.06-92

02-07-92

07-07-92

09-07-92

14-07-92

TOTAL

dapor pruchas bi

ip.
Cepas Ly R:
Grupo A a l:
Grupo A s E:
Grupo D:

as de superficie lisa y rugosa.

S monella del grupo A a l

Salmonella del grupo A a E

Salmoneila del grupo D y posible S, nphi,



RESULTADOS ||

TABLA ]0 SALMONELLA PRESENTE EN EL DIGESTOR 4 PROVENIENTE DE
ODOS PRIMARIOS CON TIEMPO DE RETENCION DE 28 DIAS.

Muestra

Fecha

Especle de
anella

Grupos

Cepas
L

A-E

24-03-92

26-03-92

31-03-92

g
¢
SI8ISSIS8ES

;
[S3{S]N3IN

—

;
Sraslsisisig

16-06-

8-06-

b g o haed 124 teed bod bard 14 Fd I

3-06-

5-06-

0-06-

02-07-

S. enteritidis

07-07-

L L O L

09-07-¢

I Y 1Y Y

NI N S S8 S

14-07-!

TOTAL

Salmonella sp, chnuﬁenda sor prucbas bioquimicas.
L erflicic lisa y rugosa.

Cepus Ly R:
Uﬂl’pn Ayn Iz
Grupo A s E:
Grupa D

Sn imonella del grupo A al
Salmonelia de] grupo

AsE
Salmanelia del grupo D'y posible 5. Hphl.
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Tabla 11. Resultados del NMP de Salmonella en las muestras analizadas

Niimero de Influente R1 R2 R3 R4

muestra Fecha (10 (10%) (109 (109 (10%)
1 24/03/92 240 210 210 93 64
2 26/03/92 460 93 28 21 21
3 31/03/92 0 11 4 3 3
4 02/04/92 93 28 4 7

5 07/04/92 1100 9 43 11
6 09/04/92 150 39 21 11 9
7 14/04/92 64 43 21 21 21
8 23/04/92 240 93 28 28 2t
9 28/04/92 210 150 93 21 14
10 05/05/92 21 20 4 4 3
11 07/05/92 11 9 4 3 3
12 12/05/92 11 1 4 3 3
13 14/05/92 93 39 21 9 4
14 19/05/92 64 43 28 11 i
15 21/05/92 9 7 3 3 4
16 26/05/92 23 21 4 3

17 28/05/92 1 9 3 4
18 02/06/92 2400 460 240 210 93
19 04/06/92 14 1 7 4 4

20 09/06/92 2400 1100 460 150 150
21 11/06/92 1100 240 64 28 11
22 16/06/92 20 1 14 1 7
23 18/06/92 28 20 11 9 7
24 23/06/92 2400 210 150 93 93
25 25/06/92 210 64 64 43 9
26 30/06/92 28 21 n ¥i 7
27 02/07/92 28 7 7 4 4
28 07/07/92 11 9 9 9 7
29 09/07/92 20 1 11 i 14
30 14/07/92 460 2140 150 93 64
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MORFOLOGIA_DEL GENERQ SALMONELLA
COMPARACION MICROSCOPICA.

Fotograffas obtenidas con el microscopio fo&r;i(co equipado con el Sistema Optico

de Contraste de Fases, segdn F. von Zemicke, 1600X.
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Imagen de bacilos de Salmonella enteritidis tefiidos con azul de metileno, aquf se puede
observar la abundancia de bacterias y 1a claridad de su morfologfa.
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Imagen de bacilos de Salmonella typhi causantes de la fiebre tifoidea, teflidos con azul de
metileno, en contraste con la imagen anterior, se puede cbservar 1a escasez de bacilos,
pero presentan una morfologia semejante.



o .. - DISCUSION DE RESULTADOS |

El periodo de muestreo se llevé a cabo del 24 de marzo al 17 de julio de 1992,
lo cual correspondié a un total de 30 muestreos. Durante este periodo se analizaron
muestras de lodos crudos (influente), asf como también de 4 digestores anaerobios

construidos en el laboratorio (DEPFI) con tiempos de retencién de 7, 14, 21 y 28 dfas.

Para ¢l estudio cualitativo de Salmonella se enriquecieron 450 muestras con caldo
selenito y se aislaron en placas de agar sulfito-bismuto por triplicado” lo que correspondi6
a un total de 1350 placas. De estas placas, se obtuvieron 860 colonias sospechosas, de
las cuales 110 correspondieron a cepas de Salmonella enteritidis y S. ¢yphi. De estas
especies S. enteritidis estuvo presente en mayor cantidad que S. #yphi a lo largo de todo
el proceso de tratamiento de digestién anaerobio, esto resulta 16gico si consideramos que
esta especie encierra casi 2,000 serotipos diferentes {(anteriormente considerados como
especie) y que Jas gastroenteritis causadas por esta especie son més frecuentes que las
fiebres entéricas en nuestro pafs (26). (Tablas 6, 7, 8, 9 y 10).

S. ryphi fue escasa probablemente porque la poblacién humana que genera las
aguas residuales de dicha planta presenta una frecuencia baja de enfermos de fiebre
tifoidea y/o portadores sanos de dicha especie.

., Con respecto at anflisis cuantitativo de este estudio, se utilizé 1a técnica del NMP
(mencionada en la metodologfa), la cual se emplea para cuantificar Salmonella en aguas
residuales y no para lodos (1). Esta técnica fue recomendada por Peniche (41) en
estudios de aislamiento de Salmonella sp. que obtuvo en muestras de desechos sélidos.
La tabla 11 exhibe los resultados de NMP de Salmonella presente tanto en el influente
como en los cuatro digestores anaerobios. Aquf observamos que existié un mayor nitmero

de Salmonelila en el primer dfa de cada muestreo (influente) en comparacién con los
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digestores anaerobios. Esto se debié a que el influente, trafdo de Ia planta no recibié
ninglin tratamiento biolégico o qufmico (22, 47), y los digestores anaerobios tuvieron
diferentes tiempos de retencidn.

Hess y Breer, encontraron que en un 90% de lodos examinados, las especies de
Salmonella pueden sobrevivir por mds de 72 semanas. Sin embargo, mencionan que los
procesos de digestién anaerobia reducen significativamente la poblacién de Sulmonella en
lodos.

McKinney y colaboradores reportaron que la sobrevivencia de Salmonella presente
en lodos de digestores a escala depende de la densidad inicial de pablacién, disponibilidad
de nutrientes y tiempos de retencidn.

Comparando mis datos con los reportados por Hussong, donde ambos empleamos
Ia técnica del NMP para una cuantificacidn de Salmonella en lodos residuales, observo
que el método de Hussong fue realizar una modificacién al medio agar verde brillante,
agreg6 47 g. dexilosa y lisina por litro de agar, estos compuestos favorecen la coloracidn
(rosa) de las colonias que combinadas con el agar verde brillante se logra una mayor
selectividad de Salmonella. Como resultado, detectd ficilmente colonias de Salmonella.
Elandlisis del NMP lo llev6 a cabo directamente de las placas; encontré: S, syphimurium
y § newport de 107/g. Las téenicas utilizadas en ambos estudios asf como los agares
empleados fueron totalmente diferentes ya que en mi estudio utilicé agar sulfito bismuto,
sin agregar xilosa ni lisina, debido a que este agar es especffico para S. typhi (14).
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Monticelli cuantificé el aislamiento de Salmonella en aguas recreacionales del Rio
de 1a Plata localizado en Brasil, empled Ia técnica del NMP con caldo tetrationato al cual
1e adicioné 40 mg/ml de novobiocina. Como medio de aislamiento utiliz agar verde
brillante y agar Solmonella-Shigella e incub6 de 1 a 4 dfas porque la recuperacién de
Salmonella varfa con el tiempo de incubacién en el medio de enriquecimiento. Esta
técnica difiere de mi metodologfa, en primer lugar porque fue empleada para aguas
recreacionales y no para lodos, ademds utilizé novobiocina que comercialmente tiene un
costo elevado, lo cual estuvo fuera de nuestro alcance de ser adquirido, al parecer este
reactivo ejerce un efecto de enriquecimiento para Salmonella. Asimismo los agares que
empled fueron muy diferentes a los que utilicé. Para determinar el némero de frascos
sembrados con tetrationato €l autor se basé en la técnica del NMP y utilizé placas para
sembrar Salmonella con agares de diferente volumen, lo que difiere con la técnica

empleada en nuestro laboratorio.

En nuestro estudio pudieron haberse encontrado diferentes serotipos de Salmonella,
pero econémicamente no se conté con recursos necesarios para tal fin, ya que de haberse
efectuado, €l mimero de serotipos podrfa reafirmar mds la importancia que tienen los
lodos como vectores del género Salmonella.
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La grifica 1 muestra el promedio de los datos del NMP de Salmonella presente
en los cuatro digestores, asf como en el influente; estos datos se presentan en la tabla 12,

La ley de Chick (Metcalf), expresa el grado de destruccién de los

microorganismos a través de la siguiente expresién matemdtica:

dN
P

A traves de esta ecuacidn obtuvimos la constante de decaimiento de Salmonella
en los diferentes digestores (7, 14, 21 y 28 difas), asf como su eficiencia de remocién en
los mismos; en la ecuacién (1);

No = Niimero mds probable de Salmoneila al tiempo cero (influente) -en NMP/100 ml-
N = Niimero més probable de Salmonella al tiempo “t" (efluente) -en NMP/100 mi-
k = Constante de decaimiento -en dfas’-

t = Tiempo de residencia en los reactores -dfas-

Se despejé k en la ecuacién (1) para obtener la constante de decaimiento de

Salmonella en los cuatros digestores ;

LA
No ¢ e, B )]
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con esta ecuacién se despejé la constante de decaimiento:

Los valores obtenidos de la constante de decaimiento se presentan en la tabla 12,

Al mismo tiempo se obtuvo la eficiencia de remocién:

E“%’”‘lw ..................................... @
despejando;
E-1=-7v’lo ..................................... 0
sustituyendo en la ecuacién 2, se obtuvo:
T P 6}
despejando, se obtuvo la eficiencia de remocién (E):
o T 0]

En Ia tabla 12 se presentan los datos de Ia eficiencia de remocién que se
obtuvieron al sustituir los valores de Ia constante de decaimiento de Salmonella en la
ecuacién (7). Es importante resaltar el nivel alto de remocién de Salmonella (94.10%) que
se obtuvo a los 28 dfas de retencién de lodos en el digestor 4 (Gréfica 2),
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Despejando k de 1a ecuacién (7), se obtuvo:

In(l-E)=-kt e e i r et e [¢3)]

la cual representa una lfnea recta de la siguiente forma y = mx, donde:

y = In (1-E)
m=-k
x=t

El siguiente paso fue obtener 1a pendiente (-k), con la férmula:

me= nixy-Lx-Ly
ntx?-(Tx)?

El valor de 1a pendiente fue de 0.075 (los datos procesados se presentan en la tabla
13), sustituyendo el valor de k en la expresién matemdtica de la ley de Chick, se tiene:

N o (10)

No

Por otra parte, se analizaron los datos para determinar el coeficiente de correlacién
lineal con la férmula:

, nCxy-ExLy
VInEx3 -2 (nTy*-(Ty)

sustituyendo valores (ver tabla 13), r = 0.988; este valor nos indica un buen ajuste de
las observaciones obtenidas en los diferentes digestores. La grifica 3 muestra el
comportamiento lineal de Selmonella presente en los digestores, a diferentes tiempos de
retencién.
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Tabla 12. Constante de decaimiento y eficiencia de remocién correspondientes al andlisis

cuantitativo de Salmonella

Digestores { tiempo Promedio de Desviacid Cc de | Eficiencia de
@ Salmonella estdndar decaimiento remocién
(NMP/100 ml) ® (%)
o7

Influente 0 397.967 721.770 — -

Digestor 1 7 110.633 209.796 0.183 72.22

Digestor 2 14 571.5 97.017 0.138 85.51

Digestor 3 21 30.766 48,258 0.122 92.28

Digestor 4 28 23.266 34.490 0.101 94.10

Tabla 13. Datos procesados del NMP de Salmonella para obtener el cocficiente de

correlacién lineal,

Digestores tier?g?) x) { yln(-E)] x ¥ x(y)
Influente 0 — — — -
Digestor 1 7 1.281 49 1.641 8.967
Digestor 2 14 1.932 196 3.733 27.048
Digestor 3 21 2.561 441 6.559 53.781
Digestor 4 28 2.830 784 8.001 79.240
L 8.604 1470 19.933 169.036
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GRAFICA 1. COMPORTAMIENTO EXPERIMENTAL DE SALMONELLA PRESENTE EN LODOS
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GRAFICA 2. EFICIENCIA DE REMOCION DE SALMONELLA PRESENTE EN LODOS ANAEROBIOS
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GRAFICA 3. ANALISIS DE REGRESION LINEAL DE SALMONELLA PRESENTE
EN LODOS ANAEROBIOS A DIFERENTES TIEMPOS DE RETENCION
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Y1 _CONCLUSTONES

El desarrollo acelerado del pafs ha propiciado un aumento en la extraccién y
consumo del agua, lo cual ha acarreado una mayor generacién de aguas residuales, que
a su vez generan grandes volumenes de lodos durante sus diferentes procesos de
tratamiento. No obstante, nuestro pafs no considera el tratamiento, regulacién uso y
disposicién de L.R., lo cual es escencial ya que estos lodos son arrojados al medio
ambiente, creando un foco de infeccién potencial para el humano por la gran cantidad de
‘organismos patégenos presentes en L.R. entre los que se encuentra el género Salmonelia.

En nuestro pafs, la fiebre tifico-parat(fica es bastante frecuente, el nivel de incidencia ha
permanecido casi constante en los iiltimos afios, siendo la poblacién econémicamente -

activa la mds afectada,

Aunque el tratamiento de lodos residvales representa un costo adicional en las
plantas de tratamiento de aguas residuales, actualmente existen diversos tratamientos de
L.R. sencillos y econémicos capaces de reducir la cantidad de organismos patégenos y
lograr a su vez una estabilizacién de los L.R. Entre estos tratamientos podemos citar a
la digestién anaerobia que se considera como un proceso de desplazamiento de
contaminantes, ya que en los lodos sedimentados abundan microorganismos sapréfitos y

depredadores que afectan el libre desarrollo o sobrevivencia de especies patégenas.
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En este estudio se observé que el nimero de Salmanella presente en el influente
disminuyé enormemente en ¢l primer digestor (alcanzé una eficiencia de
72.22%), que pudo deberse al "stress" del medio ambiente en el que se encontraban o a

la competencia por nutrientes con otras bacterias.

Cabe destacar que el tiempo de retencién de los digestores anaerobios influys
significativamente en la remocién de Salmoneila, aunque esto quizd haya dependido de
la densidad inicial de la poblacién patdgena, disposicidn de nutrientes y tiempo de
sobrevivencia, ya que se ha reportado (Hess) que existen especies de Salmonella que

pueden sobrevivir por mds de 72 semanas en lodos.
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Para una adecuada proteccion de Ia salud publica en lo que se refiere a agentes
patégenos presentes en L.R. se recomienda:

La reduccién del mimero de patégenos presentes en L.R., puede llevarse a cabo
por tratamientos tecnolégicamente adecvados, primeramente para uso o disposicién

de éstos y, directamente disminuir Ia contaminacién del medio ambiente.

Crear sitios de restriccién para los L.R., asf limitaremos el contacto humano y
animal, ésto permite reducir los niveles de patégenos a niveles més bajos.

Es necesario implementar programas de monitoreo, reglamentos y legislaciones
sobre la utilizacién y disposicién de L.R.
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ANEXO 1§

Citrato de Si

Es utilizado para determinar si un microorganismo es capaz de utilizar el citrato

como tnica fuente de carbono.

El citrato es catabolizado en el ciclo de Krebs o por fermentaci6n de citrato. En
las bacterias la hidrélisis estd dada por la enzima citrasa (citrato oxaloacetato lisa) o
citrato desmolasa. Esta actividad requiere de un catién bivalente (Mg?* o Mn2*):

CITRATO X84 OXALOACETATO + ACETATO

PIRUVATO + CO,
)ing oH

ACETATO + LACTATO + ACETATO + FORMATO
ACETOINA + CO,

Cuando un organismo es capaz de utilizar al citrato como (inica fuente de carbo
no, generalmente utiliza las sales de amonio como tnica fuente de nitrégeno. Las sales
de amonio que se encuentran en este medio son desdobladas y hay liberacién de
amonfaco, cambiando el pH del medio a alcalino, lo cual se ve reflejado en el cambio de
coloracién (de color verde a azul) por 1a presencia del indicador azul de bromotimol. El
crecimiento de microorganismos, asf como el cambio en la coloracién del medio indican

una prueba positiva.
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El medio se prepara en acuerdo a las instrucciones del fabricante y se coloca en
tubos de 13 X 100 con el agar inclinado. Es importante seifalar que este debe ser el
primer medio inoculado para evitar falsos negativos por el arrastre de alguna otra fuente
de carbono de otro medio previamente inoculado. Se mantiene en incubacién 24 horas
a 35°C.

Agar de. Hi Lisioa (LIA

Es utilizado para observar la capacidad que tiene un microorganismo para
descarboxilar a la lisina.

La descarboxilacién de la lisina se lleva a cabo por la enzima lisina descarboxilasa,
produciendo una diamina (cadaverina) y diéxido de carbono:

NH, NH,
(CH,), (CHy,
LISINA
DESCARBOXILASA + COz
CH - COOH CH,
NH, NH,

L-lisina Cadaverina
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Las descarboxilasas se producen sélo cuando existe en el medio su sustrato
especffico (inducibles) y se presenta una condicién scida en el medio. 1la
descarboxilacién se realiza en condiciones anaerobias, es irreversible y se requiere
del fosfato de piridoxal como coenzima. Al descarboxilar a la lisina, el pH del
medio vira a alcalino, debido a la produccién de aminas, tomando el medio a una
coloracién pirpura por la presencia del indicador pirpura de bromocresol. Eneste
medio podemos verificar la produccién de 4cido sulfhidrico.

El agar LIA se coloca en tubos de 13 x 100 de tal manera que solidifique
en forma inclinada, Se inacula por estriz en la superficie de la zona inclinada y
picadura. Se incuba de 18 a 24 hrs. a 35°C.

Agar de Hierro y tres azucares (TSI,

Es un medio diferencial muy wutilizado para la identificaci6n de
enterobacterias, Se usa para determinar si un microorganismo es capaz de
fermentar glucosa, lactosa y/o sacarosa con la produccién de dcido y/o gas.

Ademds podemos detectar organismos productores de dcido sulfhfdrico (con menor
sensibilidad que el medio SIM).

LACTOSA

AC. PRUVICO

GLUCOSA ————————— AC‘IPgZS MIXTOS + CO,

|

SACAROSA ' .
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La concentracién de glucosa es de 0.1% a diferencia de los otros dos

azicares que s encuentran a una concentracién del 1%.

Cuando un microorganismo es capaz de utilizar glucosa y alguno de los
aziicares restantes, o incluso Tos tres, et organismo fermenta en primer término a
Ia gluéosi y posteriormente utiliza uno o ambos disacéridos, confiriendo al medio
un pH écido, lo cual se manifiesta por un cambio en la coloracién del medio (a

amarillo) debido al indicador rojo de fenol.

St el microorganismo sélo es capaz de fermentar la glucosa, ésta se agota
répidamente en la parte inclinada del tubo, por lo que a las 24 Hrs. de incubacidn,
esta zona tiene un pH alcalino, ya que las bacterias ocupan las peptonas que
contiene el medio como fuente de carbono. El fondo del tubo, en este caso,
pcrl;;nnecc 4cido, debido a que 1a glucosa ain no se ha agotado después del perfodo
de incubacién o al menos la condicién dcida adn perdura,

Existe la posibilidad de que algin microorganismo no pueda fermentar
ninguno de los tres azicares, lo cual se verd reflejado en una condicién alcalina en
todo el tubo, debido a la utilizacién de las peptonas como fuente de carbono

(coloraci6n roja en todo el tubo o no existe cambio de color).

Este agar es coiocado en tubos de 13 x 100 de manera que el agar
solidifique en forma inclinada, se inocula por estrfa en la superficie inclinada por
picadura. Se incuba de 18 a 24 Hrs. a 35°C. Es importante leer exactamente en
este lapso de tiempo para evitar resultados falsos.
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Agar Sulfito Bismuto (SB).

Es un medio altamente selectivo disefizdo para el aislamiento de S. typhi y
otras salmonellas a partir de diferentes muestras.

Efecto selectivo:

"El efecto selectivo del agar SB se basa en su contenido de verde brillante,
que inhibe la flora gram-positiva, coliformes, Shigella y Proteus. La inhibicién de
las bacterias coliformes se ve favorecida por el contenido de bismuto presente en
¢l medio, '

'Propiedades diferenciales:

En ¢l agar SB podemos observar bacterias productoras de 4cido sulfhfdrico
ya que contiene sulfito bismuto y sulfuro ferroso (ver medio SIM), por lo que las
colonias productoras de este Acido se tornan a un color negro por el depésito del
precipitado sulfuro ferroso. En presencia de H,S, las salmonellas reducen a
los cationes de bismuto en bismuto metdlico en los alrededores de la colonia, lo
cual da lugar a la aparicién de un halo de brillo metélico alrededor de las mismas.

El-agar SB se debe preparar de acuerdo a las instrucciones del fabricante el
mismo dfa en que s¢ va 2 utilizar con el fin de que no se oxide el medio, ya que
debe tener condiciones reductoras para que la inhibicién y diferenciacién sean
efectivas. Debido & que este medio es altamente selectivo podemos inocularlo
directamente y/o utilizando medio de enriquecimiento. Se inocula por agotamicnto
y se incuba de 24 a 48 hrs. a 37°C.



Agar Urea,

Es utilizado para determinar si un microorganismo es capaz de sintetizar la

enzima ureasa ¢ hidrolizar a la urea presente en el medio.

La urea contenida en este medio es hidrolizada a diéxido de carbono y

amoniaco por !a enzima ureasa.

Uream

NH, — C — NH, Cco,' + HNH,'

Urea

El amoniaco producido en esta reaccién confiere un pH alcalino al medio, lo cual
se verifica con el cambio de color al rojo pirpura por la presencia del indicador rojo de
fenol. Las bacterias ureasa negativos no cambian la coloracién del medio.

El égar urea es preparado en dos fases: primero se prepara el agar base (9 partes),
esterilizandolo en autoclave a 121°C, 15 minutos, dejamos enfriar aproximadamente de
45a 50°C;‘1a base de urea se prepara de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se
esteriliza por filtracién en membrana de 0.22x. Se afiaden 9 partes de agar por 1 parte
de 1a base de urea, se deja solidificar en forma inclinada. Se inocula por estrfa en la
superficic y sc incuba de 18 a 24 hrs. 2 35°C. -

S

Caldo malonato,

Es utilizado para determinar si un microorganismo es capaz de utilizar el malonato
de sodio como wnica fuente de carbono.
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EI malonato es un inhibidor competitivo de la succinato deshidrogenasa, la cual
tiene como funcién producir dcido fumdrico a partir del en el ciclo de Krebs. Esta
inhibicidn se debe a que ¢l dcido mélico y succinico son estructuralmente similares:

COOH COOH

I
CH, (CH),

|
COOH COOH
Malonato Succinato

Esta competencia por el sitio activo de I enzima ocasiona una inhibicién en el
crecimiento bacteriano, 1a cual se verd intensificada en funcién directa a la concentracién
del malonato, es decir, a mayor concentracién de este 4cido, mayor ser4 la inhibicién.
Al haber un bloqueo en el ciclo de Krebs, se acumula el succinato, pero carece de los
metabolitos subsiguientes del ciclo, por lo qhe se auxilia del ciclo del 4cido glioxflico para
1a produccidn de dichos metabolitos. Sin embargo, la acumulacién de succinato inhibe
el ciclo del dcido glioxflico para Ia produccién de dichos metabolitos. Sin embargo, 2
acumulacién de succinato inhibe el ciclo del 4cido glioxflico al actuar sobre Ia enzima
isocitrasa,

Por lo tanto, s6lo podrén desarrollarse los microorganismos que sean capaces de
utilizar o fermentar el malonato. La bacteria al utilizar el malonato como fuente de
carbono, también utiliza al sulfato de amonio como fuente de nitrégeno, esto libera iones

3

amonio que alcalinizan el medio, tom4ndolo a una col azul por la presencia del

indicador azul de bromotimol.

El caldo malonato se distribuye en tubos de 13 x 100, se incuban de 18 a 24 hrs
a 35°C de temperatura.



ANEXO'I ||

Medi ilidad indal ormitina (MIO)

Se utiliza para verificar 1a movilidad de un microorganismo, asf como también
observar su capacidad para producir indo! y descarboxilar a la omnitina.

Con respecto a la movilidad y la produccién de indol se explica mis adelante en
el medio SIM.

La omitina es descarboxilada por 1a enzima omitina descarboxilasa, produciendo
una diamina (putrescina) y diéxido de carbono:

NH, NH,
| |
(CHY;3  Onmition dacasboxiem (CH); + CO;!
. B ——
CH—NH, CH,
| |
COOH NH,
L-omitina Putrescina

Una prueba positiva est4 dada por el cambio de pH en el medio a alcalino, con ¢l
consiguiente cambio de coloracién del medio a! pirpura por la presencia de pirpura
bromocresol.

Este medio se coloca en tubos de 13 x 100 6 12 x 75; su consistencia es
semisflida. Se incuba de 18 a 24 hrs. a 35°C. Se deben leer movilidad y Ia
descarboxilacién de la omitina antes de agregar el reactivo de Erhlich.
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Medio Sulfhidrico-Indol-Movilidad (SIM)

Este medio es utilizado para vesificar si un microorganismo es capaz de producir
dcido sulfhidrico e indol, adem4s para observar si el organismo en estudio es mévil,

Produccién de Acido sulfhfdrico (H,S): Los mecanismos azufrados libres pueden

ser utilizados por algunas especies bacterianas heterotréficas como fuente de azufre con
1a liberacién del 4cido sulfhfdrico @a); adem4s estos microorganismos pueden utilizar
otras fuentes de azufre, de las cuales pueden producir dicho dcido. Un ejemplo de estas
fuentes son las peptonas y algunos compuestos inorgdnicos del azufre: sulfatos, tiosulfatos
o sulfitos.

Los mecanismos utilizados por estos microorganismos para la produccién del 4cido
sulfhfdrico son:
- Reduccidn del azufre presente en los aminodcidos metionina, cristina y
cistefna en condiciones anaerobias, ejemplo:

CH, — SH CH,

| |

CH—NH; + H0 Duniinecets, C=0 + HS'+ NH’
1 |

COOH COOH

Cistefna ‘ Acido Pinlvico

- Respiracién anaerobia utilizando un compuesto de azufre como iltimo
aceptor de electrones, cjemplo:

4H* + 4¢ + 3507 ~——meihams 250 + 2HS'



LSRRG i ANEXO L)

Debido a que el dcido sulfhidrico es incoloro, se revela su presencia reaccionando
el sulfuro con la sal de un metal pesado como el fierro, el plomo o el bismuto, formando
un precipitado de color negro. Este mecanismo estd presente en los medios SIM, agar
TSI y LIA, agar Salmonella-Shigella y el agar Sulfito Bismuto, entre otros. E medio
SIM es m4s sensible que el agar TSI en cuanto a la produccién de este 4cido, debido a
que 1a presencia de sacarosa en el TSI, puede inhibir.1a produccién de sulfhidrico.

Produccidn de Indol: El indol es un metabolito derivado del catabolismo del
triptéfano (amino4cido aromdtico); el triptéfano puede ser oxidado por algunas bacterias
para formar tres metabolitos ind6licos principales: Indol, escatol (metilindol) e
indolacético, mediante el complejo enzim4tico triptofanasa:

“

L-Triptéfano ~——————— Indol pinivico

1

Indolacetaldehfdo

}

Indol acético ~—————— Metilindol

Indol

El indo! producide puede ser detectado al reaccionar con el p-
dimetilaminobenzaldehfdo (reactivo de Frhlich), ya que producen un compuesto
quinoidico de color rojo viol4ceo en medio 4cido. Movilidad: Debido a Ia consistencia
semisSlida de este medio, podemos observar si una bacteria es mévil o inmdévil, al
observar el movimiento de los microorganismos a partir de Ia lnea de siembra. En el
;:aso de que las bacterias sean méviles, el medio adquiere turbidez, a diferencia de las

" capas inméviles que solo desarrolian en 1a Ifnea de inoculacién.

El medio SIM se coloca en tubos de 12 x 75 en forma vertical. Se incuba a 35°C
deiga 24 hrs, leyendo produccién de suifhidrico y movilidad antes de afiadir el reactivo
de Erhlich.
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Tabla 13. Caracterfsticas Bioqufmicas para la diferenciaci6n de algunas
Enterobacterias y Pseudomonas aeroginosas.

r————y
ESPECIE |Glu|Lac|Sac] Cit |Malo| LD |OD| S | I | M | Gas | Urea
 Salmonella typhi + - - - - + - + - + - -
S. cholera-suis + - - +) - + + d - + + -
S. enteritidis + - - + - + + + - + + -
5 paraiyphi 4 T - - -1+ -1 -1+ = .
(+) +
Arizona Ainshawil + - - + + + + + - + + -
Cltrobacter freundii + (+) d + d - d d - d
+
| Edwarsiella tarda + - - - - + + + + + + -
Enterobacter + + + + + - + - - + +
cloacas - N
E. aerogenes + + + | () + + + - - + + -
E. hafnis + - a ] + + 1+ - - [+ + -
(&) +| -
E. liquefaciens’ + d + + - + + - - * + d
Escherichia coli + + d - - d d - + + + -
Kishsialia + | + [ + + + + - - - - S ¥
| preumoniae
Protexs mirabilis + - d + - - + + - + ry +
(+)
P. morganii + - - - - - + - + + d +
P. retigeri + - d + - - - - + + - +
+
P. vulgaris + - + d - - - + + + + +
Providencia spp + - d + - - - - + + d -
Serralla marsencens| + - + + - + + - - + d
N Shigella spp + d d - - - d - - - -
+
Psendomonas - - - + - - + - - + + +
arroginosas - -
_ﬂﬁﬁm o1 das -

- 90% o mis negativasen | o 2 dias

+/- Dilarsnies tipos bloquimicos

4 Positivas despwiés de 9 Slan do incebacitn

. 3601 37°C. Fueate: Edwing E. /dentificacidn de Ennrobacicriacese,
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Tabla 14. Diferenciacién Bioqufmica de las especies de Salmonella

ESPECIE Treh Arab Cit Gas oD
S. cholera-suis - - +) + +
§. eneritidis + + + + +
S. typhi + - - - -

Fuente: Edwing, E. Identification of Enterobacteriaceae.

Abreviaturas utilizadas:

Glu;
Lac:
Sac:
Cit:
Malo:
LD:
oD:
S:

I

M:
Gas:
Urea:
Treh:
Arab:

Fermentacién de Glucosa
Fermentacién de Lactosa
Fermentacién de Sacarosa
Utilizacién de Citrato
Utilizacién de Malonato
Descarboxilacién de Lisina
Descarboxilacién de Ormitina
Produccidn de Acido Sulfhfdrico
Produccién de Indol
Movilidad

Produccién de Gas en TSI
Desdoblamiento de Urea
Fermentacién de Trehalosa
Fermentacién de Arabinosa.
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PREPARACION DE SOLUCIONES
ALCOHOL-ACETONA Etanol al 96% 700 ml,
Acctona 300 ml,
LUGOL Yodo 5.0¢g.
' Yoduro de potasio 10.0 g.
Agua cbp 100 ml.
SAFRANINA Safranina 0.25 g.
Etanol al 96% 10 ml.
Agua cbp 100 ml.
Disolver 1a safranina en el
alcohol; aforar
SOLUCION SALINA | Cloruro de Sodio 8.5g.
ISOTONICA Agua cbp 1000 ml.
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Tabla 14.  Numeso m4s probable (NMP) de Salmonel/a\100 ml en lodos primarios y efluentes con tiempos de retencién de 7,
14, 21 y 28 dfas. (cont.)
INVLUENTE 4
FECHA Factoe do &ilocibn Factor 85 Situcién Factor ds dilocitn Factor de dilncibe Factor de dilocida
NMP NP NP NP NMP
jot { g0t 10t | ooy )1t | oot | g0t (10% 18 {1t ] et oy ! ot Ji ] o | gty w ] ! ath
260892 3 [ 0 3 2 2 [ 21 1) L] 0 4 o 1 o 3 0 1 0 3
20005192 1 3 1 11 2 0 0 9 1 1 [ 7 0 2 0 3 1 0 [ 4
QL0692 3 3 3 240 3 3 ] A6 3 3 9 i 3 2 3 210 3 2 ) L
04206792 2 o 1 14 1 3 1 1 1 1 0 7 1 [ 0 4 1 0 0 4
090652 3 3 3 2400 3 ) 2 1100 3 3 1 450 3 2 1 150 3 2 1 150
110682 3 3 2 1100 3 0 240 3 0 31 64 2 3 1 28 1 2 1 11
1670692 2 1 1 20 1 3 1 11 1 3 1 1t 1 3 3 1t 1 i 0 ki
180652 2 3 1 28 2 1 1 20 1 3 1 11 2 0 0 9 1 1 Q ki
230692 3 3 3 2400 3 2 3 250 3 2 1 150 3 2 0 3 3 2 o 93
250652 3 2 h ] 210 3 0 3 64 3 0 3 [ 3 1 o 43 3 -] 1 39
| 300692 2 3 1 23 2 2 ] 21 1 3 ] 11 1 ] 0 7 ] 1 0 7
Q2 2 3 1 28 [y 1 0 7 1 1 L 7 1 0 0 4 ) 14 0 []
s ] 3 [ 1 2 [ 0 L4 2 [ 0 9 2 [ o 9 1 o 3 1
140792 2 1 1 20 1 3 4 1 1 2 o 11 1 1 L 7 2 L) 1 14
1800792 3 L 1 40 3 3 0 240 3 2 1 150 3 2 o 93 3 (] 3 64
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