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CAPITULO1
INTRODUCCION

Desde tiempo airds se asbe que se produce degradacion microbiana de sustancias orgnicas
tanio en aguas naturales como en residuales con mayor carga ofginica, las cuales son
descargadas en los cuerpos de agua. Este proceso s= denomina autopurificacién natural de
las aguas.(3)

El crecimiento demografico y 1a expansidn industrial ban dado como resultado uns demanda
excesiva de esta capacidad de autopurificacion de las aguas, lo que ha hecho que aumenten
lo esfuerzos por clarificar las aguas residuales parcial o tolalmente, mediante diversos
métodos entre log que se encuentra el biologico.

Las aguas residuales domésticas, industriales y comerciales, contienen una gran diversidad
de sustancias en forma insolubles y solubles, las cuales son aprovechadas por fos
microorganismos parm i MUO (multiplicacién) y para procesos metabdlicos
(conservacion), lo que permitira removerlas del agua residual. La conversion de dichas
sustancias puede realizarse en un medio que contenga oxigeno (aerobio) o que carezca de él
(anaercbio).

La biotecnologia en el medio ambiente para el controf de la contaminacidn utiliza procesos

bioldgicos para remocidn de contaminanies de agua contaminada, agua residual y otros
medios. Un proceso biolégico es un sistema de ingenieria en el que indervienen los
microorganismos adecuados en cantidad suficiente para eliminar la concentracidn de
contaminantes. Por lo tanto, con e} advenimiento de 1a biotecnologia en el medio ambiente
significa que se deben encontrar mejores vias para la identificacion y mejor utilizacion de los
microorganiamos capaces de realizar el tratamiento deseado.



Los indicadores en el proceso de tratamiento del agua residual son las bacteria, Las aguas
residuales que contienen compuestos organicos biolégicamente degradables constituyen loy
medios nutritivos para 1a3 bacterias, pues alll pueden crecer, creando asi las condiciones

(9

de microc i ivientes de otros

necesarias para el desarrollo y [a multiphi
niveles troficos.

Con lo expuesto anteriormente, parecen estar resueltos los problemas de tratamiento de las
aguas residuales, lo que ha generado la “industrializacién de microorganismos" para tales
fines, por lo que actualmente se promueven tanio a nivel industrial como doméstico el uso de
productos bioldgicos importados, principalmente, con lo que para el primer nivel industrial,
sugieren que cumplirdn con la legislacion sobre descargas de aguas residuales y por otro en
nuestros hogares evitaremos problemas de diversa Indole como son: la acumulacitén de
grasas en desag0es, la eliminacion de lodos en fosas sépticas, ete.

La importacion de los mencionados productos biolégicos actualmente se enfrenta a la
siguiente “problematica”, no existe legislacion que regule desde su entrada al pais,
almacenamiento, utilizacion, efectoa al medio ambiente, etc.

Objetivos

+  Recopilar informacion especializada y la que es aplicada por los especialistas en el tema
que sustente el uso de productos biologicos en los procesos de tratamienio de aguas
residuales,

+ Revisar la fisiologia de los microorganismos utilizados en los procescs de tratamiento de
agua reaiduales

« Comentar sobre la Regulacion sanitaria de los mismos.

w~



CAPITULO T

ANTECEDENTES

Los métodos biologicos naturales fueron aplicados incluso en tiempos de la cultura
grecorTomana, con fines distintos a los de la purificacién, su primera aplicacién fue para
riego de jardines. El uso sisternético de métodos de tratamiento de aguas residuales
controlados se inicid el siglo pasado (3).

Los avances en el tratamiento de las aguas residuales empezé cuando las condiciones de los

cuerpos receplores en las zonas industrializadas se volvieron intolerables.

A mediados del Siglo XIX se hallaba muy difundido el uso de los denominados campos de
drenaje, hasta que se detectaron los problemas de higiene que los mismos originaban. Desde
entonces, se fueron introduciendo cada vez mis métodos para el tratamiento de las aguas
residuales de procedencia doméstica.

Se fomentd et desarrollo de métodos artificiales de tratamiento, éstos se aplicaron primero
como tratamiento preliminar a los procesos naturales, y con el transcurso del tiempo se les
Hlego a considerar como trenes de tratamiento. Al principio, el proceso se utilizaba para
disminuir I emanacion de olores desagradables en los campos de drenaje durente la etapa
preliminar del tratamiento de las aguas residuales. En 1882 y 1884, se establecicron plantas
de tratamiento quimico en las que utilizaban sulfato de calcio, de aluminio o de hierro.

La utilizacion intencional de procesos biolégicos para tratar las aguas residuales sélo pudo
iniciarse despuds de que Koch y otros descubrieron el potencial de las bacerias en el Siglo



XIX. Los nuevos materiales para el proceso de fillracion bioldgica y un mejor entendimiento
de los procesos biologicos han permitido avances sustanciales en este campo.

Desde tiempo atras se conoce la aplicacion de procesos de digestion para estabilizar los
lodos de las aguas residuales. El método de estabilizacidn aerobia de lodos comenzé a
difundirse a partir de la década de los 50, inicialmente se aplicaba en sislemas pequefios
pero en la actualidad se utiliza en plantas a gran escala,

El ugo de sistemas y equipos técnicos posibilitd el control y la mayor aplicacion de procesos
biologicos {que en condiciones naturales se produce en las aguas paturales sin intervencién
del hombre}, en los sistemas de tralamiento del agua, en un espacio comparativamente mas
reducido. En las diferentes etapas bioldgicas de las plantas de tratamiento, se encuentran

generalmente cultivos mixtos en cuanto a especies de microorganismos.

La estabilizacion - es proceso redox por el cual los microorganismos aprovechan las
sustancias disueltas, bajo condiciones aerobias, anaerobias y facultativas. En general, los
productos biologicos que se estdn importando son cultivos mixtos de microorganismos, los
cuales deben desarrollarse en las condiciones para los usos bajo los cuales fueron aisiados.

111 MiICROORGANISMOS QUE INTERVIENEN EN PLANTAS DE TRATAMIENTO
DE AGUAS RESIDUALES Y SU FUNCION

I.1.1 ACTINOMICETOS

Los actinomicetos Son un grupo de microorganismos que pertenecen al reino Procariotae,

poseen caracteristicas generales de organismos procariotes y de hongos, ya que contienen



peptidoglicanos, carecen de membrana nuclear y organelos y por otro lado muestran algin
grado de reproduccion real durante una etapa de su ciclo de vida y micelio aerobio. Su
reproduceién es mas lenta que las bacterias y estdn normalmente presentes en el proceso de
tralamiento de aguas residuales. (5)

Papel de los Actinomicetos en las Operaciones del Tratamiento de Aguas Residuales

Los actinomicetos han sido identificados como habitantes en los procesos biologicos de
aguay residuales y saprofitos en tierra, pero en peneral se presentan en menor numero que
otros microorganisinos. Los géneros mas frecuentemente reportados en procesos de

tratamiento de aguas residuales son:  Arthrobacter, Corynebacterium, Mycobacterium,

Nocardia y Rhodococcus.

Crecen en un amplio rango de compuestos organicos, incluyendo sustratos recalcitrantes
(dificiles para degradar), tales como hidrocarburos de cadena larga, pesticidas, compuestos
aromaticos complejos y en biomasa microbiana muerta, por lo que son importantes en la
remocidn de estos compuestos. También pueden crecer sobre compuestos facilmente
degradables, como aziicares, aminoécidos y 4cidos organicos de bajo peso molecular, Sin
embargo, generalmente, crecen mas lentamente sobre estos compuestos en comparacion con
Ias bacterias. Algunos requieren oxigeno, mientras otros pueden ser anaerobios facultativos

o anaerobios estrictos. La mayoria crecre en ¢! rango de pH de 6.0 a 8.5.

Los actinomicetos tiemen la ventaja para sobrevivir sin nutrieptes por grandes periodos
(varias semanas), comparando con otras bacterias {(muchas horas a pocos dias), lo que es
favorable para ellos.



11.1.2 PROTOZOARIOS

Protozoarios significa "animales primilivos”, son unicelulares microscopicos, miden de 5 a
1000 g, por lo gue son visibles con ayuda de microscopio. Existe gran diversidad
morfologica y fisiologica en el mismo grupo.

Son células libres, esencialmente acuaticas; viven en agua dulce, salada y ambienles
marinos. Las plantas de tralamiento de aguas residuales aerobicas estan colonizadas con
protozoarios relacionindolos con el mejoramiento de la calidad del efluente. Los miembros
de los subfiluma Sarcomastigophora y Ciliophora han sido encontrados en el proceso de
tratamiento de aguas residuales. Los primerus incluyen a organismos que contiene flagelos y
pseudépodos (amebas), organos que utilizan para su transporte y alimentacidn. Dentro de
los fagelados existen especies parcial o totalmente autotrofas (absorben luz solar y wtilizan
bitxido de carbono), por lo que comparien algunas caracteristicas de algas, y los que han

denominado como apimales flagelados, incoloros y no comperten caracteristicas con algas.

Con relacion al subfilum Ciliophora, se distingwen por contener cilios en algupa etapa de su
vida rodeando al protozoario y dentro de su boca (especializados para su alimentacién), este

[

grupo se ba reportado como el mas dominante en el tratamiento de aguas r

aerdbico.

1.os profozoarios encontrados en planias de iratamiento de aguas residuales pertenscen a uno
de los siguienle cuatro grupos nutricicnales: autotrofos, crganismos saprobios, fagoétrofos y
camivoros. Todos los autotrofos son flagelados, y son productores primarios capaces de
absorber az solar y fijar diéwide de casbono, almacenan compuestos orgénicos para ser
consumidos por especies que comen plantas. Ademés de luz requieren de iones inorganicos

¥ elementos traza, los cuales estin presentes en el agus residual. La luz se considera el



factor limitante para estos organismos y c¢ no estardn presentes en aquellos

Pprocesos de tratamiento donde no haya tuz.

Los organismos saprobios son ilagelados del tipo animal y no contienen clorofila por lo tanto
0o necesitan luz solar pero utilizan compuestos organicos disueltos en el agua residual.
Muchos de estos prolozoarios fequieren vitaminas, las cuales son producidas por las
bacterias. Compiten con las bacterias heterdirofas por los complejos organicos del agua
residual.

Los fagotrofos se alimentan principalmente de bacterias pero sus requerimientos
nutricionales son compuestos complejos. Existen reportes de que no todas las bacterias
forman parle de su dieta. Otras investigaciones muestran que las bacterias productoras de
pigmentos son toxicas a las amebas y ciliados.

Lo prolozoarios camnivoros se alimentan de otros protozoarios. En los procesos de las
plantas de tratamiento generalmente los conticnen, estos son ciliados peritricos y

succionadores.

El oxigeno disuelto, es uno de los factores mas importantes que determinan la ausencia o

ia deal i id 1o i son acrobios o anacrobios.

=3 P ]

P

La temperatura, 00 5 un factor limitante, aun 0o s¢ ha demostrado relacion enmire su

presencia con este factor.

pH v Concentracion de Dioxido de Carbono.- el pH en las plantas de tratamiento

normalmente no variara fuera del rango de 6.0 a 8.0. La mayona de las especies de



protozoarios se ‘desarrallan en este rango de pH, por lo que con un pH menor de 5 es

peligroso para estos organismos.

En la naturaleza, el pH estd intimamente ligado con la concentracién de bidxido de earbono
y la actividad biologica en el agua, condicinandose la presencia de organismos vivos, ya que
pueden existir gradientes quimicos los cuales juegan una parte irmportante en el manejo de
una comunidad de protozoarios de vida libre asociados con miervorganismos filamentosos.

El bioxido de carbono, la fuente principal de carbono de flagelados fotosintéticos es el factor
principal adverso y limitante en la distribucion de cilidados. La capacidad de resistir es Ia
caracteristica distintiva de las especies asociadas con medio ambientes contaminados con

organicos.

La hiz, como fuente de energla de organismos folosintéticos es muy limitada en algunos
procesos de traiamiento de aguas residuales. Esta condicidn es la principal de encontrar
pocos protozoarios folosintéticos.

Loy residuos toxicos, tales como fenol son biodegradables o con usa dilucion tal que los
efectos Wxicos son inadvertidos. Para el caso de metales en concentraciones de 1 a 3 mg/l
pueden tener efectos letales en cuitivos puros.

Nutrientes Orgdnicos e Inorgdnicos, ademss de los materiales solubles orghnicos e
inorganicos el agua cruda residual contiene cantidades considersbles de material coloidal
suspendido y bacteriag. Los compuestos organicos solubles proveen Jde alimento constante
para organismos saprobios, y las bacterias son alimentos para protozoarios fagotroficos.



Se han observado tasas de crecimiento, para Vorticella sp. eatre 15 a 20 cm/seg; para

Carchesium velocidades de 5 a 15 cm/seg.

Papel de Protozoarios en las Operaciones de las Plantas de Tratarniento

Los protozoarios impactan en la calidad del efluente en diversas formas; lo mas importante
ey la remocidn de bacterias por predacion para la formacidn de floculos, ademds de degradar
residuos orgénicos.

Protozoarios en cultivos puros puden flocular particulas de materias en suspension y
bacterins aumentando la clarificacion del efluente y formacion de lodo.  Algunos
protozoarios tales como amebas, pueden ingerir bacterias floculadas con lo que se reduce la

formacion de lodos.

No solo se remucven exceso de bacterias de aguas residuales, iambién se favorece el
desarrollo de bacterias "sanas” produciendo un fléculo. El tratamiento de aguas residual
evaluada por el consumo de oxigeno acompafiado por la degradacion, ocurre mas rapido y

fortalece los procesos en presencia de ciliados y bacterias que cuando solo se encuentran
bacterias.

Es a través de la predacion que los protozoarios indirectarnente disminuyen la actividad
bacteriana limitando su numero, debido & que capturan bacterias en 3u estado fisiolégico
joven por lo que su tasa de asimilacién de materiales orgdnicos est grandemente

incrementada,



I1.1.3 ROTIFEROS

Los rotiferos son utiles en la estabilizacion de residuos organicos. Ayudan a estimular la
actividad por descomposiciéa de la microtlora, mejoran fa penetracidn de oxigeno y reciclan
nutrientes minerales. A diferencia de los protozoarios, son raramente encontrados en gran
cantidad en los procesos de tratamiento de aguas residuales. Solo en sistemas con aireacién
son las formas predominantres. Los rotiferos pueden consumir grandes fracciones de
fléculos de lodos activados que los protozoarios no utilizan.

Los rotiferos son encontrados en todos los habitats acuaticos y son los mas simples y mas
pequefios macroinvertebrados. El filum Rotifera es un pequefio grupo de organismos con
aproximadamente 2000 especies identificadas. El nombre de rotiferos significa soporte de
lantas

¥ proviene de las palabras latinas "rota” de llanta y ferre "soportar™.

El tamaiio de los rotiferos es de 40-500 pm y tienen como promedio de vida de 6 - 45 dias.

La mayoria de los rotiferos son incoloros, solo con la ingestion de ali s aparentan tener

color.

Los roliferos semejan sacos esféricos o gusanos delgados, tienen trea distintas regiones en el
cuerpo, cabeza, tronco y pies. La cabeza estd compuesta por corona, boca abierta y mastax,
en donde sc encucnttran mandibulas conocidas como el trophus. El trophus es una parte
muy fuerte del cuerpo localizada en la cavidad bucal que puede ser de uno o diferentes tipos:
mascadores, moledores, chupadores, predadores obligados (con mandibulas reducidas pero
con ganchos). Los diferentes tipos de trophus es una de las muchas caracteristicas

morfolégicas usadas para su identificacion.



La funcion del trophus es filtrar y capturar particulas de atimento. Los rotiferos se alimentan
de bacterias, detritus y protozoarios mientras que otros se alimentan de fitoplanton o algas,
los cambios en s aguas residuales en la fuerza y composicion puede resultar en cambios en

el nimero y tipos de rotiferos en el proceso de tratamiento.

Los rotiferos se encuentran en numero pegueio en los procesos de tratamiento de aguas
residuales, poseen buen apetito, con lo que compensan su namero reducido. Se han

reportado especies que consumen 12,000 células de fitoplanton/dia.

El esofago, el estémago, el tracto intestinal, génadas y ano estan localizados en el tronco del

rotifero.

El pie es una estructura muscular con la cual se traslada y dirige el rotifero, otros tienen
puntillas y glandulas unidoras cuya es para transportarse.

Los rotiferos tarnbién se transportar por nado o amastre libre. E} nado libre se prochuce por la
accién de las corrientes producidas por los eilios de la cabeza y la corona ddndose direccidn

y movimienio controlado con el pie, ¢l cual actua como timoén.
Papel de los rotiferos en las operaciones de tratamiento de aguas residuales.

Participan en la estabilizacion de residuos orgénicos de lagos y filtros rociadores y lodos
activados. Esto incluye estimulacion de la actividad de la microflora y su descomposicion
mejorando 1a penetracion de oxigeno y reciclando nutrientes minerales. Esta accion provee

un alto nivel en e} tratamiento de aguas residuales.



En procesos de filtros rociadores, la contribucién de los rotiferos es eliminar la capa superior
de microorganismos. El oxigeno es capaz de penetrar a capas inferiores por lo que se
incrementa la aireacion resultando la estabilizacion de la enateria orginica por los

microorganismos.

En el proceso de lodos activados, por el consumo de grandes cantidades de bacterias, los
rotiferos ayudan a mantener la poblacion bacteriana en su estado de crecimiento. Ademas, la
turbiedad del efluente secundario se reduce ya que los roliferos consumen lo que no formo
parte de los floculos bacterianos. Los rotiferos facilitan la formacion de los floculos por
fraccionamiento lo que permite penetracion de oxigeno a floculo. La sustancia mucosa
segragada por la boca o pie también participa en la formacion del floculo y este puede actuar

como sitio de union entre las bacterias con otros materiales.

Resumiendo en los procesos aerdbicos con el gran consumo de bacterias y sélidos se
contribuye a la disminucion de DBO y los rotiferos que viven en la lama evilan condiciones

anaerobias.

I. 1.4 NEMATODOS DE VIDA LIBRE.

Los pemstodos de vida libre son macroinveriebrados terrestres (animales sin columna
vertebral) capaces de vivir en el habitat de agua dulce. Las tierras estin infestadas con
nematodos de vida libre, estos macroinvertebradog continuamente entran & las plantas de
watamiento de aguas residuales y pueden estar presentes en procesos de tratamiento

aerobico, en donde su numero es grandemmente variado.



Los nemétodos de vida libre incluyen gusanos en forma de anguila, redondos, lombriz
filiforme (nemétodo ascaride). Son macroscopicos miden de 0.5 a 3 mm de largo y de 0.002
2 0.005 mm de ancho. En aparicencia son similares las especies.

Loy nematodos no estAn segmentados, pero parecen segmentados por lo delgado de su
cuticula o epidermis. Tienen cuerpo cilidrico terminado en punta; la boca y labios estén
localizados en terminal anterior, ast como la cabeza, el eséfago y tracto digestivo. Poseen
sistemas de excresion, muscular, nervioso y reproductivo. Se transportan por movimientos
musculares, de los fluidos del cuerpo por las propiedades de elasticidad de la cuticula. Esta
forma de locomocion permite al nematodo moverse por la tierra, fango, tejidos de plantas y
de otros animales y tambien le permite nadar.

Los nematodos encontrados en agua dulce o en agua de drepaje, se desarrollan en medio
ambiente aerobico donde el alimento sea abundante, su dieta consiste en algas, plantas
acuéticas, bacterias, material orgéﬁico en descomposicién, otros nematodos, protozoarios y

rotiferos.

Los nematodos pueden ser encontrados en gran numero en el efluente de las plantas de
tratamiento, particularmente de los procesos de lodos activados, debido a su motilidad y
resitencia a la cloracién. Actualmente no han sido encontradas correlaciones entre la

presencia de diversos géneros de nematodos y los procesos de iratamiento aerébicos.
Papel de los nematodos en las operaciones del tratamiento de aguas residuales
Los nematodos realizan diversas actividades pam la estabilizacion geueral de aguas

residuales. lodos, lodos-fertilizantes. Lo mas importanie se realiza en el proceso de filtros

rociadores.



Construyen cuevas o tineles en la biopelicula consevando poros de la misma con lo que el
oxigeno puede penetrar a lo profundo de la biopelicula incrementAndose la actividad
microbiana y coosecuentemente la degradacién de residuos orgdmicos. Asimismo, se
reciclan compuestos ficos en emergla y nuirientes los cuales promueven la actividad

microbiana,

I.1. 5BACTERIAS COLIFORMES

Las bacterias coliformes, especialmente coliformes fecales son flom natural y normal de
intestinos de animales de sangre caliente incluyendo humanos. Los coliformes coexisten en
materia fecal con las patdgenas -causantes de enfermedad- tales como ciertas bacterias, virus
¥ protozoarios. Las bacterias coliformes fecales son las mas abundantes en materia fecal y

también pueden encontrarse en tierra y 'vegetalee.

Los coliformes se encuentran en altas concentraciones en aguas residuales y generalmente se
distribuyen o no estn presentes en otros habitats. La presencia de bacterias coliformes en

agua se considera como indicador de contaminacién.

Coliformes totales. Incluye a los coliformes fecales y una amplia variedad de otras especies.
Son Gram negativos anaerobios facultativos y no forman esporas. EstAn asociados con
materia fecal, pero algunas especies florecen con cierta vegetacion, en tierra y en algunos
procesos industriales.

Coliformes tecales. Son un subgrupo de coliformes totales. Son termotolersntes, por 1o que
son capaces de vivir en animales de sangre caliente.



.2 INNOVACIONES EN PROCESOS BIOLOGICOS PARA EL CONTROL DE LA
CONTAMINACION

En la biotecnologia del medio ambiente es fundameutal 1a combinacién Ia ingenieris y de
microbiologia ecoldgica entre otras materias. Los controles a traveds del proceso son usados
para seleccionar los lipos y cantidades de los diversos microorganismos para la formacién de
un sistema ecologico interrelacionado con el fin de que se realice un tratamiento. Estos
controles son sobre el abastecimiento del sustrato, retencidn celular y proceso "principal” de
tratamiento. El contro} sobre el suministro de sustrato, es dificil, por 1a gran variedad de
bacterias que pueden ser seleccionadas o eliminadas por la presencia de diversos donadores
y aceptores de electrones disponibles como sustrato. Los coniaminantes mAs comunes del
agua residual son donadores o aceptores de electrones, por lo que la seleccidn de los
microorganismos puede realizarse controlando otros sustratos. Por ejemplo, NHy es
donador de electrones comun en los contaminantes del agua residual. Cuando se abastece
oxigeno actua como aceptor de electrones, entonces las bacterias nitrificantes son capaces de
ganar epergla y desamroflar a través de oxidacién aerobia de NHy* a NO3~. Otro
contaminanle comin donador de electrones es la materia orgénica, normalmente medida
como demanda bioquima de oxigeno (DBO). Cuando el oxigeno es abastecido como aceptor
de electrones, las bacterias heterotrofas aerobias se desarrollan a traves de oxidacion aerobia
del carbono del DBO a bidxido de carbono. Por otro lado, si no se cuenta con aceptor de
electrones, el consorcio de microorganismos fermentadores, incluyendo las archeobaclerias
productoras de metano, pueden ser seleccionadas, en este caso la DBO es convertida a
metano (liquido a gas) por desnitrificacion cuando un aceplor de electrones es abastecido, tal
como materia orgénica, azufre reducido o hidrogeno. (8)

La retencitn de células como control de tratzmiento en su forma mas simple se utiliza un

reactor de gran volumen el que generalmente es caro y prohibitivo por el tamafio de los
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contenedores. La estrategia de retencion de células que permite volimenes pequefios con
altas concentraciones de eélulas son: 1) Sedimentacion con reciclamiento, 2) Fijacion.

Cuando se agregan bacterias en formas de tamafios entre 50 -200 pm, se les denominsn
floculos, los cuales pueden coucentrarse por sedimentacién en un clarificador. Este
concentrado de células es reciclado a vn reactor principal, el que se abastece con los
sustratos apropiados. El efluente clarificado contiene muy poca biomssa la que es
concentrads por sedimentacion y reciclada. El sistema de reciclamiento de células son
Rsmados sistemas de lodos activados,

La segunda estrategin de retencion es fijacion . Este proceso wtiliza una gran cantidad de
superticie sobre un medio, tal como roca, tierra o plastico. Las bacterias son fijadas para
formar biopeliculas, las que son agregadas en capas de bacterias y polimeros extracelulares,
El flujo de agua pasado por ta biopelicula, extrae los contaminantes de los liquidos mieatras
se fijan microorganismos en el mismo proceso. Los microorganismos realizan las mismas
reacciones que pueden ser seleccionadas y acumuladas por el reciclamiento de las células y
por la retencién de la biopelicula Adernds de la gran acumulacién de biomass, esta

retencién celular tiene 1a funcién de seleccion, aumentando el abastecimiento de sustrato.

Algunos microorganismos tales como los nitrificantes y metanogénicos se desarrollan mis
despacio que otros, pueden formar poblaciones estables solo cuando el tiempo de retencion
celular es de 10 a 15 dias o mayor. Estos microorgani de d to leato no son

seleccionados si Ia retencion celular es pobre, aungue los sustratos estén disponibles, estas
células retenidas pueden ser usadas para seleccionar otra especies de crecimiento lento,

Otro control sobre un proceso de tratamiento bioldgico es la carga, este concepto estd
relacionado con el tiempo de contacto entre los microorganismos y los contaminantes y que

u concentracién sea menor al standard del tratamiento. La carga involucra un anélisis de la
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cinética del proceso, to que implica que se debe realizar un estudio especial para cada tipo de

agua 4 tratar 1o cual no es objeto de este trabajo.

En la tabla 1.1, se muestran algunos ejemplos de procesos biolégicos usados en
biotecnologia del medio ambiente.

TABLATLE

Ejemplos comunes de procesos bioldgicos con la biotecnologia del medio ambiente

Nonbre del
Proceso
Lagunas aerobias

Lodos activados
convencional

Filtros biolégicos
de contacto

Denitrificacién

Filtros anaerobios

Digestion anaerobia

Reactor ascendente

Donador de
electrones

DBO

DBOylo
NHgt

DBO y/o
NHg*

DBO, Hy 6 §2*

DBO

DBO (en forma
de lodos)

DBO

Aceptor de
electrones

02
07

02

02

4

02
NO3

DBO5C0s

DBO6CO;

DEO 6 €Oy

Retencion
de células

Volumen

Reciclamiento de
células

Biopelicula
Biopeliculas

Reciclamiento
de cétules o
biopelicula
Biopelicula

Volumen

Biopelicula
formada sobre
granulos con
lodos



Aunque los procesos bioldgicos ban sido utilizados por muchas déeadns, las innovaciones
tienen el propdsito de aumentar la eficiencia.

Se deben considerar tres factores en la innovacion de los tratamientos y su implantacidn:

regulacidn sanitaria, presiones econdmicas y los avances cientifico-tecnoldgicos.

En ¢l campo de la investigacion, se est tratando de explicar y explotar mas sobre las
diferencias entre los sustratos, partes celulares, céfulas dentro de vuna comunidad y durante el
proceso.  Por jo tanto, para el control se debe describir el nivel meolecular, celular, de
comunidades y dentro det reactor.

El control del sustrato en ef proceso.

Tradicionalmenle un sustrato es un donador de electrones disuelto que tiene una tasa de
crecimiento limitada. Algunas veces el conceplo se extiende para incluir loy aceptores de
electrones no disueltos.

Las caracteristicas de los sustratos tradicionales es que son moléculas disueltas y que tienen
wna tasa de crecimiento limitada. La tabla Y1.2, compara el susirato tradicional con otrog 4

tipos de sustratos lo que es importante en la innovacién de procesos bioldgicos.

La materia organica coloidal, es un sustrato particulado, Vltimamente se considera como un
dopador de electrones diferente al tradicional que primero debe ser capturado e hidyolizado
para ser utilizado por la bacteria. Por lo tanto el fenomeno fisicoquimico del transporte ds
particulas, adhesion e hidrdlisis extracetular enzimatica son pasos adicionales que pueden
afectar 1a 1asa de remocion y utilizacién del donador de electrones.
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TABLA 1.2

Principales caracteristicas de cinco sustratos en la innovacidn de procesos biolégicos

1. Tradicional
a. Donador de electrones disuelto (y algunas veces aceptor)
b. Tasa de crecimieato limitada

2. Particulado
a. No disuelto, pero coloidal
b. Debe estar hidrolizado antes de estar disponible para que sea un donador de
electrones
c. Frecuentemente debe ser capturado por mecanismos fisicoquimicos antes de que
ocurra la hidrolisis

3. Almacenamicento interno
a. Presente internamente, generalmente incluido como un cuerpo sélido
b. Sirve como almacenamiento de eleclrones y energia
c. Se reconstruye y se agota (ciclicamente) con el cambio de las condiciones del medio
ambiente

4. Secundario :
a. Contribucién insignificante para el crecimiento y mantenimiento de 1z célula; por lo
tanto
b, No es limitante de la tasa de crecimiento
¢. Requiere el consumo de un sustralo primario para la creacion y sostenimiento de la
masa celular
d. Puede ser manejado a muy bajas concentraciones

5. Producido
a. Producido como resultado natural de! metabolismo celular
b. Consumido por 12 misma bacteria y otras
¢. Dificil para ser biodegradado, sus fracciones tienden a acumularse



El almacenamiento intesno de ha sido inc do por las bacterias formadoras

de floculos y las que remueven fosforo. En altas concentraciones de donadores de electrones
solubles orgénicos(acetaio) y una deficiencia de aceptores de electrones, las bacterias son
capaces para absorver el donador de electrones y almacenarlo como potimero no disuelto, tal
como polihidroxibutirato (PHB). Esle material almacenado puede ser hidrolizado y oxidado

A,

cuando los sustratos extemnos do de electrones estAn agotados aunque son necesarios

aceptores de electrones. La energla almacenada como susirato en forma intema es
seleccionada por los microorganismos en condiciones éptimas o de carencia del donador de
electrones.  Tal seleccién tiene importancia prictica, ya que bajo condiciones de
almacenamiento de polimeros forman buenos floculos, por lo que pueden acumular mayores
cantidades que la cantidad normal de fosforo. En el caso de almacenamiento extra de fosforo

eg en la forma de polifosfato, para ser usados en condiciones fermentativas.

La biodegradacién de mmpwslo; organicos & bajas concentraciones ha servido para
diferenciar entre gustratos primarios y secundarios. Un sustrato primario pormalmente s un
nutriente tradicional y tiene asa de crecimiento limitada por el donador de electrones. Por
ofro lado, un sustrato secundario es un donador de electrones en baja concentracion que sirve
pera mantener ia biomasa. Por lo lanto se consume biomasa con la utilizacion del sustrato

primario pero por la presencia del sustrato secundario no se limita su crecimiento,

La clase final de sustrato es el que se produce, ya que es formado y liberado como parte del
metabolismo celular. Los materiales solubles liberados por los microorganimos son
llamados productos microbianos solubles (PMS). Una porcion de estos se forman en
proporeion directa a la utilizacion del sustrato se les conoce como productos asociados a gus
utilizacién (PAU). La segunda porcion de PMS son formados a traves del metabolismo
basal y decae o se activa la formacion de biomasa asociada al producto (BAP).
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Célula bacteriana ea el proceso

En Iz tabla 1.3, se mencionan ejemplos de las principeles diferencias de las estructuras
internas de las calulas bacterianas. Como son sustralos infemos y contenido génetico.

TABLA T3
Ejemplos de 1a diferenciacién estructural celular

1 Sustratos internos
a. Almacenamiento interno, tal como PHB y polifosfato (ver tabla I1,2)
b NADHNAD
c. ATP/ADP

2 Contenido genético
a. Inmévil y esencial
b. Movil y accesorio

Lay reaciones microbianss ocurren a través de multiples viag, que gradualmente oxidan o
reducen sustratos, producizndo acarreadores de electrones (NADH) y energfa (ATP) que
actuan como fuenles intemas de alimento. Las cinéticas de utilizacidn para sustratos
externos puede ser afectada por el estado de oxidacidn-reduccion de los sustratos intermos.
Por ejemplo, un decremento en la concentracion intema en la relacion NADH/NAD puede
incrementar la tasa de utilizacidn del donador de electrones, mientras que un decremento en
la concentracién interna en la relacién ATP/ADP puede incrementar la tasa de wilizacion del
aceptor de electrones. Asi, las expresiones cinéticas normalmente usadas para describir las
tasas de utilizacion de sustrato en términog de concentracion exierna (funcion de MONQD)

contienen pardmetros que no 3on constanies, pero depende de la concentracion interna.



La segunda caracteristica celular estructuralmente imporiante involucra a la capacidad
genélica de los microorgenismos. Los genes presenies que codifican para todas las
funciones celulares se almacenan y se replican en el DNA. La mayor parte del DNA de la
célula bacteriana esta contenido en los cromosomas, los cuales estan caracterizados por ser
esenciales & inméviles. La inmovilizacion significa que los cromosomas no son transferidos
a log lmites celulares. Cuando upa célula se divide en dos células hijas, el cromosoma
replicado confiere a cada una de sus células hijas un cromosoma que codifica para las
funciones que son requeridas para el crecimiento y mantenimiento normal de la célula.

Muchas bacterias contienen "otro” DNA ademds del cromosomal. Estos elementos-
incluyendo plasmidos, transposones y DNA viral- generalmente son més pequefios que el
cromosomal, mdviles y condicionantes, de estos los mas importantes parecen ser los
plasmidos. La movilidad se refiere a que pueden ser transferidos de una célula a otra
independienlenlaente de su replicacién. E!l mecanismo de transferencia més comin parece
ser la conjugacion, en la cual el plismido es replicado, independientemente de la division
celular debido a que son transferidos de una c¢lula donadora a upa receptora.

Se consideran secundarios ¢ concomitantes debido a que las caracteristicas codificadas no
son esenciales para 129 operaciones rutinarias de la c¢lula. Cuando el pldsmido es accesorio
del DNA, codifica para usos muy interesantes y reacciones especiales como son:
biodegradacidn de compuestos halogenados y otros compuestos quimicos, como son la
resistencia a antibitticos y "utilizacion" de metales pesados.

Algunos de estds genes que realizan 1z biodegradacion o resistencia a compuestos quimicos
son encontrados en plasmidos y han contribuido para la innovacion de tratamientos, lo que
sugiere que las estralegias tradicionales para el control de los procesos pueden no ser las

~
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adecuadas en la seleccion de la bacteria que degrade los compuestos qulmicos a diversas

concentraciones.

El control de la comunidad microbiana en el proceso

La comunidad microblana es e} siguiente nivel en el control del proceso. Los procesos del
medio ambiente casi siempre involucran mezclas de cultivos. El control en e} balance
ecologico en las comunidades microbianas es una Area especial de investigacién que se

regume en 1a tabla 1.4,

TABLA 4
Areas de investigacion sobre 1a comunidad microbiana

1. Formacién del fléculo contra organismos heterdirofos
2. Coexistencia de heterdtrofos y autotrofos
3. Los que contienen penes contra los libres de genes

La compelencia entre los formadores de floculos contra los beterotros filamentosos en los
procesos de lodos activados es de gran importancia para el control de la comunidad. La
retencion de cdlulas es \til en tratamientos con lodos activados, ya que las bacterias deben
agregarse en floculos densos y grandes. Cuando los floculos contienen ademis gran
cantidad de bacterias heterdirotas filamentosas que crecen exiendiendo sus largos filamentos

fuera del fldculo primario, el lodo sedi lo y su compactacion se dificulta. Este tipo de

23



lodo formado con muchos filamentos es denominado lodo "inflado” y deteriorn 1a calidad del
efluente y produce fallas en 1a retencion celular.

Las bacterias formadoras de fldculos filamentosos utilizan como sustrato a los donadores y
aceplores de electrones. Estudios de investigacion han identificado las condiciones mas
aplas paa la formacion del flbculo de este tipo reportindose que son favorecidos por tres
principales condiciones:

1. Alta DBO con baja concentracitn de oxigeno disueito

2. Largos tiempos de retencién
3. Entrada de azufre reducido

Ciertos heterdtrofos formadores de fléculo son capaceg de almacensr internamente sustrato
cuando la concentracion del donador de electrones es muy alta, por lo que pueden competic
sobre los filamentosos, 1os cuales no son capaces de almacenar donadores de electrones y por
Io tanto mueren de hambre.

Los controles ecoldgicos sobre la comunidad se realizan regulamente por la exposicion de
103 lodos activados a periodos largos de concentraciones altas de DBO.

El segundo grupo mencionado en 1a tabla 1.4 es la coexistencia de bacterias auldtrofas y
heterdtrofas. Las heterdtrofas usan carbono organico como fuente de carbono (DBO),
mientras que los autdtrofos pueden reducir el carbono de 1a oxidacién del bisxido de carbono
durante 1a sintesis . El impacto de esta diferencia en la fuente de carbono es el que 1a energla
y electrones necesarios para la sintesis de las células autotrofas es mucho mayor que para las

heterotrofas. Asi en el campo y tasa de crecimiento especifico de los autdtrofos son
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susianciaimente menores que para helerdtrofos. Cuando todos los sustratos estén
ampliamente disponibles, log autstrofos competitivamente estdn en degventaja debico a sus
1asas de crecimiento lenlas. La mayor competencia se encuentra entre heterdtrofos aerobios

y bacterias nitrificantes.

Con las diferentes fuentes de carbono, los heterotrofos y autétrofos compiten en oteas vias,
por ejemplo, muchas veces utilizan el mismo aceplor de electrones. Sin embargo, la forma
mis comin de compelencia es para espacios desables en floculos o biopéliculas. Los
autdirofos de crecimiento Jento pueden ser empujados hacia lugares con la]

por el ripido crecimiento de los heterdtrofos que pueden crecer rapidamente en lugares
seleccionados y evitar o expulsar a los autdtrofos, los lugares principales son casi siempre
aquellos que tienen las mayores concentraciones en sustratos dopadores y aceptores de
electrones. La existencia simultanea de autdtrofos y heterdtrofos es deseable y algunas veces
se requiere para el adecuado tratamiento, pero debe evaluarse considerando los resultados
esperados. Investigaciones preliminares muestran que las especies que crecen lentamente
tienden a ser reelegadas a la profundidad de las biopelculas. Los microorganismos en estas
capas generalmente se encuentran en desventaja ya que las concentraciones de susirato son
reducidas debido a la difusion de gradientes. Ademds, los sustratos que los heterdtrofos
también pueden usar estin completamente agotados en las capas mAs externas de la
biopelieuta. Por otro lado, los autétrofos pueden estar protegidos en la profundidad de la
biopelicula por lo que pueden mejorar su mantenimiento en una mezcla de comunidades de

la biopelicula. La comp ia ecologica por sustratos y espacio es un tdpico nuevo de

investigacion que necesita mayor explicacion practica y cientifica,

La ultima parte de la tabla 1.4, sobie las ventajas genéticas de lag peblaciones y de acuerdo
a la seleccion ecoldgica de los genes que codifican sobre los cromosomas de las especies de
la comunidad, el control en la distribucién de plismidos puede alterar las capacidades
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genéticas dentro de una misma especie. Por lo que la distribucién de genes enire las
especies a nivel de la comunidad puede imponerse sobre tas comunidades normales.

El control en el proceso de iratamiento

Este control trata las interacciones entre los fenémenos bioldgicos y los no biodgicos. En
muchos casos, el control del proceso se implementa sobre el sustrato, célula y la comunidad.
En la tabla I1.5, se mencionan 3 Areas de investigacién para el mejor entendimiento y control
del proceso. En todos los casos, los fendmenos no biologicos son cruciates pero las

relaciones en los niveles biologicos son importantes.

TABLAILS
Ejemplos de control en el proceso de tratamiento

1. Establecimiento de macro y microzonas dentro de! proceso, por ejemplo:
. Diferencias entre aceptores de electrones: areas acrobias, andxicas y i
b. Concentraciones con altas y bajas iones de donadores de elect

2. Diferencias en los equipos
a. Mejoramiento de los clarificadores
b, Membranas

3. Exploracion de mecanismos de remosion no biodegradables
2. Adsorcién
b. Volatilizacién
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El establecimiento de zonas dentro de los procesos en un ejemplo interesante de como el

proceso de tratamiento se realiza mejor, las zonas son flsicamente diferentes asi como los

sitios y tiempos dentro de un proceso. Como sz muestra en la tabla H.5, estas zonas son
terizadas por tener diferentes aceptores y donadores de electrones.

Upo de los casos mis comumnes de establecimiento de zonas de aceptores de electrones, es en
un lodo denitrificante de aguas residuales que contienen DBO y nitrogeno total Kjeldahl
(NTK). La DBO y el nitrogeno de amonio en el NTK son sustratos dopadores de electrones
que deben ser oxidados y removidos. La oxidacion de amonio produce nitrato, el cual
produce un posible aceptor de electrones que generalmente debe ser removido. El concepto
de nitrificacién del lodo depende del uso del oxigeno como aceplor de electrones para
producir nitrato de amonio.

Subsecuentemente, el nitrato es usado como aceptor de electones para oxidar DBO. La DBO

restante debe ser oxidada aerobicamente con oxigeno como aceptor de electrones,

La zonificacion es requerida para que se realicen las reacciones de denitrificacion por las
bacterias denitrificantes las cuales no deben ser expuestas a concentraciones de oxigeno
disueltoPor otro lado, 1 nitrificacién cesa si la coneentmeidn de oxigeno disuelto que esta

en conficto con los nitrificantes es beja.
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CAPfTULO M
MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN BIORREMEDACION Y SU FISIOLOGIA
IIL1 EL PAPEL DE LOS MICROORGANISMOS

En el tratamiento bioldgico de aguas residuales, el gupo més atundante de
tnicroofganismos son las bacterias, y este es el grupo de mayor impottancia en términocs de
utilizacidn de la materia orgénica presente en aguas residuales. Por lo que los principios
bésicos son aplicables a otros grupos de microorganismos. (7)

La materia orgdnica d; las aguas residuales es utilizada por los microorganismos a través de
una serie de feacciones en las que son necesarias enzimas lag cuales son proleinas o
proteinas combinadas con moléculas orgAnicas o inorganicas de bajo peso molecular. Estas
actuan como catalizadores formando complejos con los sustratos orgdnicos los que son
convertidos a productos especificos, liberando la enzima original para ser utilizada en la
misma reaccidn. Las epzimas tienen yn alio grado de especificidad al sustrato, por lo tanto
la céhula bacteriana debe producir diferentes enzimas para la utilizacion de los difercntes
sustratos, Los microcrganismos producen dos tipos de enzimas: extracelulares, las cuales
convierien el sustrato fuera de la céfula a una forma tal que pueda penetraria y ser degradado
por las enzimas intracelulares, las cuales estan encargadas de las reacciones de sintesis y
produccion de energla para la célula. Nomnaimente el producto de una reaceion catalizada
por enzimas, inrpedistamente se combina con otras enzitnas hasta la elaboracién del
producto final, el cual es el requerido por la célula.

La reaccion de oxidacién se puede definir como el uso de oxigeno o la pérdida de hidrégeno
del (fuente de ali ), para el caso de la glucosa ey la pérdida de electropes.
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Estss reducciones son descrilas en términos de hidrégenos o donadores de electrones
(sustrato) e hidrdgeno o aceptores de electrones.

Los electrones perdidos por el donador son transpertados por diversas vias bioquimicas hasta
vn yltimo aceptor de electromes, que para una reaccién aerobica es el oxlgemo. Los
donadores de electrones organicos son utilizados en metaholismo heterdtrofo, mientras que
en el metabolismo autétrofo se usan donadores de electrones inorganicos. Dependiendo del
aceptor de electrones final serd la cantidad de energia disponible del sustrato. En general las
relaciones entre la produccitn de energia de los metabolismos aerdbicos y anaerdbicos estd
resumido en la ﬁm o,
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La energia almacenada en la materia orgAnica (Atp) es liberada en los procesos biolégicos
por la deshidrogenacién de los sustratos seguida de la transferencia de un electrdn o
electrones hasta un ultimo aceplor. Se produce cantidad de energia por la oxidacion de un
mol de sustrato por el metabolismo aerobio cuando se usa como ultimo aceplor de electrones
EI oxigeno. En la regpiracion facultativa, el oxigeno se enlaza a un pitraio o sulfalo,
produciéndose menor cantidad de energla en comparacién con el metabolisme aerdbico. La
menor cantidad de energia resulta de la respiracion anaerobia estricta, donde la oxidacién de
AH) esid acoplada con la reduccion de un compuesto organico oxidado (B) a BHy un
compuesto organico reducido.

La preferencia por el uso de aceptores de electrones se basa en In produccion de energta en
un cultive mixto como lo muestra la tabla .1,

TABLA I
Preferencia en la seleccion de acepiores de electrones durante 1a oxidacion microbiana de

materia orgAnica.
b
AEROBIO AMy+ Oy — COp+HyO+ENERGIA DECREMENTO
i AHj +NO3 - N+ HyO+ENERGIA ENLA
FACULTATIVO AHp + S04 - HpS+ HyO+ENERGIA PRODUCCION
¥ AHj +COj ~» CHy +HyO+ ENERGIA DE
ANAEROBIO AHy +B  BHp+ A +ENERGIA  ENERGIA

!
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La utilizacién de los aceptores de electrones presentes en solucidn es en orden decreciente:
oxigeno, nitrato, sulfato y compuestos orgdnicos oxidados, por lo tanto, 1a formacién de
sulfuro de hidrégeno seguird de una reduccion de nitrato.

La energla producida en la célula por la oxidacion de compuestos orgAnicos e iporgdnica o
por la fotosintesis es almacenada dentro de la célula en la forma de enlaces fosfato sobre una
molécula de adenosin difosfato ADP formando adenosin trifosfato ATP, lo cual es conocido
como fosforilacion a nivel de sustrato. Cuando se requiere energia, dsta puede ser liberada y
utilizada para olras reacciones, con la finalidad de formar los metabolitos necesarios para
sintesis o mobilidad, hidrolizando la molécula de ATP a ADP:

ATP +HpO —»ADP + H3POy

El segundo método de obtencion de energia es la fosforilacién oxidativa. Los electrones,
aormalmente pares, son producidos por la oxidacion de un donador de electrones (DHp) y
transportados a través de un sistema de transporte de electrones hasta un aceptor final de
electrones (A). El sistema de transporte de electrones esta costituido por unma serie
acarreadores de electrones integrados para que la gran centidad de energia producida por la
oxidacion del donador de electrones se libere en pequetiag cantidades, las que son utilizadas
en las reacciones de fosforilacidn endergonica de ADP a ATP.

Las reacciones de dxido-reduccion son realizadas exclusivamente por enzimas, pero éstas
para catalizar las reacciones dependen de su estructura, de co-factores, los ceales pueden ser
metales o moléculas organicas, utilizandose éstas tltimas también como acarreadores de
electrones. De las mas importantes co-enzimas es la micotinarnida adenina dinucleotido,

sonocido como NAD en su forma oxidada y NADH+H*  en su forma reducida y las
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flavoprotelnas (FP). Los citocromos son pigmentos respiratorios que realizan reacciones de
dxido-reduccién y servir como acarreadores de hidrogeno.

En términos de remocitx, 1a tasa de oxidacion de carbono, nitrificacién y denitrificacion
dependen de la tasa de crecimiento microbiano y en particular de la tasa de crecimiento
bacteriano. Los nutrientes se toman y transportan al interior de las células incrementindose
el tamaflo y masa de la bacteria asl como la cantidad de enzimas y acidos nucleicos.

Las c#lulas empiezan a dividirse cuando se han construido las enzimas apropiadas y se ha
akeanzado 1a concentracion adecuada para su reproduccion aumentindose la poblacion
rapidamente. La tasa de metabolismo y en particular la tasa de crecimiento se limitan por su
capacidad para procesar el sustrato.

En cultivos de sistemas cerrados la acumulacion de metabolitos toxicos, cambios en la
concentracion de nutrientes, y factores del medio ambiente como el oxigeno y pH pueden ser
responsables para la declinacion de la fase de crecimiento, decreciendo la densidad
microbiana y consecuentemente la tasa de remocidn de sustrato. La curva de crecimiento
microbiano no €3 una caracteristica basica de las células bacterianas pero es una respuesia a

las condiciones del medio ambiente dentro de un sistema cerrado,

I11.2 ENERGIA METABOLICA.

Hay tres metodos generales por los cuales los heterdtrofos obtienen energls, fermentacion;
respimcion aerébica o anaerdbica. La fermentacidn y la respiracién son los dos tipos
fundamentales de metabotismo y difieren en que con la respiracion se requiere de un aceptor

de electrones externo, oxigemo en respiracion aerdbica y disxido, sulfato o nitrato en
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piracio bia. La fer idn no requiere de un aceptor de electrones externe, ya
que ¢l sustrato es e} donador de electrones pero es necesaria una molécula orginica como
aceptor de electrones.

Los microorganismos heterdirofos, como las bacterias, hongos y algunos protozoarios, son
capaces de utilizar un gran range de compuestos organicos como fuente de carbono, como
son los diferentes tipos de azicares, alcoboles o aminodcidos, lipidos polimerizados y
proteinas. Esias fuentes de carbono se convierlen en compuestos intermediarios con mepor

numero de carbonos tales como piruvalo y acetil -Co enzima A.

La transfonmacidn de carbohidratos & glucosa y posterior formacitn de 4cido pinivico es
comin en todes los microorganismos que mstebolizan carbohidratos. La moléenla det

sustraio se rompe por upa serie de reacciones catalizadas por enzimas liberando pequefias
cantidades de energla en cada oxidacitén y recuperacion por la fosforilacion a nivel de
sustrato (ADP—ATP). Esto se realizs sin la participacion de un

plor de el , por lo
tanto es una reaccidn de fermentacion. E! tdrmino fermentacién  describe cualquier
metabolismo anaerdbico en el que se produce energlr ¥ en el que no ge involucra una cadena
de transporte de electrones. El 4cido pinivico es el compuesto central en el metabolismo, ya
que a partir de ¢l se pueden metabolizar diversos productos dependiendo del organismo y del
medio ambiente en el que se desarrolle, como por ejemplo Ia via de fermentacion de ghicosa

a piravato.
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Si estd presente un aceptor de electrones, el acido pinivico puede ser convertido a Acetil -

CoA el eual entra al ciclo del 4cido eitrico (también conocido como de Krebs o del acido

tricarboxilico).

FIGURA IIL.3
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Sin embargo, si no existe un aceptor de electrones disponible, el cido pirtvico a través de
una via fermentativa se producen diversas reacciones alternativas, con las cuales no solo se
regenera NAD, también se producen diversos productos de fermentacitn, entre otros etanot,
4cido acético, acido propidnico. En un sistema de transporte de electrones la mayoria de las
bacterias de las aguas residuales tienen tres sitios de fosforilacion, como se muestra en las
figuras [M.4 y IIL.5.

La cantidad de ATP tormado por la fosforilacion oxidativa es también diferente, siendo
mucho menor durante anaerobiosis. La razon eg que la cantidad de ATP formado por el paso
de pares de clectrones a través del sistema de transporte depende de la diferencia en el
potencigl REDOX entre et donador y aceptor de electrones, figura TIL6.

Como el oxigeno tiene un potencial REDOX menor que los aceplores de electrones
inorgdnicos, se libera mAs ATP. En términos de produccién de energis, la fermentacidn de
ta gh duce dos moléculas de ATP por hexosa, comparada con 38-39 moléculas de

4

ATP durante la respiracion aerdbica.
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1.3 MICROORGANISMOS HETEROTROFOS AEROBICOS

Las bacterias son los organismos mas versatiles asociados con el tratamiento de aguas
residunles con base en sus caracteristicas fisicns y los sustrafos presentes para ser
metabolizados, en comparacién con hongos, protozoarios y organismos invertebrados que
lambién juegan un papel importante.

Las bacierias, son el nivel trdfico bdsico en todos los sistemas de iratamiento de aguas
residuales debido a que se encuentran en mayor cantidad. Las bacterias dominantes son las
beterdtrofas aerdbicas que degradan y eventualmente mineralizan los compuestos erganicos
presentes en aguas residuales produciendo didxido de carbonoy agua. Su tamafio pequefioy
gran grea superficial de contacto con relacion a su cantidad se les considera muy eficientes
en términos de intercambio de nutrientes y calabolismo, con el medio liquido en el cual estan
suspéndidas. Su periodo corto de reproduccitn el cual puede flegar a ser menor a 20
minutos ea un cultive puro, hace que las bacterias cuenten con una ventaja con relacion al
sustrato disponible comparadolas con otros organismos. Los protozoarios, por ejemplo,
tienen un tiempo de duplicacién de 10 horas, aunque algunas especies es de 2 horas.

Las comunidades de bacterias encontradas en los procesos de tratamiento son de vna gran
variedad de géneros, los dominantes son asrobicos heterotrofos, Gram negativos, bactertas
alargadas con flagelos polares. La flora bacterisna  de los tralamientos aerdbicos son
basicamente, Zoogloes, Psedomonns, Chromobacter, Achromobacter, Alealigenes y

Flavobacterium. Todos son capaces de oxidar compuestos orgénicos hasta dioxido de
carbono 'y agua, como se muestra en la tabla IM.2.



II.3.1 Nutricion

Las aguas residuales domeésticas contienen wna rica variedad de compuestos orgdnicos,
inorgdnicos, el fos traza y fact de crecimiento orgdnicos. Los microorganismos
presentes no solo son las especies que pueden metabolizar los constituyentes de las aguas

residuales, también se epcuentran los que utilizan los produclos generados por los
MiCroorganismos y especies que consumen a los primeros. Como ya se menciond log

heterdtrofos necesitan dos cateporing de nutrientes: para producir enefgia que se utiliza en

crecimiento y metabolismo, y elementos quirnicos requeridos para la biosintesis.

Las plantas y los animales estin compuestos de carbono, hidrdgeno, oxigeno, nitrégeno,
fosforo y azufre y el metabolismo de bacterias y hongos requiere de estos compuestos.

También son jos compuestos quimicos para el crecimiento de los heterdtrofos tales
como, potasio, magpesio, manganeso y calcio fos que son usados pera la produccion de
cofactores enziméticos y construccion de proteinas y elementos traza de fiemro, cobalto,
cobre, zine y molibdeno, importantes en Ia produccién de cofactores de enzimas especificas y
factores de crecimiento. La naturaleza especifica de las sguas residuales determinara lag
egpecies beterdtrofas presentes,

1.3.1.1 Carbono

La mayoria de los heterdtrofos aerobicos utilizan el misimo compuesto o compuestos como
fuenie de epergia y carbono. Una gran variedad de compuegtos orghnicos pueden ser
utifizados, aunque la mayoria de las especies utilizan compuestos solubles, tales como
azieares, los que son asimilados por las bacterias y hongos. Las grasas y proteinas y sus
subproductos, son menos aceptados, varidndose su capacidad de utilizacion entre las
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especies. Las sustancias insolubles y las solubles, como celulosa, lignina, y 4cidos grasos de
cadena larga son utilizados por microroganismos iali has de estas

i »

los

¥

utilizan como sustratos secundarios. La investigacion sobre los requerimientos mtricionales
de los microorganismos en aguas residuales es limitado, las fuentes de carbono que
favorecen el desarrollo de especies heterdtrofas son fa ghicosa, manosa, galaciosa, lactosa,
fructosa, maltosa, sucrosa, manitol, succinato, lactato, fumarato, piruvato, acetato y glicerol.
Otros compuesto tales como arninodcidos, alcoholes, y cidos organicos, son sustitutos de la
fuente de carbono si la glucosa est4 ausente. Para llevar a cabo lo anterior, es necesario se
aplique el mecanismo de represion enzimdtica, Para los casos en que las baclerias son
capaces de degradar polisacaridos con altos pesos moleculares, producen enzimas
extracelulares para degradar el polimero 2 un tamafio molecular tal que pueda penetrar la
membrana de la pared celulas.

111.3.1.2 Nitrdgeno, sales basales y otros factores de crecimiento

Una gran variedad de especies son capaces de utilizar diversas formas de nitrogeno, la
mayoria de lag bacterias y de los hongos usan amonjo como \nica fuente de nitrdgeno y su
crecimienlo es mejor con una fuente de nitrogeno inorgnica. Sin embargo, los arninodcidos
pueden ser utilizados como fuente de carbono y de nitrogeno, pero por otre tado, se ha
observado que su presencia como vnica fuente de nitrogeno resulta ser idxica para algunos

microorganismos.
El fasforo se requuiere en piveles menores que el nitrdgeno. Los fosfatos son constituyentes

comunes de aguas residuales y generalmente se satisfacen los requerimiestos de los

IICTOOIRANISTROS,
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Algunos microorganismos requieren de factores de crecimiento orgénicos tales como los del
grupo de 1as vitaminas B, las cuales son precursores enzimélicog o co-enzimas, sin embargo,

muchas especies son capaces de sintetizar su propios factores de crecimignto,

La diferencia de cualquier factor de crecimiento dard como resuliado reduccion en la
diversidad de especies dando como requltadodeficiencias en el tratamiento.

1i1.3.1.3 Factores del medio ambiente

Oxigeno disuelto, sirve como un acepior de electrones para los beterdtrofos aerdbios en
aguas residuales. Eo términos de utilizacién de sustrato y produccidn de energla, los
helerdtrofos aerobios son mucho mAs eficientes que los microorganismos snaerobios. Log
microorganismos facultativos tambidn crecen mejor y mayor eficiencia en presencia de

oxigeno.

La lemperatura, en t¢rmines de remocion, sumenta 1s eficiencia enire 35-40°C |, deapuds de
lo cual las bacterias reducen su tamafio y numero generdndose una fase dispersa y como

consecuencia efluentes turbios.

Los microorpanismos heterdtrofos son independientes de la luz, sin embargo, en lagunas de
estabilizacion facullatives 1a luz es vital para que las algas produzcan oxigeno para mantener
la demanda de los beterdtrofos. Por owro lado, los hongoes productores de pigmentos

necesitan de este elemento o su presencia se restringe a la superticie de las lagunas,



I11.3.1.4 Inhibicidn

Muchos metales pesados y compusstos organicos son t4xicos a 1o0s heterdtrofos aerdbicos,
lanto en eultivos puros como en las plantas de tratamiento. En los procesos de tratamiento ,
e5tos compuestos pueden encontrarse en concentraciones menores debido a la adsorcion de
los compuestos en 1a materia organica y en los fléculos, también por las reacciones quimicas
como precipitacion o quelacidn con otros constituyentes presentes en las aguas residuales
como ofras sustancias toxicas. Sin embargo, si la concentracion de tas sustancias toxicas se
incrementa, se pueden llegar & los estados de; inhibicion, lisis y muerte celular. Cuando el
tratamiento de las aguas residuales contiene sustancias inhibitorias, puede ocurrir algin
grado de aclimatacion y seleccidn de especies tolerantes. Los metales tales como cobre y
mercurio  considerados loxicos, se pueden acomplejar con enzimas y otros agentes
metabolicos conectados con la respiracién resultando inactivos. Otras sustancias organicas
que coptengan nitrégeno y ocasionalmente sulfuro, compiten con enzimas por metales
esenciales los cuales actuan como co-enzimas y catslizadores. Mientras que el fenol y

detergentes actusn transformando la célula o fo su desint ion. Las aguas

B

residuales con altas concentraciones de sales o compuestos de pitrdgeno también inhiben et

proceso de tratamiento bicldgice afectando particularmente a los heterdtrofos aerébios, por el
estress osmotico, auaque depende del proceso de tratamiento ya que en filtros percoladores

ayuda a formar la biocapa.

T4 MICROORGANISMOS HETEROTRQFOS ANAEROBICOS

Las bacterias anaerobicas heterstrofas no crecen en presencia de oxigeno, siendo faculiativas
pueden adaptarse al medio ambiente. El principal papel de estos microorganismos

anaerobios estrictos es en la digestion de los lodos convirtiéadolos a formas estables, La
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digestion normalmente toma lugar en reactores construidos especialmente para tal fin. En la
anaerobiosis se producen malos olores se presenta interferencia en la formacidn del flaculo
debido a 1a denitrificacién produciéndose sedimentacion en los tanques de aereacidn y en los

procesos de lodos activados.

El sustrato organico es degradado en ausencia de oxigeno a dioxido de carbono y metano con
pequefias cantidades de bacterias en crecimiento. Aproximadamente el 90% de la energia
quimica disponible, del material organico, se convierte en metano. Aparte de ser una forma
econdmica de formacion de gas metano, el proceso de tratamiento anaer6bico tiene muchas
ventajas con relacion al proceso de tratamiento aerdbico, tal como menor produccitn de
biomasa por unidad de sustrato utilizado (la menor produccién de biomass significa un
menor requerimiento de nilrdgeno, fosforo y otros nutrientes y factores de crecimiento),
mayor conversion de orgdmicos sin la presencia de oxigeno y més bajos costos de
construccidn y operacion. Sin embargo, la mayor desventaja es que se requicren de
temperaturas elevadas para mantener la actividad microbiana en niveles razonables, ademas
de 1as ya mencionadas.

T11.4.1 Presencia en la planta de tratamiento.

T0.4.1.1 Digestitén anzerobia

El proceso de digestion de fodos es generalmente considerado como un proceso de dos fases,
ia fase no metanogénica seguida por una melanogénica, perc para mejor descripcion se
resume en tres etapas; hidrolisis, formacién de scido (fase no metonogenica), seguida por 1a

forraacion de metano (tase metanogénica) como se muestra en la figura 0.7,
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Es conveniente imaginar estas tres ;ampas como diferentes niveles troficos, y que éatas
ocurren en un digestor, ya que los microrganismos involucrados en cada elepa son
metabolicamente dependientes de los otros para su sobrevivencia. Las bacterias
metanogénicas requieren de los productos finales catabolizados de las bacterias formadoras
de Acidos. Sin embargo, estas ultimas especies eventualmente se inhiben por la presencia de
sus productos si éstos no fueron degradados por las bacterias metanogénicas. Aunque las
bacterins son el grupo mayoritario involucrado en la digestion anaerobia, log protozoarios
ciliados y flagelados y algunos hongos anaerobios tambi¢n estdn presentes. El proceso no se
realiza con la presencia de aceptores de electrones tales como oxigeno, sulfato, nitrato. La
obtencion de la energia es por el sistema de transformacién de ATP y energla almacenada
por la reacccion de ADP y fostato inorgénico para formar ATP. La energia conservada en
los enlaces pirofosfato es usado para hidrolisis de ATP 2 ADP 0 AMP.

En la primera etapa, la mayor pare de los sustratos de los lodos son hidrolizados a
componentes bdsicos: protelnas a aminodcidos por enzimas extracelulares llamadas
proteasas, las grasas a glicerol y a &cidos grasos de cadena larga, los polisacaridos a mono o

di sacaridos.

Las protelnas son hidrolizadas a unidades mas pequedas, tales como polipéptidos,
oligopéptidos o aminodcidos por enzimas extracelulares lamadas proteasas, las cuales aolo
son producidas por un grupo pequefio de bacterias. La mayoria de las bacterias son capaces
de utilizar estos pequaflos péptidos o los aminodceidos, Jos cusles pasan a través de Ia pared
celular y son rotos dentro de la celula. La produceion de proteasa &5 mAYOT U6 1a Tequenida
aun cuando las bacterias productoras de proteasa esién presediss nl menor porcenlaje del
total de bacterias. Los estimados indican que esta sobreproduccion es en el orden de 30
veces mas que lo requerido. La mayoria de las bacterias proteoliticas son las tormadoras de
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esporas como Clostridium sp. Se sabe poco acerca de las bacterias lipoliticas aun cuands

han demostrado ser altamente efectivas en digestores anaerobios,

Las bacterias celuloliticas anserobias estan presentes en lodos amaerobios y son

predominantemente cocobacterias Gram negativas,

La heterogeneidad del grupo de las bacterias en cuanto a ser facultativas o anaerobias, las
cuales son Jas responsables de la hidrolisis, son lambién responsables de la formacion de los
acidos. En esla segunda etapa, el sustrato hidrolizado es convertido a 4cidos orgnicos y
alcoboles, con produccion de nuevas células.  Son utilizadas varias vias bioquimicas,
incluyendo fermentacién y beta oxidacién. Hay muy poca estabilizacién del sustrato en
témminos de remocion de DBO5 ¢ COD, con los productos de la fermentacion 4cida que en
su mayoria son moléculas organicas. Las bacterias anaerobias obligadas estan presentes en
mucho mayor -camidad que las facultativas o las aerobias. Los mejores organismos
formadores de &cidos son Bagillus sp., Micrococcus sp. y Pseudomiotias sp., pero no se ha
realizado mucho trabajo sobre la laxonomia de los mismos. Mono y disacaridos, dcidos
grasos de cadena larga, glicerol, aminoacidos v péptidos de cadena cona son las principales
fuentes de carbono para su crecimiento y como productos finales, 4cidos grasos saturados,
dioxido de carbono y amonio. Adernds se producen en menores cantidades alcoholes,
aldehidos y cetopas. El concepto piruvato también se aplica como anteriormente se
describi¢. Cvando no esia presenle un aceptor de elecirones, como es el caso en la
fermentacion Acida, el pinrvato puede seguir diversas reacciones con regeneracion de NAD
de NADH?*. Los 4cidos acético, propionico, butirico y ldctico son los productos finales mas

frecuentes de la segunda etapa.

El propionico ¥ los acidos grasos de cadena larga son degradados por un grupo de
organismos imermedianos llamedos bacterias acctogenicas obligadas productores de
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hidrogeno, aunque otras bacterias productoras de Acido, las bacterias homacetoggnicas,
producen Acido acélico y algunas veces otros Acidos.

La tercern y etapa final de la digestién anaerobia es la produccion del metano donde los
productos finales de la fermentacidn 4cida son convertidos a gases, principalmente metano y
dioxido de carbono, por diversas especies de bacterias anacrobias obligada.s. En csta etapa,
ocurre la estabilizacion completa del sustrato y como su producto final es gas se considera
més eficiente que 1a estabilizacion aerobica completa. El meiano es un producto finat ideal y
no es toxico, escapa fAcilmente del sitio de produccion utilizandose un proceso de
separacion, no es muy soluble, inerte en condiciones anaerobias y puede ser facilmente
colectado y usado como una fuente de energla. En la fermentacion anserobica completa de

carbohidralos se procduce bidxido de carbono y metano, en iguales cantidades.

El dioxido de carbono parcialmente escapa como gas, porque a diferencia del metano, es
relativamente soluble en agua, reacciona con cualquier ion hidroxido del sistema para
producir iones bicarbonato. El comportamiento del gas de didéxido de carbono depende de
pl, concentracion de bicarbonato, temperatura y composicion del sustrato. Lla
biodegradacién de proteinas es deaminada para producir amonio el que reacciona con agua.

Esta ca {a mejor fuente de iones hidroxido los cuales reaccionan con el dioxide de carbone
durante la metanogénesis para formar iones bicarbonato:

Cy + HOH & HiCO3 & H+HyCOy"
HCO3 + O - HCO; +HOH

Por lo tanto, &l contenido de protemnas de las aguas residusles como sustiato afectard

significati la idad de bioxido de carbono liberado en 13 solucién as1 como su
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funcion de buffer del sisterna en términos de bicarbonato. La porcion del bioxido de carbono
incorporado en el ion bicarbonato s removido del reactor en su fase liquida. La digestion
anaerobin y produccion de metano no solo se realizan en digestores, también se lleva a cabo
en medio ambientes naturales incluyendo el tracto digestivo de la mayoria de los animales,
en los sedimentos de los lagos y rios y en los estuarios, pantanos. Las bacterias responsables
de la metanogénesis en los digestores es similar a aquellas encontradas en otros medio
ambientes, sunque es poco cononocido sobre ellas debido a los problemas de aislamiento y
mantenimiento de los cultivos bajo condiciones anaerobias. La mayoria de las bacterias
anaerobias pertencen al género Metanobacterium, Methanosarcina, Methanospirillum y
Methanococcus. Los metandgenos son diversas especies por lo que su morfologia celular es
diferente. Sus requerimientos nutricionales son simples: dioxido de carbono, amonio y
sulfuro. El amonio es la fuente de nitrdgeno para su crecimiento y las especies no
metanogénicay se sabe que utilizan aminodcidos o péptidos, el sulfuro es la fuente mas
comin de azuffe, aunque algunns especies pueden utilizar cysteina. Los metandgenos
conlienen un numero de co-enzimas inico, por ejemplo, la co-enzima 420 esta involucrada
en lugar de la ferredoxina, la co-enzima M es usada en las reacciones de metilacion y el
factor B se requiere para la formacion de le enzima de metano de metil coenzima M .. La
sintesis de ATP se realiza via transporte de electrones y unién a la fosforilacion. La
uliraestructura ¥ composicion celular de las metandgenas son diferentes de las bacterias
tipicas, se ha sugerido que son bactering primitivas. El grupo no contiene 4cido muramico
en su pared celular y esto unido a sus unmicas co-enzimas y Unmica secuencia de
oligonucleotidos de la molécula de RNA y ribosomas 16 S, se han ulilizado para su

reclasificacion.



La formacién del metano a partir del 4cido acético es un proceso de una etapa, realizada por
un grupo de bacterias. La fermentacion del metano a partir del 4cido propidnico es un
proceso que involucra dos etapas y dos grupos de bacterias, formando 4cido acdtico como
intermediario

CH3COOH — CHy +CO3

Las bacterias acido fermentadoras son tolerantes & los cambios de pH y temperatura ademas
de mayor tasa de crecimiento en comparazion con las bacterias metanoferrnentadoras. Esta
diferencia en !a tasa de crecimiento, unida con la mayor sensibilidad a los factores del medio

ambiente, es 1a condicion que se utiliza para ¢l contro! total de la digestién anaerobia.

CH; CHp COOH0.5 Ha0 — CH3COOH+0.25 CO; +0.75CH;
CH;3COOH = COp +CHy
CH3COOH +0.5 HyO -» 1.25CO + 1.75 CHy

T.4.1.1.1 Produccion de sulfuro

La produccion de sulfuro de hidrégeno es manifesincion mas comin de la anaerobiosis. El
sulfure es producido por los microorganismos anaerobios por dos vias.

Tas mvndotmns son deedoblodes o aminsanidas o lae o aardioman s—tsfm fnan wisiaing v
Las proteinas son desdobl & aminocacidss, ¥ las que Coitienen AZiirs, (00 UISiSinA ¥

metionina) soa degradadas hasta |a produccion de sulfuro. Los géneros Proteus, Bacteroides

sp. v algunos Clostndium, pueden crecer anaerobicamente y capaces de producir sulfuro de

proteinas, solo Bacteroides spp. es obligado de heces. En gisternas los sistemas de aguas



residuales, la mayoria del sulfuro producido por la reduccién del sulfato en coudiciones

anaercbicas es por Desulfovibro desulfuricans.

La bacterias reductoras del sulfato utilizan un grupo resiringido de fuentes de carbono, tales
como lactato y malato y dependen de los productos metabdlicos de otras bacterias
anaerdbicas que utilizan compuestos orgénicos mas complejos. Las bacterias reductoras del
sulfato son encontradas en gran variedad de medio ambientes anuserdbicos en donde exista
abastecimiento de sulfato, el que se utiliza en vez de oxigeno durente la respiracion, ademss
de que también debe existir materia organica y bacterias capaces de utilizar la materia

organica para producir lactato.

Cuando los metales pesados estin presentes en los sedimentos donde las bacterias reductoras
estan activas, el sulfuro producido reacciona para formar sales insolubles; la coloracidn
negra es frecuentemente asociada con los sedimentos anaerobicos por la formacién de
gulfuro ferroso. Si no hay metales, el sulfuro escapa en la columna de agua o a la atmosfera
como sulfuro de hidrdgeno. La liberacion del sulfuro de hidrogeno depende de la presion,
temperatura y pH.

El sulfuro puede ser usado como una fuente de energia por las bacterias oxidantes del azufre
o como donador de electrones por algunas bacterins fotogintéticas. Pero cominmente es
quimieamente oxidado para mantener las condiciones anéxicas como se muestra en la figura
m.s.
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10:3.1.1.2 Denitrificacion

E! nitrato pusde ser comvertido via nirato a mitogens gaseoso por el process

conoeido coma

denitrificacién. Este ocurre en cualquier efluente cuando no exista oxigeno ¢ esté en muy

bajas comcentraciones. El proceso lo realiza un amplio rango de microorganismos
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anaerobios facultativos, los mas comunes: son Pseudomonas sp., Denitrobacillus sp.,

Spirillum sp., Micrococeus sp. y Xanthomonas sp.
1I.5 MICROORGANISMOS AUTOTROFICOS
Los autétrofos son incapaces de utilizar maleria organica, ulilizan disxido de carbono o
carbonato como su inica fuents de carbono para la sintesis de material celular y obtienen
energia para su metabolismo ya sea por la oxidacion o reduccion de compuestos inorganicos

(quimioautotrofos) o por fotosintesis (fotoautdtrofos).

Las baclerias quimicautotrofas son capaces de oxidar un amplio rango de elementos que

estan preseates en forma reducida:
BACTERIA DAONADOR PRODLATO GENERG
DE PRINCTPAL
ELECTRONES
DEL AZUFRE 52420, - S0 . Thuobacdius
594150, +H 0> 5042+ 21+ Thushacilles
NITRIFICANTES NHy+1509 NOa+ HyOHs* Nmesomenss
Mioe 1 $0p ~ NOy' Nucbacer
DEL HIDROGENC Hat+ 0505~ Hyo Hydeoppnomaras

Sin embargo, las condiciones requeridas para el active crecimiento de estas bacterias son
criticas. El grupo requiere abundante abastecimiento de compuestos inorganicos reducidos
{NHj3, NOj-, H2S), agentes oxidantes (Og) 6 para algunas especies NO3-, el cual debe tener

-
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mayor potencial REDOX que ol ageate reducido y didxido de carbono como fuente de
carbono. Los quimioautétrofos son organismos aerobios, aunque pueden crecer con
presiones parciales de oxigeno y algunas especies son capaces de utilizar otros agentes
oxidantes. A diferencia de los folétrofos, no requieren de luz y no contienen pigmentos.
Como grupo, pueden oxidar un amplio rango de compuestos inorganicos reducidos, aunque
individualmente las especies son muy espectficas en las reacciones que catalizan y en las
condiciones del medio ambiente que requieren. La energla para el metabolismo de los
autdtrofos es esencialmente la misma que los heterdtrofos, con formacién de ATP por
fosforilacion oxidativa. Los electrones producidos de la oxidacién de las moléculas
inorganicas reducidas entran al sistema de transporte de elecirones a nivel del citocromo-c.
En todas las reacciones de los quimioautotrofos, el oxigeno es el aceptor de elecirones, los
electrones fluyen a través de la cadena de transporte de electrones, via una serie de
acasreadores biologicos REDOX con reacciones exergdnicas hasta el oxigeno produciéndose
un cambio de energia negativa libre lo cual es usado para Iz sintesis de ATP. Por ejemplo,
en el caso de la oxidacion de NO2- a NO3- solo se produce una molécula de ATP por NO2-
oxidado.

Del ADP y NAD tienen similares potenciales REDOX, la NADH; puede ser sintetizada en

lugar de ATP cnando el citocromo-¢ es reducido, como se muestra en la figura 10,9,

Los fotoautdtrofos usan el didxido de carbono libre como wnica fuente de carbono y liberan
energia de la luz solar. Hay muchas bacterias fotoautotrofas presentes y en pequefio

utmers en 1os sistemas de tralamiento de aguas residuales, pero las mds impottantes del
aTUps o s cucanidticas fotoautdtrofas en el que se incluyen a las algas verdaderas,
briofites v plantas superiores. Con la exepcion de los briofites, las algas son los unicos
eucariotes fobtrofos encontrados en el tratamiento de aguas residuales, aungue los

macrofitos son usados en climas templados.
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Aunque las algas son enconiradas en pequefio nimero en la mayoria de los sistemas de
tratamiento aerobio son particularmente importantes en la estabilizacién de las lagunas
donde proporcionan el oxigeno para las bacterias heterotrdficas y quimicgutdtrotas. Como
otras plantas las algas usan didxide de carbono libre como unica fuente de carbono y obtiene
todos sus requerimientos de energla de la luz solar por el proceso de fotosintesis
(fotofosforilacion).  Esencialmente, el agua es oxidada liberando electrones los cuales
después son usedos para reducir el dioxido de carbono a carbohidratos. Ocurren dos
reacciones bdsicas, una dependiente de luz y la otra en la oscuridad, ambas utilizan el
producto de reaccion dependiente de la energia solar. La energia de onda corta de la luz es
absorbida por la clorofila, la cual abastece de energia para oxidar el agua, liberando oxigeno
y electrones. El nivel de energia de los electrones es reducido por el paso de un electrén a

traves de un sistema de transporte, el cual libera energia en la forma de ATP. Los electrones
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son re-energizados por la absorcion de energia de onda larga por el pigmento P700 en el
tgjido de lz planta. Esto es usado para reducir NADP a NADPH, lo cual proporciona
energia la que serd utilizada en las reacciones de la oscuridad, como se esquematiza en la

figura I1110.
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es regenerada al final de] ciclo.
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Existen diferencias importantes en los pigmentos entre los varios grupos de eucariotes
fotoautdtrafos, lo cual refleja su adaptacion al medio ambiente en el que cada uno se
desasrolla. Por ejemplo las algas verdes son encontradas cerca de la superficie del agua en
las lagunas de estabilizacion donde absorben luz roja, asi como las algas rojas crecen a
menores protunchdades en las lagunas donde hay menor penetracion de la fuz roja y usan el

pigmento ficoeritrina para absorver luz de menor longitud de onda.

Los dos grupos principales de bacterias fotoautotrotas asociadas con el tratamiento de aguas
residuales son las bacterias verde y purpuras fotosintéticas, de las primera la familia més
importante, Chlorobacteriaceae es la mas simple de los foloautotrofos, continen pigmentos
bacterioclorofllicos y requieren de dioxido de carbomo, luz, condiciones amaerobias e
hidrogeno o una torma de sulfuro reducido para su crecimiento. Son aisladas comunmente
de medio anibiente anaerobio, rico en sulturo de hudrogeno, tal como digestores de lodos o
capas de lodos en lagunas de esuabilizacion, alli son conocidas como bacterias verdes
fotosintéticas sulfurosas. En la oxidacion del sulfuro de hidrogeno por Chlorobium sp., se
produce azufre elemental, el cual es liberado en el medio ambiente:
células
IHpS + cozlh A Hy0[+ 280 +H0

nuevas

El sulfuro de hidrégeno no es agente reductor fuerte (insuficientemente negativo) para
reducir el dioxido de carbono. La oxidacion es de hecho dependiente de la luz, con luz
visible absorbida por la bacterioclorofila, la cual oxida ef sulfuro de hidrégeno, liberando
electrones que son subsecuentemente atrapados por un compuesto con mayor potencial

REDOX.
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Las baclerias plrpuras fotosintéticas también contienen los pigmentos de la bacterioclorofila
pero aparecen como rojos o purpuras debido a la presencia de los pigmentos de los
caretonoides. Hay dos grupos principalmente, las bacterias del pigpuras del azufre o
Thiorhodaceae (chromatium sp.) y las bacterias purpuras del no azufre, las primeras son
* moviles requieren de luz, condiciones anaerobias y sulfuro de hidrdgeno o hidrogeno para la
asimilacion de dioxido de carbono. Las especies de este grupo se encuentran en lag lagunas
de cstabilizacién y producen sulfiuro elemental del sulfuro de hidrdgeno, el cual es
depositado en las células bacterianas donde se acumula. Las bacterias purpuras no del
azufre, las Athiorhodaceae (Rbodopseudomonas sp. y Rhodospirillum sp.) son capaces de
utilizar formas reducidas de sulfuro pero también utilizan hidrégeno, son de medio ambiente
anaerobio y requieren de luz y dioxido de carbono y también utilizan compuestos organicos
tales como acetato en vez de dioxido de carbono. Esta capacidad muestra que todos los
organismos fotosintélicos son autotrofos y que este grupo se describe mejor como

fotoheterotrofo.

Las algas azul verdes, Cyanophyceae, 1o son un grupo imponante en el tratamiento de aguas
residuales, aunque ocasionalmente han sido aisladas de sistemas serobicos y anaerdbicos.
Bajo condiciones anaerobias, usan luz para reducir el nitrogeno gaseoso a amonio, proceso
conocido como fijacion de nitrdgeno, también bajo condiciones aerobias son dependientes de
la luz para 1a asimilacién de dioxide de carbono sin ¢l uso de un fuerle agente reductor, 1al

como ¢l sulfuro de hidrdgeno. Producen oxigeno en la misma proporcion como asimilan
dioxido de carbono.

Las principalss fuentss de nitrgens orgamico 506 145 aguas residuales Jomesticas. Jesachos
Jde granjas, con alto contenido protawnico. En &l sistema de drenaje, &l nitrogeno organico es

rapidamente deaminado y la urea es hidrolizada por la enzima ureasa pars liberar amonio.
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Cuando Ias aguas residuales entran a la planta de tratamiento, el 90% del nitrdgeno esta en
forma de amonic 0 como un compuesto orgénico inestable, el cual rapidamente se
transforma en amonio. Las aguas residuales domésticas, contienen nitrdgeno en exceso para
los requerimientos microbianos y oxidacion de carbono presente, por lo tanto solo parte del
nitrogeno es removido por la actividad convencional heterowrofica, siendo incorporedo a la
biomasa del microorganismo. Esto también se aplica para el fosforo. El nitrdgeno residual
estirnula 1a actividad autotrdfica, 1a cual si se Jescarga dentro de un curso de agua, serd en
la forma de actividad fotoautotrofica, por ejemplo, eutroficacion. La utilizacion de
nitrdgeno por los foroautotrofos produce gran cantidad de biomasa en la forma de algas,
debidoa que la proporcion de nitrdgeno en In biomasa es pequedla. El problema es que el
nutriente es asimilado dentro de [ag células, para la sintesis de aminoacidos, enzimas y
acidos nucleicos, por lo que hay una relacidn directa entre la remocién de nutrientes y
produccion de biomasa. Solo una pequetta proporcion de amonio-nitrégeno es asimilado en
12 biomasa de los beterotrofos durante el tratamiento de aguas residuales y bajo altas’
concentraciones en la mayona de las unidades de ratamiento biologico mixto el resultante es
oxidado por las bacterias quimioautotrofas. Las bacterias audtrofas son capaces de utilizar
el nitrageno, como fuente de energla (no asimifativas), para producir pequefias cantidades de
biomasa. El amonio, 1a forrea reducida de nitrdgeno es oxidado por bacterias autotrofas

nitrificantes a nitrato, via nitrito, proceso conocido como nitnficacion.

La oxidacién microbiana del amonio y de los iones amonio ocurre en dos etapas, cada una de
Ins cuales involucra diferentes especies de bacterias quimicautotrofas nitriticantes. Los

quimicawtotrofos utilizan amonio o nitrito como fuente de energia, oxigeno como aceptor
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final de electrones y didxido de carbono o carbonato como fuente de carsbono. La primera

elapa es la oxidacion de los iones amonio a pitrito:
NHj + 1.50g - NOg + 2H* + Ho0
Esta reaccién generalmente se considera que es calalizada por el género Nitrosomonas

principalmeate los géneros N. europes y N, monocella las mas frecuenternente aisladas. Sio
embargo, tambien se ha identificado que realizan esta funcién incluye Nitrococcus

Nitrosospira, Nitrosocystis y Nitrosogloea. Los iones hidrogeno liberados en la oxidacién
de amonio a nitrito bajan el pH, esto puede ser un problema en sistemas cerrados o sistemas
con un largo periodo de retencidn, donde exista una gran cantidad de emonio para

nitrificacion, pudiéndose llegar a provocar inhibicion.
La segunda elapa, el nitrito es oxidado a nitrato:

NOy"+0.502 - NO3~
El género Nitrobacter se considera el responsable en la segunda reaccidn de nitrificacion,
con N. winogradskyi siendo la inica especie identificada. Unpa segunda especie N. agilis
tambicn ha sido aislada pero aun no es del todo aceptada su participacion.  Nitrocystis,
Nitrocoeeus y Nitrospina lambién se han citado que oxidan el nitrito a nitrato. La reaccion

de nitrificacion completa muestra que ia oxidacion del amonio a nitrato requiere de una gran

cantidad de oxigeno

NH4* +207 -+ NO3~ + 2H* + H)0
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Existen evidencias que lag bacterias nitrificantes no pueden ser autétrofos obligados, ya que
tienen ln capacidad de utilizar ciertos compuestos orgdnicos, asi como lo hacen Ias bacterias
nitrificantes heterétrofas encontradas en suelo. (Arthrobacter sp., Aspergillus sp.)

Las bacterias nitrificantes cuando se comparan con los organismos heterdtrofos tienen
crecimiento lento, por lo tanto se requieren tiempos de retencion largos con ef fin de obtener
suficienle tiempo de contacto entre el agua residual y las bacterias que asegurenar la
nitrificacién. Con lo anterior, se evita la pérdida de orpanismos nitrificantes y se producen

nuevos organismos, para mantener la poblacion nitrificante.

El oxigeno disuelto es usado como aceptor final de electrones por los organismos
nitrificantes y a a bajas concentraciones de oxigeno se unhibe la nitrificacion, ya que bajo
condiciones anaerébicas los organismos nitrificantes mueren despues de 24 horas, por lo que

el oxigeno es un sustrato limitante en términos de bacterias nitrificantes.

La materia organica se sabe que inhibe la pitrificacion y se incrementa con grandes cargas de
inorganicos, esto es probablemente debido al incremento en la actividad de los heterdtrofos,
los cuales debido a su mayor tasa de crecimiento, compiten exitosamente con las bacterias
nitrificantes, esto es por el oxigeno disuelto y nutrientes. La competencia directa de los
heterdtrofos con los fotoautdtrofos si la luz esta disponible, es la principal la falla en los
sistemas de tratamiento biolbgico. La mayoria de los compuestos organicos e inorganicos,
especialmente metales, inhiben 1a nitrificacién. Similar a otros microorganismos, las
bacterias nitrificantes requieren trazas de elementos; Nitrosomonas requieren cantidades
traza de calcio, magnesio y cobre; y Nitrobacter cantidades traza de molibdeno
Nitrosomonns y Nitrobacter son mas susceptibles a la inhibicion que los microorganismos
heterotrofos. Sin embargo es dificil establecer detalles sobre la inhibicion debido a la mezcla

de cultivos y concentracion de sustancias toxicas que causan inhibicion en mayor grado que
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en cultivos puros. Aunque también I3 bacterias nitrificantes son capaces de aclimatasse a
concentraciones mucho mas elevadss de compuestos inhibidores si se les permite

acostumbrarse lentamente al incremento de esas concentraciones.

Estudios en cultivos puros han mostrado que las bacterias nitrificantes son sensibles & un
amplio rango de compuestos inorganicos y orginicospero también han demostrado su

pacidad para aclimatarse a concent relati te altas. Pricti te, son

raramente inhibidas por un amplio cango de iones encontrados en aguas residuales.



CAP[TULO IV,
TRANSFORMACIONES BIOQUIMICAS DURANTE EL TRATAMIENTO DEL AGUA

VL1 EFECTO DE LA ACUMULACION DEL ACIDO SOBRE PROCESOS
MICROBIANOS EN AGUAS NATURALES.

La influencia de la acumulacion de Acidos depende de la cantidad de 4cidos fuertes
depositados y la capacidad del ecosistema para neutralizarloS. Las aguas naturales con baja
capacidad de neutralizscién estAn en mayor resgo de acidificacion y afectacién. Estos
efectos incluyen cambios en la composicion de especies bioldgicas y en los ciclos
biogeoquimicos, por los iones introducidos resultando movilizacién y bicacumulacién de
algunos metales y decremento de carbono orgdnico en la interfase del sedimento, Asimsimo
se permite mayor penatracion de luz con lo que aumenta la temperatura, incrementAndose la
biomasa de las algas, sdemas de precipitarse carbono orgdnico suspendido. También se
observa aumento en la conceatracién de sulfato y iones H+, asi como de manganeso, sodio,
zine y aluminio. Consecuentemente se produce reduccion de sulfato a sulfito por bacterias
en los sedimentos generando alcalinidad y almacensmiento de azufre en sedimentos,
mitigndose la acidificecién. (6)

Como respuesta al proceso anterior las tasas de los proceso microbianos basicos tales como
produccion primaria, descomposicién de materia organica y regeneracion de nutrientes no
parecen ser seriamente afectados con un pH en el cuerpo de agua por abajo del que afecta a

organismos de otros niveles troficos superiores.

El efecto de la acumulacion de acido y acidificacion sobre la comunidad bacteriana primero

provoca un cambio en la composicién de especies o lo que es lo mismo en el de uso de varios
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aceptotes de elecurones enire las bacterias del sedimento, en la reduccitn de la biomasa o en

1as tasas metabolicas completas.

Los efectos mas importantes por 1a acumulacion de 4cido sobre las bacterias pueden ser los
zambios en los ciclos del nitrato y sulfato. El aumento microbiano y reduccion de sulfato,
nitrato y otros aceptores de electrones incluyendo fierro y manganeso son generados por
alcalinidad que puede mitigar los efectos de acurmulacién de 4cido sobre los cambios en el
pH. La suma de todas las bases se le conoce como capacidad de neutralizacion de acidos.

Otros efectos por los procesos de acidificacion en los procesos microbianos incluye la
estimulacion de nitrato de la produccion primaria en sistemas donde es el nutriente limitante,
alteracién de procesos microbianos que intervienen en la biogeoquimica de metales y
Jecremento de actividad microbiana, incluyendo disminucidn en tasas de descomposicion

de materia orgnica y produccidn secundaria en un pH extremoso.

La presencia de bioxido de carbono como buffer primario en las reacciones que producen o
consumen bidxido de carbono pueden allerar el pH temporalmente hasta que se logra
equilibrio con el bidxido de carbono atmosférico. La oxidacion del carbono organico por
bacterias heterdtrofas que usan oxigeno como aceplor de electrones y fijacion de bioxido de
carbono por fotdirofas son reacciones que cjemplifican el balance de bidxido de carbono, La
respiracion y folosintesis pueden procucir suficiente bidxido de carbono o removerlo,
respectivamente, para alterar el pH en miximo 2 o 3 unidades del eutro. El incremento de
pH abservado en agua superficial se refleja con el desarrollo de algas.

Las reacciones eén las cuales el nivrato o sulfato son reducidas a través de proceso de
asunilacién o desasimilacion, consumen H+. En la desasimilacidn reductiva, el sulfato y

mirato actuan como aceptores de electrones durante la oxidacion de materia organica por
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bacterias. La desasimilacion reductiva del sulfato y desnitrificacion son procesos andxicos y
se llevan a cabo en los sedimentos . La mineralizacion de nitrégeno orgdnico & amonio
también produce alcalinidad. Inversamente la oxidacidn de sulfuro reducido o del amonio

geoera acidez.

A continuacion se presentan los cambios por los que los procesos microbianos modifican la
qumica Acido-Base de aguas superficiales.

Ciclo del Nitrégeno
Asimilacién de amonio acidez
Asimilacion de nitrato alcalinidad
Desnitrificacion alcalinidad
Nitrificacion acidez
Amonificacién alcalinidad
Ciclo del Azufre
Desasimilacion del azufre reducido alcalinidad
Asimilacién de sulfato
. formaci6n de ester sulfato alcalinidad
. reduccién a sulfuros organicos alcalinidad
H-S-oxidacion acidez

Ciclo del fiemo

Fe(IT) oxidacidn aFe(OH)3 acidez
Fe(OH)2 alealinidad
Los procesos biogeoquimicos mediados por microorgani no son afectades por la

acificacion de aguas naturales, como lo son los ciclos de vida de organismos superiores.
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La influencia de la acumulacion de 4cido sobre log procesos microbianos, los ciclos de
nitrogeno y azufre son log ms estimulados, generando alcalinidad, lo que mitiga el efecto de
los acidos fuertes depositados.

Uno de los efectos negativos de la acumulacidn de 4cidos es el incremento en la
movilizacion y bicacumulacion de algunos metales. Las bacterias juegan un papel
importante, especialmente en el ciclo del mercurio produciendo su bicacumulacién en

organismog superiores.

Iv.2 TRANSPORTE MICROBIANO DE METALES TOXICOS.

IVv.2.1 Acumulacion intracelular

La asimilacidn bacteriana de metales puede ser importante en detoxificacién, fiuncion
enzimatica y en las caractersticas flsicas de las células, (4)

Las unjones extracetulares o a pared celular por ligaduras transportan lentaszcate los metales
acomplejados a través de la pared celular. Los metales son liberados dentro de la célula,
incorporandolos a vias bioquimicas, o atrapados en formna inactiva por acomplejamiento con

otros ligandoy afines. E! protoplastma de E. coli normalmente contien 0.3% de elementos

wraza tales como manganeso, cobalto, cobre, zine ¥ molibdeno. De éstos cobte y zine se
consideran Wxicos, pero ahoma se sabe que é5tos son esenciales para la actividad de algunas
enzimas. El niqual es components de la hidrogenasa en muchos microorganismos y su

adicion se ba encontrado que estimula el crecimieato de quimiolitotrofos.
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El cadmio es acumulado por un gran ntmero de organismos, investigaciones con Citrobacter
sugieren que se acumula uniéndose a Ia célula con los grupos fosfato. Esto se presume como
un mecanismo de detoxificacion y es similar a 1a acumulacidn de plomo ecomo PYHPOy4 por
diversas especies de Citrobacter. Cuando la célula muere se presume que el metal es

liberado para su acomplejamiento.

Un atmero de melales son enziméticamente alterados intracelularmente, esto no se realiza
en la acumulacion. En la transformacion ocurre a menos toxico y en ciertos casos a formas
volaules. La capacidad de ciertes células bacterianas para acumular metales
intraceluiarmente ha sido explorado en pricticas mineras, particularmente en el manejo de
efluentes de lagos. El urapio se ha demostrado que se acumula rapidamente en

Sacharomyces cereviceae y Pseudomonas aeruginosa.

IV.2.2 Interacciones con pared celular

La union de metales a superficies celulares juega un papel imporiante en aguas naturales, la
adsorcion en células vivay o muertas se considera una solucion prctica a muchos probleras
de contaminacion. La superficie de las algas contiene grupos funcionales que han mostrado
union competitiva a metales con muchos ligandos disueltos. Se ha sugerido que los grupos
carboxilos, amino, thio, hidroxi e hidroxi-carboxilicos interactuan sobre la superficie de

fitoplanton coordinadamente con jones metalicos.

Las bacterias poseen lipopolisacaridos(LPS) en sus membranas externas, seccion hidrofobica
y fosforilada(-lipido A-; oligosacarido central y cadenas de azucares); las cadenas que
sobresalen de la membrana cetular contienen diversos grupos funcionales capaces de unirse

a metales,
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Los grupos fosforilos de LPS y fosfoltpidos son los sitios mds electronegalivos que se unen
al metal, Los metdles tdxices polivalentes son los que se unen primero a las moléculss de
LPS debido a sus sitios reactivos opuestos. Eslo se ha sugerido para movilizar los metiles
1oxicos y prevenir su entrada a la célula. Se puede suponer que 1as bacteias y algas afines a

metales se encuentran en mayor numero en donde se encuentran los metafes.

IV.2.3 Siderdtoros

Laos siderdforos son de dos clases, una clase confiene grupos hidroximate gue se unen
fuertemmente al idn férrico, esta actividad es funcidn def tamaflo ¥ carga del ién. Como
analogos se consideran al aluminio, galio, cromo3*, iones trivalentes de igual tamafio af
fierro, El otro tipo e9 el del catecolato; el molibdeno, favorece la gcumulacion del metal
dentro de 1a célula, requiriéndose de la enzima mitrogenasa. Se ha reportado que bajo
condiciones de deficiencia de molibdeno las bacterias fijsddoras de nitrogeno secretan

catecolato.

El acomplejamiento del cobre con los siderdforos del cobre hidroximato y catecolato se ba
reportado que secuestran al cobre para produccion de tirosina, as{ como para la reduccion de

su que afecta a Ias cianobacterias.

IV.2.4 Procesos Extracelulares

La investigacion realizada para la aplicacion industrial de la interaccidn microbiana-metal,
se ha realizado principalmeste en minera, Jo que ha contribuido para explicar el mecanismo
de solubilizacion y transporte de meiales. Los dcidos organicos ¢ inorganicos producidos por
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microorganismos Thiobacillus, Serratia, Pseudomonas, Bacillus, Penicillum v Aspergillus

son extraen metales de los sustratos sélidos. Por ejemplo el zine se exirae selectivamente de
residuos industriales con produceidn de dcido aftrico utilizando Penicillum. Los metales
toxicos pueden ser movilizados bajo condiciones anaerobias coprecipitando con xidos de
fierro. Este ultimo es un proceso importante ¥ es ampliamente usado para el tratamiento de
lagos con alto contenido de metales.

Se ytiliza Clostridium sp.(fijador de nitrdgenc) para solubilizacién en asociacidn con fierro,
cadmio y 7ine por reduccidn enzimatica del idn férvico, mientras que el plomo en particular

&9 solubilizado par aceion indirecta de melabolitos bacterianos.

IV.2.5 Inleracciones Polimero extracelulases-metal

La interaccién entre exopolisacaridos bacterianos y metales se denomina floculacién
biologica de metales lo que se observa en los procesos de tratamiento de aguas residuales.

Las int iones con iones metdlicos son consideradas como consecuencia directa por la

presencia de grupos funcionales cargados negativamente sobre el exopolimero. Estos grupos
incluyen piruvato, fosfato, hidroxil, succinil y dcido urdnico.

La adsorcidn de metdles tOxicos disueltos a agregedos orgdnicos o inorganicos puede

resultar por el siguiente proceso.

1. Inmovilizacidn como una sal inorganica insoluble.

12

. Adsorcion a pared celular bacteriana con subsecuente transformacion v liberacion.
3. Union a material extracelular que puede ser subsecuentemente degradadd por una
particula de tierra con subsecuente retencion en fase mobil (acuatica) como un complejo

metalico disuelto o coloidal.
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V.2.6 Volatilizacién de melales por transformacién

La resistencia del ion mercurio es la mas estudiada. EI mecanismo acepiado es la reduccitn
de Hg?* a Hg®* por la mercuro reductasa, con subsecuente volatilizacién. La
mercuroreductasa, ha sido aislada de E. coli, Thiobacillus ferroxidans, Streptomyees,

Streplococens y Caulobacter.
Indudablemente 1a transformacion del medio ambiente mas estudiada de metales toxicos es

1a metilacion del mercurio.

La metilacidn del mercurio es la transformacién més estudiada en el medio ambiente,
Experitnentos en cultivos puros muestzan que muchas baclerias, tales como Clostridium,
Neuspora, Pseudomonas, Baciliug, Mycobacterium, E, coli, Aerobacter aerogenes, Bacillug
megaterium, y ciertos hongoes han sido capaces de metilar el mercurio pero lay bactering

sulfato reductoras son las de mayor importancia.

V.3 HIDROCARBUROS

Bacterias, hongos filamentosos, levad , cianob ias, diat y otras alges

ioticas tienen la capacidad para oxidar hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAF) en
un tamafio entre el paflaleno y el benzopireno. Los hidrocarburos di y tri ciclicas son mas
susceptibles a 1a degradacion microbiana que otros bidrocarburos policiclicos aromaticos
con mayores pesos moleculares. La hidroxilacidn de los hidrocarburos aromaticos

peliciclicos siewmpre involucran & tncorporacida de oxigenc molecular. sin embargo, hay
diferencias en el mecanismo de hidroxilacion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos
por microoorganismos eucariotes ¥ procariotes. Las bacterias oxigenan los hidrocarburos

aromaticos policiclicos para formar un dihidrodiol ¢on una configuracion cis. En esta



resceion ambos Atomos del oxigeno molecular son incorporados en el hidrocarburo
policlelico aromatico via una dioxigenasa, Los cis-dihidredioles pueden pasar por via
melabolica a una piridina por una reaccion de dehidrogenacion aucleotido dependiente al
campo de los calecoles, el cual puede actusr como sustrato pastiendo el anillo
enzimiticamente con la completa mineralizacidn del hidracarburo policiclico aromatico. Los
genes para la oxidacion inicial de Jos hidrocarburos arométicos policiclicos estan localizades
en plasmidos. En contraste a las bacterias, los hongos oxidan los hidrocarburos aromsticos
policiclicos via eitocromo p-450 monorigenasa para farmar oxidos arenos los cuales pueden

isomerizar a los fenoles o someter a hidratacién epzimatica al campo de trans-dihidrodiles.
@

Ademgs, la capacidad de los hongos para formar comjugados fendlicos de sulfato y de
glucorénidos sugiere que estas rescciones pueden ser impostantes en la detoxifieacion y
eliminacion de HAP. :

Maultiples vias oxidativas pueden estar involucradas en el metabolismo de los HAP por las

cianobacterias. Pero, no se sabe mucho acerca de las enzimas v cofactores involuerados en

estas reacciones.

Es necesario realizar mayor investigacidn para establecer las tasas de degradacion en
habirats naturales y determinar cual es 1a contribucién de los eucariotes y procariotes en ia

biodegradacion completa de los HAP.

Tampoco se sabe de los productos que se forman por el rompimiento de! anillo v secuencis

de las reacciones en la oxidagion de los RAP, con mas de wes anillos.



Con el advenimiento de las técnicas genéticas bioquimicas, tales como clonacion de genes,

ta0h
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is con trapsp

, proveran de nuevos comocimientos en fa bioquimica y

regulacion de las vias metabolicas para Ia degredacion de HAP. Con la manipulacion
genética de bacterias podr ser aplicada en 1a remocion de los HAP del medio ambiente.

En la figum IV.1 se presenian las posibles reacciones de degradacion que realizan los

procariotes y eucariotes.

FIGURA IV.1
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V.4 LA IMPORTANCIA DEL INTERCAMBIO GENETICO EN LA DEGRADACION
DE SUSTANCIAS QUIMICAS XENOBIOTICAS.

Existen ciertas sustancias guimicas sintéticas, que por su toxicidad y bicacumulacién son
inaceptables por sus efectos al medio ambiente, a éstas se les conoce como compuestos
recalcitrantes, tales como pentaclorofeno! (PCP), 1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofeno!) etano
(DDT), 4cido acetico-2,4,5 triclorofenoxili2,4,5-T) y bifenilos policlorinados (PCBs) y
wenobidticas a las sustancias quimicas sintéticas cuando los microorganismos no ban estado
en contacto con ellas, lo que aos da la oportunidad de estudiar la evolucion microbiana de
puevas vias degradativas. Las bacterias han desarrollado mecanismos para degracar
compuestos complejos naturales como, lignina, material himico, ete., a traves de nuevas
vias metabdlicas que requieren de las condiciones ambientales que puedan apoyar un gran

pool genes que pusdan transferirse, con e fin de catabolizar las sustancias xensbinticas, (1)

La transferencia de getws que catabolizan lay sustancias xenobidticas se ha demosirado en el
laboratoric bajo condicicnes de presion selectiva, que atraviesan barreras taxonomicas . La
construccion natural de nuevas vias de degradacion de sustancias xenobidticas se realiza a

través del intercambio genetico,

IV 4.1 Intercambio genético

La adaptacion microbiana a nuevos e inusuvales sustratos puede ilustrarse a iraves de la
descomposicion e sustancias xenobioticas. Las estrategias bioquumicas v geneticas para
wejorar la degradacion incluye: induccion enzimatica, expresion Je senes escondidos o
previamente reprimudos, cambios de poblacion. mutacion v tranferencia genetica. El tiempo

requerido para la degradacion quimica puede ser el resultado de factores bioticos, como el



agotamiento o preferencia de los sustratos no xenobibticos; el desarrollo de una especie
originalmente presente en bajo nlimero puede alcanzar una densidad sigificante; o el tiempo

requerido para la mutacion genética y reordenamiento. El periodo de aclimatacion puede

{levar varias semanas en el cual puede realizarse intercambio genético como un mecanismo
de adaptacidn microbiana a las sustancias quimicas peligrosas. La informacidn genética
puede ser tansferida entre poblaciones asociadas a través de transduccion mediada por
fagos, transformacion de DNA desnudo, y conjugacion asistida por fagos.

La transferencia de DNA se ha demostrado que ocurre a través de iransduccién en medio
ambientes naturales. La sobrevivencia de fagos infecciosos generalmente decrece en
presencia de microflora patural. La presencia de uno o mas fagos pudiera ser una fuente de
fagos transductores a la poblacién que los rodea si los huéspedes infectados son inducidos a

lisarse por las condiciones del medio ambiente o de la comunidad.

La capacidad para transformar el DNA es muy amplia pero universalmente no distribuida
entre las bacterias. El proceso involucra el reconocimiento y enlazamiento del DNA a la
superticie celular; el transporte activo del DNA a través de la membrana de la célula y la

ion del DNA extranjero al hudsped replicador. La presencia del DNA extracelular se
ha demostrado por iransformacion natural que ha dado como resultado un cambio ecolégico.

El tiempo de permanencia del DNA desnudo puede incrementarse a traveés proteccion flsica,
quumica conferida por tierra, sedimentos 0 materiales humicos, Los pl4smidos son hilos
circulares de DNA que se pueden replicar sin la presencia del cromosoma del huésped.

Los plasmidos mas pequefios son mantenidos generalimente en multiples copias, arriba de
40 por microorganismo. Ciertos plamidos pueden intercambiar material genético de un
donador a un receptor en un proceso llamado comjugacion. Los plasmidos conjugados

pueden cambiar partes del cromosoma de un huésped. Los plismidos no conjugados
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ser itidos a bacterias receptoras si ¢} plasmido conjugade co-babita
en o e3 introducido a la célula huésped. La codificacién es para la produccion de
caracteristicas tales como el pili sexual y de superficie que permiten la tranferencia del
material genético a través del contacto de célula a célula. La expresion del operén estd
generalmente reprimido en estos plasmidos. La pérdida de la homologia secuencial evita la
integracion de plasmidos al DNA interespecies dentro del cromosoma del huésped, pero un
nimero ya compatible de plasmidos puede ser estable con una célula individual,

Los plasmidos generalmente acarrean iransposones e insertan secuencias (IS) que son
capaces de translocar genes. Tanto los transposones como secuencias insertadas pueden
formar copias por elfos mismos y relocalizarse en una nueva seccién no homéloga de DNA.
A diferencia de los transposones, las secuencias insertadas no codifican para una
caracteristica facilmente reconocible. Los transposones y las secuencias insertades causan
mutaciones por la inctivacion de los genes dentro de los cuales fueron iusertados. Bajo
condiciones Optimas las frecuencias de transposicion varian entre transposomes. Este
intercambio intracelular de elementos géneticos méviles puede incrementar la flexibilidad de
la expresidn genética a través de la recombinacion de genes. El incremento en la tasa de
ion da por el movimiento de genes puede dar una ventajas al huésped.

variar e ol de copiss, Si 3¢ incrementa ¢l numero de copiaa de

Loa genes p
los genes se contribuye a una mayor actividad enzimatica, por lo que la expresion fenotipica

se determina por la dosis de genes. La duplicacién de genes permite mutaciones,
supresiones y recombinacion sobre copias extra de DNA sin perder la funcién metabdlica
especial. Los eventos mutacionales tales como la sustitucion de una base de DNA puede

favorecer la expresion catabolica si estdn asociados con la transferencia de bloques de genes.



[V 4.2 Desarrollo Molecular

Los genes codificados para el metabolismo de pesticidas, PCBs, y otros compuestos
xenobidticos, amplian la utilizacién de sustratos por la presencia de plasmidos en las
bacterias las cuales serin capaces de utilizar clorobenzoatos, clorofenoles, clorotoluatos,
cloroanilinas y elocobifenilos. vLa formacién de catecoles (dihidroxilbenzeno) muestra ser
una estrategia importante para Ia esestabilizacion de anillos aromAtices halogenados y no
halogenados. Cuando se construye una via metabolica, usualmente por el agotamiento del
auslraby eapecificy, en este casv, es necesaniv protegerse de los productos intermediarios que
son contraproductivos para lograr una mayor degradacion.. La ruptura de los Meta-anillos es
la mejor via degradativa para catecoles no halogenados, pero para catecoles clorados esta
rua puede dirigirse a la formacion de metabolitos que provoquen "muerte” o por ser
altamente "suicidas” que inactivan la enzima que cataliza el rompimiento de los anillos
llewa). Se propone en 1a tabla V.1 el proceso de adaptacion microbiana a productos

Xenabioticos:
TABLAIV.1

Secuencia metabolica en la adaptacion microbiaza para la degradacion del clorofenol

1. Prevenir la formacion de productos que provoquen muerte por el rompimiento del meta
anillo.
2. Establecimiento de la secuencia en la asimilacion de un clofocatecol para la adquisicién

de plasmidos con informacion genéiica adecuada.

. Induccion de niveles altos de fenol hidroxilasa para degradacion y detoxificacion de
clorofenol.

w
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ESTH TEQIS MO DEBE
SALUR DE LA BIBLIBTECA
A través de la manipulacion genética, Reieke y Knackmuss construyeron una via metabolica
para la minemlizacién de sustratos clorinados aromAticos. Las secuencias metabolicas son
mostradas en la figura IV.1. Los autores aislaron un transconjugado capaz de usar 4-
clorobenzoato como la unica fuente de carbono y energla con una combinacitn enire
Psuedomona putida( que cuenta con el plasmido especifico TOL) y Pseudomona B13 (que
utiliza el 3-clorobenzoato). Sugieren que el gene resultante fie capaz de usar el 4-benzoato
modificando la via de rompimiento del anillo ortho. Los pasos enziméticos criticos para la
conversion catabolica de haloaromaticos similares, son la pirocatecasa, la cicloisomerasa

decolorante y 1a hidrolasa.

I-CLORNBENZDATO

FIGURA IV.1 cooM

' é
(-1
ROMPIMIENTD " S on ROMPIMIENTO
META \
./“/ u of !
wo ool L
i 20K

0.
) §
) ]
¢
Qo (1]¢JsA

METABGLITO
SUIGIDA

I~ Y

MALETEACTATO
HA0E - L Hy 00— H-0H ~COOH
¥

via ROMPIMIENTD 0!92
x
8
&
z
o
]
m

v
CKREDS

19




Como los bifenilos clorinados son persistentes en el medio ambientz; existen consorcios de
bacterias y co-cultivos capaces de realizar transformaciones, cometabolizar y mineralizar
ciertos miembros de esta clase de compuesios.

El desarrollo de mas de una via degradativa por deshidrogenacion y el hecho de que en
medio ambientes apaerobios los PCB's pueden ser reducidos dehalogenindolos y utilizarse
como Tustrato o como acepiores de electrones demostrandose la versatilidad de 1a adaptacion

microbiana a estos compuestos exéticos.

IV.4.3 La Ecologia de la Tansferencia Genética.

Un gran numero de bacterias portadoras de plasmidos, las cuales compiten con una cantidad
de microflora patural, demuestra mayor transferencia genética in situ, siendo necesario
contacto c¢lula a célula en conjucidn o beneficio, como en transduccion y transformacidn. El
medio ambiente (por ejermplo: potencial redox, presencia de superficies adsorventes,
temperatura, agua disponible) no solo d ina el tamafio y la diversidad de la poblaci¢n

microbiana también influye sobre la tasa de tranferencia del material gepético. A
continuacion se presentan los factores ambientales que favorecen la adaptacion microbiana a

los productos xenobioticos por el intercambio de material genético:

s Gran cantidad de DNA bactetiano receptor.

« Micronicho en el que se favorezcan cambios en los parémetros del medio ambiente y
acercamiento con altas concentraciones de xenobioticos.

« Presencia de diversos productos anilogos naturales que favorezean el cometabolismo que
induzea actividad enzimatica.
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» Presencia de microorganismos catabolicamente versatiles (tipo pseudomonas.

- P ia de micreorganismos capaces de Uransmitis plasmidos, especialmente de
aquellos que contienen caracteristicas con amplia utilizacion de sustratos.

Los sisternas acuaticos, las superficies e las interfases son sitios de gran acomulo de

nutrientes y de xenobioticos, asi como para su degradacion wmicrobiana.

Generatmente, los pldsmidos que nc iransfieren caracteristicas selectivas son eliminados por
exclusion competitiva.  Por otro lado, aun cuando 00 existan agentes externos que
promuevan 1a utilizacion de la informacion de los plasmidos \presion externa) ésta puede ser

mantenida en la memoria de la comunidad microbiana como estrategia,

IV.4.4 Abastecimiento de genes

Los genes calabolicos estin agrupados en operones sobre cromosonas v plismidos. Yste
agrupamiento permite codificar para la expresion fenotipica en los segmentos de DNA, tal

como la debalogenacién.

Los plasmidos conjugados y tagos que se utilizan en la wansduccion permiten interaccion
geneética horizontal entre comumidades microbianas, tal intercambio genetico no
necesariamente fequiere de adherencia a un  "multiorganismo® o a un "superorganismo”,
pero esta union pudiera ampliar temporalmente 1a base genetica que se selecciona del medio
ambiente. El rearreglo y el intercambio de genes inuacelular incrementa la variabilidad
microbiana por tiempos cortos. Esta plasmiticidad genomica puede ser beuefica en la

adaptacion de la corunidad a la contaminacion xenobiotica,
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Suelos, sedimentos y lodos que contiene xenobidlicos cuentan con microhabitats con
poblaciones adaptadas a los nuevos quimicos. La variabilidad de las condiciones del medio
ambiente puede apoyar la gran cantidad de retos genéticos y de estrategias adaptativas. La
degradacion xenobiotica puede estar limitada por la tesa de transferencia genética, los
rearreglos internos, la densidad de los nichos microbianos que apoyan la diversidad de

reservorios genéticos.

V.4.5 Contribucion de los Procesos Biotecnoldgicos al Medio Ambiente

Los dailos y riesgos asociados con la liberacion de nuevos organismos al medio ambiente y
los cambios de la biotecnologla tradicional no han sido completamente estudiades. En
oumerosos casos, 2o se cuenta con informacion sobre las consecuencias por fas interacciones

en el medio ambiente. ()

La mayona de {o liberado al medio ambiente seguira el patron de: liberacion, dispersion,

sobrevivencia y posterior interaccion, ésto ultimo puede ser a nive! flsico o gendtico.

Con relacion a medios acudticos, es dificil predecir el transporte de los microorganismos
tanto en aguas superficiales como subterraneas, por la influencia de mecanismos fisicos,
€omo Su unidn a particulas.

La sobrevivencia de lodos los microorganismos depende de las condiciones del medio
ambiente, por ejemplo: temperatura, interacciones biclégicas, competencia y dispercion;

produccion de toxinas {(como muestra de la patogenicidad).



Una vez liberadon, dispersos y sobreviviendo en las nuevas condiciones del medio ambiente,
€l Giganismo & capaz de {ransferir sus muesiras gendlicas a olros miembros del ecosistema.
Con la aparicién Je puevos organismos la mayoria preferird poco intercarnbio genélico, no
siendo esto una garantla, ya que hay numerosos ejemplos de intercambio genético con el
medio ambiente. Los genes pueden ser Uransteridos entre las mismas especies, o entre
generos. Grabow y Prozeski estudiaron la transterencin de plasmidos multiresistentes a
drogas en la poblacion bacteriana en el trataniento terciario de aguas residuales. Estas

fueron entre E, coli y Salrmonella typhi.

Hada vy Sizemore reportaron que las bacterias contienen mas de un plasmido, aun cuando
hubieran sido aisladas en areas coleras no contaminadas, aunque con menor caatidad de

plasmidas que lo reportado para areas contaminadas.

Los efectos negativos mas signiticativos del intercarabio de geney 2 la fecha ha sido la
tranferencia de genes resistentes a los antibioticos por organismos patogenos para el hombre.
Este problema es mundial. Las bacterias resistentes a los antibioticos han sido aisladas en

numerosos lugeres y en agua para bebida.

IV.4.6 Evaluacion de riesgo

Riesgo puede definirse como una medida de probabilidad y la severidad del daflo y es
generalmente evaluada a través de tres tipos de investigaciones: 1) Medida de la exposicion
ideterminado las condiciones de exposiciony, 21 Identiticacidn del daiio icontribucion de los
etectos al dafiol, incluyendo la medida de dosis-respuesia trelativa a los efevios por la

expasicion), ¥ 3% Caracierizacion del riesgo (estumacion del riesgo completo).
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' Un modelo descriplivo usual para la evaluacion del riesgo por la aplicacion de un producto

biotecnologico presentado en un reporte, sugiere una serie de eventos que necesitan ser

considerados en la evaluacién,

2

. Formacion: desarrollo de un microorganismos bictecnologi alterados en forma

deliberada o accidental.

. Liberacién: deliberada o accidental de algunos de estos microorganismos en el medio

ambiente.

. Proliferacion:  multiplicacién, reconstruccion  genética, desarrollo, transporte,

modificacién y muerte de estos microorganimos en el medio ambiente, incluyendo

posible transferencia de material genético a otros microorganismos.

. Establecimiento: en un nicho del ecosistema, incluyendo posible colonizacion en

bumanos u otra biota.

. Efectos sobre humanos y efectos ecologicos: ocurren por 1a interaccidn de los organismos

con algunos huéspedes o factores del medio ambiente.

Krimsky y Frenkel describen las situaciones de riesgo que pueden aparecer como sigue:

Etectos impredecibles y posiblemente irreversibles en el medio ambiente.

Infecciones en humanos y animales.

Eleccion de huespedes por patdgenos convencionales.
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s+ Bioefluentes que pueden adicionar eambios en la calidad de las fuentes de agua o tierra

por la aplicacion en gran escala de procesos biotecnoldgicos.

« Efectos secundarios adversos o de naturaleza incierta por la utilizacion en el mediv

ambiente de organismos somelidos a ingenieria genética.

Los microorganismos (5u actividad) son usados para detoxiticacion y degradacion Jde
drenajes industriales ! proceso de lodos activados, desarrollado en este siglo, depende de

microorganismos pativos de las aguas residuales. Sin embargo, en la actualidad en todo el

mundo exiaten 20 emp que comer cultivos para ser aplicados en el tratamiento

de aguas residuales.

I Loi esfuerzos sstan encanmunados pata mejotar la eficiencia en las plautas de tratamiento por
la adicion de cultivos especiales o bacterias genéticamente ingenieradas. Pseudomona
putida cuenta con plasmidos compatibles de otras especies, dando capacidades unicas de
muliiutilizacién de sustratos, los plasmidos especificos son para la degradacion de octano,
xileno, m-xileno, aleanfor y salicilato.

Los microorganismos para la degradacion industrial de compuestos organicos tales, como
bifenil policlorinados y el herbicida acido 2,4,5 tricloro fenoxyacetico(2,4,5) han sido
Jesaolladss & escals de labomatoric. La degradacin de compusstos xenobidticos es
generalmente el resultado de actividad metabolica concertada por diferentes miembros de
upa comunicad microbiana altamente interactiva. Slater reporid que un compuesto

haloaromatico puede ser degradado por microorganisimos. Dorn aisle Pseudomena sp. clase

B13, la cual puede crecer sobre benzoato

w
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En el casa del tatamiento de aguas residunles los microorganismos pueslen tenec una via
directa elaborada por el hombre dentro del medic ambiente. Algunos tomadores de
decisiones estan concienles que el desarrollo de nuevos microorganismos pasa el tralamieno
de aguas residuales puede constituir una nueva forma de contaminacion.

1V.5.2 Los problemas para Ia regulacion de la Biotecnologia.

La regulacion gubernamental de la biotecnologia es compleja y se requiere para su
aprobacion la aplicacion en el campo del nuevo microorganismo genéticamente manejado.
Estas regulaciones provocan altos costos y tiempo perdido para las compaitias que desear

1

probar nevos producios en el medio ambiente. Las regulaciones intentan bl entre [a

proteccion del medio atabiente y el hombre ¥ al mismo tiempo ser ro inflexibles a los nuevos

avances y beneficios a la sociedad.

Una de las ias de la regulacion comprensiva de la biotecnologia en algunos

paises es que generalmente estas regufaciones estan siendo evitadas para hacer pruebas en

otros paises, donde Ia reguiacion no es estricta.



CONCLUSIONES.

[2]

w

. El avance en la ingenieria genética esta proporcionando beneficios polenciales a In

sociedad a través del desarrollo de nuevos microorganismos y productos, El desarrollo
de estos organismos ha sido exitoso, por 1o cual ha habido un incremento en el numero
de aprobaciones gubernamentales eon relacion a microorganismos ingenierindos
gendticamente en los pasados aflos. Sin embargo, este potencial debe balancearse por la

introduccion de problemas y riesgos potenciales.

. Uno de los mayores problemas eofrentados por la liberacidbn de los nuevos

microorganismios en el medio ambiente es la falta de datos, el mas importante es el
utercambiv de genes que oculre entse vanas sapecies; 1a resistencia o antibidticos ey el
ejemplo mas evidente de esto, ya que al no poder describir los etectos de la liberacidn al

medlio ambiente, no se podran evaluar los riesgos asociados por la expasicion.

. Considerando que en la préclica la operacion y mantenimiento de una planta de

tratamiento de agua residual muestra que no s cuenia con peisafial capacilade, la

utilizacion de microorganismos jados geneti representaria mayor riesgo, ya

L
o
BL

Gue como Cualquier oo products alguien diseha, olios comercializan y finalmente nadie

se hace responsable de su manejo.

. Con relacion a la fisiologia de los microorganisnios no se ha investigado lo suticiente va

{que 00 se conocen a ciencia cierta los mecanismos bioquimicos.

. En los sistemas Je aguas residiales es imprescindible la presencia v panticipacion de los

nlicroorganismos va que los encontramos anto en ambientes aerobicos, anaerobicos ¥

falcultativos.



6.

Fs necesano en el tatamiento de aguas residuales la presencia ¥ participacion de
cultivos mixtos de microorganismos. Un micrcorganismo por si s6lo no es capaz de

estabilizar el sistema de tratamiento.

Se puade afirmar que el Co-metabolismo es el principal mecanismo de interaccion entre
lus cultivos mixtos de microsrpanismas que participan en los sistemas de tratamiento de
aguas residuales.

Lus avances lugrados con la | ierla Genetica d que puede ser posible tratar

%

aguas residuales con cualquier sustancia contaminante.

. Be fecomsends nayot ditusion del papel que juesan los nueroorpanismios en el

ratamiento de aguas residuales, principalmentie entre los operadores ¥ responsables de

las planias.

10. Estados Umdos v mwuchos otros paises cuentan con agencias reguladoras sobre satud

publica ¥ el medio ambiente, Estas regulaciones deben balancear el desarmollo industrial
¥ evitar &} dafio al medio ambiente v los riesgos a la salud publica. En el caso de

Mexieo. con relacion a 1a regulacion no cuenta con la misroa,
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