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RESUMEN

En Meéxico, no existe un procedimiento reconocido oficialmente que permita evaluar la
biodegradabilidad de compuestos o productos. Por tal motivo, se planted como objetivo de este
trabajo; estudiar y aplicar una metodologia de biodegradabilidad para compuestos organicos
solubles en agua, por lo que la atencién se enfoco de manera particular en la prueba
denominada de biodegradabilidad aerobia rapida, para lo cual se tomd como referencia el

procedimiento establecido en la norma internacional OECD 301-A “DOC Die Away-Test”,

Para la aplicacién de la metodologia se realizd el montaje simultaneo de la prueba de
biodegradabilidad aerobia rapida, de acuerdo con el procedimiento sefialado en la OECD 301-A
(utilizando una incubadora con agitacion) y, paralelamente de manera modificada, utilizando el
respirometro automatico VOITH-Sapromat B-12. Esto dltimo con objeto de evaluar la
conveniencia de la utilizacion de este tipo de equipos y la confiabilidad de los resultados
obtenidos; todo ello, tomando como punto de referencia el fundamento tedrico de las pruebas
de -biodegradabilidad. Cabe sefialar que el respirometro automatico presenta como ventajas
frente al procedimiento tradicional: el aporte continuo de oxigeno acorde con el requerimiento
de cada muestra, agitacién continua para el adecuado intercambio de gases y un bafio de agua

con temperatura controlada.

Por otra parte, a efecto de comprender de mejor manera este tipo de pruebas; se evaluaron
al'gunos parametros fisicoquimicos y microbiologicos, que se consideraron importantes para la
interpretacion de los resultados que se obtengan durante el desarrollo de la prueba. Los
parametros fisicoquimicos registrados fueron: pH, oxigeno disuelto, solidos totales y
suspendidos, nitrégeno total y ortofosfatos. En cuanto a los pardmetros microbiologicos, se
opt6 por cuantificar las bacterias de manera total y por grupos bacterianos tréficamente activos.
Posteriormente, se realizo la identificacion de las bacterias predominantes que se encontraron

presentes en los medios de cultivo empleados en la cuantificacion. A efecto de realizar la
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intercalibracion de los dos procedimientos, se decidio emplear el efluente pretratado
anaerobiamente de aguas residuales provenientes del ensilado y prensado del cempastchil. Esta
seleccion del agua residual se hizo debido a que cuenta con la caracteristica de estar altamente
contaminada con materia organica disuelta, ademas de que ya se contaba con estudios previos

sobre la misma.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la aplicacién de la prueba usando el procedimiento
establecido en la OECD 301-A, arrojé un 68.2% de remocion de materia organica medida
como carbono organico disuelto en 28 dias, mientras que con la prueba modificada, usando el
respirometro automatico, se logré un 80.5% en ese mismo lapso. De esta manera y bajo los
criterios establecidos por la OECD 301-A, la muestra que permanecio en la incubadora no
puede ser considerada como rapidamente biodegradable, en contraste con la evaluada en el
respirometro, la cual si puede ser considerada como tal; ya que alcanzé por lo menos un 70%

de remocion de materia organica en 28 dias.

En cuanto a los resultados obtenidos del monitoreo de los parametros fisicoquimicos y
microbiologicos adicionales, estos mostraron diferencias  significativas entre ambos
procedimientos, siendo aparentemente el suministro continuo de oxigeno acorde al
requerimiento de la muestra, €l responsable de dichas diferencias. Cabe senalar, que esta ultima
caracteristica proporcionada por el respirometro, se considera adecuada para la realizacién de
la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida, ya que supera el inconveniente que representa el
déficit de oxigeno o la necesidad en el aumento de las diluciones de la muestra original, lo cual

puede ocasionar modificaciones drasticas de la muestra por analizar.

En consecuencia, se concluye que: la aplicacion de la misma prueba de biodegradabilidad
empleando distintos procedimientos puede originar diagnosticos diferentes. Por un lado, el uso
de un respirémetro, como el empleado en este estudio permite superar la condicion limitante
que representa el suministro de oxigeno, el cual es indispensable para que se lleve a cabo la

valoracién de biodegradabilidad aerobia; sin embargo, dicho equipo presenta como principales
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desventajas el costo para su adquisicion y la limitante de solo contar con 12 matraces de
reaccion, lo que en ocasiones no permite incluir varios matraces control o diversas
concentraciones de la sustancia de prueba por duplicado. Por otra parte, la aplicacién del
procedimiento sin modificacién, presenta la limitante de tener que preparar diluciones muy altas
en muestras fuertemente concentradas y la insuficiente concentracion de oxigeno disuelto,

factores que pueden conducir a resultados erroneos.
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En la actualidad, el mundo industrializado se enfrenta a grandes problemas de la mas diversa
indole; sin embargo, 2n los Gltimos afios la contaminacion ambiental se ha convertido en un
tema de preocupacion y polémica generalizada en cuanto a sus causas, impacto social y
consecuencias a mediano y largo plazo. El aire, el agua y el suelo presentan detrimento en su
calidad, cuya recuperacion se torna dificil no sélo por el tipo de contaminantes que contienen

sino por las concentraciones en las que éstos se encuentran (Luna-Pabello ez al., 1994).

Todos los desechos industriales afectan de alguna manera la vida ﬁormal de un ecosistema. El
avance tecnologico, industrial y agropecuario ha sido uno de los causantes de la aparicion de
nuevos agentes contaminantes. Un <gran ndmero de ellos, particularmente aquellos
estructuralmente relacionados con compuestos naturales, son facilmente degradados por
microorganismos del suelo y agua. Sin embargo; existen los llamados xenobidticos, que se
definen como compuestos que tienen elementos estructurales nuevos o sustituyentes raramente
encontrados en la naturaleza, que son catabolizados lentamente y tienden a persistir y

acumularse en el ambiente (Albert er al., 1995).

De manera particular, la contaminaciéon de los recursos hidricos ha despertado gran interés,
debido a que el agua es indispensable para las diversas actividades humanas e industriales.
Cuando las poblaciones humanas eran pequefias y no existian grandes zonas industriales, las
corrientes y lagos eran capaces de asimilar los desechos, porque los cuerpos de agua como
ecosistemas tienen la propiedad de autopurificarse. Sin embargo, esta capacidad de asimilacién
es limitada, ya que al alcanzarse concentraciones relativamente altas aparece el fenémeno de

contaminacion, ello debido a que fue rebasada la tasa de depuracién (Muiiiz, 1987).

[.a contaminacion del agua puede dividirse en tres tipos de acuerdo con los factores que la

ocasionan:

o Fisicos: Los solidos suspendidos y la turbiedad impiden la penetracion de la tuz en el agua

afectada, lo que ocasiona alteraciones en los procesos fotosintéticos y por consiguiente, en
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las cadenas alimenticias, mientras que los agentes tensoactivos retrasan la autopurificacion y

el aumento en la temperatura disminuye la cantidad de oxigeno disuelto.

¢ Quimicos: Provocan cambios que afectan las comunidades acuaticas. Por ejemplo, la
salinidad hace que aumente la presion osmotica, muchas sustancias son mas toxicas al

aumentar el valor del pH.

¢ Bioldgicos: El incremento en las concentraciones de nutrimentos, ocasiona que el balance de
las poblaciones microbianas sea alterado y aumente el consumo de oxigeno, ocasionando

tarde o temprano el agotamiento del oxigeno disuelto.

La degradacion y remocion de residuos industriales, es hoy en dia, un campo de estudio
prioritario a nivel mundial (Trejo y Quintero, 1997). Para la solucion de estos retos, han sido
desarrolladas diversas tecnologias encaminadas a la eliminacion de los contaminantes (Bouwer,
1992). De entre ellas, las de tipo biologico han demostrado ser las que generan menores
cantidades de subproductos no deseados y permiten la reutilizacion del recurso afectado (por

ejemplo, aguas y suelos contaminados organicamente).

La biodegradacion de contaminantes organicos es facilitada por enzimas, durante las funciones
metabolicas normales de los microorganismos, por medio de la asimilacion del carbono
organico presente en el sustrato y su conversion a productos inorganicos. Durante esta
transformacion, hay liberacion de energia que permitira elevar la capacidad biosintética y la
incorporacion de carbono como constituyente celular, observandose un incremento en niimero
y biomasa de la poblacion. Las ventajas de la biodegradacion incluyen la mineralizacién parcial
o total del contaminante y el hecho de que las reacciones enzimaticas mediadas por
microorganismos son generaimente mas rapidas que las realizadas en ausencia de €stos. Sin
embargo; el éxito de este tipo de alternativas depende del conocimiento de las condiciones

Optimas de crecimiento y biodegradacion para cada tipo de contaminante, asi como de las
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caracteristicas particulares del sitio contaminado (Alexander, 1981). Las principales dificultades

técnicas para este tipo de procesos son:

e La limitacién en las velocidades de degradacion, que dependen de la naturaleza del

contaminante
¢ Su solubilidad en fase acuosa y su biodisponibilidad (Gutiérrez-Rojas, 1997)
o La efectividad de los microorganismos involucrados

o El! caracter recalcitrante del compuesto, determinado por sus propiedades fisicoquimicas;
como ejemplo pueden citarse los enlaces carbono-cloro de compuestos halogenados, la baja
solubilidad en agua de compuestos poliaromaticos, el caracter lipofito de los compuestos
organoclorados, que coadyuva a su bioacumulacién y los enlaces fosforo-¢ster en el caso de

las sustancias organofosforadas

De acuerdo al articulo 140 de Ia Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al
Ambiente \.rigente, “La generacion, manejo y disposicion final de los residuos de lenta
degradacion debera sujetarse a lo que se establezca en las Normas Oficiales Mexicanas que al
respecto expida la Secretaria del Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAP)

en coordinacidn con la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial (SECOFI)”.

A este respecto, vale la pena abundar sobre el término de degradacion. Cabe sefialar que existen
dos tipos de degradacion; la degradacion por métodos no bioldgicos o fisicoquimicos (por
ejemplo, la fotocatalisis o la oxidacion) y la degradacién por métodos biolégicos o
biodegradacion, que es llevada a cabo por microorganismos. A lo largo de este trabajo se hace

hincapié en el proceso de biodegradacion.
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Sin embargo, hasta la fecha no existe un método estandarizado o normalizado para evaluar la
biodegradabilidad de sustancias o compuestos. Por tal motivo, este trabajo busca estudiar y
aplicar una metodologia accesible para realizar la evaluacion de la biodegradabilidad aerobia
rapida de sustancias organicas, tomando como referencia los procedimientos ya establecidos en

otros paises.

Considerando que la biodegradacion aerobia de compuestos organicos es un fendmeno natural
y que las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida, pretenden cuantificar la remocién del
contaminante llevada a cabo por los procesos metabélicos microbianos, es pertinente hacer
referencia, en primer término, a generalidades e importancia de los principales ciclos

biogeoquimicos, responsables de la asimilacion y desasimilacion de sustancias en la naturaleza.
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2.1. MARCO TEORICO DE REFERENCIA

2.1.1. Importancia de los ciclos biogeoquimicos

Se define como ciclo biogeoguimico al proceso natural por el cual una sustancia se moviliza en
la biosfera. Puede incluir el transporte a través de varios medios (aire, agua o suelo) seguido
por una transformacion ambiental y su acarreo a través de uno o mas ecosistemas. También son
conocidos como ciclos biolagicos (Albert ef al., 1995). Existen muchos ciclos biogeoquimicos,
sin embargo los mas importantes para el reciclaje de elementos esenciales para la vida y
contaminantes son el ciclo del carbono, del nitrogeno y del fosforo. La facil y completa
degradacion de sustancias organicas a didxido de carbono, agua, fosfatos y nitrégeno (de
amoniaco) es uno de los principales requerimientos para mantener el equilibrio biologico en la

naturaleza (Pitter, 1976).

El ciclo del carbono es el resultado de las actividades metabdlicas de todos los miembros del
ecosistema. Casi todos los compuestos organicos contienen carbono y casi todo el carbono
inorganico utilizado en la sintesis de compuestos organicos proviene del dioxido de carbono
presente en la atmésfera, aunque se encuentran pequefias cantidades disueltas en el agua. El
carbono asimilado por los microorganismos es incorporado como biomasa de la comumdad
microbiana involucrada en la descomposicion de la materia organica o sale del sistema en forma

de didxido de carbono (Boyd, 1984).

El nitrégeno es requerido por todos los seres vivos para la sintesis de proteinas, acidos
nucleicos y otras moléculas que contienen nitrégeno. Los factores fisicos, asi como las
reacciones quimicas y la actividad de microorganismos en agua y suelo, son indispensables en la
conversion de nitrogeno a formas utilizables, La mayor parte del nitrogeno en un sistema
acuatico se encuentra en forma de moléculas organicas como aminoécidos, aunque existe una
pequena fraccion disuelta en forma de nitratos, nitritos y amonio. En algunos sistemas acuaticos
se ha demostrado que el nitrogeno es el nutrimento limitante y controla, por lo tanto, la

productividad del sistema. En aquellos sistemas donde no lo es, son los microorganismos
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encargados del reciclaje los que determinan la disponibilidad de nitrogeno en el sistema (Boyd,

1984; Tortora et al., 1992).

El fosforo es requerido por todas las células, especialmente para la sintesis de moléculas como
el ATP y acidos nucleicos. La mayor reserva de fosforo en la biosfera se encuentra en rocas y
sedimentos, también existe en el ambiente acuatico como moléculas orgénicas y en formas
inorganicas insolubles como el fosfato. Al igual que el nitrogeno, el fosforo puede ser un
nutrimento limitante, por lo que el ciclo del fosforo es importante para mantener el equilibrio
del ecosistema, siendo la comunidad microbiana que lleva a cabo el reciclaje la que hace que se

encuentre disponible para otros organismos (Boyd, 1984; Tortora et al., 1992).

Cuando existe un desequilibrio en el desarrollo de los ciclos biogeoquimicos en la naturaleza se
puede considerar la presencia de contaminacion. Un gran niimero de microorganismos en el
agua generalmente indica un elevado nivel de nutrimentos. El agua contaminada por la descarga
de residuos y por contaminantes organicos industriales biodegradables presenta una abundancia
microbiana relativamente elevada. Sin embargo, una alta concentracion de materia organica
fleva a un elevado consumo de oxigeno, producto de la actividad metabolica de la poblacion
microbiana. Lo anterior redunda finalmente en agotamiento del oxigeno disuelto y muerte de
organismos superiores como peces. Otro ejemplo lo representan los fosfatos provenientes de
los detergentes. Los fosfatos no sufren cambios apreciables después de la mayoria de los
tratamientos de aguas residuales y su presencia conduce a la eutroficacion (sobreabundancia de
nutrimentos) originando el crecimiento desmesurado de algas y cianobacterias que ocasionan la

muerte eventual de organismos superiores (Tortora ef al., 1992).

La biodegradacion de contaminantes en el ambiente se lleva a cabo a través de las diferentes
etapas de los ciclos biogeoquimicos. Mediante la accion de las comunidades microbianas
participantes es posible la conversion de sustancias complejas a otras mas simples con aumento
en la biomasa de la poblacion involucrada en el metabolismo de los contaminantes. Esta

conversion ocurre gracias a la disponibilidad de enzimas capaces de actuar sobre un sustrato en
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particular. Las sustancias mas simples obtenidas sirven para retroalimentar otra etapa del ciclo,
lo que permite finalmente la asimilacion del contaminante. Cuando se registra disminucion en la
actividad microbiana, puede existir disminucién en la cantidad de elementos esenciales

disponibles y muerte de los miembros del ecosistema.

Considerando que los microorganismos son responsables de los procesos de biodegradacion, a
continuacion se abundara en algunos aspectos de importancia para la comprension de la

dinamica de crecimiento microbiano.

2.1.2. Generalidades sobre crecimiento microbiano
El crecimiento de bacterias en cultivo puede cuantificarse mediante el incremento de materia

celular o el aumento del mimero de células (Freeman, 1989):

Incremento materia celutar Aumento namero de células

Métodos directos Métodos indirectos Métodos directos Métodos indirectos

Pcso seco Determinacion de algin Cuenta con ayuda Medidas de turbidez,

Volumen dec masa componenic celular del microscopio convertidas cn nimero

celular previo a relativamende constantc de células mediante ¢l

centrifugacion COMO Nitrégeno proteico. uso de una curva de ca-
dcidos nucléicos o enzimas libracién precstablecida
cspecificas Dilucién cuantitativa

y cultivo en placa

Comunmente, al inocular en medio de cultivo fresco un determinado numero de bacterias, se
puede apreciar que existe un periodo inicial en €l cual no se registra crecimiento (fase lag),
seguido por una etapa de rapido crecimiento {fase log o exponencial), que da lugar a una fase
de relativo equilibrio (fase estacionaria) y, finalmente, la disminucién de la poblacion viable
(fase de muerte). Entre cada una de estas fases existe un periodo de transicion. Este representa
el tiempo requerido antes de que todas las células entren en una nueva fase y significa que
notodas las células poseen condiciones fisiologicas iguales al finalizar una etapa de crecimiento.

En consecuencia, se requiere tiempo para que esta condicion se alcance (Heritage ef al., 1996).
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2.1.2.1. Curva de crecimiento microbiano (Freeman, 1989 ; Pelczar ef al., 1991; Romero,

1993; Heritage et al., 1996)
A continuacion, en la figura 1 se representa una curva de crecimiento microbiano tipica. En los

parrafos posteriores, se profundiza sobre cada una de las fases que componen dicha curva.

Log del # de bacterias

+ } } } t t } f t } } {
Tiempo (dias)

A: Fase latente (lag) B: Fase de crecimiento exponencial (log)

C: Fase estacionaria D: Fase de muerte

Figura 1. Curva de crecimiento microbiano

o Fase latente (lag): Cuando se inoculan bacterias a un medio fresco, se requiere cierto

tiempo o periodo latente, para la adaptacion al nuevo entorno que difiere del cultivo

progenitor. Este periodo puede dividirse en una fase latente aparente y una real. La primera

es consecuencia de la presencia de un cultivo de células inviables, en el sentido de que no

van a reproducirse, aunque pueden continuar realizando sus funciones metabolicas y

disminuyendo, por lo tanto, el tamafio del inoculo efectivo. La duracion de la fase latente

esta, dentro de ciertos limites, directamente relacionada con el tamafio de un inéculo

efectivo, por lo que pueden hacerse predicciones de su comportamiento durante la fase de
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crecimiento exponencial. La verdadera fase de retraso es el periodo necesario para que las
células viables del inoculo se adapten al medio ambiente que les rodea y sintetizen enzimas,
coenzimas ¢ intermediarios esenciales a concentraciones optimas para el funcionamiento de
la maquinaria celular; también se observan cambios fenotipicos sustanciales, ya que se
registra aumento en el tamafio de las células. Cuando el indeulo se ha tomado de un cultivo
en fase logaritmica, se elimina en gran medida o totalmente el periodo latente, debido a que
las células se encuentran ya en estado de equilibrio fisiologico, lo que permite la maxima

sintesis de protoplasma.

La fase latente puede prolongarse indefinidamente por interferencias con los procesos de
adaptacion. La aireacion vigorosa inhibe el crecimiento y la multiplicacién porque impide la
acumulacién de pequefias cantidades de diéxido de carbono procedentes de la respiracion
enddgena que son esenciales para el crecimiento. Analogamente, la adicion de sustancias
antibacterianas cuya accion es bacteriostatica, pero no bactericida, provoca una duracion

indefinida de la fase latente.

Al finalizar la fase latente cada organismo se divide. Sin embargo, como no todos completan
el periodo simultaneamente, hay un incremento gradual en la poblacion hasta que éste
finaliza, cuando todas las células son capaces de dividirse a intervalos regulares (Pelczar e/

al., 1991).

e Fase de crecimiento exponencial (Jogaritmica o log): Es la etapa de desarrollo de un
cultivo bacteriano durante la cual las células se replican a una proporcion geométrica
constante. Se considera que la poblacion es casi uniforme en términos de composicion
quimica de las células, actividad metabélica y otras caracteristicas fisiologicas. Esta
estabilidad es aproximada debido a que el medio es alterado continuamente por los
microorganismos y limitada porque se mantiene solo una parte de la vida del cultivo. Por

ello se utilizan células en esta fase para estudios de metabolismo microbiano.
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Los nutrimentos se encuentran en exceso con respecto a la demanda de la poblacion
microbiana. Debido a que el nitmero de células se incrementa rapidamente, los nutrimentos se

agotaran y se registrard acumulacion de sustancias toxicas.

La tasa de crecimiento estd obviamente determinada por factores limitantes. Estos pueden ser
intrinsecos al potencial fisiologico de la célula, por ejemplo, la capacidad de transporte de
nutrimentos a través de la membrana celular y extrinsecos como ‘factores ambientales entre los
que se encuentran la concentracién de un nutrimento esencial, la cantidad de oxigeno oxidable

o el grado de difusion del oxigeno dentro del cultivo.

e Fase estacionaria: Durante ella, se alcanza el maximo total de crecimiento. El final de la
fase de crecimiento exponencial esta marcado por un descenso relativamente rapido de la tasa
de division celular, lo que seiiala el comienzo de la fase estacionaria. En dicha fase no se detiene
por completo la division, pero las células empiezan a morir y las divisiones ocasionales
contrarrestan estas muertes, de forma que el numero de mIiCroOrganismos permanece
relativamente constante durante un tiempo. Durante esta fase se producen metabolitos
secundarios que incluyen pigmentos, exotoxinas y antibidticos, asi como esporas en respuesta a

condiciones ambientales adversas.

El descenso de la tasa de division celular puede deberse a multiples factores: disminucion de
nutrimentos esenciales, disminucion del sustrato oxidable para la produccion de energia o
difusién deficiente del oxigeno cuando la densidad celular es elevada. Por otra parte, puede
producirse una acumulacion de productos metabolicos toxicos o inhibidores, tales como acidos
organicos que pueden ser toxicos ¢ inhibir el crecimiento microbiano o favorecer el desarrollo

de otro tipo de microorganismos en el caso de contar con una poblacién microbiana mixta.

o Fase de muerte: Después de la fase estacionaria, las bacterias pueden morir con mayor
rapidez, aunque algunas células aun se reproduzcan. Durante la fase de muerte, el nimero de

células viables disminuye exponencialmente, a la inversa de lo sucedido en la fase latente. Las
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enzimas autoliticas se activan y la turbidez del cultivo disminuye progresivamente. La duracion
de esta etapa es variable dependiendo del tipo de microorganismos presentes en el medio de

cultivo.

2.1.3. Factores abioticos que afectan el crecimiento microbiano

El crecimiento y desarrollo de comunidades microbianas es influido por factores externos que
pueden determinar su incremento, disminucion o incluso muerte. Al mismo tiempo, existen
condiciones optimas para el desarrollo microbiano, por lo que a continuacion se realizara una
breve revision de algunos de los principales factores abidticos que afectan el crecimiento
microbiano. Cabe sefialar que en funcién de su amplia o estrecha tolerancia a cambios
ambientales, los microorganismos pueden ser catalogados como euritolerantes (amplia
tolerancia) o estenotolerantes (estrecha tolerancia), pudiéndose incluso puntualizar un

determinado parametro, por ejemplo euritermo (amplia tolerancia a cambios de temperatura).
2.1.3.1. Temperatura
Todos los microorganismos poseen un intervalo de temperatura caracteristico que permite su
desarrollo. Existen tres temperaturas cardinales para describir el crecimiento microbiano
(Heritage ¢r al., 1996):

e Temperatura minima de crecimiento,

¢ Temperatura maxima de crecimiento.

e Temperatura Optima de crecimiento. Es la temperatura a la cual el microorganismo logra

su desarrollo 6ptimo y en muchas ocasiones es muy similar a la temperatura existente en

el medio del que fue aislado el microorganismo.

De acuerdo a las definiciones anteriormente citadas, los microorganismos se clasifican en:
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e Psicréfilos: Crecen bien por debajo de los 15°C y su temperatura maxima de crecimiento
es alrededor de los 20°C.
o Mesofilos: Pueden crecer dentro del intervalo de 15°C a 45°C; sin embargo, su

temperatura Optima de crecimiento se encuentra entre 20°C y 45°C.

e Terméfilos: Pueden crecer a temperatura superiores a 45°C; no obstante, su temperatura
dptima de crecimiento se encuentra entre 55°C y 65°C. Algunos termofilos muy

especializados pueden vivir a temperaturas superiores a los 100°C.

Las temperaturas bajas son por lo general bacteriostaticas, por lo tanto el metabolismo
bacteriano disminuye considerablemente mientras que temperaturas muy altas producen
desnaturalizacion de macromoléculas dande como efecto la coagulacion de las proteinas,
alteracion de interacciones entre los pares de bases de los acidos nucleicos, desaparicion de
asociaciones normales de los lipidos y proteinas de la membrana celular e inactivacion de
enzimas; provocando muerte celular (Freeman, 1989), aunque también existe la activacion de

algunas enzimas cuando la temperatura se incrementa (Lehninger et al., 1993).

2.1.3.2, Oxigeno
De acuerdo a la presencia d= oxigeno, los microoganismos se pueden clasificar en (Tortora ef

al., 1992; Heritage ef al., 1996):
¢ Aerobios estrictos: Dependen de la presencia de oxigeno molecular (O;) disuelto.
¢ Anaerobios estrictos: Mueren en presencia de oxigeno atmosférico. Sin embargo, el

oxigeno esta presente en forma de suifatos (SO.%), carbonatos (CO:”), y compuestos

organicos.
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e Anacrobios facultatives: Pueden crecer tanto aerobia como anaerobiamente, sin
embargo su crecimiento es promovido por la presencia de oxigeno. Cuando éste no esta

disponible continlian su crecimiento a través de respiracion anaerobia o fermentacion.

e Anaerobios aerotolerantes u oxigeno-tolerantes: No pueden utilizar el oxigeno
molecular para su crecimiento, pero lo toleran adecuadamente debido a que cuentan con
la enzima superoxido dismutasa. La mayoria de ellos fermentan carbohidratos a acido

lactico.

e Anéxicos: Utilizan oxigeno que esta quimicamente unido a nitritos (NO7) y nitratos
(NOy), por lo que el nitrogeno en estado de oxidacion 5+ o 3+ pasa a estado de

oxidacion cero o N (Eckenfelder y Grau, 1992).

e Microaerobios: Requieren una atmosfera con poca cantidad de oxigeno (2-10%). Su
tolerancia limitada se debe quizas a sensibilidad a radicales superoxido y peroxido libres

producidos a concentraciones letales bajo condiciones aerobias (Heritage e/ al., 1996).

El O, juega un doble papel en el desarrollo microbiano; puede actuar como aceptor de
electrones en la cadena respiratoria o como nutrimento. Cuando el cultivo se encuentra bajo
condiciones anoxicas o anaerobias, el O, funciona como nutrimento. Las condiciones
anaerobias se caracterizan por un potencial redox que excluye cualquier proceso oxidativo.
Bajo condiciones anoxicas, se observa la hidrolisis del sustrato a menor velocidad que bajo

condiciones aerobias (Eckenfelder y Grau, 1992).

2.1.3.3. pH
El pH se refiere a la acidez o alcalinidad de una solucion. De acuerdo a este parametro se

establece la siguiente clasificacion (Tortora et al., 1992):
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o Acidéfilos: Muestran marcada tolerancia por medios acidos. Los hongos y las levaduras

tienen un pH optimo de 5.02 6.0,

o Neutréfilos: Presentan preferencia por medios con pH cercano a la neutralidad entre 6.5

y 7.5. La mayoria de las bacterias pertenece a este intervalo.

o Alcaléfilos: Muestran tolerancia y/o afinidad por medios con pH superior a 7.5.

Debido a que las enzimas tienen un pH 6ptimo o un intervalo de pH en el que su actividad es
maxima; a valores superiores o inferiores de pH la actividad enzimatica disminuye (Lehninger ef
al, 1993), afectando el crecimiento microbiano. Algunas bacterias contribuyen al
mantenimiento de un pH éptimo en el medio de cultivo gracias a productos de su metabolismo
como son los aminoacidos. Para la neutralizacion de condiciones acidas dentro de los medios
de cultivo, se incluyen las soluciones amortiguadoras elaboradas con sales de fosfato y

peptonas (Tortora et al., 1992).

2.1.3.4. Presion osmatica

La presion osmotica se refiere a la presion necesaria en la solucion para impedir la tendencia del
solvente a desplazarse a regiones de mayor concentracién de soluto. Los microorganismos son
hipertonicos con respecto al medio de cultivo del cual requieren de un 80% a 90% de agua para
su crecimiento; sin embargo, la adicion de soluto al medio de cultivo hace que aumente la
presion osmotica y se vuelva un medio hipertonico. Las altas presiones osmoticas causan salida
de agua a través de la membrana citoplasmica causando plasmolisis e inhibicion del crecimiento
bacteriano. Si la presion osmotica es muy baja se trata de un medio hipotdnico, en el cual existe
la tendencia de que el agua del medio entre en la célula y ésta sea lisada. Las bacterias Gram
positivas son mas resistentes a este factor que las Gram negativas. Se conoce como

osmotolerantes a aquellos microorganismos que soportan altas presiones osmoticas. La adicion
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de cloruro de sodio ocasiona aumento de la presion osmotica. De acuerdo a este parametro

surge la siguiente clasificacion (Tortora ef al,, 1992):

« Haléfilos extremos: Soportan altas concentraciones de sal, algunas cercanas al 30%.

¢ Haléfilos facultativos: No requieren altas concentraciones de sal, pero son capaces de
crecer en medios con aproximadamente 2% de sal, lo que inhibe a la mayoria de las

bacterias.

Existen microorganismos capaces de producir osmoprotectores como aminoacidos, glicerol,

glucosa y otros para adaptarse a las condiciones de tonicidad del medio.

2.1.3.5. Elementos traza y factores de crecimiento organicos

Los elementos traza necesarios para el metabolismo de las bacterias y que generalmente se
encuentran en el agua o en alguno de los componentes del medio son: azufre, fosforo,
magnesio, calcio, manganeso, zinc, cobre, cobalto, selenio y molibdeno. Estos elementos son
esenciales para la actividad de ciertas enzimas, funcionando como cofactores (Tortora ef al.,
1992). Otros elementos pueden ser requeridos en forma particular por alguna especie o cepa
bacteriana, en cuyo caso es necesario recurrir a literatura especializada sobre el tema o efectuar

ensayos de crecimiento.

En cuanto a los factores de crecimiento, éstos son compuestos organicos esenciales que los
organismos son incapaces de sintetizar, por lo que deben ser obtenidos directamente del medio.
Entre los factores de crecimiento se encuentran las vitaminas, muchas de las cuales funcionan
como coenzimas. En general, las bacterias pueden sintetizar sus propias vitaminas, sin embargo
algunas carecen de enzimas indispensables para la sintesis de dichas vitaminas, por lo que se
consideran como factores de crecimiento. Otros factores de crecimiento necesarios para las

bacterias son los aminoacidos, purinas y pirimidinas (Tortora ef al., 1992).
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2.1.3.6. Presencia de sustancias toxicas

Existen diferentes sustancias que en bajas concentraciones pueden inhibir el crecimiento

microbiano, entre las mas importantes es posible citar (Freeman, 1989):

Arsénico: El arsenato (pentavalente) es un desacoplante de la fosfonlacion oxidativa
mitocondrial. Se cree que el mecanismo se relaciona con la sustitucion competitiva del
fosfato inorganico por arsenato en la formacion de trifosfato de adenosina, con la
consiguiente formacion de un éster de arsenato inestable que se hidroliza con rapidez.
Los compuestos arsenicales trivalentes inhiben muchas enzimas mediante la reaccion con

ligandos bioldgicos que contienen grupos -SH disponibles (Klaassen, 1991b).

Cianuro: Tiene gran afinidad por e! hierro en estado férrico. Reacciona con facilidad con
el hierro trivalente de la citocromooxidasa en las mitocondrias, de modo que inhibe la
transferencia electrénica durante la respiracion celular (Klaassen, 1991b; Lehninger et al.,
1993).

Metales pesados: Entre ellos se encuentra el plomo, el cadmio y el mercurio, los cuales
pueden reaccionar con ligandos que contienen O-, S-y N- esenciales para las funciones
fisiologicas normales. E! complejo metalico resultante estd formado por una union
coordinada, en la cual ambos electrones son aportados por el ligando, resultando en una
lesion reversible. El mercurio por ejemplo, forma con facilidad uniones covalentes con
azufre (Klaassen, 1991a). También causan inactivacion de enzimas por precipitacion de

proteinas, ocasionando lesiones celulares irreversibles.

Fenoles: Causan la ruptura de la membrana celular e inactivacion de enzimas por

desnaturalizacidn y precipitacion de proteinas.
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o Alcoholes: Atacan la pared y membrana celular por solubilizacion de lipidos y

desnaturalizacién de proteinas.

o Detergentes catiénicos: Tienen un fuerte efecto tensoactivo. Causan la ruptura de la
membrana celular por interaccion de carga con los fosfolipidos e inactivacion de enzimas

por desnaturalizacion de proteinas.

¢ Detergentes anibnicos: Afectan la permeabilidad de la membrana celular por

combinacion con la parte proteica de ésta.

2.1.3.7. Potencial de oxidorreduccion

Es un factor que influye en forma determinante en el desarrollo de las bacterias, en algunas de
ellas favorece el metabolismo mientras que para otras resulta inhibitorio. En el ambiente el
potencial de oxidorreduccion (EX) es de aproximadamente + 0.22a04 YV aunpHde 7.0, las
bacterias aerobias crecen hasta con un minimo de -0.2 V, mientras que las anaerobias requieren

un intervalo menor de -0.2 V.,

Una vez descritas las generalidades sobre ciclos biogeoquimicos, crecimiento microbiano y
factores abidticos que lo afectan, lo que sera de utilidad para el planteamiento del problema y
posterior desarrollo experimental de este trabajo, se procedera al abordaje del fenomeno de

biodegradacion.

2.2 ASPECTOS GENERALES SOBRE BIODEGRADACION

2.2.1. Concepto de biodegradacion y términos relacionados
Se denomina biodegradacion a la descomposicion de la materia organica natural o sintética
causada por la accion de los microorganismos para la obtencion de moléculas mas simples. En

consecuencia, la biodegradabilidad seria la capacidad de una sustancia para transformarse en
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compuestos mas sencillos por accion de los microorganismos. Dicha biotransformacion implica
un proceso mediante el cual el organismo modifica un compuesto que ha absorbido
previamente, para dar posteriormente productos que puedan ser excretados o reabsorbidos

(Albert et al; 1995),

Los procesos de biodegradacién pueden ser agrupados en dos categorias: biodegradacion
primaria y biodegradacion ultima (OECD, 1992a). La biodegradacién primaria implica
pequefias alteraciones en la estructura quimica del compuesto, debida a la accion de los
microorganismos, resultando en la pérdida de propiedades especificas de la sustancia. Por otra
parte, se aplica el término de biodegradacion ultima cuando el compuesto organico es
totalmente utilizado por los microorganismos, dando como resultado dioxido de carbono,
agua,sales minerales y biomasa. De acuerdo al tipo de atmdsfera existente es posible distinguir

dos procesos de biodegradacion (Tértora ef al; 1992):

s Biodegradacion aerobia: Es la degradacion biologica que se lleva a cabo en ambientes con
suficiente aireacién, en los cuales se busca mantener una concentracion de oxigeno
molecular libre disuelto de al menos 2 mg/L. Los principales productos de la
biodegradacion de materia organica son dioxido de carbono, agua (debido a la reduccion

de oxigeno molecular) y biomasa microbiana.

¢ Biodegradacion anaerobia: Este tipo de biodegradacion es llevada a cabo por
microorganismos que no requieren oxigeno molecular libre en solucion, por lo que la
concentracion de oxigeno es muy baja o inexistente. Los microorganismos emplean
compuestos inorganicos aceptores de electrones como nitratos, nitritos y sulfatos, entre
otros. Se promueve el crecimiento de bacterias anaerobias, especialmente metanégenas (que
degradan la materia organica soluble originando metano y diéxtdo de carbono). Desde el
punto de vista metabolico, este proceso es considerado como ineficiente ya que los
microorganismos dejan grandes cantidades de material orgénico parcialmente digerido en

forma de acidos grasos, alcoholes y otros similares.
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Los ambientes contaminados muy rara vez presentan un s6lo tipo de contaminante organico.
Por consiguiente, la biodegradacion de compuestos organicos puede ser lenta debido a que
uno o mas nutrimentos inorganicos indispensables para el crecimiento microbiano se encuentra
solamente en bajas concentraciones ambientales. Si dos o mas compuestos son rapidamente
biodegradables, la concentracion de oxigeno, fosforo y/o nitrdégeno puede disminuir;
adicionalmente la competencia por uno o varios de estos elementos también puede afectar la
velocidad de biodegradacion. La adicion de nutrimentos inorganicos no siempre estimula la
biodegradacion, sobre todo si existen otros factores que pueden por si mismos suprimir la
actividad microbiana o interaccionar con la limitacion de nutrimentos para disminuir la
velocidad de biodegradacién. Esta limitacién puede exacerbarse debido a la presencia de
grupos microbianos que utilizan los mismos elementos empleados para metabolizar otros
compuestos organicos presentes que actian como sustratos, lo cual conduce a la reduccion en
la velocidad de degradacion del compuesto de prueba. La supresion de la biodegradacion puede
ser resultado de la inhibicién por un segundo compuesto; su conversidén a un producto toxico,
competencia por nutrimentos organicos limitantes o bien, a la baja concentracion de oxigeno

molecular disuelto (Steffensen y Alexander, 1995).

Los factores que afectan la biodegradabilidad de las sustancias pueden ser divididos en tres

grupos (Pitter, 1976):

i. Parametros fisicoquimicos: Temperatura, solubilidad, grado de dispersion del compuesto

en el medio, pH y oxigeno disuelto.

ii. Caracteristicas quimicas: Largo de la cadena, clase, nimero y posicién de los

sustituyentes en la molécula, estereoquimica y tonicidad del medio.

iii. Caracteristicas biologicas: Origen del cultivo microbiano, edad, tiempo y forma de

adaptacion, tolerancia a la toxicidad del compuesto de prueba y efecto de otros sustratos.
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Una de las principales pruebas empleadas para conocer si una determinada muestra de agua
contaminada contiene compuestos biodegradables, es la conocida como demanda bioquimica de
oxigeno (DBO). Debido a su importancia para el entendimiento del presente trabajo, se hace

necesaria su descripcion.

2.2.2. Demanda bioquimica de oxigeno

La prueba de demanda bioquimica de oxigeno (DBO) consiste en la medicion del oxigeno,
consumido en mg/L o ppm por las bacterias durante un periodo de incubacion especifico. Se
presume que dicha concentracién de oxigeno es empleada para la oxidacion de la matena
organica hasta diéxido de carbono y agua. Adicionalmente, también es posible medir el oxigeno
utilizado para la oxidacidn de formas reducidas de nitrogeno a menos de que se impida por

medio de la adicion especifica de un compuesto inhibidor quimico.

La prueba de DBO tiene su mas amplia aplicacidén en la determinaciéon de contaminantes
oxidables residuales presentes las instalaciones de tratamiento. También es importante para
evaluar la capacidad de extraccion o reduccion de materia organica mediante sistemas de
tratamiento y constituye una medida indirecta de la contaminacién de aguas por materia
organica biodegradable de origen natural. Debido a que este parametro es influido por la
cantidad de materia orgénica, la temperatura y el tiempo de incubacién las condiciones de
prueba son establecidas claramente en los métodos normalizados existentes para su
cuantificacion (APHA, 1992; Albert et al., 1995). Al respecto, convencionalmente se ha fijado
que la muestra en evaluacion se mantenga a una temperatura de 20°C, durante 5 dias y en

ausencia de luz, a cuyo término debe medirse el oxigeno disuelto remanente.

Cabe recordar que el consumo de oxigeno disuelto a partir de la respiracion microbiana
constituye una medida indirecta de la cantidad de materia organica biodegradada. En este
sentido, se considera que un mg de oxigeno disuelto consumido durante la prueba es igual a un

mg de materia organica biodegradada (APHA, 1992).
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Durante los 5 dias de la prueba de demanda bioquimica de oxigeno (DBOs), las bacterias
oxidan principalmente la materia organica soluble presente en el agua. Durante este corto
periodo ocurre muy poca oxidacion de la materia solida (insoluble). El grado de oxidacion de
los compuestos nitrogenados durante el periodo de incubacion de 5 dias depende de la
presencia de microorganismos capaces de realizar dicha oxidacion al igual que de la existencia
de compuestos nitrogenados en concentraciones significativas. Las bacterias nitrificantes
utilizan inmediatamente los compuestos de nitrogeno reducidos disponibles, creando una
demanda bioquimica de oxigeno extra, atribuible al procesd de nitrificacién, lo que provoca la
obtencion de valores erréneos para determinar la demanda bioquimica de oxigeno debida a

compuestos carbonosos (McKinney, 1962).

Existen muchas variantes en la prueba de DBO. Entre ellas se encuentran la medicion de
periodos de incubacién mas cortos y mas largos, las pruebas para determinar las tasas de
captacion de oxigeno y las determinaciones continuas de captacion de oxigeno mediante
técnicas respirométricas. Pueden elegirse condiciones alternativas de siembra, disolucién e
incubacién para simular las condiciones del agua receptora, proporcionando una valoracion de

los efectos ambientales de las aguas residuales (APHA, 1992).

Se ha considerado el requerimiento de nitrogeno como una inteferencia positiva para la
determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno, ya que frecuentemente existe inclusion de
amoniaco en el agua de disolucion. En la actualidad es posible eliminar dicha interferencia
mediante la adicién de un inhibidor quimico (2-cloro-6-(tricloro metil) piridina). Otras
interferencias que deben ser tenerse en cuenta son: alcalinidad o acidez excesiva, presencia
cloro residual y la existencia de sustancias toxicas como metales pesados, fenoles y cianuros

(APHA, 1992).

Las muestras sobresaturadas procedentes de aguas frias o donde se produce la fotosintesis
pueden contener mas de 9 mgOD/L a 20°C. Para evitar la pérdida de oxigeno durante la

incubacion, debe reducirse la saturacion llevando la muestra a 20°C, calentando en frascos
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parcialmente llenos mientras se agitan con fuerza o se airean con aire comprimido limpio

(APHA, 1992).
2.2.3. Métodos de cuantificacion de la demanda bioquimica de oxigeno
Existen tres métodos para cuantificar la demanda bioquimica de oxigeno:

e Método de ditucion: Es el métode mas ampliamente utilizado para la cuantificacion de la
DBO. La concentracion de DBO en la mayoria de las aguas residuales supera la
concentracion de oxigeno disuelto disponible en una muestra saturada. Por lo tanto,
frecuentemente es necesario diluir la muestra antes de incubacion para equilibrar de forma
adecuada el requerimiento y suministro de oxigeno. El método consiste en agregar
cantidades crecientes de la muestra en botellas especiales y rellenar estas botellas con agua
de dilucién. E! agua de dilucion contiene una cantidad conocida de oxigeno disuelto, asi
como nutrimentos inorganicos y una solucién amortiguadora. Las botellas son
completamente llenadas, liberadas de burbujas, selladas y permaneceran en incubacion
durante 5 dias a 20°C en la oscuridad (para evitar la fotosintesis). Al inicio y al final del
periodo de prueba, se cuantifica el oxigeno disuelto remanente, empleando para ello el
método Winkler con la modificacion de azida (Método estandar para la determinacion de
oxigeno disuelto, APHA, 1992). Para determinar la DBO se calcula la cantidad de oxigeno
disuelto consumido por el indculo microbiano. Para ello se resta de la concentracion de
oxigeno medida al inicio de la prueba y la cantidad de oxigeno que queda al finalizar el
periodo de 5 dias (APHA, 1992; Hach ef al., 1995). Es importante sefialar que en la Ciudad
de México, a temperatura ambiente, 585 mmHg de presion y 2240 metros sobre el nivel del
mar, la concentracion de oxigeno disuelto en el agua es de aproximadamente 7 mg/L, lo cual
debe de tenerse presente a efecto de calcular las diluciones que serd necesario realizar para

el montaje de la prueba.
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e Método manométrico: Este se basa en la medicion directa del oxigeno consumido por las
bacterias para la oxidacién de la materia organica. Al igual que con el método de dilucion,
con frecuencia es necesario diluir la muestra de agua residual antes de la incubacion para
equilibrar el requertmiento y disponibilidad de oxigeno a lo largo de la prueba. El
procedimiento a seguir es similar al empleado con el método de dilucion, la diferencia
fundamental radica en la cuantificacion del oxigeno remanente al finalizar el periodo de
prueba. En este caso, mientras se consume el oxigeno disueito en el agua, aumenta la
capacidad de disolucion del oxigeno presente en el espacio de aire de la botella, razén por la
cual se registra una caida de presion dentro del sistema y un mandémetro calibrado mide
dicha caida de presion en cada botella. Se requiere correr paralelamente un blanco con
inoculo para normalizar los valores obtenidos con las muestras de agua residual. Este
método tiene como ventaja el proveer de una indicacion continua de la cantidad de oxigeno
demandado por Ia muestra, sin embargo el suministro de oxigeno no es constante y solo se

dispone del existente al inicio de la prueba (Hach ef al., 1995).

e Método respirométrico: Consiste en determinar el consumo de oxigeno, mediante la
cuantificacion de la cantidad de oxigeno producido electroquimicamente, requerido para
mantener el volumen de gas constante dentro del matraz del respirometro 0 compensar las
variaciones en el volumen y/o presion (o la combinacion de ambos) lo cual es registrado por
el respirdmetro. El dioxido de carbono, producto del metabolismo microbiano, es absorbido
en hidroxido de potasio, cal sodada u otra sustancia similar. La cantidad de oxigeno
consumida por la poblacién microbiana, durante la biodegradacion del compuesto, debe ser
corregida con el consumo de un blanco de inéculo corrido paralelamente, y el resultado es
expresado como mg de oxigeno requerido para oxidar la sustancia, mg de oxigeno
requerido/mg de compuesto de prueba o bien, mg oxigeno requerido/L de compuesto de

prueba (OECD, 1992a).

A continuacion, dada la importancia que tienen las pruebas de biodegradabilidad para el

presente trabajo, se abundara al respecto.

TESIS KAREN TATIANA AMBRIZ RIVAS 28



ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA OECD 301-A ANTECEDENTES

2.2.4. Pruebas de biodegradabilidad

Las pruebas de biodegradabilidad tienen como objetivo simular, en un ambiente controlado de
laboratorio, el proceso de biodegradacion que ocurre en la naturaleza (Slater ef al., 1995). El
método clasico para demostrar la biodegradabilidad de una sustancia consiste en incubar una
solucion o suspension de la misma en un medio mineral con un indculo bacteriano, bajo
condiciones ambientales controladas, durante lapso determinado (usualmente 28 dias). El curso
de la biodegradacion es monitoreado mediante técnicas analiticas que cuantifican (Grady,

1985):

» La desaparicion del compuesto de prueba medido como carbono organico disuelto (COD)

+ La actividad metabélica bacteriana medida como demanda bioquimica de oxigeno (DBO)

¢ La produccion de dioxido de carbono

Las determinaciones son realizadas a intervalos frecuentes de tiempo para permitir la
identificacion del principio y fin de la biodegradacion. La realizacion de analisis quimicos
especificos permite determinar la concentracion de compuestos o metabolitos intermediarios

formados durante el proceso (Slater e/ al., 1995).

Todas las pruebas de biodegradabilidad se basan en técnicas de cultivo de enrnquecimiento
donde se favorece la multiplicacidn celular de un grupo microbiano con caracteristicas
metabolicas especificas. Este enriquecimiento celular se logra a través del control de factores
como temperatura, pH, aireacion y fuente de indculo, entre otros. La poblacion inicial esta
compuesta por variedades de microorganismos tolerantes a un ambiente en particular, a efecto

de disponer de varias rutas metabdlicas para la biodegradacion del compuesto de interés.
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Las pruebas de biodegradabilidad disefiadas para agua dulce utilizan un inoculo bacteriano
normalmente derivado de lodos activados, aunque también puede derivarse de agua superficial

y/o suelo,

La eleccion del método a seguir, implica la necesidad de conocer la solubilidad, presion de
vapor y caracteristicas de adsorcién de la muestra. De igual manera, es deseable conocer la
estructura quimica o férmula de la sustancia ensayada, con objeto de contar con una base de
calculo para el porcentaje de biodegradacion alcanzado a través del tiempo, lo cual
evidentemente no es posible de realizar en muestras de aguas residuales debido a su misma

naturaleza (multisustratos en concentraciones variadas).

2.2.4.1. Procedimiento general
Para llevar a cabo una prueba de biodegradabilidad aerobia rapida se requieren una serie de
matraces cuyos componentes, caracteristicas y funciones se indican en los siguientes parrafos

(OECD, 1992a,b ; ISO 1994).

1. Matraz control de procedimiento: Es importante sefialar que el desarrollo de la prueba y
la viabilidad del indculo bacteriano son evaluados por medio del control positivo. Dicho
control esta constituido por una sustancia quimica de referencia cuya biodegradabilidad es
conocida y un determinado volumen de indculo microbiano. Las sustancias comunmente
utilizadas son benzoato de sodio, acetato de sodio o anilina. El control positivo debe
alcanzar al menos un 50% de eliminacién de carbono organico disuelto para que la prueba

sea valida.

3. Matraz control de toxicidad: Este contiene la sustancia de prucba, la sustancia de
referencia y el indculo. El porcentaje de eliminacion de carbono organico disuelto debe ser al
menos igual a la obtenida en el control positivo. En caso de obtener porcentajes de

biodegradacién mas bajos o nulos se concluye que la sustancia de prueba es toxica para los

TESIS KAREN TATIANA AMBRIZ RIVAS 30



ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA OECD 301-A ANTECEDENTES

microorganismos O suprime su actividad. Si ello ocurre, se recomienda probar una menor

concentracion de la sustancia de prueba.

3. Matraz control de degradacién abidtica: Para evaluar la posible degradacion abiotica
(fotodegradacion, oxidacién quimica, dilucion, etcétera) de la sustancia de prueba, se incluye
un matraz sin inoculo y esterilizado ya sea por filtracion en membrana (0.45 pm) o por

adicion de una sustancia toxica (HgCL).

4. Matraz control de adsorcién: Este control se emplea para evaluar si el compuesto de
prueba es adsorbido, especialmente cuando se utiliza un inoculo de lodos activados; debe

incluirse un matraz similar al matraz control de degradacion abidtica, pero inoculado.

4. Matraz blanco: También es conocido como testigo; el matraz solamente contiene ¢l medio
mineral y et inoculo. Es necesario en la obtencion de los valores de biodegradacion, ya que

las mediciones posteriores deberan ser normalizadas con él (OECD, 1992).

6. Matraz con sustancia de prueba: Este contiene una dilucién de la sustancia de prueba con
una concentracion de 10 a 40 mg COD/L en el medio mineral y un volumen determinado de
inoculo (equivalente al 10% del volumen total del matraz empleado). Se recomienda

preparar y evaluar estos matraces por duplicado.

La aplicacion de este tipo de pruebas presenta como desventaja la obtencion de resultados
dificiles de extrapolar a pruebas de campo, debido a que las condiciones de ensayo pueden no
ser similares a las del ambiente del que proviene la muestra. Las principales causas que

conducen a esta dificultad son:

e Condiciones ambientales especificas, esenciales para el inicio de la biotransformacion de

contaminantes en su medio natural.
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e Cometabolismo: Existen sustancias que por ellas mismas no pueden servir como unica
fuente de carbono pero pueden ser degradadas por una comunidad microbiana compleja en

presencia de otros sustratos.

e Aclimatacion del indculo: El microorganismo aislado en el medio elegido puede no ser el
mas activo en el medio nativo, por lo que se requieren inoculos representativos, como por

ejemplo suelo biologicamente activo.

e Desarrollo de métodos analiticos especificos para el seguimiento de la biodegradacion
debido a metabolitos intermediarios o sustancias desconocidas presentes en la muestra una

vez iniciado el proceso.

2.2.5. Clasificacion de pruebas de biodegradabilidad (Grady, 1985; OECD, 1992a)

En general, las pruebas de biodegradabilidad pueden clasificarse en tres grandes grupos:

e Pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida: Su objetivo es evaluar la facihdad con que
una sustancia puede ser mineralizada bajo condiciones experimentales estrictas. Para su
montaje pueden ser empleados respirometros y matraces con o sin agitacion. Una sustancia
es considerada como rapidamente biodegradable cuando alcanza ya sea un 70% de remocion
de materia organica medida como carbono organico disuelto, © bien un 60% del
correspondiente al valor de demanda tedrica de oxigeno o produccion de didéxido de
carbono, en un lapso de 28 dias de evaluacién. El nivel de aceptacion es menor, cuando se
emplea un método respiromeétrico, ya que una proporcion del carbono de la sustancia de
prueba es incorporada como biomasa, por lo que el porcentaje de dioxido de carbono
producido es menor que e} porcentaje de carbono utilizado. En este tipo de ensayos la
sustancia de prueba es la Onica fuente de carbono y energia disponible. Se utiliza un indcuto

de baja concentracion celular que no ha tenido contacto previo con la sustancia de prueba.
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Las pruebas realizadas de esta manera, tienen oportunidad limitada de que ocurra la
aclimatacion del indculo. Un resultado positivo en estas pruebas, permite suponer que la
sustancia evaluada podra ser biodegradada rapida y completamente en el ambiente. Sin
embargo, deben considerarse los factores fisicoquimicos y microbiologicos del sitio (por
ejemplo temperatura, pH y potencial redox), asi como el flujo de la sustancia en estudio, ya
que pueden generarse subproductos de la biodegradacion mas toxicos o bien, depositos de
sustancias peligrosas dentro del ecosistema. En esta prueba, la obtencion de bajo porcentaje
de biodegradacién no necesariamente significa que la sustancia evaluada no sea
biodegradable, sino que las condiciones experimentales en las que se realizd no fueron las

adecuadas para ello.

e Pruebas de biodegradabilidad aerobia intrinseca: Este tipo de ensayos permite la
exposicion prolongada de la sustancia de prueba con los microorganismos, por lo tanto hay
una mayor posibilidad de que ocurra la adaptacion del inoculo, asi como una relacion
biomasa/sustancia de prueba mas equilibrada y otras condiciones que promueven la
biodegradacion. Un resultado positivo indica que la sustancia no permanecera
indefinidamente en el ambiente, pero no puede suponerse que la cinética de biodegradacién
ocurra de la misma manera en el sitio contaminado, ya que no necesariamente fueron
proporcionadas las condiciones favorables para el ensayo. Cuando existe evidencia de que
la biodegradacion no se llevo a cabo de la manera esperada, es conveniente considerar el
posible efecto de los subproductos de la biodegradacion, ya que pueden inducir la inhibiciéon

por producto.

e Pruebas de simulacion: En este caso las pruebas practicadas proveen de informacion
acerca de la cinética de biodegradacion bajo condiciones ambientales especificas. Los
resultados obtenidos sientan las bases para el cilculo de concentraciones dentro del
ecosistema, por 1o que es necesario validar el modelo empleado para la simulacion del sitio

en estudio. Ademas, debe conocerse la distribucion de la sustancia en el ambiente asi como
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su toxicidad potencial. Las pruebas se dividen de acuerdo al lugar que simulan ser;

tratamiento biolégico aerobio, tratamiento biologico anaerobio, rio, lago, estuario, etc.

Una vez visualizada la ubicacion de las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida, dentro de
la clasificacion general de las pruebas de biodegradabilidad y dada su importancia para el

desarrollo del presente trabajo, se ampliara la informacion sobre las mismas.

2.2.6. Pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida

El Grupo de Expertos de la OECD recomienda una serie de pruebas para evaluar la
biodegradabilidad aerobia rapida de compuestos organicos. Los métodos clasificados como
OECD 301 para aguas dulces y los métodos OECD 306 para aguas marinas fueron disefiados
para sustancias solubles en agua, no volatites, sin adsorcion a superficies (vidrio) y que no
ocasionen efectos inhibitorios sobre la poblacion microbiana. Existen adaptaciones para

sustancias que no cumplan con alguno de estos requisitos.

Como puede observarse en la tabla 1, las seis pruebas comparadas presentan caracteristicas

similares (Grady, 1985, OECD, 1992a) entre las que pueden citarse:

e La sustancia de prueba es la unica fuente de carbono disponible para el desarrollo

microbiano y se encuentra a baja concentracion.
e El sustrato es expuesto a una biomasa microbiana relativamente baja en concentracion.
¢ Son aplicables a una gran variedad de compuestos Organicos.
e El seguimiento de la cinética de biodegradacion no requiere métodos analiticos especificos,

lo que permite obtener informacion de la biodegradabilidad maxima del compuesto, ya que

cuantifican cualquier residuo, subproducto o intermediario presente en el medio de prueba.
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¢ El tiempo de prueba esta estandarizado a 28 dias, con la finalidad de obtener resultados

reproducibles.

e En caso de que a los 28 dias la biodegradacion haya comenzado pero no alcanzado una

meseta, se recomienda continuar la prueba hasta 42 dias.

e La estandarizacion del indculo provee de un parametro de comparacion entre los diversos
métodos, sin embargo, reduce significativamente el numero de especies presentes en el
sistema, por lo que es recomendable el uso de un inéculo mixto. El potencial genético de un

indculo mixto es mayor que el de un cultivo puro.

o Debido a lo riguroso del ensayo, no debe permitirse la preadaptacion del indculo bactertano
al compuesto de prueba, ya que ello implicaria la obtencién de datos inadecuados para
evaluar la biodegradabilidad aerobia rapida de éste.

Las diferencias fundamentales entre estas pruebas son (Grady, 1985; OECD, 1992):

e El origen del inéculo bactertano (lodos activados, aguas residuales domésticas, aguas

municipales, sobrenadante de suelo de jardin, efluente secundario, etcétera).

e La concentracion del material de prueba y el método analitico requerido para seguir el curso

de la cinética de biodegradacion.

» Diferentes concentraciones de algunos elementos en el medio mineral.
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Una limitante del proceso de biodegradacion aerobio involucra la recalcitrancia de ciertos
compuestos los cuales son biodegradados apreciablemente solo bajo condiciones anaerobias.
En contraste las bacterias aerobias degradan con facilidad compuestos aromaticos; que en
condiciones anaerobias se tornan recalcitrantes, ya que producen oxidasas para abrir el anillo
aromatico (Bouwer y Zehnder, 1993). En la tabla 2 se presenta una relacion de diferentes

compuestos organicos y la biodegradabilidad aerobia estimada para cada uno de ellos.

Tabla 2. Biodegradacién aerobia de algunos compuestos orginicos
(Eckenfelder y Grau, 1992)

fr—— —r— - e mme e e e mamm e R —————————— et T MM e o T e

’ Ripidamente ‘ Moderadamente : Ligeramente : Recalcitrante®
: biodegradablc® biodegradable® biodegradable® : o o
! Ciclohexamo @  I-Decamol  __Decano __  Dodecano i
i _ Octano i 1-Dodecanol o 1,3 Dicloropropano Diclorometano
Fenol Acetona ’ Etil éter Cloroformo
X 1-Propanol ‘ Eiilbenceno Fenantreno : 1-Cloropropano
1-Butanol . 4-Bromefenol _ i 1-Clorobutano
. . 1-Hexanol - ‘Hidroquinona - 1-Cloradecano
Dietanol amina : Benzonilrilo . 1,2-Dicloroetiteno
__ . Acctonitrilo . i e —eo. Ly 3Cloro-1.2-propano
Benceno L B Isopropil éter
~_ _Toluemo ey e __ . i__#cido tricloroacético _ :
_ Xileno  © - ) o i Clorobenceno
Naftaleno _ _ ©1,3-Diclorobénceno
i Alcohol bencilico : © 1,2,4- Triclorobenceno
{ m-Cresol . i Tetracloruro de carbono _
p-Cresol j . . Hexaclorobenceno

__4-Clorofenol

* DBO/DTO > 50%, ®* DBO/ DTO 25-50%, ¢ DBO/ DTO 10-25%, 4DBO/ DTO < 10%
DBO: Demanda bioquimica de oxigeno, DTO: Demanda tedrica de oxigeno

Como se cito anteriormente, la biodegradacion aerobia es un proceso oxidativo y el oxigeno
molecular consumido por los microorganismos aerobios, durante el ensayo de
biodegradabilidad, es definido como demanda bioquimica de oxigeno (DBO). La cantidad de
oxigeno molecular tedricamente requerido para ja completa oxidacién del compuesto es la

demanda teorica de oxigeno (DTO), la cual puede ser calculada a partir de la siguiente formula
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quimica. A partir de la relacion DBO/DTO, es posible predecir la biodegradabilidad de una

determinada sustancia o compuesto, como puede apreciarse en la tabla 2.

DTO=16[2c+0.5(h<l-3n)-0]

pm
donde: c = # de dtomos de carbono : i = # de dtomos de nitrégeno
h = # de atomos de hidrégeno ¢l = # de atomos de cloro
o = # de atomos de oxigeno pm = peso molecular

El carbono organico disuelto (medida de la cantidad de carbono oxidable de la matena
presente) puede sustituir a la DTO cuando no se conoce la estructura quimica de la sustancia
(Zitomer y Speece, 1993) o cuando se tiene una mezcla con multisustratos. La evaluacion de
biodegradabilidad dependiente de la disminucion de carbono organico disuelto en el medio
permite la evaluacion de la cantidad total de sustrato organico removido durante un lapso
determinado. El grado y velocidad de degradacion puede ser cuantificado, expresado y

comparado de manera confiable (Pitter, 1976).

A continuacién, en la tabla 3 se presenta una relacidn comparativa de las pruebas de
biodegradabilidad aerobia rapida OECD 301-A e ISO 7827: 1994 (E). A partir de las
diferencias significativas existentes entre ellas, mismas que se destacan en negritas, se procedio
a la seleccion de la que se consideré mas adecuada. Cabe destacar que mediante el analisis
practicado a dichas normas se pudieron proponer modificaciones y/o adecuaciones a las
omisiones detectadas en los procedimientos revisados. La traduccién integra de ambas pruebas
de biodegradabilidad y los comentarios al respecto, se encuentran descritos dentro del Anexo A

de este documento.

Como se puede inferir de la comparacion de ambas pruebas, €stas resultan similares, siendo en
ocasiones una mas especifica que la otra. No obstante, considerando que la denominada OECD
301-A incluye una descripcion mas completa y considera explicitamente aspectos de
importancia fundamental para la correcta aplicacion de la prueba de biodegradabilidad aerobia

rapida, se opto por seleccionarla.
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En el siguiente apartado, se proporcionara informacion general sobre el origen de las aguas

residuales empleadas en este estudio

2.3. AGUAS AGROINDUSTRIALES. CASO DE ESTUDIO: AGUAS RESIDUALES
DEL ENSILADO Y PRENSADO DEL CEMPASUCHIL PRETRATADAS
ANAEROBIAMENTE

Tomando en cuenta que los volimenes de aguas residuales generados en nuestro pais son
considerables y que el laboratorio en dénde se realizd la presente tesis cuenta con una amplia
experiencia en el area de tratamiento de aguas residuales de origen agroindustrial; asi como con
acervo bibliografico e informacion experimental previa, se decidio realizar los ensayos
experimentales con las aguas residuales del ensilado y prensado del cempasichil pretratadas

anaerobiamente.

2.3.1. Generalidades sobre la flor de muerto o cempasuchil
Existe en México una flor indigena, que desde el punto de vista taxonémico, es incluida dentro
de la familia de las Compuestas, en la tribu Tageteae. Entre los géneros de esta tribu, destacan

por su mayor diversidad y nimero de especies, los géneros Dyssodia 'y Tagetes.

El género 7agetes consta de 43 especies americanas, algunas introducidas en Asia y Australia.
En América se distribuyen desde las latitudes 36 N a 36 S, comprendiendo desde el sur de
Estados Unidos hasta el sur de Argentina. Pueden encontrarse en regiones montafiosas, aridas y
frecuentemente en habitats mésicos que van de moderadamente elevados, hasta 4500 metros,
siendo el centro y sur de México su area de mayor diversidad (Casarrubias er al, 1996,

Armendariz, 1998).

De las 20 especies de Tagetes, la mexicana Tagefes erecta, es una planta herbacea, erecta y
anual que alcanza de 50 a 60 cm de altura. Sus hojas son opuestas, divididas, dentadas y
olorosas (aromaticas); con flores grandes (5 6 6 cm de didmetro) de color anaranjado

amarillento o rojizo y de olor penetrante. Esta flor, es conocida como flor de muerto o
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cempasuchil (alteracion de su antiguo nombre azteca Cempoalxochitl, que literalmente significa
veinte flores, pero como ese nimero era ponderativo entre los indigenas, puede traducirse
como flor de muchos pétalos de cempoalli = veinte, en el sentido de muchos y xdchitl = flor).
Los floricultores la siembran entre los meses de mayo y junio, para que florezcan atrededor de
meses de octubre y noviembre. Se cultiva con fines ornamentales, ya que forman parte
indispensable del culto de Dia de Muertos en el mes de noviembre como una ofrenda en los

sepulcros.

Desde hace poco mas de 30 afios, el cempasuchil ha adquirido importancia desde el punto de
vista econdmico. Para su aprovechamiento industrial la flor es cosechada y deshidratada. Las
harinas producidas son adquiridas directamente por la industria avicola, para ser usadas como
aditivo de alimentos balanceados de gallinas ponedoras y pollos de engorda. También, a través
de un segundo proceso, esta vez de extraccion, se obtienen los pigmentos puros comprendidos
dentro de las xantofilas, que se emplean como colorantes para la industria alimentaria, para

cosméticos y en la industria quimico-farmacéutica (Chavez-Sanchez et al., 1995).

La flor es cultivada principalmente en 8 estados de la Repiblica y su produccion total en 1993,
contando riego y temporal fue de 13,388 toneladas. Los estados que la producen éctualmente
son, en orden decreciente: Qaxaca, Michoacan, Chiapas, Morelos, Distrito Federal, Jalisco,
Guanajuato y Guerrero. Actualmente se ha detectado una baja en la produccidn, debido a los
problemas que enfrenta el campo y las compafias dedicadas a la industrializacion del
cempasuchil, entre ellos se incluyen los derivados de la generacton de aguas residuales
altamente contaminadas. Los paises a los que se exporta la harina son: Argentina, Espafia,
Estados Unidos, Francia, Holanda, ltalia, Portugal y Alemania. Las exportaciones también han
registrado una disminucion considerable, lo que ha ocasionado un alto indice de desempleo en

ese ramo industrial.
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2.3.2. Aguas residuales provenientes del ensilado y prensado del cempasuchil

El proceso para la obtencion de harinas, a partir del cempasuchil, comprende en primer término
el ensilado de la flor (esto es, por medio de procesos anaerobios de descomposicion, se libera
parte del agua intracelular, a través de la ruptura de la pared celular) y, posteriormente se
efectiia el prensado mecanico para la extraccion de una porcion adicional de agua. Como
siguiente paso, la torta 0 masa obtenida es enviada a los equipos de secado que introducen
corrientes de aire caliente por conveccion. La torta deshidratada es enviada a molinos para
homogenizar el tamafio de particula y composiciéon. Finalmente, el producto es envasado para
su venta o procesamiento (Chavez-Sanchez ef al., 1995). Por lo tanto, para la obtencién de
harina de flor, se presentan dos operaciones generadoras de aguas residuales, con elevados
contenidos de matenal organico disuelto y en suspensién. Aproximadamente, se generan 1.4
L/s de aguas residuales derivadas del procesamiento de 200 toneladas flor/dia (Andnimo,
1990). El proceso de ensilado aporta la mayor parte de la carga contaminante, contribuyendo a
cast la totalidad de los parametros, con excepcion de los solidos suspendidos y sedimentables,

los cuales son aportados por el efluente de prensado.

El efluente global (ensilado+prensado) presenta un valor de pH de tipo acido, con un elevado
contenido de materia organica, reflejado por la alta concentraciéon de sélidos suspendidos
volatiles, demandas quimica y bioquimica de oxigeno, grasas y aceites. Asimismo, la
concentracion de nutrimentos es elevada y se reportan altas concentraciones de sélidos
sedimentables (Tabla 4). A pesar de su naturaleza, eminentemente orginica, los valores
reportados de solidos disueltos y conductividad eléctrica sugieren un contenido de material
inorganico y recalcitrante a la depuracidon biologica. Este tipo de agua residual tiene una
relacion DBOs/DQOs de 0.58, lo que significa que una porcion de la materia organica medida
como DQOs no es biodegradable o facilmente biodegradable por via aerobia (Duran-de-Bazia,
1993; Casarrubias ¢f al., 1996). Ademas, la presencia de icidos hamicos y fulvicos {productos
de la descomposicion vegetal); interfieren de cierta maneré en los procesos biologicos de
tratamiento de efluentes, razon por la cual los desechos que contienen se pueden clasificar

como medianamente biodegradables (Granados et al., 1996).
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Tabla 4. Caracteristicas promedio del efluente crudo del ensilado y prensado del
cempasuchil (Anénimo, 1990)

Parimetros Concentracion
Solidos suspendidos totales (mg/L) o 10025
Solidos suspendidos volatiles (mg/L) i _ 8400
Sélidos disucltos totales (mg/L) 32050
Sélidos sedimentables (mi/L) oL 200
{ N-amomacal (mg/L) i 290
i N-organico (mg/1.) _ i 490
i Fosfatos (mg/L) ) i 1550
i Demanda quimica de oxlgcno total (mg/L) 85630
1 Demanda quimica de oxigeno soluble (mp/L) 50570
Demand.x bioquimica de oxigeno total (mg/L) | 51400
Demanda bioquimica dc oxigeno soluble (mg[L) 29570
f Gr_asas y aceites (mg/L) ; 480 H
 pH (unidades) 44
Conductividad (pmho/cm) i 12200
 Coliformes totales (NMP/100mL) . Lbo
[Caudal (L/s) e 1.4

Para analizar la factibilidad de tratar estas aguas por medio de métodos bio]égicos utilizando un
tren de tratamiento anaerobio/aerobio se han realizado varios estudios previos. El tren de
tratamiento esta compuesto de un reactor de lecho de lodos de flujo ascendente (RALLFA) y
un reactor bioldgico rotatorio (RBR) (Duran-de-Baziia ef al., 1994; Chavez-Sanchez ef al,
1995; Casarrubias et al., 1996, Granados et al., 1996, Armendariz, 1998). Se ha demostrado
por medio de técnicas cromatograficas y espectroscopicas, que en el influente del reactor
anaerobio existen compuestos alifiticos de cadena larga (carotenoides) asi como compuestos
aromaticos muy variados (2,4- diclorofenol, 4-clorofenol, 4 4-diclorobifenil, iso-octiftalato, 4-
metoxi, 5-hidroxi, 7-acetilflavona, 4-cloroetil, 1,3-bencenoditiol). En el efluente se observa que
los compuestos aromaticos aun estan presentes o sea, que no fueron biodegradados por las
biocomunidades anaerobias. Complementariamente, los compuestos alifaticos estan presentes
en muy bajas concentraciones en el efluente anaerobio, lo que indica que estos si fueron
convertidos por los microorganismos anaerobios a energia, biomasa y biogas (Granados e/ al.,

1996).

TESIS KAREN TATIANA AMBRIZ RIVAS 50




ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA QECD 301-A ANTECEDENTES

2.3.3. Consecuencias ambientales

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

disposicion en el medio.

Debido a las caracteristicas de la materia organica disuelta biodegradable, que contienen las
aguas de proceso del cempasichil, para la produccion de harinas, se han originado problemas

de contaminacion ambiental como son;

¢ Emision de malos olores

e Creacion de un ambiente propicio para la reproduccion de moscas, mosquitos y otros
insectos '

o Aumento en la carga microbiana hacia los cuerpos receptores (agua y suelo), provocando en
el caso de los rios, que la autopurificacion natural no pueda conservar condiciones aerobias

» Peligro de contaminacion de acuiferos subterraneos por infiltracion, lixiviacion, etcétera

Lo anterior implica que, al ser arrojados dichos efluentes a corrientes y cuerpos receptores

acuaticos, causen deterioros ambientales como:

e Presencia de compuestos quimicos recalcitrantes o toxicos
e Dafio a la flora y fauna acuaticas (al existir déficit en la concentracion de oxigeno disuelto)
e Inutilizacion del cuerpo de agua como fuente de abastecimiento para asentamientos humanos

aledaftos

Durante mucho tiempo se ha permitido que las industrias descarguen la mayoria de sus residuos
a los cuerpos acuiticos naturales buscando que su eliminacion sea por arrastre y dilucion en el

agua. Al incrementarse el numero de industrias, el volumen de produccion de aguas residuales,
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y la disminucion en el caudal de los rios {debido a el uso intensivo de los recursos hidricos), el
problema generado por los residuos industriales ha tomado caracteristicas alarmantes. De aqui
la importancia de buscar sistemas de tratamiento economicos, lo cual es una ventaja de los
sistemas de tratamiento biolégico con respecto a los de tipo fisicoquimico (Duran-de-Bazia,
1993; Duran-de-Bazia ef al., 1994, Luna-Pabello ef a/., 1994). No obstante, el inconveniente
que presentan estos sistemas es determinar si el agua residual a tratar es o no biodegradable y ,
en su caso, en qué proporcién o porcentaje. Por tal motivo, es importante abundar en dicho

aspecto.

2.3.4. Biodegradabilidad de efluentes

Tif)icamente, la biodegradabilidad de un agua residual se estima por medio de la relacién
DBOs/DQO. A partir del calculo de este indice se puede inferir a grosso modo si la o las
sustancias a depurar son facilmente biodegradables o si presentan caracteristicas que
determinan su recalcitrancia y/o toxicidad para los microorganismos responsables de llevar a
cabo el proceso de depuracion (Duran-de-Bazua, 1993; Casarrubias ef al, 1996). Con esta
relacién es posible tener una idea de la pertinencia o no de aplicar métodos de tratamiento de

tipo biologico o fisicoquimico.

DBO+/DQO > 0.4 Es biodegradable, se puede emplear un sistema biolégico por
organismos floculados o fijos en un lecho, tanto aerobios como
anaerobios

0.2 < DBOsDQO < 0.4 Es medianamente biodegradable, se recomienda emplear lechos

bacterianos tanto aerobios como anaerobios

0 < DBOs/DQO < 0.2 Es muy poco o no biodegradable, no es adecuado y/o factible
utilizar métodos bioldgicos para el tratamiento. Por lo tanto,

es conveniente emplear métodos fisicoquimicos
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Cabe sefialar que no obstante que la relacion DBOs/DQO es importante en la seleccion del tipo
de tratamiento a utilizar para un agua residual en particular, la concentracion es otro factor que
también influye en dicha seleccion. Por lo tanto, se recomienda que concentraciones de
mayores a 1000 mgDBOs/L, sean tratadas por medio de sistemas anaerobios y concentraciones
por debajo de este valor limite, sean tratadas en sistemas aerobios; pudiéndose proponer un tren

de tratamiento cuando ello proceda (Eckenfelder y Grau, 1992).

2.4 JUSTIFICACION

Actualmente, existe un creciente interés por conocer si una sustancia en particular puede ser
considerada como biodegradable, debido al impacto negativo que ha tenido sobre el ambiente la
disposicién inadecuada de residuos. Sin embargo, en México, no existe un procedimiento
oficialmente reconocido, que permita evaluar la biodegradabilidad de compuestos o productos.
Por lo tanto, para el desarrollo de este trabajo, el cual constituye una primera aproximacion de
propuesta para un método que permita evaluar la biodegradabilidad aerobia rapida; fueron
tomadas como referencia las normas internacionales de la OECD (Organization for Economical
Cooperation and Development, Francia), 1ISO (Organization for International Standarization,
Suiza) y EPA (Environmental Protection Agency, Estados Unidos). Después del analisis y
comparacion entre la OECD 301-A e 18O 7827:1994 (E), se selecciono la QECD 301-A en
funcion de su mejor fundamentacion, la cual sirvio como base para la realizacion de la parte
experimental de este trabajo y cuyo procedimiento se encuentra descrito con detalle en el
Anexo A. En ese mismo anexo, se presentan comentarios sobre algunos aspectos de la norma

que no son expuestos con amplitud suficiente.

En el siguiente capitulo, se desglosaran los objetivos planteados y la estrategia de trabajo

elaborada para la consecucion de los mismos.
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3.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar, seleccionar y aplicar un procedimiento estandarizado para la evaluacién de la
biodegradabilidad aerobia rapida de compuestos organicos, mediante el anélisis, comparacion y
discusion previa de pruebas similares reconocidas a nivel internacional.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar y seleccionar una prucba de biodegradabilidad aerobia rapida y realizar el montaje

de la metodologia para su calibracion

e Sugerir adecuaciones y/o modificaciones a los procedimientos consultados antes de la

aplicacion de la prueba de biodegradabilidad acrobia rapida

 Aplicar la prueba seleccionada de manera paralela empleando dos procedimientos: el método
establecido en las pruebas consultadas (botellas Winkler) y de manera modificada utilizando

un respirometro automatico

o Aplicar la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida a las aguas residuales del ensilado y

prensado det cempasuchil pretratadas anaerobiamente

e Evaluar los grupos bacterianos troficamente activos durante el proceso de biodegradacion

estudiado e identificar aquellos que resulten de mayor interés

e Realizar el seguimiento fisicoquimico del proceso de biodegradacion a lo largo del periodo

de prueba
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o Discutir acerca de la importancia de los factores fisicoquimicos y microbioldgicos que
influyen en la biodegradabilidad de una sustancia; con base en ello, sugerir adecuaciones y/o

modificaciones a los procedimientos consultados

3.3. ESTRATEGIA DE TRABAJO

Para el desarrollo de este trabajo fue necesario, en primer término, hacer una revision
bibliografica y analizar la informacion relacionada con pruebas de biodegradabilidad aerobia
rapida; prestando énfasis en las catalogadas como “Ready biodegradability 301-A. DOC Die-
away test” de la OECD e ISO 7827 1994 (E). Water quality — Evaluation in an agueous
mediun of the “ultimate” aerobic biodegradability of organic compounds — Method by analysis
of dissolved organic carbon (DOC). En segundo término, una vez analizadas dichas pruebas de
biodegradabilidad, se procedid a seleccionar en funcion de su mejor fundamentécién, la
denominada OECD 301-A. Como tercer paso se procederd para efectuar el montaje y
calibracién de la metodologia. Es importante sefialar que como parte importante de esta etapa
se incorporaran las modificaciones y/o adecuaciones propuestas a las omisiones que presentan
dichos procedimientos. Dichas modificaciones esta basadas en el conocimiento de factores
fisicoquimicos, bioldgicos y humanos que pueden afectar el procedimiento y los resuitados de

la prueba.

Asimismo, se realizarin las adecuaciones pertinentes para la aplicacion de la prueba de
biodegradabilidad aerobia rapida empleando un respirometro automatico VOITH-Sapromat B-
12, lo cual se describe en el Anexo B, ello a efecto de homologar ambos procedimientos. Lo
anterior con objeto de superar, mediante el uso del respirdmetro automatico, las deficiencias
intrinsecas de la prueba en su version original (Anexos Ay B). Es importante éefialar, que antes
de comenzar con los experimentos encaminados a la realizacion de este trabajo, €l respirometro
automatico habia sido calibrado y verificado en cuanto a su funcionamiento, por lo que se

puede asegurar, que el equipo se encontraba en condiciones optimas para desarrollar este tipo
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de pruebas. Los resultados de todo el trabajo de calibracion previo no se incluyen dentro de

este documento, ya que esa etapa no estuvo contemplada dentro de los objetivos de esta tesis.

Debido a la naturaleza de este tipo de pruebas analiticas, se hace necesario realizar pruebas de
calibracion para cada procedimiento y, posteriormente efectuar la intercalibracion. Para este
ultimo punto y dado el caricter eminentemente aplicativo de la prueba de biodegradabilidad
seleccionada, se planteo el uso de un agua residual agroindustrial, la cual debe contener matenia
orgénica en solucion y estar libre de contaminantes toxicos que puedan inhibir la actividad de
los microorganismos involucrados en el proceso de biodegradacion. El agua seleccionada para
realizar el estudio fue el efluente de un reactor anaerobio que trataba aguas residuales
provenientes del ensilado y prensado del cempasichil, lo cual ya fue comentado anteriormente.
Cabe sefialar que se considera necesario realizar una etapa experimental previa a fin de conocer
el funcionamiento y eficiencia de! equipo, manejo de técnicas analiticas fisicoguimicas y
microbiologicas, entre otras. Los resultados de dicha fase permitiran tener idea del proceso de
biodegradacion aerobia del agua residual, los grupos bacterianos troficamente activos y el
porcentaje de remocion de materia organica disuelta a través de todo el periodo experimental,

asi como prevenir errores en el manejo de la muestra.

Posteriormente, para el montaje ¢ intercalibracion de la prueba de biodegradabilidad aerobia
rapida, se realizaran paralelamente las pruebas en una incubadora con agitacién controlada y en
un respirbmetro automatico VOITH-Sapromat B-12. Las muestras deben ser preparadas
simultaneamente y bajo las mismas condiciones ambientales, asi como con el mismo indculo,
para tratar de reducir al maximo resultados erréneos por variables externas al proceso de
biodegradacién estudiado. Las muestras de agua residual y un control de indculo seran
analizadas en los tiempos preestablecidos en el procedimiento consultadoe con objeto de evaluar
el porcentaje de remocién de materia organica logrado, lo cual se realizara mediante el analisis
de la concentracion de carbono organico disuelto en las muestras. Adicionalmente y para fines
de un mejor entendimiento del fendomeno de biodegradacion, se realizara el seguimiento de

algunos grupos bacterianos tréficamente activos presentes a lo largo de la prueba, asi como el
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estudio de los principales parametros fisicoquimicos de interés como son: pH, oxigeno disuelto,
solidos totales y suspendidos, nitrogeno total y ortofosfatos. Como (ltima etapa, se efectuara la
identificacion de algunas colonias bacterianas caracteristicas empleando para ello observaciones

macroscépicas, morfologia microscopica y pruebas bioquimicas.

En el siguiente capitulo, se describira ampliamente la etapa experimental previa antes

mencionada.
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ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA OECD 301-A ETAPA EXPERIMENTAL
PREVIA

En este capitulo se presenta el desarrollo de la etapa experimental previa que tuvo como
objetivo aprender el manejo de las técnicas analiticas para la cuantificaciéon de parametros
fisicoquimicos y analisis bacterioldgico, asi como conocer el funcionamiento del respirémetro
automatico VOITH-Sapromat B-12 que posteriormente sera empleado para el estudic y
aplicacion del procedimiento para la realizacion de la prueba de biodegradabilidad aerobia
répida. Los resultados obtenidos, permitieron tener una idea general acerca del probable
comportamiento de la muestra de agua residual en estudio durante el periodo de
biodegradacion monitoreado, la poblacion bacteriana involucrada en el proceso vy el porcentaje
de remocion de materia organica disuelta (porcentaje de biodegradacion) alcanzado bajo las
condiciones experimentales previamente fijadas. Una vez hecha esta aclaracion; se dara paso a
la descripcion detallada de la etapa experimental previa, que consistid en una prueba de
biodegradabilidad aerobia rapida de aguas residuales del ensilado y prensado del cempasuchil

pretratadas anaerobiamente utilizando el respirometro automatico VOITH-Sapromat B-12.

4.1. MATERIAL Y METODOS

4.1.1. Preparacion de la muestra de agua residual en estudio y obtencion del inéculo

Es importante destacar que para la seleccion de la muestra para la realizacion del ensayo; se
opto por utilizar el efluente anaerobio diluido, etapa iﬁtermedia en una secuencia de tratamiento
anaerobia-aerobia, de las aguas residuales provenientes del ensilado y prensado del cempasichil
a nivel de laboratorio. (Zamudio ef al., 1993, Armendariz, 1998). Por tal motivo y a efecto de
verificar la biodegradabilidad aerobia de dichas aguas, se décidié trabajar con esa muestra; ya
que los resultados obtenidos serian también de utilidad para la integracion de las propuestas de

solucion a este problema de contaminacién ambiental.

Para la preparacion de la muestra fueron colectados 1000 mL de agua residual pretratada
anaerobiamente proveniente del ensilado y prensado del cempastchil, y fueron centrifugados a
5000 rpm durante 30 minutos para eliminar las particulas suspendidas y biomasa microbiana

presentes. El agua restdual centrifugada tuvo un contenido de materia organica disuelta de
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13700 mgDQOV/L, por io que lo que la concentracion fue ajustada a 6050 mgDQOYL, 1a cual es
una concentracion susceptible de ser mantenida con mas de 2 mgOD/L. Postertormente, para
minimizar los cambios de concentracion y la carencia de uniformidad en los matraces de
prueba, se incorpord el 10% de indculo al volumen total de la muestra. El pH inicial de la
mezcla fue de 8.35 unidades, por lo que se requirié ajustar a un pH cercano a valores neutros
(7.24 unidades) empleando para ello una solucton 0.1M de H,804. Debe recordarse que este
tipo de ajuste es necesario para favorecer las condiciones de crecimiento de los

MiCroorganismos.

El indculo fue preparado a partir de suelo, agua de la llave, agua estancada y agua residual, con
el fin de obtener 1a mayor diversidad microbiana posible. La mezcla anterior se mantuvo en un
matraz de 500 mL tapado, en agitacion constante y burbujeando con aire para garantizar la

existencia de condiciones aerobias (mas de 2 mgOD/L).

4.1.2. Montaje de la prueba

El estudio de biodegradacion fue realizado utilizando un respirémetro automatico VOITH-
Sapromat B-12 bajo condiciones de temperatura, agitacion y aporte de oxigeno controlado
(acorde con el requerimiento de la muestra). A cada uno de los once matraces empleados se le
adicionaron 250 mL. de la dilucién preinoculada y el doceavo matraz fue un blanco con 250 mL
de agua destilada sin indculo. Se sigui6 el procedimiento de montaje propuesto en la “Guia
para la operacion del equipo VOITH-Sapromat B-12" contenida dentro del Anexo B de este

documento.

4.1.3. Evaluacién de parametros fisicoquimicos del agua residual en estudio

A tiempos prestablecidos (0, 3, 5, 7, 12, 14, 16, 23, 28, 33, 37 y 42 dias) fue retirado un
matraz para realizar la determinacién de los siguientes parametros fisicoquimicos: pH,
temperatura (°C), oxigeno disuelto (O.D), solidos totales totales (STT), solidos totales

volatiles (STV), solidos totales fijos (STF), concentracion de materia organica disuelta medida
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como demanda quimica de oxigeno (DQO) y consumo de oxigeno medido como demanda
bioquimica de oxigeno en cinco dias (DBOs). En el Anexo D, se presenta la descripcion de las
técnicas analiticas aplicadas. Cabe sefialar que el consumo de oxigeno fue monitoreado
diariamente. Los tiempos de muestreo no marcados por la prueba OECD 301-A, fueron
incluidos a fin de obtener mas resultados que permitan construir una mejor curva de
biodegradacion. Asimismo, la determinacion de parametros fisicoquimicos no marcados por la
prueba OECD 301-A se realizé para obtener mayor informacion sobre la influencia de dichos
parametros en la velocidad de oxidacion de los sustratos disponibles y en los porcentajes de
biodegradacion alcanzados con respecto al tiempo. El analisis sistematico de la variacion en las
concentraciones de DQO y DBQ permitid conocer la cantidad de materia organica disuelta
remanente en solucion después de un determinado tiempo de permanencia dentro del sistema,

asi como el porcentaje de biodegradacion correspondiente a ese punto.

4.1.4. Anilisis bacteriolégico del agua residual en estudio

En los mismos tiempos de muestreo preestablecidos, se realizo el analisis bacteriologico del
agua residual en estudio que consistio en la determinacion de la cuenta total de bacterias y de
los principales grupos bacterianos tréficamente activos por el método de extension superficial
(Avilés ef al., 1983, Ramirez-Gama et af., 1992; Schade y Lemmer, 1994). La descripcion mas

amplia de las metodologias empleadas se encuentra en el Anexo E.

Para detectar la presencia de los grupos bacterianos troficamente activos responsables del
proceso de biodegradacion, fueron preparados medios de cultivo especificos para cuatro
actividades enzimaticas, posteriormente, fueron inoculados con diluciones de las aguas en
estudio e incubados a 35°C durante 24 y 48 horas. Los microorganismos se multiplican durante
el periodo de incubacion y exhibén una actividad enzimatica especifica a través de cambios
producidos en la superficie del medio de cultivo. Los medios especificos utilizados para el
cultivo fueron preparados de acuerdo con la literatura ah doc (DIFCO, 1990 y Ramirez-Gama

et al, 1992). A continuacion se listan:
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e Agar-nutritivo: Es un medio general para la cuantificacion de microorganismos meséfilos
aerobios. Para ello, se deposita en la superficie de la placa una alicuota de las diluciones
decimales preparadas a partir de la muestra, se distribuye y las placas son incubadas a 35°C
durante 24 y 48 horas. Se cuentan todas las colonias desarrolladas sobre la superficie del

medio.

e Agar-leche descremada: Es el medio empleado para la cuantificacion de bacterias
proteoliticas. La caseina es la principal proteina de la leche, ésta como la mayoria de los
coloides no permite el paso de la luz. Para demostrar la produccion de caseinasa se pueden
utilizar agar suplementado con una pequefia cantidad de leche. La sintesis de la enzima, su
difusion al exterior y su actividad sobre el sustrato provoca pérdida de opacidad alrededor
de las colonias desarrolladas en la superficie del agar, por lo que se contabilizan todas las

colonias tipicas con halo transparente.

o Agar-almidén: Este medio se utiliza para la cuantificacion de bacterias amiloliticas. El
almiddn contiene dos tipos de polimero de glucosa; la amilosa que consiste en cadenas
largas y no ramificadas de unidades de D-glucosa conectadas por enlaces (1= 4) y con una
masa molecular relativa que oscila entre unos pocos miles y 500,000. La amilopectina es
también de elevada masa molecular relativa (hasta 1 millén) pero se encuentra altamente
ramificada (Lehninger ef al., 1993). Los enlaces glucosidicos que unen residuos sucesivos de
glucosa en las cadenas de amilopectina son de tipo (a1— 4), pero los puntos de ramificacion
'se producen cada 24 a 30 residuos con enlaces (a1—> 6). La presencia de almidon se hace
evidente al agregar lugol con el que la amilosa forma un halo de color azul o morado
(bacterias no amiloliticas), cuando el almidén ha sido transformado a dextrinas, algunas de
éstas reaccionan con el lugol y forma un halo de color rojo o transparente (bactenas
amiloliticas). Para conocer el nimero de bacterias amiloliticas se cuentan todas las colonias
tipicas con halo rojo o transparente desarrolladas sobre la superficie del medio (Ramirez-

Gama et al., 1992).
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o Agar-celulosa: A través de este medio se cuantifican las bacteﬁ'as celuloliticas. La celulosa
es una sustancias, estable e insoluble en agua que se encuentra en las paredes celulares de
plantas, tallos y tejidos vegetales lefiosos. Es un polimero lineal no ramificado formado por
10,000 a 15,000 unidades de D-glucosa, los residuos tienen una configuraciéon o y estan
unidos mediante enlaces (B1— 4) glucosidicos (Lebninger e/ al., 1993). El nimero de
bacterias celuloliticas puede conocerse mediante la cuenta de todas las colonias
desarrolladas sobre la superficie del medio, ya que el sustrato proporcionado por el papel,

algodon o madera afiadido al medio es la anica fuente de carbono disponible.

e Medio minimo: Para la cuantificacion de bacterias sacaroliticas. La sacarosa es un
disacarido de glucosa y fructosa, unidos covalentemente por un enlace O-glucosidico. Se
sintetiza en plantas y es el producto intermedio principal de la fotosintesis. En muchas de
ellas constituye la forma principal de transporte de azucar desde las hojas hasta otras partes
de la planta (Lehninger ef al,, 1993). Es necesario emplear medios de cultivo desprovistos
de cualquier otro tipo de fuente de carbono. El punto final de este ensayo, es dado por la
presencia o ausencia de colonias desarrolladas después de la inoculacion e incubacion de la
muestra en estudio y contar todas las colonias desarrolladas sobre la superficie del medio

(Ramirez-Gama et al., 1992).

Para la obtencion de resultados, se conté el nimero colonias bacterianas presentes en la
superficie de cada medio de cultivo. Se calculd 1a cantidad de microorganismos por mililitro de

muestra y se expreso el resultado como unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

4.2. RESULTADOS Y DISCUSION
De acuerdo con los resultados obtenidos, el agua residual estudiada puede ser considerada
como rapidamente biodegradable bajo los criterios de la prueba de biodegradabilidad aerobia

rapida OECD 301-A (OECD, 1992) y las condiciones experimentales fijadas para este caso en
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particular (utilizacion de un respirometro automatico), debido a que se alcanzod un 78.8% de
remocion de materia organica medida DQO en 28 dias. Es necesario recordar que la condicion
que marca la OECD 301-A es alcanzar un 70%. Cabe destacar que el nivel de cumplimiento de
dicho criterio se alcanzo desde el doceavo dia (71.4%), razén para considerarlas como
rapidamente biodegradables. El porcentaje de remocién de materia organica medida como
DQO fue de 85% en 42 dias (Tabla 5). Con respecto a la relacion DBOs/DQO fue de 0.66, lo

que permite clasificarla como un agua residual biodegradable (Casarrubias et al., 1996).

En estudios previos (Granados et al., 1996) se ha demostrado que el efluente anaerobio
contiene en su mayoria compuestos aromaticos como el 4-clorofenol y el 2 4-diclorofenol y, en
menor proporcion compuestos alifaticos de cadena larga (carotenoides). Los compuestos
aromaticos anteriormente citados estin clasificados respectivamente como rapida y
moderadamente biodegradables (Eckenfelder y Grau, 1992; Zitomer y Speece, 1993), lo que
explicaria el alto porcentaje de remocion de alcanzado a lo largo del experimento. Sin embargo
esta es s6lo una suposicion que se hace a partir de datos reportados en la literatura, por lo que
resulta conveniente que se realicen analisis especificos de caracterizacion, por medio de
técnicas cromatograficas y/o espectroscopicas de las muestras en los mismos tiempos en los
que se analizaron los parametros fisicoquimicos y grupos microbianos troficamente activos. Lo
anterior a efecto de conocer el tipo de compuestos que son biodegradados bajo condiciones

aerobias y el porcentaje de remocion alcanzado para cada uno de ellos.

Por otra parte, el valor inicial de pH se ajusto cercano al neutro (Tabla 5), con el fin de
proporcionar un medio adecuado para el crecimiento de las comunidades microbianas
inoculadas y favorecer su adaptacion durante la fase lag de crecimiento. Con lo anterior se
pretende lograr el desarrollo de comunidades microbianas con adecuada actividad enzimética.
Durante toda el periodo experimental, los valores de pH se mantuvieron basicos, oscilando
entre 8.88 hasta 9.75 + 0.2 unidades. Este aumento en el pH podria deberse a la presencia de

iones bicarbonato producidos por la solubilizacion del didxido de carbono generado por los
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microorganismos durante el proceso de biodegradacion estudiado. Por otra parte, la

temperatura se mantuvo constante en 20°C, tal como lo marca el procedimiento establecido en

la norma OECD 301-A (OECD, 1992) ya que el respirometro automatico VOITH-Sapromat

B-12 cuenta con un bafio de agua controlado.

Tabla 5. Valores promedio de los parimetros fisicoquimicos evaluados a diferentes
tiempos obtenidos de la aplicacion de 1a prueba de biodegradabilidad aerobia rapida

NP

Tiempo; pH | OD. - STIT STV - STF ' DQOs! %R | COacum
(dias) | unidades : (mgOy/L) (mg/L) (mg/L) = (mg/L) ' (mg/L) ! DQOs (mg/L)
! 5 ; i acumulada
0 | 724 | e 1 10080+240 @ 4020 +80 16060+ 160 | 6050 00 | 0
3 . 893 i 03 9620 + 40 4040 + 280 5580 +2401 3830 ! 367 1051+ 88
5 1 897 | 03  8590+100 3340+240 5610+140, 3050 . 496 115624102
789 i 03 9130460 3690 +60 | 5440+0 1 2520 | 583 2032 4102
12 7 893 | 04 _ 9140+80  3440+280 ' 5700+ 200 1730 : 714 3236 +110
M 890 LL 9000+ 0 3490 £260 - 5510+260 ' 1340 | 778 350641051
16 888 20  8630+60  3380+80 . 5250 + 140, 1310 ; 783 F3852+75
23 ¢ 903 4.6 8350 + 140 3130 + 260 [ 5220 + 120 | 1280 788 4717 +151
28 0 925 1 67 8260+ 60 2273 +60 © 598741201 1280 788 5103 171
33 . 919 | 72 . 8010+220 2460+ 160! 5500 +50 ! 1040 828 | 6573 +20
37 | 940 | 76 | 8290+180 ;2160160 6130+20 | 970 i 840 7442451
42 975 67 7570440 = 2020 +80 {5550+ 180 ¢ 920 848 8354

e a———e

0.D. = Oxigeno disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Salidos totales volitiles, STF= Sélidos
totales fijos, DQOs= Demanda quimica dc oxigeno soluble, CO= Cansumo dc oxigeno promedio

acumulado, — No sc realiz6 1a determinacién

La dilucion original del agua residual practicamente carecia de oxigeno disuelto. De acuerdo a

los datos reportados en la tabla 5, se registra un incremento paulatino en la concentracion de

oxigeno disuelto; a partir del décimosexto dia se registraron concentraciones mayores de 2

mgOD/L, lo que indican la existencia de condiciones aerobias. Se observa que, conforme

disminuy6 la cantidad de materia orgénica disuelta, aumento la cantidad de oxigeno disuelto.

Esta disminucion en la cantidad de materia organica disuelta es consecuencia de la actividad

metabolica de las poblaciones microbianas involucradas en el proceso de biodegradacion. El

respirdmetro automatico VOITH-Sapromat B-12 presenta la ventaja de proporcionar un aporte

de oxigeno continuo y acorde con el requerimiento de la muestra, lo que permite mayor
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solubilidad de oxigeno, al haber menor concentracion de materia organica disuelta e iniciar y
culminar con el proceso de biodegradacion de todos los sustratos degradables bajo condiciones
aerobias (Tabla 5). Lo anterior no ocurre en un sistema sin aporte de oxigeno, por lo que
conforme transcurre el tiempo de degradacion hay mayor consumo de oxigeno, onginando la
disminucion de la concentracion oxigeno disuelto existente en la muestra, hasta agotarse y
provocar la muerte de los microorganismos de metabolismo aerobio e induciendo en los tipo
facultativo el cambio de actividad metabdlica. Es importante destacar que las desviaciones
estandar del consumo de oxigeno promedio durante toda la etapa experimental, estuvieron por
debajo del 10%, por lo que pueden considerarse aceptables. El comportamiento de la tasa de

consumo de oxigeno (TCO) se muestra en la tabla 6 y figuras 2 y 3.

‘

600 S S

1)

Tiempo (dias)

' —¢— Tasa de consumo de oxigcno]

Figura 2. Perfiles de los valores de tasa de consumo de oxigeno (TCO) durante los 42 dias
de duracion de la prueba de biodegradabilidad aerobia ripida

Esta tasa de consumo es la cantidad de oxigeno por dia que requirieron los microorganismos
para llevar a cabo la degradacion de materia orgamca disuelta presente en el agua residual.
Como se puede observar, durante los dos primeros dias de incubacidn se registraron valores de
TCO de casi 400 mg/L d, y durante los siguientes diez dias se mantuvieron TCO de mas de 200
mg/L d. Estos valores de consumo de oxigeno pueden relacionarse con ia existencia de un

incremento en el numero dc bacterias heterdtrofas durante ese periodo, las cuales requieren de
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mayor consumo de oxigeno para realizar la degradacion de la materia organica disuelta de tipo
carbonoso. En la tabla 5 puede observarse, que mas del 50% de remocion lograda, se consiguid
al séptimo dia de incubacion. El periodo comprendido entre los dias 8 y 20 se caracteriza por
un comportamiento relativamente constante en el consumo de oxigeno, con una ligera
tendencia al descenso. Por otra parte, durante este mismo periodo la cantidad de bactenas
cuantificadas a través de la cuenta total y de grupos bacterianos troficamente activos presento
una tendencia a disminuir. Durante este intervalo de tiempo, se logro mas del 78% de remocién
de materia organica disuelta, es decir, se sobrepasd el porcentaje requerido para poder

considerar la muestra evaluada como de tipo biodegradable.

A partir del dia 21 y hasta el 26, se registré una caida drastica en el consumo de oxigeno, ello
debido a que la abundancia de bacterias disminuye. Lo anterior, se vio reflejado en el porcentaje
de remocion de materia organica disuelta, el cual permanecio practicamente constante,
indicando que la materia carbonosa susceptible a biodegradacion aerobia ya habia sido
metabolizada. Sin embargo, a partir del dia 27 de incubacion, se observd un nuevo incremento
en la tasa de consumo de oxigeno, lo cual puede atribuirse a poblaciones de microorganismos
nitrificantes que oxidan el amonio a nitratos. Finalmente, durante la Gltima fase experimental se
observo que el consumo de oxigeno permanece casi constante, lograndose un porcentaje de
remocion acumulado de 84.8% (Tabla 6 y Fig. 2). En este punto la concentracion de oxigeno
disuelto ya ha alcanzado valores propios de un sistema aerobio, ya que para que sea posible el
proceso de nitrificacién se requiren concentraciones de oxigeno disuelto mayores a 1 mg/L; de
otra manera, el oxigeno se vuelve una condicion limitante y, por lo tanto, la nitrificacion es mas
lenta o es inhibida (Metcalf y Eddy, 1991). Adicionalmente, se ha observado que la materia
organica disuelta en concentraciones superiores a 1000 mg/L inhibe el crecimiento de los
microorganismos nitrificantes (Muxi-de-Abreu, 1994), entre los dias 28 y 42 la concentracion

de carbono organico disuelto disminuy6 de 1280 a 920 mg/L.
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Tabla 6. Valores del consumo de oxigeno promedio acumulado medido como DBO
(mg/L) y tasa de consumo de oxigeno por dia (TCO) obtenidos de la aplicacion de la
prueba de biodegradabilidad aerobia rapida

: Tiempo | CO promedio ! TCO Tiempo CO promedio ;| TCO |
(dias) ' (mg/ll) | (mgLd)| (dias) (mgl) | (mg/L Q)]
0 0 0 i 22 . 4667+146 i 59 |
I | 3%0+21 | 3% ; 23 4M7*151 0 S0
2 781451 . 391 | 24 4756+156 . 39
3 1051+88 | 270 25 . 4790+161 | 34
4 322+113 | 271 | 26} 4818+165 i 28
51 1s62+102 . 240 1 27 48484164 30
6 | 1796+113 | 234 28 1+ 5103 +171 255
71 20324102 | 236 [ 29 | 5606426 ;303
8 . 2248+94 216 | 30 5887+16 | 281
9 ' o2483+104 ¢ 235 1 3l 6163 + 12 276
10 amernz o2, 320 63333 190
0 TTemrus o219 | 33 6ST3E20 2
12 3127+110 0 194 o 34 6820 + 11 247
3 3310+u5 ¢ 183 1 35 7050+ 15 | 230
14 3506+105 : 196 | 36 - T276+20 | 226
15 3696 +80 | 190 . 37 744251 [ 166
16 3852+75 1 156 . 38 7685 L 243
07 4011+ 97 = 159 1 39 7880 Po19s
18 4180+103 © 169 | 40 8070 1 190
19 ©@BE12 143 4L 8262 P 192
T 200 _asizxi23 18y 0 42 83 2 N
21 4c08x121 0 96 R

Nota: Debido a que sc retird un matraz cn cada ticmpo dc muestrco pre-establecido, para ¢l analisis de
parametros fisicoquimicos y microbioldgicos, el valor de n para calcular el consumo de oxigeno promedio y la
desviacion estandar, disminuye conforme transcurre ¢l tiempo de evaluacién.

La velocidad de biodegradacion durante la degradacion de compuestos carbonosos fue de 186
mgO-/L dia. Se observa que entre los dias 23 y 28 practicamente no se registro disminucidn en
la concentracién de materia organica medida como demanda quimica de oxigeno (Figs. 2 y 3).
La velocidad de biodegradacion durante la etapa de nitrificacion fue de 220 mgQ»/L dia. El
aumento en la tasa de consumo de oxigeno y en su velocidad de consumo el mismo puede
explicarse de acuerdo a la estequiometria de la nitrificacién; segin la cual la oxidacion de

amonio a nitratos requiere de 4.33 mgO:/mg (Metcalf y Eddy, 1991). La nitrificacion se da en

TESIS KAREN TATIANA AMBRIZ RIVAS 69



ESTUDIC Y APLICACION DE LA PRUEBA OECD 301-A ETAPA EXPERIMENTAL
PREVIA

dos pasos, en el primero se requieren 3.22 mgO»/mg para oxidar 1 mg a 1 mg de nitritos y en el

segundo, de 1.11 mgO»/mg para oxidar a 1 mg de nitratos (Sharma y Ahlert, 1977).

mg/L de oxigeno consumido

Tiempo (dias)

{—0— Datos promedio de consumo de oxigeno

Figura 3. Consumo de oxigeno promedio durante la aplicacion de la prueba de
biodegradabilidad aerobia rapida

Al procesar los datos presentados en la figura 3 se obtuvo la siguiente informacion:

e Velocidad de consumo de oxigeno durante la etapa de degradacién de sustratros carbonosos
(dia 8-20) : 186.2 mgQO,/L dia.
Datos de regresion lineal: A= 848.4,B= 186.2, = 0.9980, r’= 0.9960

e Velocidad de consumo de oxigeno durante la etapa de nitrificacion (dia 30-40): 220.0
mgO-/L dia.
Datos de regresion lineal: A= 687.22, B= 220.00, r= 0.9992, r’=0.9984

donde: A = ordenada al origen, B = pendicnte de la recta y r = cocficiente de corrclacion

Por otra parte, en cuanto a los analisis fiscoquimicos complementarios practicados, se observo

que la determinacion de solidos totales en sus tres modalidades no permiten detectar la
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existencia de una conversion significativa de materia orgénica a biomasa, lo que hace suponer
que existid una conversion de dicha materia organica hacia dioxido de carbono (Tabla 5 y Fig.
4). En este punto es importante mencionar que las piedras de cal sodada contenidas dentro del
matraz de reaccion se sacaron mojadas, a partir del doceavo dia de experimentacion, lo cual
coincide con el comienzo de consumo de oxigeno en el matraz blanco. Por tal motivo, hubo
que restar los valores registrados en el blanco a los valores de consumo de oxigeno para cada
matraz, en cada tiempo establecido para la obtencion de muestras. Esto se hizo a efecto de
contar con los valores absolutos de consumo de oxigeno. Finalmente, fa disminucién de los
solidos totales totales, constituye otro indicio de que los solidos totales volatiles fueron
oxidados hasta dioxido de carbono, mientras que los sélidos totales fijos (sales), permanecieron

relativamente constantes.
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Figura 4. Perfil de comportamiento de los diferentes tipos de sélidos monitoreados
durante la aplicacion de la prueba de biodegradabilidad aerobia rdpida

Brown et al., (1989) sefala que en la depuracion aerobia se requiere de una vasta poblacién de
microorganismos metabolicamente activos capaces de degradar productos orgénicos solubles y

coloidales con una elevada tasa de conversién a dioxido de carbono y agua, lo que seria una
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explicacion para los resultados obtenidos. Ademas, si existiera un aporte adicional de
nutrimentos, una parte se utilizaria en la sintesis de nueva materia microbiana o biomasa, pero
como no existe dicho aporte, la cantidad de nutrimentos se vuelve limitante. En consecuencia
algunos microorganismos mueren y se disgregan liberando sus componentes los cuales seran
utilizados por los organismos sobrevivientes; es decir, que dichos compuestos no se incorporan
al medio como biomasa. Adicionalmente, la evaluacton de biodegradabilidad mediante el uso de
los valores de demanda bioquimica de oxigeno es dificil, ya que la relacion entre la oxidacion y
sintesis de biomasa difiere en algunas sustancias organicas y, algunas veces, la oxidacion o la
sintesis de biomasa pueden ser inhibidas por la sustancia de prueba (Pitter, 1974). Como se
puede observar, después del vigésimo octavo dia de prueba, las bacterias presentes durante el
proceso de nitrificacion tuvieron una baja velocidad de crecimiento (Fig. 5) vy, por lo tanto, un
bajo rendimiento celular a biomasa, lo cual esta relacionado con una disminucién progresiva en

los solidos totales totales y solidos totales volatiles (Muxi-de-Abreu, 1994).

Con respecto al analisis bacterioldgico, la cuenta en placa a 24 y 48 horas de cultivo a 35°C
(Tabla 7), mostrd un aumento numérico de bacterias mesofilas aerobias entre los dias cero y
séptimo, periodo durante el cual se presenté un mayor consumo de oxigeno y obtuvo un
porcentaje de remocion total de 58.3% equivalente al 68% del total de remocién logrado en
los 42 dias que duro el experirﬁento. La disminucion de la abundancia de las mismas se observa
como consecuencia del agotamiento de los sustratos disponibles existentes en el agua residual

(Tebbutt, 1994).

En las cuentas practicadas a 24 horas de incubacién, se 6bsewa que no se han desarrollado
adecuadamente el total de colonias bacterianas presentes sobre la superficie del medio, debido a
que son muy pequefias para ser contadas; mientras que a las 48 horas de cultivo, las colonias
bacterianas se han desarrollado de manera suficiente para ser visibles y contables. Es importante
recbrdar que los tiempos de generacion de los microorganismos son muy diferentes entre si. De
acuerdo con APHA (1992); las condiciones estandarizadas para este tipo de analisis incluyen la

incubacién de las cajas Petri a 35°C durante 48 horas. Aunque, tanto la temperatura como el
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tiempo de incubacion pueden variarse en funcién de los resultados que se pretendan obtener ,

asi como del tipo de microorganismos que se desean cuantificar.

Los porcentajes relativos mencionados posteriormente, estan en funcién del méaximo de
bacterias cuantificadas al finalizar las 48 horas de incubacion (Tabla 7). El desarrollo de los
grupos troficos con distintas actividades metabolicas, puede lestar relacionado con la
accesibilidad y biodisponibilidad de sustratos, degradandose primero los mas sencillos y al

agotarse éstos, se degradan los mas complejos.

A partir de los datos obtenidos, se construyeron las curvas de crecimiento bacteriano durante el

proceso de biodegradacion evaluado (Fig. 5):
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Figura 5. Cuenta total en placa y de grupos bacterianos troficamente activos, después de
48 horas de incubacién, para muestras provenientes de los diferentes matraces empleados
durante la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida
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A partir de la figura 5 puede afirmarse lo siguiente:

¢ Se observd un alto desarrollo de bacterias mesofilas aerobias (1927 x 10%), las cuales para
efectos del manejo de informacion se estan considerando como el 100% de la poblacion

bacteriana. Dicho total puede ser dividido de la siguiente forma:

o El 46.1% (8894 x 10%), son bacterias con actividad proteolitica; es decir, que pueden

degradar proteinas, acidos nucleicos, etcétera.

e El 27.8% (535 x 10%), son bacterias con actividad amilolitica ya que degradan el almidén
disponible como fuente de carbono (Fig. 3). Cuando el almidén se emplea como fuente de
energia, las unidades de glucosa son eliminadas de una en una a partir de los extremos no
reductores. Dada la naturaleza ramificada de la amilopectina, las enzimas pueden trabajar
simultaneamente en muchos extremos, aumentando la velocidad de conversion del polimero

en monosacaridos (Lehninger et al., 1993).

e El 22.6% (4365 x 10%), son bacterias con actividad sacarolitica, ya que degradan el

disacarido sacarosa, que es la Gnica fuente de carbono disponible en el medio de cultivo.

e El 3.5% (67871 x 10"), corresponde a bacterias con actividad celulolitica, que pueden
degradar el polisacarido celulosa. Se requiere que las bacterias tengan la capacidad de
producir la enzima celulasa para poder utilizar este sustrato como fuente de carbono y

energia (Lehninger ef al,, 1993).

Retomando el punto anterior, las bacterias identificadas mediante su actividad proteolitica,
sacarolitica y amilolitica se presentaron troficamente activas durante todo el proceso de
biodegradacion estudiado, mientras que las bacterias identificadas por su actividad celulolitica
se manifestaron troficamente activas Unicamente durante la fase final de la prueba de

biodegradacion (Armendariz et al., 1997). Es importante sefialar que las colonias con actividad
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celulolitica registraron un aumento numérico apreciable hasta después de 28 dias de etapa

experimental.

Después de 28 dias del inicio de la etapa experimental, se presento la nitrificacién, en la cual los
compuestos reducidos de nitrogeno son la fuente de energia para las bacterihs autotrofas y
heterotrofas que oxidan los grupos amino y nitro de compuestos inorganicos de nitrogeno,
liberandolos como nitritos o nitratos (Tortora et al, 1992). Al observar las curvas de
crecimiento microbiano (Fig. S) es posible distinguir un ligero incremento en la cantidad de
bacterias mesofilas aerobias y algunos grupos bacterianos tréficamente activos, especificamente
sacaroliticas y celuloliticas. Finalmente, la abundancia de todas las poblaciones microbianas

continua decayendo hasta los 42 dias de etapa experimental.

Por altimo, en la tabla 8 se presentan las caracteristicas de las colonias bacterianas aisladas y la
morfologia microscopica de las bacterias desarrolladas en cada uno de los medios de cultivo
utilizados. De acuerdo con estos datos, existen diferentes tipos de colonias cuya forma, textura
y color dependen de la composicion del medio de cultivo y de las condiciones de incubacion.
Debido a que estos datos son insuficientes para determinar que géneros y especies de bacterias
estan involucradas en el proceso de biodegradacion aerobia de este tipo de agua residual, se
recomienda que estudios posteriores contemplen la tipificacion de las colonias bacterianas
desarrolladas; esto a fin de profundizar en la comprension del proceso de biodegradacion
aerobia que se esta llevando a cabo. De acuerdo con la experiencia adquirida de la aplicacion
preliminar de la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida, se elabord el planteamiento

experimental que se detalla en los siguientes capitulos.
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Tabla 8. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas de las colonias
desarrolladas en los diferentes medios de cultivo utilizados durante la prueba de
biodegradabilidad aerobia rapida

[ - -y e e e e e omtn i 1 Cmtmmmemammn o e e e

i Mediode Tipo de colonias ' Tincién de Gram :
i cultivo g ) o o o .f _;
Agar nutritivo |e Romificada, cxtendida, lisa, brillante,;  Negativas
i himeda y cremosa (cocos) ;
‘e Ramificada, extendida, lisa, opaca, con| :
i pequefias vellosidades ‘ i
f e Circular, bordc cntero, lisa y opaca f
Agarleche e Blanca, circular, lisa y brillante (himeda) Ncga‘tivas :
descremada Blanca, ramificada, extendida, lisa y opaca | (bacilos)
‘e Amorfa, cxicndida, clevada, lisa yi Py 05“.“’35
; Ag.ar’ i brillante, cremosa (bacilos)
| almiddn o Gircular, lisa, opaca, seca y frégné
: ~ (aparicncia de costra) :
) ‘e Ramificada, extendida, con pequcnasI ,
\_.__. . _._.t vellosidades, elevada y opacas _______,EH,, e
Agar celulosa | Blanca, circular, pequefia, elevada, lisa y | Negativas |
i brillantc. (cocos) 5
: ® Circular, mediana, ligeramenic clevada y3
; . . translicida. { S
i Medio minimo ‘e Circular, entera, elevada, lisay cremosa | Negativas

e Blanca circular, enicra, lisa y opaca (bacilos)
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ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA OECD 301-A MATERIALES Y METODQS

5.1. APLICACION DE LA PRUEBA DE BIODEGRADABILIDAD AEROBIA RAPIDA
OECD 301-A A LAS AGUAS RESIDUALES DEL ENSILADO Y PRENSADO DEL
CEMPASUCHIL PRETRATADAS ANAEROBIAMENTE

5.1.1, Preparacion de las muestras a evaluar y del indculo microbiano

La muestra utilizada para el estudio de biodegradabilidad se obtuvo después de colectar agua
residual procedente de la descarga de un reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo
ascendente (RALLFA) con una concentracion aproximada de 17,000 mgDQO/L y un pH de
8.39 unidades. El efluente se centrifugé a 5000 rpm durante 30 minutos para minimizar la
presencia de particulas suspendidas y biomasa. Una vez centrifugado, el efluente fue pasado a
través de un filtro de membrana con poro de 0.45 um, con objeto de retirar las bacterias
presentes. A continuacién, se prepard una dilucion con agua destilada para obtener una
concentracion de 557 mgDQO/L. Es importante aclarar que en primer término se determin la
concentracion de DQO de la muestra de agua residual, para tener una base de calculo para los
valores de carbono organico disuelto, que son proporcionados como porcentajes relativos por
el analizador elemental, Posteriormente, fue determinada la concentracion de carbono organico
disuelto de esta solucion en un analizador elemental EA 1110 CHNS-O CE Instruments {Anexo
D). La diluciéon empleada tuvo una concentracion de 426 mgCOD/L. A partir ella se llevd a
cabo la preparacion de las muestras empleadas para el experimento. La concentracion final de
materia organica medida como carbono organico disuelto en las soluciones fue de
aproximadamente 14.929 mg COD/L. Esta concentracion corrésponde a 14,002 mgCOD/L de
la dilucién de cempasichil y el 8.5% restante (0.927 mgCOD/L) de dicho valor es el aportado

por el indeulo, agua y medio mineral.

Otra cuestion que debe ser aclarada en este punto es el uso de una concentracion de carbono
orgénico disuelto tan baja (14 mgCOD/L). Las normas consultadas marcan una concentracion
entre 10 y 40 mgCODY/L; sin embargo, hay que recordar que a las condiciones de la Ciudad de
México, sdlo se pueden tener 7 mgOD/L y para que el proceso de biodegradacion se lleve a
cabo bajo condiciones aerobias deben existir por lo menos 2 mgOD/L. Por lo tanto, st se

utilizan muestras mas concentradas, el oxigeno disuelto sera consumido rapidamente por los

ESTE TESIS MO DEDE
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microorganismos y es poco probable que el proceso de biodegradacion con 28 dias de duracion
se realice de manera satisfactoria. En el caso de las muestras evaluadas con el respirometro
automatico, no existe esta limitante, pero se ensayo la misma concentracion a efecto de contar
con un parametro de comparacion para el analisis y discusion de los resultados obtenidos. De
acuerdo a la composicién marcada por la prueba OECD 301-A (Anexo A.1) fueron preparados
8 5 L de medio mineral. Dicho medio fue mantenido en aireacion durante 1 hora para asegurar
que cuente con la mayor concentracion de oxigeno disuelto posible al momento de preparar las
soluciones de prueba, las cuales se introduciran en los matraces de reaccion del respirometro y
en las botellas Winkler que se pondran en la incubadora. Cabe sefialar que, para minimizar
posibles errores y variaciones debidas a manejo experimental, las soluciones fueron preparadas
al mismo tiempo y bajo las mismas condiciones. Las soluciones fueron preparadas de acuerdo a
lo establecido en la OECD 301-A (Anexo A.l); la composicién exacta de cada solucion se
describe tabla 9. El pH de la soluciones fue ajustado a aproximadamente 7.2 unidades
empleando una solucion de HSO4 0.1M. La relacion de matraces y botellas inoculadas, se

presenta en la tabla 9.

Tabla 9. Composicién de las soluciones preparadas para el estudio de biodegradabilidad

i Namero de Solucidn Composicion ;
{  matracesy/o | :
! _botellas e T B, i
{ 1 . Control dc procedimicnto | 2.9 mL de acetalo de sodio + 80 mL de indculo + 720
: _ : mL de medio mineral
4 i Control de indculo . 245 mL de inoculo + 2205 mL de medio mincral |
4 : Sustancia de prueba 245 mL de inéculo + 790 mL de dilucién de i
: cempastchil + 2125 mL de medio mineral i
1 ' Control de toxicidad i 2.9 mL de acctato de sodio + 80 mL de¢ inbculo +25.8
' mL de dilucién de cempasichil + 692 mL de medio |
T minenl |
1 : Control de adsorcion 80 mL de intculo + 25.8 mL de dilucién de i
: ' cempasichil + 693.4 mL de medio mincral + 0.8 mL i
o L o deMgCh
1 | Control de degradacion abiotica - 25.8 mL de dilucién de cempasachil + 7734 mL de !

{ medio mincral + 0.8 mL dc HgCl»
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Asimismo, fueron preparadas una solucién de acetato de sodio y una solucién de cloruro de
mercurio (II) de acuerdo con lo establecido en las normas consultadas (Anexo A). La solucion
de acetato de sodio se utilizé como sustancia de referencia para el control de procedimiento, su
concentracion fue de 5,560 mgDQO/L lo que resulté equivalente a 4,853 mg COD/L, después
de realizar la determinacion de carbono orgénico disuelto en el analizador elemental EA 1110

CHNS-Q CE Instruments.

El indculo fue preparado partir de agua residual proveniente de las cdmaras aerobias del reactor
biologico rotatorio de nejayote, asi como de agua de la llave, con el fin de garantizar una
diversidad microbiana adecuada para realizar el proceso de biodegradacion. La mezcla anterior
se mantuvo en un matraz de 500 mL sellado, con aireacién y agitacion constantes durante 5
dias para garantizar su viabilidad. El inéculo fue filtrado a través de papel filtro de poro
mediano para eliminar particulas en suspension gruesas y, posteriormente, fue lavado tres veces
con solucion salina isotonica, con objeto de asegurar que estuviera libre de sustratos que
pudieran elevar la concentracion inicial de carbono organico disuelto. Finalmente fue
resuspendido en 800 mL solucidn salina isotonica y conservado en aireacion y agitacion hasta

su uso. El inéculo microbiano presento las siguientes caracteristicas (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas del inoculo microbiano

empleado
Parimetro i Concentracién
Solidos suspendidos totales 900 mg/L
E Solidos suspendidos voldtiles | 667 mg/L
_ Solidos suspendidos fijos 233 mg/L
Bacterias mesofilas acrobias | 2.23x 10° UFC/ml,

5.1.2. Modificaciones realizadas a los procedimientos previamente consultados
De acuerdo con el analisis previo de las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida
consultadas (Anexo A.1 y A.2) las modificaciones y/o adecuaciones efectuadas a los

procedimientos establecidos fueron:
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o Utilizacion de un respirometro automatico VOITH-Sapromat B-12, el cual proporciona
aporte de oxigeno continuo y acorde con el requerimiento de cada muestra; por lo que se
asegura que el proceso de biodegradacién se llevara a cabo de acuerdo con el fundamento

de biodegradacion aerobia (por lo menos 2 mg oxigeno disuelto/L).

¢ Lavar el indculo microbiano con solucion salina isotonica a efecto de que al afiadir el inéculo
al medio mineral no se incremente la concentracion de carbono organico disuelto debido a la
presencia de otros sustratos. La solucion salina isoténica no cambia la tonicidad del medio,
por lo que disminuye el riesgo de que los microorganismos sufran un choque osmético

durante el lavado y, como consecuencia, pierdan su viabilidad.

e En el caso de la aplicacion de la prueba de acuerdo con el procedimiento marcado en la
‘norma OECD 301-A, fueron utilizadas botellas Winkler, mismas que cuentan con un tapon
de vidrio que al contacto con la solucion forman un “sello de agua”. Por lo tanto, se cuenta

con un sistema hermético, lo que evita la pérdida de agua por evaporacion.

o Debido a que en este experimento fueron incluidas determinaciones de parametros
fisicoquimicos y microbioldgicos no consideradas como parte de la prueba OECD 301-A;
fue necesario separar y sacrificar una botella con sustancia de prueba y con control de
inoculo en cada punto evaluado. En el caso de la aplicacion de la prueba de
biodegradabilidad aerobia répida, utilizando el respirometro automatico VOITH-Sapromat
B-12, es necesario separar y sacrificar un matraz cada vez que se requiera hacer una
determinacion, debido a que se considerd que no era recomendable volver a conectar el

matraz después de ser retirado del sistema.

e Una vez preparado el medio mineral, éste se mantuvo en aireaciéon durante 1 hora antes de
proceder a preparar las soluciones de prueba y afiadir el inoculo. Lo anterior se realizo a

efecto de contar con la mayor concentracion de oxigeno disuelto en el medio mineral que
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permitiera a los microorganismos realizar la biodegradacion del sustrato bajo condiciones

-aerobias (mas de 2 mgOD/L).

5.1.3. Parametros fisicoquimicos complementarios a evaluar durante la aplicacién de la
prueba OECD 301-A

En este experimento fueron incluidas determinaciones de parametros fisicoquimicos
complementarios, a fin de obtener datos que permitieran evaluar mejor el proceso de
biodegradacidn estudiado, asi como reconocer su influencia en la velocidad de oxidacion de
sustratos y el porcentaje de biodegradacion alcanzado con respecto del tiempo. Los parametros

fisicoquimicos complementarios considerados en esta etapa experimental fueron:

e Medicién potenciométrica del pH

s Oxigeno disuelto (O.D). Método 4500-0-G APHA

o Solidos totales totales (STT), totales volatiles (STV) y totales fijos (STF). Método
2540 By E APHA

» Solidos suspendidos totales (SST), suspendidos fijos (SSF) y suspendidos volatiles
(SSV) (estos tres ultimos solo en el caso de las muestras de sustancia de prueba).
Método 2440 D APHA

e Nitrogeno total (analizador elemental EA 1110 CHNS-O CE Instruments)

e Ortofosfatos. Método 4500-P-C APHA '

En el Anexo D, se presenta la descripcion detallada de las técnicas analiticas aplicadas.

5.1.4. Anilisis bacteriolégico a realizar durante la aplicacion de la prueba OECD 301-A

De igual manera y en los mismos tiempos de muestreo preestablecidos para el monitoreo de
parametros fisicoquimicos, se llevo a cabo la determinacion de la cuenta total de bacterias y de
los principales grupos bacterianos troficamente activos, para muestras procedentes de los dos

sistemas (incubadora y respirometro) donde se realizo la prueba de biodegrad'abilidad aerobia
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rapida OECD 301-A. Para la realizaciéon de la cuenta se aplica el método de extension
superficial (Schade y Lemmer, 1994). Estas determinaciones no estan incluidas dentro del
procedimiento establecido por la OECD 301-A y fueron realizadas a fin de profundizar en el
estudio de las comunidades bacterianas involucradas en el proceso de biodegradacion aerobia
del agua residual bajo estudio. Para ello, se sigui6 el mismo procedimiento que el descrito en la
etapa experimental previa (Capitulo 4 y Anexo E). Las cajas fueron incubadas a 35°C por 24 y
48 horas de acuerdo con lo establecido en el método 9215 de la APHA, denominado “Recuento
heterotrofo en placa” (APHA, 1992). Las colonias pueden surgir en pares, cadenas grupos o
como células unicas; no obstante todas se engloban bajo el nombre de unidades formadoras de
colonias (UFC). Posteriormente, para su determinacion se selecciona una caja de cada medio de
cultivo procedente de los dos sistemas donde se realizd 1a prueba de biodegradabilidad aerobia
OECD 301-A. Las colonias bacterianas seleccionadas fueron resembradas por agotamiento en
placas que contenian el medio de cultivo especifico donde se desarrollaron originalmente,
fueron incubadas durante 24 h a 35°C; una vez cotejada su actividad de acuerdo con los medios
de cultivo especificos utilizados, fueron conservadas en refrigeracion a 4°C hasta el inicio de la

secuencia de tipificacion.

5.1.5. Montaje usando el procedimiento indicado en la prueba OECD 301-A

El estudio de biodegradacion fue realizado empleando botellas Winkler y una incubadora
orbital, la cual proporciona condiciones de temperatura y agitacion controlada en ausencia de
luz. En este caso, no existid un aporte de oxigeno continuo a lo largo del experimento. A cada
una de las doce botellas Winkler empleadas se le adicionaron 300 mL de la dilucidn
preinoculada. El montaje de la prueba se hizo siguiendo el procedimiento propuesto por la
prueba OECD 301-A. Después de que las botellas fueron cerradas y colocadas en la
incubadora, se fueron sacando a tiempos prestablecidos (0, 7, 14, 21 y 28 dias), una botella de
control de inoculo y una botella de sustancia de prueba, con objeto de determinar la
concentracién de carbono orgénico disuelto y calcular el porcentaje de remocion de materia

organica disuelta alcanzado en cada punto de control.
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Adicionalmente, se realizé la determinacion de parametros fisicoquimicos no incluidos en la
norma OECD 301-A, asi como el analisis bacteriologico correspondiente. Asimismo y durante
es0s mismos tiempos de> muestreo, se tomé 1 mL de las botellas marcadas como control de
procedimiento, control de toxicidad, control de adsorcién y control de degradacién abidtica,
para el posterior analisis de carbono orgénico disuelto. El volumen de solucién tomado de cada

botella fue compensado mediante la adicion de agua destilada.

5.1.6. Montaje usando el respirometro automstico VOITH Sapremat B-12

El estudio de biodegradacion en este caso, fue realizado en un respirometro VOITH-Sapromat
B-12 bajo condiciones de ausencia de luz, temperatura, agitacion controlada y con aporte de
oxigeno acorde con el requerimiento de la muestra. A cada uno de los doce matraces
empleados se le adicionaron 250 mL de a dilucion preinoculada. Para el uso de este equipo, se
siguio el procedimiento de montaje propuesto en la “Guia para la operacion del equipo
VOITH-Sapromat B-12" (Anexo B). A tiempos prestablecidos (0, 7, 14, 21 y 28 dias), se saco
un matraz de control de inéculo y un matraz de sustancia de prueba para determinar la
concentracion de carbono organico disuelto, con objeto de calcular el porcentaje de remocion

de materia organica disuelta alcanzado en cada punto de control.

Complementariamente, sc realizé la determinacion de parametros fisicoquimicos no incluidos
en la norma OECD 301-A, asi como el analisis bacteriologico correspondiente. El consumo de
oxigeno fue evaluado diariamente. Debido a que en este equipo no es recomendable
desconectar y sacar los matraces para tomar muestras a o largo del periodo de prueba, no fue
posible evaluar los controles de procedimiento; toxicidad; adsorcion y degradacion abidtica,

por lo que solo se dan los resultados obtenidos al final del periodo de prueba.

5.1.6. Tipificacion de las colonias bacterianas seleccionadas
Al respecto, a continuacion se describe brevemente ¢l procedimiento seguido para la
tipificacion de las colonias bacterianas seleccionadas. La descripcion detallada de las técnicas

empleadas, asi como de los medios de cultivo utilizados para la realizacion de las pruebas
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bioquimicas se encuentra en €l Anexo E y en la bibliografia consultada (Mac Faddin, 1990

Koneman ef al., 1992 ; Ramirez-Gama et al., 1992).

¢ Realizar tincion de Gram a todas las colonias seleccionadas

e Resembrar por agotamiento en agar de tripticaseina-soya (TSA). Incubar a 35°C por 24
horas.

e Realizar tincién de Gram a colonias aisladas. Con base a este criterio, dividir las colonias
bacterianas en Gram positivas y negativas. Observar morfologia microscopica (cocos,
bacilos), tipo de agrupacion (cadenas, racimos) y estructuras especiales (por ejemplo,
presencia de esporas).

s Resembrar por agotamiento las colonias Gram negativas en agar Mac Conkey (MC).
Incubar a 35°C por 24 horas.

e Realizar la observacion de las caracteristicas de las colonias en medio sélido (forma,
elevacion, color, bordes, etcétera).

e Preparar pruebas bioquimicas para las bacterias Gram negativas:

+ Metabolismo de carbohidratos (rojo de metilo, Vogues Proskauer, citrato de
Simmons, hidrolisis de almidén, leche tornasol)

* Metabolismo de compuestos nitrogenados (reduccion de nitratos, fenilalanina
desaminasa, lisina descarboxilasa y ornitina descarboxilasa)

* Otras pruebas: TSI (triple azicar) y SIM (Sulfhidrico, indol y movilidad)

o Integrar los resultados obtenidos

Por Gltimo, en la figura 6 se presenta un diagrama de flujo que esquematiza el procedimiento

general seguido para el montaje de las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida.
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Figura 6. Diagrama general del montaje de la prueba OECD 301- A
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ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA QECD 301-A RESULTADOS, ANALISIS
Y DISCUSION

En este capitulo, se encuentran las tablas de resultados del monitoreo de parametros
fisicoquimicos y analisis bacterioldgico obtenidos a partir de la aplicacion de la prueba de

biodegradabilidad aerobia OECD 301-A.

A efecto de simplificar y homogeneizar la nomenclatura tanto para la presentacion de
resultados como para su posterior analisis y discusion, se optd por denominar a la prueba de
biodegradabilidad aerobia rapida realizada de acuerdo con el procedimiento establecido por la
OECD 301-A, utilizando las botellas Winkler y la incubadora con agitacién como PRUEBA
OECD 301-A NO MODIFICADA.

De igual forma, en el caso de la prueba de biodegradabilidad aerovia rapida realizada de
acuerdo con el procedimiento establecido por la OECD 301-A, pero utilizando un respirometro
automatico VOITH-Sapromat B-12, se denomina como PRUEBA OECD 301-A
MODIFICADA.

En el siguiente inciso se presentan los resultados, asi como el analisis y discusiéon
correspondiente a la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida OECD 301-A no modificada

empleando las botellas Winkler y la incubadora.

6.1. PRUEBA DE BIODEGRADABILIDAD AEROBIA OECD 301-A NO
MODIFICADA

De acuerdo con los resultados obtenidos {Tablas 11 y 13), el agua residual estudiada no puede
ser considerada como rapidamente biodegradable, bajo los criterios de la prueba de
biodegradabilidad aerobia rapida OECD 301-A (OECD, 1992) y las condiciones experimentales
fijadas para este caso en particular. Lo anterior se debe a que se alcanzd solamente un 68.2%
de remocion de materia orgénica medida como carbono organico disuelto (Tabla 11) al término

de los 28 dias establecidos y no el 70% estipulado en las normas consultadas.
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Tabla 11. Porcentaje de remocioén de carbono organico disuelto (COD) en el agua
residual sometida a la prueba OECD 301-A no modificada

§ Tiempo - Porcentaje de remocion
i (dias) - de COD acumulado (%)
7 _ 28.3
14 472
20 62.0
28 68.2

Asimismo, la evaluacién de los controles a lo largo de los 28 dias de la etapa experimental,
demostrd el cumplimiento de los criterios de validez (Anexo A), para la prueba de
biodegradabilidad aerobia rapida OECD 301-A (Tabla 12). Uno de los criterios de validez para
la aceptacion de la prueba es que el control de toxicidad alcance por lo menos un 35% de
remocion de carbono organico disuelto en 15 dias. Como se puede observar, esta condicion si
se cumplid, por lo que se puede afirmar que la sustancia de prueba no fue Vtéxica para los
microorganismos, al menos a la concentracion ensayada. En el control de procedimiento se
establece que debe alcanzarse al menos un 70% de remocion de carbono organico disuelto en
14 dias (Anexo A), lo cual también se cumplio. De esta manera, se pudo comprobar que el
desarrollo de la etapa experimental y la viabilidad del indculo microbiano empleado para la

realizacion de la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida eran validos.

Tabla 12. Porcentaje de remocion de carbono orginico disuelto en los controles
empleados durante la prueba OECD 301-A no modificada

Muestra/Tiempo i 7 dias ! 14 dias 21 dias 1 28 dias
~___ Control de procedimiento L 483% | T25% 744% - 81.9%
Control de toxicidad P 342% 51.6 % 61.0% i 793%

i
Control de adsorcion | 83% | 15.1% 232% | 37.0%

| Control de degradacién abitica | 0.8 % 13% | 24% | 36%

La dilucién de agua residual denominada como sustancia de prueba, asi como todos los
controles preparados (Tabla 13) tenian al inicio del experimento concentraciones de oxigeno

disuelto propias de un sistema aerobio. La concentraciéon de oxigeno disuelto presente en las
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muestras con sustancia de prueba e inodculo a lo largo del experimento fue disminuyendo
paulatinamente hasta que registrd valores por debajo de 2.0 mg O,/L (Tabla 13 y Fig. 15); por
lq que no todo el proceso de biodegradacidn se realizé con la presencia de una concentracion
adecuada de oxigeno molecular libre. Esta condicion es determinante para el crecimiento
microbiano y para el proceso de biodegradacion aerobio por lo que es razén suficiente para que
no se haya alcanzado el porcentaje de remocién de materia organica medida como carbono
organico disuelto para considerar a la sustancia de prueba como rapidamente biodegradable. La
disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto fue observada en todos los matraces
control, sélo el matraz control de degradacion abidtica permanecié bajo condiciones aerobias;
sin embargo, hay que recordar que ese matraz fue esterilizado con cloruro de mercurio y no
contenia indculo. Se comprueba por lo tanto, que la actividad metabdlica del indculo durante la
asimilacién de las sustancias organicas, provoca el agotamiento del oxigeno disuelto, y al
disminuir dicha concentracion, el proceso de biodegradacion aerobia no puede llevarse a cabo

de manera eficiente.

En la tabla 13 y figura 16, puede observarse que el valor de pH inicial se ajusté a un valor
cercano al neutro, con el fin de proporcionar un medio adecuado para los microorganismos y
favorecer su adaptacion durante la fase latente de crecimiento microbiano. Lo anterior
pretende lograr el desarrollo de comunidades microbianas con actividad enzimatica adecuada.
Cabe recordar que el medio mineral empleado en esta prueba incluye un amortiguador de
fosfatos (Anexo A). El sistema amortiguador de fosfatos (H2P04'/I{P042'), actua en el
citoplasma de todas las células y presenta su efectividad maxima a un pH proximo a su valor de
pka de 6.86; por lo tanto, tiende a resistir cambios de pH en un intervalo entre 6.4 y 7.4
unidades (Lehninger ef al., 1993). Durante todo el experimento, los valores de pH fueron
cercanos al neutro, oscilanco ligeramente entre 7.10 y 7.37 unidades, tanto para la sustancia de
prueba como para €l control de inéculo. Una probable explicacion a estos resultados es que la

capacidad amortiguadora del sistema de fosfatos no es rebasada.
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De igual manera, debido a que la velocidad de oxidacion de los sustratos disponibles fue baja,
acorde con los porcentajes de remocién de materia organica alcanzados (Tabla 11), la
produccion de didxido de carbono a partir de la respiracién microbiana debto ser baja. En
consecuencia, su disolucion en el medio acuoso no afectd excesivamente el sistema
amortiguador bicarbonato/acido carbonico, el cual es eficiente a valores de pH cercanos a 7.4
unidades y, por lo tanto, no existen las condiciones para producir altas concentraciones de
iones bicarbonato en solucion que puedan desplazar el valor de pH a valores alcalinos.
Finalmente, el pH de los controles empleados también permanecio en el intervalo cercano a la
neutralidad, hecho que refuerza la explicaciéon de! comportamiento del pH con base en una
menor produccion de dioxido de carbono, como resultado de la menor velocidad de oxidacion
de los sustratos disponibles. La temperatura se mantuvo constante en 22°C, tal como lo marca
la prueba OECD 301-A (OECD, 1992) debido a que las muestras se mantuvieron en la

incubadora.

La determinacién de solidos totales en sus tres modalidades (Tabla 13 y Fig. 7) permitio
detectar la conversion de materia organica a biomasa relacionado con el aumento de los solidos
totales volatiles al evaluar este parametro a los 7 dias de experimento. Este incremento también
estuvo relacionado con el incremento en la cuenta de mesofilos aerobios y de todos los grupos
bacterianos troficamente activos evaluados. A partir del dia 14 y hasta el final del periodo
experimental evaluado, la concentracion de séhdos totales totales fue disminuyendo poco a
poco. Al analizar los resuitados, es posible apreciar que la concentracion de sélidos totales
volatiles es la que disminuye, mientras que los solidos totales fijos presentaron una tendencia a
permanecer casi constantes, (esto permite suponer que hubo una proporcién de materia
orgéanica disuelta, que fue mineralizada hasta dioxido de carbono no cuantificado). El diéxido
de carbono puede solubilizarse en medio acuoso y contribuye con el sistema amortiguador
bicarbonato/acido carbonico a mantener el pH de la solucién en valores cercanos a la
neutralidad. Por otra parte, no existid6 aporte adicional de nutrimentos, por lo que ellos se
convierten en un factor limitante. Es posible suponer, con base en estos datos, que se presentd

la llamada fase de crecimiento endodgeno. En ella, los microorganismos son forzados a
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metabolizar su propio protoplasma sin que exista reemplazo alguno; porque la concentracion de
nutrimentos disponible es minima, ello ocasiona una disminucién neta de la biomasa
microbiana. Durante esta fase, frecuentemente ocurre el fendmeno de lisis celular, durante la
cual los microorganismos se disgregan y los nutrimentos contenidos en la célula, pueden
difundirse para suministrar alimento a los microorganismos sobrevivientes, es decir, no se
incorporan al medio como biomasa microbiana propiamente dicha. Este fenémeno es conocido

como crecimiento criptico (Metcalf y Eddy, 1991).

0 i T 1 b

0 7 14 21 - 28
Tiempo (dias)
——STT (mg/L) —&— STV (mg/L) —a&— STF (mg/L)
—3—S5T (mg/L) —o— S8V (mg/L) —e— SSF (mg/L)

Figura 7. Perfil de comportamiento de los s6lidos totales y suspendidos presentes en las
muestras sometidas a la prueba OECD 301-A no modificada

En el caso de los matraces de control de indculo (Tabla 13), la evaluacion de solidos totales
permitio observar el descenso en las concentraciones de éstos en sus tres modalidades. Lo
anterior puede explicarse en funcién del metabolismo endogeno ocurrido. Adicionalmente, el
comportamiento de los solidos en los matraces de control empleados, solo pudo ser seguido al
inicio y al final de la pruebas; sin embargo al analizar los resultados de los dos puntos
muestreados, se aprecia que la tendencia fue la misma que la observada en las botellas con

sustancia de prueba. Es decir que los solidos totales totales disminuyeron al igual que los
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solidos totales volatiles. Los solidos totales fijos también disminuyeron ligeramente, pero su
valor fue muy similar al obtenido en las muestras evaluadas durante los tiempos de muestreo
preestablecidos. Por tal motivo, se supone que debieron presentar una tendencia a la

acumulacion durante el desarrollo de la etapa experimental.

La determinacion de solidos suspendidos en sus tres modalidades (Tabla 13 y Fig. 7) denota un
incremento en los solidos suspendidos totales al séptimo dia del periodo experimental. En este
punto, la concentracién de solidos suspendidos volatiles es muy baja, con respecto a los solidos
suspendidos fijos. Este comportamiento puede ser explicado, si se considera que en ese punto
es donde se registra mayor produccion de biomasa y gran parte de las moléculas organicas en
solucion son sujetas de ser asimiladas por los microorganismos para la sintesis celular o de
biomasa. Posteriormente, se registré un descenso significativo en la concentracion de sélidos
suspendidos totales y un ligero aumento en la concentracion solidos suspendidos volétiles, lo
cual podria ser resultado del metabolismo endégeno, durante el que existe una resuspension de
material celular. Sin embargo, tal y como puede apreciarse en la tabla 13, no se registra un
comportamiento homogéneo en los valores obtenidos, por lo que se puede inferir que este
parametro no fue el adecuado para la evaluacién de una muestra con concentraciones tan bajas
de materia organica e inorganica. Asimismo, es importante destacar la presencia de sedimento o
floculos en el fondo de las botellas, al momento de sacarlas de la incubadora y dejarlas en
reposo mientras se tomaban las muestras para realizar los analisis fisicoguimicos, ello debido a
que la homogenizacion de la muestra pudo haber influido en la confiabilidad de los resultados

obtenidos.

Por otra parte, la cuantificacion de ortofosfatos, en la fraccion disuelta de las muestras, (Tabla
13), permite apreciar que disminuye apreciablemente durante las tres primeras semanas de
experimentacion, volviéndose eventualmente un factor limitante. Este comportamiento es
explicable debido a que el fosforo es indispensable para la sintesis de ATP y 4cidos nucleicos
(Metcalf y Eddy, 1991), de las bacterias presentes en el medio para lo cual biodegradan la

materia organica disuelta. Sin embargo, al vigésimo octavo dia se observd un incremento
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importante de la concentracion de ortofosfatos. Lo anterior es entendible, por lo menos de
manera parcial, en el contexto de los ciclos biogeoquimicos; dado que cuando un organismo
muere, las moléculas que contienen fosforo son liberadas por los descomponedores e
incorporadas a su biomasa o bien, son mineralizadas. Cuando esto ultimo ocurre, los fosfatos
solubles son reincorporados a la cadena alimentaria como biomasa de nuevos organismos. Si
ello no ocurre, durante la minerahzacion, el fosforo puede salir del sistema como fosfatos
insolubles (Boyd, 1984). Considerando que se trabajé con un sistema cerrado a nivel
laboratonio, los fosfatos liberados no tienen por donde salir del sistema y/o no existen las
condiciones fisicoquimicas o microbiologicas para la inmovilizacion del fosfato soluble a
fosforo inorganico, lo que repercute en el aumento de concentracion antes citado. En el caso de
los matraces con control del indculo, dicho incremento se registrd desde el vigésimo primer dia
de monitoreo, esto como resultado de la imposibilidad de sintesis apreciable de biomasa, pues
no existian sustratos disponibles. Como consecuencia de lo expuesto anteriormente, se infiere la
existencia de una fase de metabolismo endogeno y, posterior a la misma, la muerte de los
microorganismos; lo que a su vez provocod que los fosfatos quedaran libres en solucion a partir

del dia 21 de incubacion.

Para finalizar con la discusion del comportamiento de los parametros fisicoquimicos evaluados,
la determinacion de nitrégeno total, en la fraccion disuelta de las muestras (Tabla 13), demostro
un pequeifioc pero constante aumento de concentracion durante los 28 dias de etapa
experimental. Este incremento pudo deberse a la degradacion de compuestos nitrogenados
presentes en el agua residual y/o a la liberacién de compuestos nitrogenados de la biomasa
microbiana, como resultado de la fase de metabolismo endégeno y lisis celular. Dado que el
nitroégeno es un nutrimento, los microorganismos responsables del proceso de biodegradacion
lo incorporan parcialmente a su biomasa, liberando una fraccion en forma de amoniaco.
Posteriormente, una porcion de éste regresa al agua debido a la muerte y lisis de las células
(Metcalf y Eddy, 1991). En ambientes acuaticos, la mayoria del nitrogeno se encuentra en
forma de aminoacidos. Estos pueden ser incorporados directamente a la biomasa microbiana o

pueden ser mineralizados con la liberacion de iones amonio y formacién de amoniaco en
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solucién. Las reacciones de mineralizacion dejan el nitrogeno disponible para que otros
microorganismos lo usen y el nitrogeno amoniacal puede ser incorporado a biomoléculas o
servir como fuente de energia para los microorganismos autotrofos (Boyd, 1984; Tartora ef al,,
1992). Sin embargo, pueden no existir las condiciones fisicoquimicas y/o microbiologicas, para
continuar de manera adecuada el ciclo del nitrogeno en algin punto determinado, lo que podria

dar como resultado final la acumulacién de algin metabolito secundario.

Con respecto al analisis bacteriologico efectuado, la cuenta en placa a 24 y 48 horas de
incubacién a 35°C mostré el aumento numérico de las bacterias mesofilas aerobias entre los
dias cero y séptimo (Tabla 14 y Fig. 8), periodo durante el cual se obtuvo un porcentaje de
remocion total de 28.1% (equivalente al 41.5% del total de remocion de carbono organico
disuelto logrado en los 28 dias de monitoreo de la prueba). Las bacterias con actividad
proteolitica, sacarolitica, amilolitica y celulolitica se presentaron tréficamente activas durante
todo el proceso de biodegradacion estudiado. Esto se corrobora al analizar las curvas de
crecimiento microbiano (Fig. 8), debido a que se observa el aumento de todos los grupos
bacterianos durante el lapso de mayor remocion de materia organica disuelta, sintesis de
biomasa y disminucion de la concentracion de oxigeno disuelto. La disminucion cuantitativa de
las mismas pudo ser consecuencia del agotamiento tanto de los sustratos disponibles como del

oxigeno molecular disuelto, indispensable para un proceso de biodegradacién aerobia.

Es importante destacar que no se observo el comportamiento tipico de una curva de
crecimiento microbiano. De acuerdo con la figura 8, no se detecta la fase lag o de adaptacion,
la fase log no es muy clara y no se observa una fase estacionaria. El punto de maximo
crecimiento microbiano fue a los 7 dias de etapa experimental y, posteriormente, la curva refleja
la etapa de muerte o decaimiento. Es recomendable para apreciar de manera adecuada la
evolucion del crecimiento incluir tiempos de muestreo intermedios, principalmente en los

primeros siete dias de la prueba en los cuales el crecimiento microbiano es mas rapido.
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A 24 horas de incubacion, se observa que no se han desarrollado el total de colonias sobre la
superficie del medio, con respecto a las cuantificadas después de 48 horas de cultivo (Tabla 14)

Por tal motivo los porcentajes que se mencionan posteriormente, corresponde al maximo de

colonias bacterianas cuantificadas en ese tiempo.

1.00E+08

1L.0OE+H)7

1LO0EH6

1LOOEH)5

UFC/mL de muestra

LOOE+O4 ~

Tiempo (dias)

—&— Mesdéfilas acrobias —a— Progcol,it_icas
—&— Sacaroliticas —&— Amiloliticas

--0— Celuloliticas

Figura 8. Perfiles de la cuenta total y de grupos bacterianos tréficamente activos
después de 48 horas de incubacién, para muestras sometidas a la prueba OECD 301-A
no modificada

Al analizar los resultados obtenidos de la cuenta en placa durante los 28 dias de etapa

experimental (Fig. 9), se observa que:

o Las bacterias mesofilas aerobias se desarrollaron considerablemente. Si se supone de manera
arbitraria que representan al 100% de la poblacion. |

¢ Las bacterias con actividad proteolitica, representan el 30.8 % de la poblacion total

o El 25.2 %, son bacterias con actividad amilolitica

¢ Las bacterias con actividad sacarolitica, constituyen un 15.2 % de la poblacion

e El9.3 %, corresponde a bacterias celuloliticas

e El 19.5% restante, no corresponde a ninguno de los grupos troficos antes mencionados
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Otros
g;:;l:: ’ Proteoliticas
31%
Celuloliticas
9%
Amiloliticas Sacaroliticas
25% 15%

Figura 9. Porcentajes relativos de los grupos troficos bacterianos después 48 horas de
incubacion, procedentes de muestras sometidas a la prueba OECD 301-A no modificada

Las caracteristicas de las colonias y la morfologia microscopica de las bacterias desarrolladas en
cada uno de los medios utilizados (Tabla 15) revelan el crecimiento de diferentes especies. La
forma, textura y color desarrollados dependieron de la composicion del medio de cultivo y de

las condiciones de incubacion empleadas.

Finalmente, como parte complementaria del analisis bacteriologico, se llevé a cabo la
identificacion de las colonias bacterianas descritas en la tabla 15. Por lo tanto, se utilizaron
pruebas bioquimicas que ponen de manifiesto ciertas actividades metabolicas bacterianas. En el
caso de las colonias Gram positivas, se detect6 la presencia de bacilos esporulados Gram
positivos; de manera que fueron catalogados como representantes del género Bacillus, debido a
que se requiere un gran numero de pruebas bioquimicas para poder identificar claramente la
especie. Con respecto a las colonias Gram negativas, después de realizar las pruebas
bioquimicas enumeradas en Ja tabla 16, asi como de integrar otras observaciones realizadas
como su lento crecimiento en agar Mac Conkey se concluyé que las colonias bacterianas
tipificadas correspondian a Acinetobacter calcoaceticus. Como puede observarse, la prueba de
reduccion de nitritos permiti¢ distinguir entre las dos variedades presentes A. calcoaceticus var
anitricans 'y var hwoffii. En capitulos posteriores se hace una breve revision de las

caracteristicas generales de estos microorganismos.
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Tabla 15, Caracteristicas morfologicas macroscopicas y microscopicas de las colonias
bacterianas presentes en muestras provenientes de la prueba OECD 301-A no

modificada
Colonias Morl'ol-(;éia mac;)scépica cn el medio ‘ Morfologia i Nombre
seleccionadas por del que fueroen aisladas | microscopica

su actividad: i i
Mesofilas acrobias | Colonias pequefias, beige, convexas, i Cocobacilos '  Acinetobacter

icremosas, brillantes, de borde entero V' Gram - | calcoaceticus var

con tendencia a extenderse . anitricans y var
o _ P . - - . Iwoffii
Meséfilas acrobias | Colonias beige, brillantes, butirosas, i Bacilos Gram | | Bacillus spp

amiboides, ligeramente clevadas y clc‘+esp0mladosl
bordcs cnteros, con tendencia a

L ___iextenderse I S S
Proteolitica Colonias pcqucfias belgc convexas . Cocobacilos | Acinetobacter
i cremosas, brillantes. de borde ondulado. Gram - | calcoaceticus var
o iycon tendencia a extenderse i '!woﬁ?:'
Amilolitica i Colonias amarillo claro, circulares, iBacilos Gram i Bacillus spp
: grandcs, convexas, ligeramenic | + csporulados |

rugosas, dc bordes enteros, cremosas y | ' i
con tendencia 2 extenderse : i

Sacarolitica Colonias beige, pequefias, de bordes Cocobacilos |  Acinetobacter
{irrcgulares, cremosas, convexas y‘ Gram - : calcoaceticus var
o ! brillantes : ; anitricans
Sacarolitica Colonias beige, grandes, extendidas, de Bacilos Gram Bacillus spp

borde entcro, opacas, planas y cremosas | + esporulados |

Tabla 16. Resultados de las pruebas bioquimicas empleadas para la identificacion de
colonias Gram negativas presentes en muestras provenientes de la prueba OECD 301-A
no modificada

Colonias i Utilizacién : TSt | Fenilalanina i  Lisina | Ornitina
seleccionadas por | de citrato ’ ;‘ desaminasa | descarboxilasa | descarboxilasa
su actividad i R S R N
Mesdfilas aerobias | Negativo | Negativo * Negatwo !  Nepgativo | Nepativo
Protoolitica | Negativo | Negativo l_ Negativo Negativo Negativo
___Sacarolitica . Negativo | Negativo} Negativo :  Negativo Negativo
Colonias scleccionadas por su SIM i Leche tornasol | RM/VP - Reduccidon de
. actividad - P , '_,“ e . . nmitrates
Mesofilas acrobias i Negativo | Neg,anvn i Negativo Negativo | Positivo
Proteolitica Negativo | Negativo f Negativo ' Positivo
Sacarolitica + Negativo | Negativo ! Negativo Negativo
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En el siguiente inciso se presenta el analisis y discusion de resultados correspondiente a la
prueba de biodegradabilidad aerobia rapida OECD 301-A modificada empleando el

respirometro automatico VOITH-Sapromat B-12.

6.2. PRUEBA DE BIODEGRADABILIDAD AEROBIA OECD 301-A MODIFICADA

De acuerdo con los resultados obtenidos, el agua residual en estudio puede ser considerada
como rapidamente biodegradable bajo los criterios de la prueba de biodegradabilidad aerobia
rapida OECD 301-A (OECD, 1992) y las condiciones experimentales fijadas para este caso en
particular, debido a que se alcanzé un 89.5% de remocion de materia organica (medida como
carbono organico disuelto) en el transcurso de 28 dias. Es importante sefialar que desde el dia
7, ya se habia logrado un un 88.9% de remocién de carbono organico disuelto. Es decir,
sobrepasé en tan solo una cuarta parte del periodo experimental previsto el porcentaje de
remocion establecido en la prueba por lo que puede considerarse como rapidamente

biodegradable (Tabla 17).

Tabla 17. Porcentaje de remocién de carbono organico disuelto (COD) en el agua
residual sometida a la prueba OECD 301-A modificada

?Ticmpo Porcentaje de remocién
Wiay | deCOD(%) .
% 7 88.9
';_.,L‘!. i _ 89.2
P21 805

28 89.5

Por otra parte, al evaluar el porcentaje de remocion de carbono organico disuelto alcanzado
después de 28 dias, en los cuatro matraces control empleados (Tabla 18), se constata el

cumplimiento de las condiciones propuestas por la prueba OECD 301-A (Anexo A).

Uno de los criterios de validez requerido para la aceptacion de la prueba, es que en el matraz de

control de procedimiento debe alcanzarse al menos un 70% de remocion de carbono organico
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disuelto en 14 dias de acuerdo con la condicion estipulada en este tipo de prueba (Anexo A).
En la tabla 18 es posible apreciar que este criterio fue cumplido. De esta manera, se puede
constatar que el desarrollo de 1a etapa experimental y la calidad del inoculo microbiano, eran
adecuados para la realizacion de la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida practicada. Sin
embargo, también puede observarse que el matraz control de toxicidad registré un porcentaje
de remocion de carbono organico disuelto de solo 66.0%; lo que podria interpretarse como un
efecto toxico de la concentracion de sustancia de prueba sobre la poblacion microbiana. Estos
resultados se discuten con mayor profundidad en el analisis comparativo entre los

procedimientos evaluados.

Tabla 18. Porcentaje de remocion de carbono organico disuelto (COD) alcanzado a los 28
dias de etapa experimental, en los matraces control empleados durante la prueba OECD
301-A modificada

Muestra : Porcentaje de remocién
L P de COD (%)
Control de procedimiente 1 89.6 %
Control de toxicidad | 66.0 %
_ Control de adsorcién ; 36.0%
Control de degradacién abidtica | 3.9% |

Por otra parte, la temperatura se mantuvo constante en 22°C, tal como lo marca la prueba
OECD 301-A (OECD, 1992) debido a que las muestras se mantienen en un bafio de agua

controlado.

Enlia Tabla 19 y Fig. 16 puede observarse que el valor de pH inicial estaba en un valor cercano
al neutro, con el fin de proporcionar un medio adecuado para los microorganismos y favorecer
su adaptacion durante la fase latente de crecimiento microbiano. Con lo anterior se pretende
lograr el desarrollo de comunidades microbianas con actividad enzimatica adecuada, que
puedan degradar los sustratos disponibles. Cabe recordar que en el inciso correspondiente al
analisis y discusién de la prueba OECD 301-A no modificada se puntualizo acerca de la

importancia de los sistemas amortiguadores de pH.
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ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA OECD 301-A RESULTADOS, ANALISIS
Y DISCUSION

Durante toda la etapa experimental los valores de pH tanto en los matraces con sustancia de
prueba como en los matraces control del indculo presentaron una tendencia hacia la
alcalinmizacion (Tabla 19 y Fig. 16). Una probable explicacion a este comportamiento podria ser
que el respirémetro VOITH-Sapromat B-12, funciona por medio de ligeros cambios de presion
dentro del matraz que contiene la muestra, por lo tanto, la alcalinizacion del pH puede deberse
a la saturacidn del carbonato de calcio utilizado como absorbente para captar el didxido de
carbono producido a partir de la respiracion bacteriana; esta saturacion se traduce en una caida
de presion dentro de los matraces y por lo tanto, mayor sumimstro de oxigeno. En
consecuencia, el dioxido de carbono presente sufre un incremento en su presion parcial dentro
del sistema y, a efecto de mantener el equilibrio se disuelve mayor cantidad de didoxido de
carbono en el medio acuoso para dar lugar a la formacion de acido carbonico. Al aumentar la
concentracion de didxido de carbono disuelto, aumenta la disociacion de acido carbonico en
bicarbonato y iones hidrogeno. Llega un momento en que, la capacidad amortiguadora de los
fosfatos, asi como del par tonico bicarbonato/acido carbdnico que forma parte de otro sistema
amortiguador eficiente a valores de pH cercanos a 7.4, es rebasada (Lehninger er al., 1993),
por lo que la concentracion de 1ones bicarbonato en solucion aumenta y el pH del medio se

basifica.

Asimismo, es oportuno sefialar que existen iones bicarbonato en la muestra inicial, ya que este
compuesto es empleado para la estabilizacion del reactor anaerobio de donde se obtuvo la
muestra para la realizacion de esta etapa experimental. Con respecto al comportamiento de los
matraces control, el pH después de 28 dias de etapa experimental, también presentd tendencia
hacia la alcalinizacion, (inclusive el matraz control de degradacion abidtica), hecho que refuerza
la explicacion de este fenémeno basada en la produccion de diéxido de carbono que culmina
con el desplazamiento del sistema amortiguador bicarbonato/acido carbénico. Este parametro
fisicoquimico es determinante tanto para la biodegradabilidad de una sustancia, como para el
crecimiento microbiano. A continuacion se presenta un diagrama que esquematiza la

explicacion dada para el comportamiento del pH (Fig. 10).
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Fase gaseosa Fase acuosa (solucion contenida en el matraz)
(espacio libre)

H-.0
CO:(g) CO:(d) H.CO; H+ HCOy aumenta [HCO]
k=0.037M a k= 4.3x107 k= 5.6x10"""
25°C y 0.1 atm
H.,0 por lo tanto I pH

Figura 10. Representacion esquemitica del comportamiento del pH con respecto al
sistema amortiguador bicarbonato/Acido carbénico durante la aplicacién de la prueba
OECD 301-A modificada

La dilucién de agua residual denominada como sustancia de prueba, asi como todos los
controles preparados (Tabla 19) tenian al inicio del experimento concentraciones de oxigeno -
disuelto apropiadas para permitir la biodegradacion en condiciones aerobias. La concentracion
de oxigeno disuelto presente en las muestras con sustancia de prueba y control del inoculo se
mantuvo por encima de 6.0 mgO/L durante todos la etapa experimental (Tabla 19 y Fig. 15).
Lo anterior fue factible debido a que el respirdmetro VOITH-Sapromat B-12, suministra
oxigeno de manera continua y acorde con el requerimiento de cada muestra, por lo que al
iniciar y al finalizar el proceso de biodegradacion, todos los sustratos biodegradables lo hicieron
bajo condiciones agrobias. Sin embargo, es oportuno recordar que el carbonato de calcio
contenido dentro del matraz de reaccidn se sacod mojado desde el primer punto de muestreo (7
dias); lo que permite explicar el registro de consumo de oxigeno en los matraces de control de
adsorcién y control de degradacion abidtica. Dicho consumo no debio de haber ocurrido, dado
que fueron esterilizados por adicion de cloruro de mercurio e incluso, el matraz control de
degradacion abiética no incluyo inbéculo en su composicién. Sin embargo, se pudieron ajustar
los valores de consumo de oxigeno obtenidos en este experimento, mediante la resta de los

valores de consumo de oxigeno registrados en el matraz control de la etapa experimental previa
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(Capitulo 4 y Anexo C, Tabla 24). De esta manera se obtuvo el consumo de oxigeno absoluto

a lo largo del periodo de biodegradacién estudiado.

Adicionalmente, con relacion al consumo de oxigeno, se observo que durante el tercer y cuarto
tiempos de muestreo (21 y 28 dias), los matraces con control de indculo consumieron mas
oxigeno que los matraces con sustancia de prueba (Anexo C, Tabla 25). Al respecto, puede
considerarse que el 89.5% de remocion de carbono organico disuelto, alcanzado después de 28
dias de etapa experimental, es el valor maximo de biodegradabilidad que puede obtenerse para
este tipo de agua residual y que por ello, no se registro consumo extra de oxigeno después de

los primeros 21 dias de etapa experimental.

Al procesar los datos presentados en la tabla 20, se obtiene la siguiente informacion:
Velocidad de consumo oxigeno dias 1-16: 5.47 mg O2/L dia
Datos de regresion lineal: A=24.1, B= 5.47, = 09315, r*=0.8676

donde: A= ordenada al origen, B = pendiente de la recta y 1 = coeficiente de regresién lincal

Es importante destacar que, en este Caso, si se registro una dispersion considerable de los
valores de consumo de oxigeno, lo cual se refleja en los valores de la desviacion estandar de los
mismos. Como puede apreciarse, éstas estuvieron por encima del 10%, lo que es un valor alto.
Esto puede hallar una explicacion si se destaca que, de acuerdo con la tabla 25 incluida en el
Anexo C de este trabajo, se observo que hubo un matraz con sustancia de prueba que consumio
menos cantidad de oxigeno con respecto a los demas matraces con composicion similar.
Adicionalmente, los valores de la desviacion estandar fueron calculados con sélo n= 4 datos; el
valor de n disminuyd a Jo largo del periodo experimental. De acuerdo con lo expuesto
anteriormente, es recomendable realizar mas ensayos con concentraciones de materia organica
similares a efecto de conocer con exactitud la confiabilidad de los datos de consumo de oxigeno

a partir de concentraciones muy bajas.
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Tabla 20. Relacion de valores de consumo de oxigeno promedio acumulado (mg/L) y tasa
de consumo de oxigeno (TCO) por dia de muestras sometidas a la prueba OECD 301-A

modificada
Tiempo « CO promedio @+ TCO | Tiempo | CO promedio | TCO N
_(dias) - (mg/L) - (mg/Ld):_(dias) ' (mg/l) ' (mg/Ld)
o ! 0 N ) 2 .
1 17 + 3 17 ¢ 12 7 90+l 3
2 30+6 13 13 9t#ll 1
3 42+9 ‘ i2 14 . 92+12 |
4 S4+4 12 15 . 99%6 - 7
5. . _62x6 8 16 . 100+6 1
6 2+9 10 17 100+6 . 0
7712 6 18 [ 101x6 1
8 . 1xl6 . O LA 101+ 0
9 80+18 | 2 i 20 102 + 8 l
10 | 8+17 3 ! 2] 102 + 8 0

Nota 1: Debido a que se retiré un matraz en cada tiempo de muestreo preestablecido para ¢l andlisis de
parametros fisicoquimicos y microbiologicos, el valor de n para calcular el consumo de oxigeno (CO) promedio,
asi como su desviacidn estindar, disminuye conforme transcurre el tiempo de evaluacién

Nota 2: La tabla comprende valores hasta el dia 21 de etapa cxperimental, debido a que a partir de este punto es
dénde ya no sc registra consumo de oxigeno de acuerdo con los valores ajustados con ¢l consumo de oxigeno del
agua destilada

El comportamiento de la tasa de consumo de oxigeno (TCO) promedio por dia se muestra en la
tabla 20 y figura 11. Como se puede observar, durante los cuatro primeros dias de incubacion
se registraron los valores de TCO mas altos, este consumo puede relacionarse con la existencia
de un mayor numero de bacterias heterdtrofas, las cuales requieren a su vez consumir mas
oxigeno para realizar la degradacion de la materia organica disuelta de tipo carbonoso. Debe
recordarse que el porcentaje de remocién de carbono organico disuelto al séptimo dia de etapa
experimental fue de 88.9% y que, posteriormente este valor casi no suffio incremento. A partir
del séptimo dia y hasta el dia 21 hubo muy poco consumo de oxigeno. Finalmente, a partir de
este punto ya no se registré consumo de oxigeno de acuerdo con los datos ajustados mediante
la resta de los valores de consumo de oxigeno de una muestra con unicamente agua destilada.

En la figura 11 no se observa un comportamiento homogéneo de la tasa de consumo de
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oxigeno promedio; esto pudo deberse a que solo se dispuso de 4 matraces con sustancia para

realizar este calculo.

mg /L de oxigeno consumido
e

0 &——————— et ———— ;
= o~ -+ - - -] <= [ -+ -] B i o~ - = o0
y— ey — - — (&) ~ ~ Lo ] o3
Tiempo /dias)

[-—0— Tasa de consume de oxigeno ]

Figura 11. Perfil de comportamiento de la tasa de consumo de oxigeno promedio (TCO)
por dia de las muestras sometidas a la prueba OECD 301-A modificada

Pasando a otro aspecto, la determinacion de sélidos totales, en sus tres modalidades (Tabla 19
y Fig. 12) permitid detectar la conversion de materia organica a biomasa, en relacion con el
aumento de los solidos totales volatiles al evaluar este parametro en el primer tiempo de
muestreo (séptimo dia de arranque de la prueba). A partir del décimocuarto dia y hasta concluir
la etapa experimental, la concentracion de solidos totales totales disminuy6 paulatinamente. Al
analizar los resultados, se observa que la concentracion de solidos totales volatiles es la que
disminuye considerablemente, mientras que la concentracion de solidos totales fijos se mantuvo
relativamente constante. Estos resultados hacen suponer que una proporcion de materia
organica disuelta fue completamente mineralizada hasta dioxido de carbono no cuantificado. En
parrafos anteriores ya se discutio acerca del papel del dioxido de carbono en el comportamiento
del pH, asi como del efecto que éste ejerce sobre los valores de consumo de oxigeno
registrados por el respirémetro automatico, cuando la mayor parte de la materia organica

disuelta ha sido biodegradada por los microorganismos presentes.
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De igual manera, en el inciso dedicado al analisis y discusion de la prueba de biodegradabilidad
aerobia rapida OECD 301-A no modificada, se abundo sobre la fase de metabolismo endégeno
y su posible influencia sobre los resultados obtenidos a partir del seguimiento de las diferentes

medalidades de séhidos.

1400 e e e
1200 :
1000

2 800

E 600
400

200
0+ ; v ¥ .
0 7 14 21 28

Tiempo (dias)

¢TSTT (mgll)  —®—STV (mg/l) _ —o— STF (mg/L)
——SST (mg/L) —8—SSV (mg/L) —O— SSF (mg/L)

Figura 12. Perfil de comportamiento de los solidos totales y suspendidos presentes en las
muestras sometidas a la prueba OECD 301-A modificada

En el caso de los matraces control de indculo (Tabla 19), la evaluacion de sélidos totales
permitié observar el descenso de las concentraciones de éstos en sus tres modalidades, debido
probablemente, al metabolismo endogeno y posterior lisis celular. EI comportamiento de los
solidos de los matraces control empleados solo fue evaluado al inicio y al final de la pruebas;
ello debido a que no es aconsejable retirar matraces y volverlos a conectar al respirometro. De
cualquier manera, al analizar los valores disponibles es posible apreciar que se registré una
tendencia similar a la observada en los matraces con sustancia de prueba, es decir, los diferentes

tipos de solidos evaluados disminuyeron.
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La determinacion de solidos suspendidos en sus tres modalidades (Tabla 19 y Fig. 12) presento
la misma tendencia de incremento de valores al séptimo dia del periodo experimental.
Posteriormente, se registrd un descenso significativo en la concentraciéon de solidos
suspendidos totales y sdlidos suspendidos volatiles, sin embargo, tal y como puede apreciarse
en la tabla 19, no se registra el comportamiento esperado en la concentracion de solidos
suspendidos, por lo que se puede inferir que este parametro no resulta adecuado para la
evaluacion de una muestra con concentraciones tan bajas de materia organica € inorganmica. Al
igual que en el caso de la prueba OECD 301-A no modificada; se observo la presencia de
floculos blanquecinos después de retirar los matraces del respirémetro, al momento de intentar
tomar las muestras para la determinacién de parametros fisicoquimicos. Por ello es posible
pensar, que probablemente la homogeneidad de la muestra no fue la adecuada, para la

valoracion de solidos suspendidos

Para finalizar con la discusion del comportamiento los parametros fisicoquimicos evaluados, se
discute con respecto al comportamiento de los ortofosfatos y nitrogeno total en la fraccion
disuelta de las muestras (Tabla 19). Como se puede apreciar, estos dos parametros presentaron
una tendencia similar a la observada en las muestras procedentes de la aplicaciéon de la prueba
OECD 301-A no modificada. En su oportunidad, ya se profundizd en la discusion de los
resultados y ésta seria similar para los resultados obtenidos con las muestras sometidas a la

prueba OECD 301-A modificada empleando un respirébmetro automatico.

Pasando a los aspectos microbiologicos, el comportamiento en el desarrollo de los diferentes
grupos troficos bacterianos a 24 y 48 horas de cultivo a 35°C (Tabla 21). Enella observa que a
las 24 horas de incubacion, son menos las bacterias que se han desarrollado sobre la superficie
del medio, mientras que a 48 horas de incubacion, existe un aumento significativo en la
cantidad de colonias bacterianas desarrolladas. A continuacion se presentan las curvas de
crecimiento microbiano obtenidas de la cuenta en placa después de 48 horas de incubacion (Fig.

13), durante el proceso de biodegradacion de 28 dias.
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Figura 13, Perfiles de la cuenta total y de grupos bacterianos tréficamente activos
después de 48 horas de incubacién para muestras sometidas a la prueba OECD 301-A
modificada
Retomando el punto anterior, las bacterias proteoliticas, sacaroliticas, amiloliticas y celuloliticas
se presentaron troficamente activas durante todo el proceso de biodegradacion monitoreado, ya
que su cantidad se increment6 al inicio del experimento y continuaron detectandose hasta el
altimo tiempo de muestreo (Tabla 21 y Fig. 13). La cuenta en placa de los grupos bacterianos
troficamente activos mostro el aumento en la abundancia de bacterias mesofilas aerobias entre
los dias cero y séptimo. Cabe recordar queAdurante este lapso se obtuvo un porcentaje de
remocion total de carbono organico disuelto de 88.9% (equivalente al 99.3% de remocion de
carbono organico disuelto alcanzado después de transcurrir 28 dias de etapa experimental).
Asimismo, esta etapa se caracteriza por registrar los valores mas alto de consumo de oxigeno
en todos los matraces. La disminucion cuantitativa en la abundancia bacteriana, se presenta
como resultado del agotamiento de los sustratos disponibles, al mismo tiempo que el porcentaje
de remacion de materia organica disuelta permanece practicamente constante y se registra muy

poco consumo de oxigeno.
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Analizando los resultados obtenidos de la cuenta de bacterias y suponiendo arbitraniamente que
las mesofilas aerobias constituyen el 100% de la poblacién, se observa que el 33.4% son
bacterias con actividad proteolitica; el 15.2% corresponde a bacterias con actividad amilolitica,
el 5.1% esta constituido por bacterias con actividad sacarolitica y el 7.0% corresponde a
bacterias que pueden degradar el polisacarido celulosa. Lo anterior puede verse graficamente

en la figura 14.

Proteoliticas
Otros 33%
grupos
40% DO -

L. Sacaroliticas
Celuloliticas Amiloliticas  go,,

7% 15%

Figura 14. Porcentajes relativos de los grupos tréficos bacterianos después de 48 horas
de incubacion, procedentes de la prueba OECD 301-A modificada

De igual manera, es importante hacer notar que en este caso tampoco fue posible observar en la
figura 13, el comportamiento clasico de una curva de crecimiento microbiano. Como se sefialo
en su oportunidad, se recomienda incluir tiempos de muestreo intermedios para apreciar dicho

comportamiento de manera mas exacta.

Las caracteristicas coloniales y la morfologia microscopica de las bacterias desarrolladas en
cada uno de los medios utilizados (Tabla 22) revelan el crecimiento de diferentes especies. Su
forma, textura y color son caracteristicos; estan en funcion de la composicion del medio de

cultivo y de las condiciones de incubacién empleadas.
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Tabla 22, Caracteristicas morfologicas macroscépicas y microscopicas de las colonias
desarrolladas obtenidos mediante la aplicacion de la prueba OECD 301-A modificada

Colonias
seleccionadas por
_Su actividad:
Mesdfilas aerobias

i Colonias bcig-c,' t_)rillantcs,.b_utir(;éas;

Meorfologia macroscapica en el
medio de! que fucron aisladas

amiboides, ligeramente clevadas y !
de bordes cnteros, con tendencia ai

Morfologia

Cocobacilos
Gram -

¢ microscépica |

Nombre

Acinetobacter

calcoaceticus var
anitricans y var

]
; entero, opacas, planas y cremosas

Pt csporulados

| extenderse j Iwolfii
Meséfilas aerobias { Colonias planas, rizoides, opacas,; Bacilos Gram Bacillus spp
secas, membranosas, extendidas, de| + esporulados |
borde crenado e irregular, color!
L ibelge b
Proteolitica ! Colonias pequeiias, beige, convexas, | Cocobacilos | Acinetobacter
icremosas, brillantes, de  borde Gram - i calcoaceticus var
Eondulado y con tendencia a hwolfii
___jextenderse 5
Amilolitica Colonias amarillo claro, circulares,{ Bacilos Gram i Bacillus spp
grandes, convexas, lisas, dc bordes | + esporulados
enteros, cremosas y con tendencia a | i
extenderse | i
Sacarolitica | Colonias beige, pequeifias, de bordes | Cocobacilos i Acinetobacter
Eirrcgularcs_. CTCINOSAS, CONvexas v ! Gram - i calcoaceticus var
! brillantes ; | anitricans y var
e . wofi
Sacarolitica Colonias beige, extendidas, de borde | Bacilos Gram 1 Bacillus spp
}

Entre las especies de bacterias identificada mediante la observacién de caracteristicas

macroscopicas, morfologia microscopica y pruebas bioquimicas (Tablas 22 y 23) se

encontraron Bacillus spp y Acinetobacter calcoaceticus var anitricans y var woffii. En el caso

de las colonias Gram positivas la identificacion fue realizada inicamente hasta género, ya que

se requiere un gran nimero de pruebas bioquimicas para poder identificar la especie. En el caso

de las colonias Gram negativas, la prueba de reduccion de nitratos fue la que permitio distinguir

las variedades de Acinetobacter calcoaceticus presentes. En el siguiente inciso se discutira de

manera mas amplia, la presencia de estas especies bacterianas en aguas residuales.
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Tabla 23. Resultados de las pruebas bioquimicas empleadas para la identificacién de
colonias Gram negativas presentes en las muestras sometidas a la prueba OECD 301-A

modificada
E Colonias ! Utilizacién F 'I?§I Fenilalanina | Ornitina i Lisina
seleccionadas por su | de citrato ! . desaminasa | descarboxilasa ; descarboxilasa
actividad i ! . !
~ Mesofilas aerobias | Negativo ; Negativo ;  Negativo | Negativo | Negativo
Proteolitica i Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Sacarolitica i Negalivo Necgativo ;  Negativo Negativo |  Negativo
Colonias Leche SIM RM/VP ! Reduccion de nitratos
seleccionadas por su tornasol | :
actividad e A ‘_L_i_*_____‘____ ]
Mesbfilas acrobias Negativo | _ Negativo Negativo  : Negativo | Positivo
Proteolitica | Negativo Negativo Negativo | Positivo ]
Sacarolitica .~ Negativo Negativo Negativo | Negativo | Positivo

A continuacion, se procedera al anlisis comparativo de los resuitados obtemidos de la

aplicacion de la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida no modificada y modificada.

6.3. ANALISIS COMPARATIVO DE AMBOS PROCEDIMIENTOS

De acuerdo con el analisis de resultados expuesto anteriormente, es posible resaltar la
importancia del suministro continuo de oxigeno y acorde con el requerimiento de cada muestra;
para que el todo el proceso de biodegradacion (28 dias) se realice bajo condiciones aerobias, tal
y como sucedié en las muestras sometidas a la prueba OECD 301-A modificada empleando el
respirometro automatico. El suministro de oxigeno incide directamente en la concentracion de
oxigeno disuelto presente en el medio acuoso (Fig. 15), por lo que en el caso de la prueba
OECD 301-A modificada, la concentracion de oxigeno disuelto permaneci6 por arriba de 6.0
mgO,/L en todas las muestras (Tabla 19). En el caso de la prueba de biodegradabilidad aerobia
rapida OECD 301-A no modificada, la concentracion de oxigeno fue disminuyendo

* paulatinamente a lo largo del periodo de biodegradacion monitoreado (Tabla 13).
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Este fendmeno €s consecuenciz; de la actividad respiratoria de los microorganismos, que oxidan
los sustratos disponibles y consumen el oxigeno disuelto en el medio acuoso. Sin embargo,
como no existio un aporte adicional de éste después del inicio del experimento, la
concentracién de oxigeno disuelto después de 28 dias llegd a estar inclusive por debajo de 2

mgO0,/L, que es el limite establecido para considerar condiciones aerobias.
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Figura 15. Analisis comparativo de la concentracion de oxigeno disuelto en las muestras
sometidas a la prueba OECD 301-A no modificada (NOMOD) y modificada (MOD)

El comportamiento del pH durante los 28 dias de duracion de la prueba de biodegradabilidad
aerobia rapida puede observarse en la figura 16. La alcalinizacion del pH ocurrida en la prueba
OECD 301-A modificada (Tabla 19), pudo deberse a la incorporacién de dioxido de carbono
(no absorbido en el carbonato de calcio) a la solucién acuosa, por lo que al quedar libre
provocod el desplazamiento del sistema amortiguador bicarbonato-acido carbonico, hacia la
formacién de iones bicarbonato en solucion. En el caso de la prueba OECD 301-A no
modificada (Tabla 13), el pH se mantuvo relativamente constante quiza debido a que la
produccion diéxido de carbono fue menor, como reflejo de una menor velocidad de oxidacion

de los sustratos en comparacion con la que fue observada en la prueba modificada. En
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consecuencia, como efecto final, se tiene que la capacidad del sistema amortiguador no fue

rebasada.
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Figura 16. Perfil de los valores de pH para muestras sometidas a la prueba OECD 301-A
no modificada (NOMOD) y modificada (MOD)

De acuerdo con los resultados obtenidos de la aplicacion de la prueba OECD 301-A no
modificada, el agua residual bajo estudio no puede ser considerada como rapidamente
biodegradable, mientras que con el procedimiento modificado utilizando el respirometro
automatico, si puede ser considerada como tal (Tablas 11 y 17). Como puede observarse en la
figura 17, la velocidad de remocion de materia organica disuelta fue mayor en la prueba
modificada que en la no modificada. Debido a que las pruebas se corrieron en paralelo, al igual
que las muestras fueron preparadas de manera similar y utilizando el mismo indculo
microbiano, puede afirmarse que la presencia y disponibilidad de oxigeno disuelto; influyo en
los porcentajes de remocion de carbono organico disuelto y, en general, en el tipo de resultados
obtenidos. Por otra parte, el porcentaje de remocion de carbono organico disuelto en los
matraces control de procedimiento (Tablas 12 y 18) fue aceptable por lo que pueden
considerarse como validas ambas pruebas realizadas (89.6% en la prueba modificada y 81.9%

en la prueba no modificada).
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Figura 17. Comparacién de los porcentajes de remocién de carbono organico disuelto
logrados en las pruebas de biodegradabilidad aerobia ripida realizadas

Los matraces control de toxicidad, registraron menor porcentaje de de remocion de carbono
organico disuelto con respecto a los matraces con control de procedimiento (66.0 y 79.3% en
las pruebas modificada y no modificada respectivamente). De acuerdo con las normas
consultadas, si el porcentaje de degradacion en el control de toxicidad es menor que el obtenido
en el matraz control de procedimiento, es posible interpretar este resultado como una
indicacion de que la concentracion de la sustancia de prueba ensayada fue toxica para los
microorganismos o tiene la capacidad de suprimir la actividad microbiana. Para confirmar esta
sospecha, se recomienda repetir el ensayo con una menor concentracion de la sustancia de
prueba, Cabe recordar que en este caso, se utilizo una concentracién muy baja de sustancia de
prueba (14 mgCOD/L) y que el factor de dilucion fue muy alto, ya que se partié de un agua
residual concentrada (aproximadamente 17,000 mgDQO/L). Este hecho podria traducirse por
un lado, en que la muestra sin dilucién es toxica o inhibitoria para el desarrollo de
microorganismos; por otra parte, evaluar una menor concentracion implicaria diluir agn mas,

con el consecuente incremento en la incertidumbre de los resultados obtenidos. Finalmente,
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otro factor que hay que considerar en la interpretacion de estos resultados, es la posibilidad de
que durante el proceso de biodegradacion se formen metabolitos secundarios, que por si
mismos ejerzan un efecto toxico o inhibitorio sobre la poblacion microbiana. Por lo tanto, seria
conveniente realizar estudios de biodegradabilidad similares, donde se incluyan ensayos de
toxicidad para abundar al respecto y confirmar las hipotesis planteadas para la discusién y

justificacion de los resultados obtenidos.

Por otra parte, el comportamiento de los solidos totales fue similar en ambos procedimientos.
En primer término, se presentaron incrementos en la concentracion de solidos totales totales y
solidos totales volatiles, al séptimo dia de monitoreo y es precisamente en este punto donde se
registra un mayor porcentaje de remocion de carbono organico disuelto, asi como una mayor
concentracién de biomasa y de consumo de oxigeno. Posteriormente, a partir de los 14 dias de
duracion del experimento, se registrd una disminucién paulatina en la concentracion de solidos
totales totales y sélidos totales volatiles. Esta tendencia probablemente es consecuencia de la
menor cantidad de sustratos oxidables disponibles. Ademas, es factible suponer que las
bacterias entraron en metabolismo enddgeno; por to que la concentracion de solidos totales
totales disminuye, por un efecto combinado entre la lisis de bactertas, como por la mayor
produccion de diéxido de carbono que queda libre en solucion. Esta idea se ve apoyada al
constatar que, la concentracion de solidos totales fijos permanece relativamente constante a

través del experimento (Figs. 7y 12).

El comportamiento de los sélidos suspendidos en ambos procedimientos puede explicarse
mediante la formacion de fléculos microbianos de facil sedimentacion, los cuales son resultado
de la biotransformacién de la materia organica disuelta presente en la muestra (Figs. 7y 12). La
concentracion de solidos suspendidos disminuyé paulatinamente, y pudieron observarse como

sélidos blanquecinos en el fondo de las botellas Winkler o matraces al dejarlos en reposo.

Por otro lado, la concentracion de nitrogeno total en solucion para ambos procedimientos

(Tablas 13 y 19), se incremento ligeramente a lo largo de los 28 dias de duracion de la prueba.
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Este comportamiento puede deberse a la produccién de amoniaco y metabolitos secundarios

provenientes de los microorganismos o de su lisis celular.

Finalmente, en ambos procedimientos, la concentracion de ortofosfatos disminuyé durante las
tres primeras semanas de prueba (Tablas 13 y 19), lo cual puede explicarse en funcion de la
sintesis de ATP y acumulacion de granulos de polifosfato (Metcalf y Eddy, 1991), utiles en los
procesos metabdlicos celulares. Por otra parte en el ultimo punto de monitoreo, la
concentracion de ortofosfatos registrada aument6 considerablemente; lo que pudiera deberse a
la liberacion de fosfatos provenientes del metabolismo endégeno y de la lisis celular. Cabe
sefialar que dentro de los matraces de prueba, no se encuentran las condiciones fisicoquimicas

y/o microbiolégicas requeridas para la inmovilizacion del fosfato soluble a fosfatos inorganicos.

Con respecto a los resultados de parametros microbioldgicos, la cuenta total y de todos los
grupos bacterianos tréficamente activos, tuvieron su maxima abundancia en el primer punto de
monitoreo, es decir a los 7 dias. Es precisamente en este punto donde se presentd mayor
consumo de oxigeno, mayor produccion de biomasa y mayor velocidad de oxidacion de los
sustratos. Sin embargo, como puede observarse en las figuras 8 y 13, las curvas de crecimiento
bacteriano no presentaron un perfil de comportamiento tibico; es decir, una fase latente,
seguida de una fase de crecimiento exponencial y posteriormente una fase estacionaria. Lo
anterior posiblemente se debi6 a la falta de puntos de muestreo intermedios principalmente en
la etapa inicial del experimento. Por lo tanto, a efecto de un mejor entendimiento de la dinamica
de crecimiento bacteriano y, en general, del proceso de biotransformacion, se sugiere incluir un
mayor nimero de puntos de muestreo, lo que permitira detectar la maxima abundancia de
bacterias. Cabe sefialar que, de acuerdo con la etapa experimental previa (Fig. 5), los puntos de
muestreo a incluir serian el tercer y quinto dia del inicio del experimento. De manera notoria, se
observo que a partir del segundo punto de muestreo existe una disminucion de bacterias, tanto
estimadas mediante cuenta total como en grupos bacterianos tréficamente activos. Como

posibles explicaciones a este fenomeno se pueden considerar las siguientes:
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s En el caso de la prueba OECD 301-A modificada, puede atribuirse al agotamiento de los
sustratos disponibles para biodegradacion, lo cual se traduce en que la fuente de carbono y

de energia se vuelven limitantes para la proliferacion de las bacterias.

¢ En el caso de la prueba OECD 301-A no modificada, a la disminucién drastica de la
concentracion de oxigeno molecular disuelto indispensable para el proceso de
biodegradacion aerobia, lo que a su vez repercute en una menor velocidad de sintesis celular

(reproduccién).

Usualmente, los cambios poblacionales que se presentan en una comunidad acuética estan
directamente asociados con los factores fisicoquimicos y biologicos que les rodean (Luna-
Pabello e al,, 1994). Los procesos biologicos se basan en el establecimiento de un ecosistema
adecuado, con las condiciones ambientales que favorezcan la actividad de los microorganismos,

por lo que al no existir, se vuelven factores limitantes para incrementar su abundancia.

Como se puede observar en las figuras 18 y 19, los grupos bacterianos troéficamente activos no
mostraron un crecimiento homogéneo en cuanto a nimero y tiempo transcurrido de la etapa
expenimental en que representan el maximo de la poblacién, por lo que es factible inferir que las
poblaciones bacterianas se suceden conforme transcurre el tiempo de incubacion de la prueba

de biodegradabilidad aerobia rapida.

Es importante sefialar que el 100% de la poblacion representado como bacterias mesofilas
aerobias, no es siempre igual en términos de concentracion o abundancia bacteriana; este
criterio se adoptod con fines comparativos y para contar con una base de calculo para los
porcentajes relativos de los diferentes grupos troficos bacterianos. De esta manera, las graficas
generadas, permiten hacer un seguimiento aproximado de los cambios relativos en las

poblaciones bacterianas con respecto al tiempo.
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Figura 18. Porcentaje relativo de los diferentes grupos bacterianos troficamente activos
en muestras obtenidas de 1a prueba OECD 301-A modificada

Como se puede observar en las figuras 18 y 19, el desarrollo de algunos grupos bacterianos
troficamente activos, de acuerdo con las graficas de porcentajes relatvos, tuvo un
comportamiento normal. Esta observacion es clara en el caso de las bacterias proteoliticas, que
presentan su maximo desarrolio en porcentaje relativo a los 7 dias de incubacion; mientras que
las bacterias amiloliticas y sacaroliticas registran ese maximo alrededor de los 14 dias, cuando
la actividad de las bacterias proteoliticas ha comenzado a decaer. Estos resultados permiten
suponer que en el medio se presentan una serie de fenomenos, tales como reacciones multiples,
disponibilidad de sustrato, mejores condiciones para metabolizar un sustrato en particular,
cambios en la produccion de enzimas, etcétera; lo que finalmente ocasiona la variacion de los
porcentajes relativos de los grupos bacterianos troficamente activos a lo largo del periodo de
biodegradacion evaluado. La biodegradacion de sustratos involucra condiciones fisicoquimicas

y microbiolégicas en un ambiente en particular y ia interaccion de todos estos factores refleja la

complejidad de los sistemas biologicos.
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Figura 19. Porcentaje relativo de los diferentes grupos bacterianos tréficamente activos
en muestras obtenidas de la prueba OECD 301-A no modificada

Entre los principales factores que afectan la sucesion de especies se pueden contar la
disponibilidad de materia organica asimilable como alimento y el oxigeno disuelto (cabe
recordar que la respuesta a la presencia de oxigeno molecular disuelto entre las distintas
especies bacterianas varia notablemente). Otros factores importantes son la presencia o©
generacion de sustancias toxicas en el medio y las variaciones en las condiciones del proceso
(temperatura, pH, carga organica, etcétera). La modificacion de los niveles de uno de estos
parametros provoca la aparicion o desaparicion de cierto nimero de especies, sucumbiendo
mas rapidamente las mas sensibles a tales cambios. Ademas de los factores fisicoquimicos ya
mencionados, hay otros de naturaleza biologica que ejercen su influencia sobre la actividad de
los microorganismos acuaticos, como por ejemplo, las relaciones que se establecen entre las
diferentes especies (competencia, simbiosis, comensalismo, etcétera). Del analisis de las figuras
18 y 19 es posible inferir que se entablo el fenomeno de competencia entre los microorganismos
presentes, ello debido a! uso del mismo sustrato el cual eventualmente se transforma en un

factor limitante junto con el espacio vital disponible.
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Un resultado de la competencia es la mejor adaptacion de los microorganismos al medio y la
Optima explotacion del recurso, lo que a su vez repercute en el mayor crecimiento de la
poblacidén, lo que en ambientes cerrados dara origen a la alta generacion de metabolitos
secundarios que inhiben el crecimiento de los microorganismos que los producen.
Normalmente, las poblaciones sobrevivientes son las que tienen la mas alta tasa de crecimiento.
No obstante, si las condiciones ambientales cambian, esto pueda dar lugar a un organismo
distinto con la misma tasa de crecimiento y por lo tanto inducir la existencia de una nueva

especie dominante, presentandose asi el fendmeno de competencia.

Entre las bacterias aisladas en los medios de cultivo empleados para su cuenta, las que pudieron
ser identificadas por medio de observacion de caracteristicas macroscopicas, morfologia
microscopica y pruebas bioquimicas, fueron Bacillus spp, Acinetobacter calcoaceticus var
anitricans y var lwoffii. A continuacion se presentara una resefia sobre las especies antes

mencionadas.

El género Bacillus comprende a los bacilos esporulados Gram positivos, miden de 0.8 a 1.5 pm
de ancho por 3 a 9 um de largo, son moviles y tienen capsulas constituidas por polimeros de
aminoacidos. Se consideran como Gram positivas, pero. esta caracteristica suele variar y se
agrupan en cadenas que semejan cafias de bambi (Fig. 25). Su porcentaje de G+C va de 32 a
62%. Estos microorganismos no son exigentes en cuanto a sus requerimientos nutrimentales y
pueden desarrollarse en cualquier medio sencillo. Aunque algunas cepas se comportan como
facultativas, por lo general se acepta que el género es aerobio estricto. Las condiciones 6ptimas
para su cultivo en el laboratorio son 18 a 24 horas de incubacion a 35°C. Las colonias de este
género suelen ser grandes, de 4 a 7 mm de diametro, blancas o grisaceas, planas y con bordes
irregulares. Son microorganismos quimioorgandtrofos de metabolismo estrictamente
respiratorio, estrictamente fermentativo o de ambos tipos. En cadena respiratonia, utilizan el
oxigeno molecular como ultimo aceptor de electrones, aunque también pueden emplear

nitratos. El género Bacillus es muy activo en cuanto a la gran diversidad de sustratos que
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puede utilizar, por lo que €l nimero de pruebas bioguimicas que se emplean para diferenciar

cada especie se encuentra entre 20 y 30.

La mayor parte de las especies de Bacillus son formas saprofitas del suelo. B cereus, B. subtilis
B. sphaericus y B. circulans destacan entre los principales miembros del género que pueden
encontrarse en el ambiente, por lo cual no es raro observarlos en materias primas, productos

terminados, medios de cultivo mal preparados y aguas residuales.

Por su parte, Acinetobacter calcoaceticus es una bacteria en forma de coco Gram negativo
muy corto, su tamafio va de 1.0.a 1.5 um de ancho por 1,5 a 2.5 um de largo en fase log, se
agrupa en forma de pares o cadenas cortas (Fig. 26). Sus colonias van de 2 a 3 mm de
diametro, después de 24 horas de incubacion. Las colonias son suaves, algunas
extremadamente mucoides y adherentes al sustrato. Se extienden por la superficie del medio, lo
que indica muy poca movilidad, algunas producen un olor caracteristico y desagradable. Es una
bacteria aerobia estricta, con una temperatura optima de crecimiento de 30 a 32°C y un pH
optimo de 7 unidades. Su porcentaje de G+C va de 40 a 47%. Es un microorganismo
quimiorgandtrofo con metabolismo oxidativo, versatil para utilizar compuestos organicos como
fuente de carbono y energia. Asimismo, no presenta requerimientos de crecimiento especificos

(Freeman, 1989; Jo y Finegold, 1990).

En cuanto a las caracteristicas bioquimicas de Acinetobacter calcoaceticus se puede destacar
que es catalasa positivo, oxidasa negativo, no produce acetoina, indol o acido sulfhidrico no la
no desamina la fenilalanina; asi como, la ornitina y la lisina no son descarboxiladas. El citrato y
otros compuestos organicos pueden o no ser utilizados. De igual manera puede o no producir
4cidos a partir de la fermentacion de azicares, si ello ocurre es por medio de una aldolasa
deshidrogenasa inespecifica con actividad sobre L-arabinosa, D-xilosa, D-ribosa, D-glucosa y
otros carbohidratos. En general, no reducen los nitratos, por lo que esta prueba permite
distinguir entre las cepas denominadas Iwoffii que si lo pueden reducir y las cepas que no

reducen los nitratos se denominan anitricans. Con respecto a la prueba de reduccion de nitratos
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(Fig. 27), se valora la capacidad de los microorganismos anaerobios facultativos de utilizar
como aceptor final de electrones al nitrato en ausencia de oxigeno. Los nitratos son reducidos
a nitritos, 6xidos de nitrégeno o nitréogeno molecular, dependiendo del microorganismo del que
se trate (Jo y Finegold, 1990). Para realizarla, se utiliza un medio basal con una concentracion
de nitrato de potasio de 0.1%. Al agregar el reactivo de Griess, después de 24 horas de

incubacion a 35°C, se observa que:

¢ El desarrollo de una coloracion rojiza después de 30 segundos, indica la presencia de nitritos
y representa una prueba positiva de reduccion de nitratos
¢ La ausencia de color indica que los nitratos no fueron reducidos (prueba negativa) o que

fueron reducidos a productos diferentes, como amoniaco.

Como con esta reaccion solo se detectan nitritos, es necesario afiadir zinc a todas las reacciones
negativas. Los iones zinc, reducen los nitratos a nitritos y el desarrollo de color rojo indica la

presencia de nitratos residuales, confirmandose el resultado negativo.

A. calcoaceticus es una bacteria saprofita de vida libre que pueder ser encontrada en agua y
suelos. Se ha observado que A. calcoaceticus es uno de los microorganismos responsables de la

remocion de fosfatos en aguas residuales.

Finalmente, es importante destacar que las bacterias identificadas pueden no ser las Unicas
presentes en el indculo; sin embargo, de acuerdo a la forma de seleccion descrita en el Capitulo
5 (Materiales y métodos), es probable que se hayan seleccionado las mismas colonias en todos
los medios. Otra cuestion a considerar es que se cuantificaron e identificaron las bacterias que
tienen la capacidad de crecer en esos medios, asi que si en el agua residual se desarrollaron otro
tipo de bacterias (por ejemplo, nitrificantes), es muy probable que éstas no hayan sido

cuantificadas, debido a que requieren de otro tipo de medios para su desarrollo.
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En las siguientes figuras se muestran las colonias bacterianas desarrclladas en los diferentes
medios de cultivo empleados durante la etapa experimental. En ellas es posible observar los
cambios en la superficie del medio de cultivo después del periodo de incubacion que permiten la
identificacion de cada grupo bacteriano troficamente activo, por ejemplo, la presencia de halos
producidos por la hidrolisis de la caseina en el agar leche descremada (Fig. 21) o la presencia de
colonias con halos transparentes o amarillos después de la adicion de lugol al agar almidon,
para la identificacion de bacterias con actividad amilolitica (Fig. 23). Estos cultivos sirvieron
para establecer las caracteristicas macroscopicas de las colonias bacterianas seleccionadas. De
igual manera, se presentan las tinciones de Gram que permitieron observar la morfologia
microscopica. Por altimo se presenta una figura con los resultados de la prueba de reduccion de
nitratos que sirvi0 para diferenciar entre las vaniedades de Acinetobacter calcoaceticus aisladas

de los medios de cultivo.

Figura 20. Bacterias mesofilas aerobias desarrollas en agar-nutritivo
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Figura 21. Bacterias proteoliticas desarrolladas en agar-leche descremada

[ P N

Figura 22. Bacterias sacaroliticas desarrolladas en un medio minimo con sacarosa
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Figura 24. Bacterias celuloliticas desarrolladas en agar-celulosa
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Figura 25. Tincion de Gram mostrando Bacillus spp. Bacilos esporulados
Gram positivos (100x)

Figura 26. Tincion de Gram mostrando Acinetobacter calcoaceticus. Cocobacilos
Gram negativos (100x)
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Figura 27, Resultados de la prueba de reduccién de nitratos para la diferenciacion de las
variedades de Acinetobacter calcoaceticus

1y 3. Pruebas negativas (Acinetobacter calcoaceticus var anitricans)
2, 4 y 5, Pruebas positivas (Acinetobacter calcoaceticus var lowffi)

Con base en los resultados obtenidos y la discusion de los mismos, fue posible llegar a las
conclusiones que se presentan en el siguiente capitulo, asi como plantear las recomendaciones

para continuar con este tipo de estudios de biodegradabilidad aerobia rapida.
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ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA OECD 301-A CONCLUSIONES
Y RECOMENDACIONES

7.1. CONCLUSIONES

e Las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida permiten obtener informacion acerca de la
biodegradabilidad de una sustancia en un tiempo relativamente corto (28 dias). Esta
informacién puede considerarse como una primera aproximacién para comprender cual serd
el comportamiento de una sustancia al ser puesta en contacto con una poblacién microbiana

presente en el ambiente.

e El montaje y aplicacién de pruebas de biodegradabilidad aerobia rdpida en nuestro pais es
una alternativa factible a nivel de laboratorio y ello permitiria tener un criterio para poder
clasificar de manera adecuada si una sustancia es o no rapidamente biodegradable. Sin
embargo, es indispensable considerar y ahondar en la solucién de los problemas técnicos que
pueden presentarse para su aplicacion, como puede ser la necesidad de contar con equipo
sofisticado para determinar Ia concentracién de carbono orgénico disuelto o poder disponer

de un respirémetro para realizar la prueba.

e La informacion generada a partir de las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida depende
de las condiciones del sistema (pH, concentracién de oxigeno disuelto disponible, aporte de
oxigeno continuo) en el que se realiza la evaluacién. De acuerdo con el procedimiento
empleado para la realizacion de la prueba, la sustancia estudiada puede o no ser considerada
como rapidamente biodegradable, al aplicar los criterios establecidos por las normas

existentes.

e Para la correcta interpretacion de los resultados obtenidos de la aplicacién de una prueba de
biodegradabilidad aerobia répida, es imperativo aclarar en qué condiciones se realizo el
ensayo; asi como la preparacion de las muestras bajo estudio y la procedencia del indculo.

De otra manera, es posible clasificar las sustancias erréneamente y/o no contar con
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resultados y observaciones valiosas que permitan reproducir y profundizar en el

conocimiento de las sustancias estudiadas

e Como resultado de la prueba de biodegradabilidad aerobia ripida OECD 301-A no
modificada, se obtuvo un 68.3% de remocion de materia orgénica medida como carbono
organico soluble en 28 dias, mientras que con la aplicacion de la prueba OECD 301-A
modificada empleando el respirémetro automatico se obtuvo un 89.5% en el mismo lapso.
En consecuencia, estrictamente hablando, bajo el procedimiento no modificado no puede
considerarse la muestra evaluada como rdpidamente biodegradable, ya que no se logré
remover por lo menos el 70% de materia orgdnica disuelta, mientras que con el
procedimiento modificado si lo resulta. La pequefia diferencia en el nivel de aceptacién
puede deberse a la presencia de oxigeno disuelto, lo que debe de servir como punto de

reflexién sobre la aplicacién del procedimiento.

o La presencia de oxigeno molecular disuelto es un factor determinante para la realizacion de
una prueba de biodegradabilidad aerobia rapida. Lo anterior se debe a que el porcentaje de
remocién de materia organica estd directamente determinado por la disponiblidad de

oxigeno molecular disuelto.

s Al utilizar un respirébmetro automatico, se elimina el factor limitante para que el proceso de
biodegradacion se lleve a cabo bajo condiciones aerobias. Esto es factible gracias al aporte

de oxigeno constante y de acuerdo con el requertmiento de cada muestra en particular.

o La utilizacion del respirémetro automatico permite el estudio de la sustancia de prueba a
concentraciones mas altas que las recomendadas por las normas consultadas, lo que elimina
la necesidad y el inconveniente de realizar diluctones muy altas de la sustancia de prueba.
Esto es muy importante en este caso en particular, ya que bajo las condiciones de la Ciudad

de México solamente se cuenta con 7 mgOD/L y para que el proceso de biodegradacion se
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considere como aerobio deben existir al menos 2 mgOD/L, por lo que unicamente se podria
disponer de 5 mgOD/L para que los microorganismos lo consuman a lo largo de 28 dias de

prueba.

e La tasa de consumo de oxigeno por dia y la velocidad de consumo de oxigeno estuvieron
directamente influidas por la concentracién de materia organica disuelta presente en medio

acuoso y la cantidad de microorganismos que participan en el proceso de biodegradacién.

e La realizacién de una etapa experimental previa permitié el manejo adecuado de las técnicas
fisicoquimicas y microbiolégicas. De igual forma, se obtuvieron datos que sirvieron como
punto de partida para conocer el comportamiento de la muestra seleccionada y sometida a

un proceso de biodegradacién aerobia

e Las condiciones particulares del sistema determinan el tipo de microorganismos
predominantes; asimismo, se puede inferir su influencia en las enzimas expresadas para la

biodegradacion de las sustancias y la rapidez con que estas reacciones son llevadas a cabo.

e La naturaleza y el origen del inéculo microbiano son factores dificiles de controlar y que
afectan directamente el resultado de la prueba de biodegradabilidad. Por lo tanto, es
importante ahondar en ¢l estudio de la preparacioén y estandarizacion del inéculo asi como

evaluar la conveniencia de dicha estandarizacion.

e Durante todos los experimentos realizados, se observd la estrecha relacién que guardan
entre si la disminucién paulatina de la materia orgénica disuelta con la abundancia de los

grupos bacterianos troficamente activos.

¢ Las bacterias identificadas se presentan normalmente tanto €n aguas como n suelos. Tienen

una amplia diversidad metabdlica, lo cual les permite aprovechar muchos sustratos como
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fuente de carbono y energia. Adicionalmente, son microorganismos poco exigentes en
cuanto a condiciones ambientales y de nutrimentos, razén por la cual pueden vivir y

proliferar abundantemente en este tipo de aguas residuales.

7.2 RECOMENDACIONES

"Como sugerencia, para continuar con el desarrollo de estudios de biodegradabilidad aerobia
rapida y profundizar en el conocimiento, comprensién y optimizacion del proceso de
biodegradacion en general, asi como de este tipo de aguas residuales agroindustriales en

particular se propone:

e Realizar mas ensayos de biodegradabilidad aerobia para contar con datos que permitan

validar la técnica empleada.

o Investigar sobre la posibilidad de emplear otro tipo de absorbente para la captacion del
diéxido de carbono producido en los matraces de reaccién del respirémetro automatico. Se
ha observado, que la saturaciéon del carbonato de calcio ocurre entre los 5 y 7 dias;
posteriormente, s¢ comienza a registrar consumo de oxigeno en los blancos, ya sea sin
materia organica o sin indculo; lo que representa un factor de error en las determinaciones si

no se realiza el ajuste de los datos antes de su procesamiento y discusion.

e Confirmar la presencia de los sustratos degradados por los grupos bacterianos tréficamente
activos (proteinas, disacaridos, polisacéridos); asi como la variacién, en caso de que ¢lio

proceda sus concentraciones a lo largo del periodo de biodegradacién estudiado.

e Evaluar la produccién de metabolitos secundarios durante la aplicacién de la prueba de
biodegradabilidad aerobia rapida y su toxicidad, para investigar el posible efecto inhibitorio

sobre el desarrollo de comunidades microbianas.
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o Aplicar la prueba de biodegradabilidad aerobia répida a la muestra sin dilucién, con objeto
de estudiar la toxicidad de la muestra original sobre la poblacién microbiana, que pudiera

estar enmascarada por el uso de una dilucién muy grande

e Realizar el seguimiento de compuestos aromdticos y alifiticos presentes en la muestra de
agua residual a lo largo del periodo de biodegradacién estudiado, para conocer cualitativa y
cuantitativamente que tipo de sustancias son biodegradadas y en que porcentaje. Esto podria

realizarse por medio de técnicas cromatograficas y espectroscopicas.

e Evaluar el proceso de nitrificacién durante la fase experimental de degradacion aerobia,
tanto desde el punto de vista fisicoquimico (produccién de nitritos, amonio, nitratos), como

desde el punto de vista microbiologico (desarrollo de bacterias nitrificantes).

e Realizar la caracterizacién de los grupos bacterianos desarrollados en las placas de cultivo
durante toda la etapa experimental; para asi poder conocer, de manera mas adecuada los
cambios poblacionales o el desarrollo de una especie en particular. Dicha informacion
permitirfa conocer los géneros y/o especies de bacterias meséfilas aerobias involucrados

durante el proceso de biodegradacidon aerobia rapida de esta agua residual y con ello

propiciar una biodegradacion mas rdpida mediante la manipulacién correcta de las variables

adecuadas.

e Emplear las bacterias Acinetobacter calcoaceticus var anitricans, Acinetobacter
calcoaceticus var lowffi y Bacillus spp para evaluar su capacidad para degradarcon sustratos
especificos. También es recomendable, determinar sus cinéticas de crecimiento para ahondar
en la dinAmica de poblaciones identificadas y manipular de mejor manera el proceso de

biodegradacion.
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® Promover el desarrollo especifico de algin grupo microbiano para optimizar ¢l proceso de
biodegradacién. Para ello considerar factores como temperatura, concentracién de oxigeno
disuelto, pH, carga orgénica, tipo y concentracién de sustratos, etcétera. Estas actividades
se realizarian a efecto de propiciar y/o aumentar la biodegradacion de algtin compuesto en

particular.

® Aplicar este tipo de estudios de biodegradabilidad a otras aguas residuales (industriales,
agroindustriales) para comprender mejor el proceso y poder optimizar los métodos de
tratamiento. Estas actividades se realizarian a efecto de conocer el comportamiento de los
parametros fisicoquimicos y microbiologicos del agua residual sometida a un proceso de
biodegradacién aerobia, asi como propiciar y/o aumentar la biodegradacién de algin

compuesto en particular.

e Aplicar este tipo de estudios a hidrocarburos, fluidos de perforacién y otros residuos de la
industria petrolera, ya que es una de las mis importantes en nuestro pais y también una de
las més criticadas por su impacto ambiental. Este tipo de pruebas, servirian para conocer el
comportamiento de este tipo de contaminantes y posteriormente disefiar y aplicar técnicas
de biorremediacién, con mayor conocimiento de los factores que pueden afectar los
resultados obtenidos. Cabe recordar que este tipo de pruebas no son concluyentes, ya que la
extrapolacién a pruebas de campo esta influida por muchos otros factores dificiles de

predecir y controlar.

* Adaptar la prueba de biodegradabilidad acrobia ripida para la evaluacién de compuestos

organicos de baja solubilidad.
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ESTUDIO Y APLICACION PRUEBA OECD 301-A ANEXO A

ANEXO A. PRUEBAS DE BIODEGRADABILIDAD AEROBIA RAPIDA
CONSULTADAS

Anexo A.1 301-A “Prueba de disminucion de COD”
Aiio de publicaci6én : 1992

Nota: Los recuadros fueron incluidos como comentarios para puntualizar los aspectos que no
quedan claros después de revisar la prueba y que podrian sugerirse como modificaciones al

procedimiento recomendado.

Introduccion

Las caracteristicas de interés general con respecto a las pruebas de biodegradabilidad son
discutidas en “Procedimientos generales y preparaciones”, se sugiere su consulta antes de
iniciar el trabajo experimental. Para este método en especial, la sustancia de prueba debe tener
una solubilidad en agua de al menos 100 mg/L y no ser volatil. El contenido de carbono
organico disuelto {COD) y la pureza o cantidades relativas de los principales componentes de la
muestra deben de preferencia ser conocidos. La prueba es practicamente la misma que la ISO
7827-1984. Es similar a la prueba de OECD modificada (301E) y su diferencia radica en que

permite el uso de densidades microbianas mas altas.

Fundamento de la prueba

Un volumen determinado de medio mineral preinoculado, conteniendo una concentracién
conocida de la sustancia de prueba (entre 10 y 40 mg COD/L) como tnica fuente de carbono
orgénico es mantenida con aireacién constante en la oscuridad o con luz difusa a 22 +/-2 °C. El
curso de la degradacién es monitoreado por medio del anélisis de la concentracion de CoD' a
intervalos frecuentes de tiempo durante un periodo de 28 dias. El grado de biodegradacion es
calculado a partir de la cantidad de COD removida (corregida por medio de un blanco de
indculo utilizado como control) con respecto al porcentaje de la concentracién inicialmente

presente en el medio. También puede calcularse la biodegradacién primaria del compuesto
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oniginal por medio de analisis quimicos suplementarios realizados al principio y final del periodo

de incubacidn.

1. COD es el carbono orginico presente en solucién o aquél que
pasa a través de un filtro de membrana de 0.45 pm o que queda
en el sobrenadante después de centrifugar la muestra a 40000
w/s? durante 15 minutos.

Descripcion del método

Equipo

Material comin de laboratorio y:

*

Matraces erlenmeyer de 250 mL a 2 L, dependiendo del volumen necesario para realizar el
analisis de COD. Los matraces deben ser cuidadosamente limpiados, por ejemplo con
solucién de acido clorhidrico-alcohol *, enjuagados y secados antes de cada prueba.
Agitador para contener los matraces conicos, con control automatico de temperatura o a
temperatura ambiente constante y con suficiente fuerza como para mantener condiciones
aerobias en todos los matraces.

Aparato de filtracion con membranas adecuadas

Analizador de COD

Medidor de oxigeno disuelto, para comprobar que los matraces se encuentran bajo

condiciones aerobias

Centrifuga m— - -
2, No se indica la concentracién de esta solucién, ya

sea en normalidad (N} o porciento ¢n peso o volumen

Agua

Debe de utilizarse agua desionizada o destilada, libre de concentraciones inhibitorias de

sustancias toxicas® (ejemplo Cu®"). No debe de contener mas de un 10% de carbono organico

disuelto, pues introduciria un error a la sustancia de prueba. Se requiere agua con alta pureza

para eliminar valores altos del blanco. La contaminacién del agua puede ser causada por

impurezas propias, por las resinas de intercambio idnico y material lisado de bacterias y algas.
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Para cada corrida de pruebas, usar un solo lote de agua a la que previamente se le habra

determinado la concentracion de COD presente.

3. No se especifican ni las sustancias que podrian considerarse
como inhibitorias ni los limites mAximos permisibles de dichas
sustancias en el agua que va a ser utilizada

Soluciones patrén de medio mineral
Preparar las siguientes soluciones patron usando reactivos de grado analitico:

Solucion a:

Fosfato monobasico de potasio, KHaPOa ..o 850¢g
Fosfato dibasico de potasio, KoHPOu.......ooos 2175 g
Fosfato dibasico de sodio dihidratado, Na;HPO42H20......o.ooinn 3340 ¢g
Cloruro de amonio, NHACl.... ... 0.50g

Disolver en agua y aforara 1 L. El pH de la solucion debe ser 7.4

Solucion b:

Cloruro de calcio, anhidro, CaCla..........ooooies 2750g
0
Cloruro de calcio dihidratado, CaClz2HoO. .. 3640 g

Disolver en agua y aforara 1 L

Solucion ¢:

Sulfato de magnesio heptahidratado, MgSOs7H20......oooooviiiicnns 2250 g
Disolver en agua y aforara 1 L

Solucién d:

Cloruro de hierro (111) hexahidratado, FeCly 6HO......ooooiiiins 025¢

Disolver en agua y aforara 1 L
Nota: En caso de no querer preparar ka solucién inmediatamente antes de su uso, afadir una gota de HCI

concentrado o 0.4 g de EDTA por litro. Si s¢ forma un precipitado cn las soluciones patron, reemplazarlas con

soluciones recién preparadas.
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Preparacion del medio mineral

Mezclar 10 mL de solucion (a) con 800 mL de agua, afiadir 1 mL de solucion (b), (c) y (d).

Aforar a | L con agua.

Soluciones patron de sustancias de prueba

Cuando la solubilidad de la sustancia de prueba excede 1 g/L, disolver 1-10 g, de sustancia de
prueba o de referenci:a en agua y aforar a 1 L. Otra opcién es preparar soluciones patron en
medio mineral o afiadir la sustancia directamente al medio mineral, permitiendo su completa

disolucién antes de continuar con el procedimiento de montaje.

Inécuto

El inoculo® puede derivarse de una gran variedad de fuentes: lodos activados, efluentes de

aguas residuales, aguas superficiales, suelo o una mezcla de éstos.

4. El origen. edad. composicién, tiempo y forma dc adaptacién. son
determinantes para cl desarrotlo y funciones fisiolégicas adecuadas de los
microorganismos. por lo que, al no contar con un inéculo estandarizado los
resultados de la prucba de biodegradacion pueden no ser representativos
v/o reproducibles. Sin embargo, la estandarizacion del inoculo representa
una condicién restrictiva a la biodegradacién, ya que pueds no contarse
con poblaciones variadas desde el punto de vista mctabélico. Este es un
punto que habria que evaluar cuidadosamente.

Indculo a partir de lodos activados

Colectar una muestra fresca de lodos activados, a partir de un tanque de aireacion de planta de
tratamiento de aguas residuales o un reactor a escala de laboratorio que trate principalmente
aguas residuales domésticas. Si es necesario, remover las particulas gruesas por filtracion a

través de un tamiz fino y mantener el lodo bajo condiciones aerobias.

Alternativamente, después de retirar las particulas gruesas, centrifugar (por ejemplo 1100 g
durante 10 minutos) . Descartar el sobrenadante. El lodo debe ser lavado con medio mineral.
Resuspender el lodo concentrado en medio mineral para obtener una concentracion final de 3-5

g de solidos suspendidos /L. Mantener en aireacion hasta su uso.
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5. No sc indica la cquivalenciz en
revoluciones por minuto {rpm)

El lodo puede ser obtenido de una planta de tratamiento convencional. Sin embargo, si fue
obtenido de una planta con alto tasa de tratamiento, o si se sospecha de la presencia de
inhibidores, debe ser lavado® Mezclar perfectamente el lodo y dejar sedimentar o centrifugar.
Descartar ¢l sobrenadante y resuspender el lodo lavado en el mismo volumen de medio mineral.
Repetir el procedimiento hasta que se considere que el lodo esta libre del exceso de sustrato o

inhibidores.

6. Puede utilizarse solucién salina isotdnica (solucién de NaCl
al 0.9%) para ¢l lavado, ya que permite eliminar las sustancias
indeseables y no altera 1a tonicidad del medio, por lo tanto no
¢s dailino para las bacterias

Después de resuspender por completo, o con el lodo sin tratar, tomar una muestra para la

determinacion del peso seco de los solidos suspendidos.

Otra alternativa es homogenizar el lodo activado para obtener una concentracion de 3-5 g de
solidos suspendidos/L. Tratar el lodo en una mezcladora a velocidad media durante 2 minutos.
Dejar sedimentar el lodo mezclado por 30 minutos o mas si se requiere, decantar el liquido que

sera utilizado como indculo (10 mL/L de medio mineral).

7. Este término es ambiguo, ya que no se
especifica la velocidad exacta

Otras fuentes de indéculo

El inbculo puede obtenerse del efluente secundario de una planta de tratamiento o de un reactor
de laboratorio que trate principalmente aguas domésticas. Colectar una muestra fresca y
mantenerla bajo condiciones aerobias durante el transporte. Dejar sedimentar por 1 hora o
filtrar a través de filtro de papel grueso. Guardar e} sobrenadante decantado o filtrado aerobio
hasta su uso. Este tipo de inoculo ser4 utilizado en una proporcion de mas de 100 mL por litro

de medio mineral.
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Otra fuente de obtencion del inoculo es el agua superficial. En este caso, colectar una muestra
de agua superficial de rio, lago, etcétera y mantenerla bajo condiciones aerobias hasta su uso. Si

es necesario, concentrar el indculo por filtracion o centrifugacion.

Preacondicionamiento del indculo

El inéculo puede ser preacondicionado®, pero no preadaptado a la sustancia de prueba. El
preacondicionamiento consiste en mantener en aireacion el lodo activado (en medio mineral) o
el efluente secundario por 5-7 dias a la temperatura de prueba. El preacondicionamiento en

ocasiones provee de precision al método de prueba, disminuyendo el valor del blanco.

8. Sin embargo, 1 semana de preacondicionamiento bajo estas
condiciones puede hacer que los microorganismos mueran por
falta de nutrimentos, disminuyendo la poblacién capaz de
participar en la biodegradacién, por lo que tanto Lliempo puede
no ser muy recomendable

Preparacion de matraces

A modo de ejemplo, tomar 800 mL de medio mineral ? y colocarlos en matraces de 2 litros,
afiadir el volumen suficiente de solucion patron de la sustancia de prueba y de referencia, segun
sea el caso, para obtener una concentracion equivalente entre 10 y 40 mg COD/L. Registrar el
pH , ajustar el valor a 7.4. Inocular los matraces con el lodo activado u otra fuente de indculo
para obtener una concentracion final no mayor de 30 mg solidos suspendidos totales/L.

Preparar también controles del indculo en el medio mineral pero sin la sustancia de referencia.

9. Mantener en aireacién durante 1 hora para permitir que la
concentracion de oxigeno disuelto sca de aproximadamente 7
mg por litro para la Ciudad de México a 2240 metros sobre el
nivel del mar y una presidén barométrica de aproximadamente
585 mmHg

De ser necesario, utilizar un matraz para verificar el posible efecto inhibitorio de la sustancia de
prueba por medio de la inoculacién de una solucion conteniendo concentraciones comparables

1% de la sustancia de prueba y de referencia en el medio mineral.
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10. No indica explicitamente que concentraciones se utilizan,]
pero deben de ser las mismas utilizadas para la preparacion de
1a solucién de sustancia de prueba y la solucién de sustancia de
referencia, por lo que deben estar entre 10 y 40 mgCOD/L,
ambas se aiiadirian a la misma concentracion

De igual manera, si se requiere verificar la degradadacion abiotica de la sustacia de prueba,
utilizar un matraz conteniendo una solucion estéril sin indculo. Dicha solucidn se esteriliza a
través de filtracién por membrana (0.2-0.45um) o mediante la adicion de una sustancia toxica
a la concentracion apropiada''. Si se utiliza la filtracion a través de membrana, tomar las

muestras asépticamente para mantener condiciones de esterilidad.

11, No indica la sustancia téxica a emplear ni la concentracion
de sustancia toxica que puede utilizarse

Adicionalmente, si se sospecha que la sustancia de prueba puede ser adsorbida en vidrio, lodo,
etcétera., de acuerdo a los resultados obtenidos previamente, se debe incluir un matraz que

contenga solucién de sustancia de prueba, el inéeulo y un agente esterilizante'*

12. No indica que agente esterilizante es €1 adecuado ni la
concentracién que puede utilizarse

Aforar todos los volimenes a 1 L con medio mineral y mezclar perfectamente. Tomar una
muestra de cada matraz para determinar ia concentracton inicial de COD por duplicado. Tapar
los matraces con papel aluminio, de manera que se permita el libre intercambio de aire entre el
matraz y la atmosfera circundante. Finalmente, colocar los matraces en la incubadora con

agitacion e iniciar la prueba.

13, No es clara 1a forma de explicar estc punto en el documento consultado. Esta
forma de tapar los matraces no parece ser 1a mas adecuada, el libre flujo de aire
causaria contaminacion de los matraces estériles, ademas podria propiciar pérdidas
por evaporacion, ya que las sustancias ligeramente voldtiles podrian perderse; por lo
tanto deben contar con un tapdn adecuado. Debe existir oxigeno disuelto disponible
y debe permanccer un remancnie de 2l menos 2 mg/L después de los 28 dias de
prucba para asegurar que la biodegradacion sc llevé a cabo bajo condiciones
aerobias. En muesiras con alta concentracién de carbono orginico disuelto se
requicre ¢l empleo de diluciones.
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Distribucion de los matraces

En una corrida tipica, se utihzan los siguientes matraces:

e Matraz 1 y 2 que contiene la sustancia de prueba y el indculo (suspension de prueba, una
sola dilucion) .

e Matraz 3 y 4 que solamente contiene indculo y medio mineral (blanco del indculo).

¢ Matraz S que contiene el compuesto de referencia y el inéculo (control del procedimiento); y
cuando sea necesario también incluir:

e Matraz 6 que contiene la sustancia de prueba y el agente esterilizante (control de
degradacion abiotico estéril).

e Matraz 7 que contiene la sustancia de prueba, el indculo y el agente esterilizante (control de
adsorcién).

e Matraz 8 que contiene la sustancia de prueba, el compuesto de referencia y el inoculo

{control de toxicidad).

14. Evaluar una sola concentracidn por duplicado puede no
proporcionar datos confiables acerca de la biodegradabilidad
de la sustancia de prucba, por lo que pueden incluirse mis
matraces, en funcion de las limitaciones técnicas del
laboratorio

Procedimiento

Cuantificacion de COD

A lo largo del periodo de prueba, determinar las concentraciones de COD de las muestras en
cada matraz por duplicado a intervalos de tiempo conocidos. Es obligatorio cuantificar Ia
concentracion de COD en la suspension de prueba y el blanco del indculo al mismo tiempo. Se
recomienda monitorear la concentracion de COD en los demas matraces. Sin embargo, esto no

siempre es posible'”,

15. Es descable realizar el monitoreo de la disminucién en la
concentracién de COD ¢n todos los matraces en estudio para
obtener resultados confiables de la prucba de biodegradacion
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Muestreo

Tomar una muestra compuesta por el volumen minimo de la sﬁspensic’m de prueba necesaria
para cada determinacion de COD. Antes de realizar el muestreo eliminar cualquier perdida por
evaporacion en los matraces, mediante adicion de agua en la cantidad necesaria para recuperar
el volumen anterior '®. Mezclar perfectamente el medio de cultivo, para que el material
adherido a la pared del matraz sea redisuelto o resuspendido. Filtrar a través de membrana o
centrifugar la muestra inmediatamente después de ser tomada. Analizar el filtrado o
centrifugado el mismo dia, de otra manera almacenar 2 2-4 °C por un maximo de 48 ho a -18

°C para periodos mas largos.

16. Si los matraces son cerrados de una manera adecuada, la
pérdida por evaporacion debe ser casi nula. El agregar agua al
matraz una vez inmiciada la prueba ocasionard un efecto de
dilucion que afectaria la concentracion de la sustancia de
prueba o de referencia, con la resultante pérdida de lo que se
esta evaluando y modificacion de las condiciones originales de
los matraces

Frecuencia de muestreo

Asegurar que un namero suficiente de muestras sean tomadas para permitir valorar el
porcentaje de remocion del periodo de 10 dias a ser valorado. El nivel de aceptacién para las
pruebas de biodegradabilidad rapida aerobia es de 70% de remocion de COD, este debe ser
alcanzado en un periodo de 10 dias dentro de los 28 dias que dura la prueba. El periodo de 10
dias inicia cuando el grado de biodegradacioén ha alcanzado un 10% de COD y debe terminar
antes del dia 28 de la prueba. No se proponen tiempos de muestreo especificos'”. Si los analisis
son llevados a cabo el dia del muestreo, programar la siguiente considerando los resultados del
mismo. Si son preservadas, tomar muestras diariamente o cada 2 dias. Analizar primero las
altimas muestras (28 dias), y por seleccion de muestras apropiadas, es posible obtener una
buena descripcion de la curva de biodegradacién con relativamente pocas determinaciones'®.
Por supuesto, si las Ultimas muestras (28 dias) no muestran degradacion, el experimento se da

por terminado.

TESIS KAREN TATIANA AMBRIZ RIVAS 157




ESTUDIO Y APLICACION PRUEBA QECD 301-A ANEXO A

17. Por lo menos deben considerarse intervalos de 7 dias entre
cada determinacién para tener la minima informacion acerca
del proceso de biodegradacién. Pueden cstablecerse mads
tiempos intermedios, esto en funcién de las limitaciones
1écnicas propias del laboratorio

18. Es recomendable analizar las muestras conforme se van
obteniendo, para asi temer mayor conocimiento sobre el
proceso de biodegradacién y realizar las adaptaciones
pertinentes (por ejemplo incorporar tiempos dec muestreo
intermedios para un adecuado monitoreo del periodo donde s¢
registré la mayor velocidad de remocion de carbono organico
disuelto)

Datos y reporte

Los datos obtenidos deberéan ser organizados en una hoja de datos.

El porcentaje de degradacion (Dy) correspondiente a cada tiempo de muestreo, puede ser
obtenido a través las determinaciones por duplicado de COD en cada matraz con sustancia de
prueba y registrando el valor promedio para verificar la validez de la prueba. El calculo es
realizado aplicando la siguiente ecuacion:

1-Cy - Cugy .
Dt = x 100
Co - Cay

donde:

e D,= % de degradacion al tiempo t,

e C,= concentracion inicial promedio de COD en el medio de cultivo inoculado conteniendo
la sustancia de prueba (mg COD/L),

e C,= concentracion promedio de COD en el medio de cultivo inoculado conteniendo la
sustancia de prueba al tiempo t (mg COD/L),

e Cu (o) = concentracion inicial promedio de COD en el blanco inoculado en el medio mineral
(mg COD/L),

' Cu (= concentracion promedio en el blanco inoculado en el medio mineral al tiempo t (mg

COD/L).
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Todas las concentraciones son determinadas experimentalmente. Si la prueba ha cumplido con
los criterios de validez, construir una grafica para seguir el curso de las biodegradacion,
utilizando los valores promedio los matraces con la sustancia de prueba. Calcular y reportar el
porcentaje de remocién alcanzado en la meseta, al final de la prueba y/o en el periodo de diez

dias seglin sea apropiado.

Cuando estén disponibles datos de analisis quimicos especificos, calcular la biodegradabilidad

primaria. Para ello aplicar la siguiente formula:

Dt= 8§, - 8§ x 100
Sb
donde:

¢ D, =% de degradacion primaria al tiempo t, normalmente 28 dias,

e S, = Cantidad residual de la sustancia quimica en el medio incubado al final de la prueba
(mg),

¢ S, = Cantidad residual de la sustancia quimica en el control de degradacién abidtico al final

de la prueba {mg).

Cuando se incluye un control de degradacion abidtico estéril, calcular ¢l porcentaje de

degradacion abidtica a partir de:

% de degradacion abidtica = C 40- C 4y x 100
Cx0) '
donde:

e C 0 = Concentracion de COD en el control estéril al dia cero,

e C.y = Concentracion de COD en el control estéril al dia t.

Validez de la prueba
La prueba se considera como valida si la diferencia de los valores por duplicado de remocién de
la sustancia quimica en la meseta, al final de la prueba o durante el periodo de 10 dias es menor

que 20% v si el porcentaje de degradacion del compuesto de referencia ha alcanzado el nivel de
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aprobacion a los 14 dias. Si cualquiera de estas condiciones no es alcanzada, la prueba debe ser
repetida. Debido a lo estricto de los métodos, los valores bajos no necesariamente significan
que la sustancia de prueba no sea biodegradable a condictones ambientales, pero indica que se

requeriran otras determinaciones para establecer la biodegradabilidad de la misma.

Si en el control de toxicidad, que contiene la sustancia de prueba y el compuesto de referencia,
se alcanza menos de 35% de degradacion cuantificada como dismincion de COD en 14 dias, se
puede considerar que la sustancia de prueba presenta un efecto inhibitorio. La corrida debera
ser repetida, utilizando concentraciones mas bajas de la sustancia de prueba (si esto no afecta la
presicion en la determinacion de COD) y/o una mayor concentracion de indculo, pero no mayor

de 30 mg solidos/L..

e Tiempo lag: En casi todas las curvas de degradacion puede ser observado. Se define
normalmente como el tiempo desde la inoculacion hasta que el porcentaje de degradacion ha
alcanzado al menos un 10% de remocion del contenido inicial de COD. El tiempo lag es
altamente vaniable y poco reproducible. Se expresa en dias.

o Fase de degradacién: Se define como el intervalo de tiempo entre el final de la fase lag
hasta que se alcanza aproximadamente un 90% de nivel maximo de degradacion. Se expresa
en dias.

o Periodo de 10 dias: Los 10 dias posteriores a que se ha alcanzado un 10% de degradacion

Anexo A.2 Calidad del agua — Evaluacién en medio acuoso de la biodegradabilidad
aerobia Gltima de compuestos organicos — Método por andlisis de carbono orginico
disuelto 1SO 7827:1994 (E)

Cuidado: Precauciones. Los lodos activados y aguas residuales pueden contener organismos
patogenos. Deben tomarse las precauciones pertinentes para su manejo. Los compuestos

toxicos y aquellos de propiedades desconocidas deben ser manejados con cuidado.
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1. Alcance

Esta norma internacional especifica un método para la evaluacion de la biodegradabilidad
“Ultima” de compuestos organicos a una concentracion especifica por microorganismos
aerobios.Las condiciones descritas en esta norma internacional no necesariamente corresponden
siempre a las condiciones optimas que permitan que ocurra el maximo grado de

biodegradabilidad.

El método es aplicable a compuestos organicos que son:

¢ Solubles a la concentracion de prueba utilizada bajo las condiciones de prueba (entre 10 y 40
mgCOD/L) |

e No volatiles o que tengan una presion de vapor despreciable bajo las condiciones de prueba

¢ Que no se adsorban significativamente en vidrio o en lodos activados

¢ No inhibitorio para los microorganismos a la concentracion establecida para la prueba. Los
efectos inhibitorios pueden ser determinados como se describe en la seccién 8.3 o utilizando

cualquier otro método para determinar efectos inhibitorios en bacterias (ejemplo ISO 8192)

2 Referencias normativas

El siguiente procedimiento contiene previsiones que a través de su referencia en el texto,
constituyen bases de esta norma internacional. Al tiempo de publicacion, las ediciones indicadas
eran validas. Todos los estandares son sujetos a revision y parte de los acuerdos basados en
esta norma internacional estdn encaminados a investigar la posibilidad de aplicar las mas
recientes ediciones de las normas indicadas posteriormente. Los miembros de IEC e ISO
mantienen registros actualizados de normas internacionales validas.

ISO 8192:1986 Calidad del agua — Prueba de inhibicion del consumo de oxigeno por lodos
activados

ISO 9439:1990 Calidad del agua — Evaluaciéon en medio acuoso de la biodegradabilidad
aerobia Gltima de compuestos organicos — Método por analisis de liberacion de dioxido de

carbono
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SO 8245:1987 Calidad del agua — Guia para la determinacion de carbono organico total

1SO 9408:1991 Calidad del agua — Evaluacion en medio acuoso de la biodegradabilidad
aerobia ultima de compuestos organicos — Método por determinacion de la demanda de
oxigeno en un respirometro cerrado

[SO 9887:1992 Calidad del agua — Evaluacion de la biodegradabilidad aerobia de compuestos
organicos en medio acuoso — Método de lodo activado semicontinuo (SCAS)

ISO 9888:1991 Calidad del agua — Evaluacion de la biodegradabilidad aerobia de compuestos

organicos en medio acuoso — Método de Zahn-Wellens

3. Definiciones

Para los propositos de esta norma internacional se aplican las siguientes definiciones:

3.1 Biodegradacién “altima™: Nivel de degradacion alcanzado cuando €l compuesto de
prueba es totalmente utilizado por los microorganismos resultado en la produccion de dioxido
de carbono, agua, sales minerales y nuevos constituyentes celulares microbianos (biomasa).

3.2 Biodegradacién primaria: El nivel de degradacion alcanzado cuando el compuesto de
prueba sufre un cambio estructural, distinto a la mineralizacion, como resultado de la accion
microbiana.

3.3 Concentracion de sélidos suspendidos (de lodo activado): La cantidad de sohdos
obtenidos por filtracion o centrifugacion de un volumen conocido de lodo bajo condiciones

especificas y secado a 105°C a peso constante.

4, Fundamento

Determinar la biodegradacion de compuestos orgénicos por microorganismos aerobios
utilizando un medio de prueba. El compuesto organico es la unica fuente de carbono y energia
del medio La concentracion del compuesto utilizada es aquella que permita una concentracion
de carbono organico en el medio de prueba entre 10 y 40 mgCOD/L. Si es necesario pueden

utilizarse concentraciones superiores a 40 mgCOD/L.
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Determinar el carbono organico disuelto (COD) al inicio de la prueba (dia cero) y al final de ia

prueba (dia 28 o mas si es necesario) y al menos en tres intervalos de tiempo intermedios.

Determinar el porcentaje de remocién de COD en cada uno de estos intervalos. Evaluar la
biodegradabilidad de los compuestos utilizados en base a esos datos. Los analisis especificos

pueden dar informacidn adicional acerca de la biodegradabilidad primaria.

5. Condiciones de prueba
La incubacion debe tener lugar en la oscuridad o con luz difusa en un lugar cerrado, mantenido

entre los 20°C y 25°C y libre de vapores toxicos para los microorganismos.

6. Reactivos

Utilizar anicamente reactivos de grado analitico reconocido.

6.1 Agua destilada o desionizada que contenga menos de 10% de COD imicial introducida

por el compuesto evaluado.

6.2. Medio de prueba
6.2.1 Composicion

6.2.1.1 Soluciéon a:

Fosfato monobasico de potasio, KHPOy ..o 850¢g
Fosfato dibasico de potasio, KzHPOa....oooovovii, 2175 g
Fosfato dibasico de sodio dihidratado, NaHPO42H,O...................... 3340¢g
Cloruro de amomio, NH4Cl.................., 050¢g
Agua necesaria para aforara ... 1000 mL

Nota 1: La correcta composicién del medio es corroborada por 1a medicién del valor de pH que debe ser 7.4

6.2.1.2 Solucion b:
Disolver 22.50 g de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOs7H,0) en 1000 mL de agua.
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6.2.1.3 Soluciodn c:
Disolver 27.50 g de cloruro de calcio anhidro (CaCly) en 1000 mL de agua.

6.2.1.4 Solucion d:
Disolver.0.25 g de cloruro de hierro (III) hexahidratado (FeCly 6H,0) en 1000 mL de agua

Preparar la solucion antes de su uso.
Nota 2 : No ¢s necesario preparar csta solucidn con anticipacion si se afiade una gota de HCI concentrado o 0.4

g de EDTA por litro.

6.2.2 Preparacion

Para 1 L de medio mineral aftadir a 500 mL de agua aproximadamente:
¢ 10 mL de solucion a

e 1 mL de soluciéonb,cyd

Aforar a 1000 mL con agua.

7 Equipo
Asegurarse que el material de vidrio este perfectamente limpio y en particular, libre de materia
organica o toxica.
Material comun de laboratorio y:
7.1 Analizador con suficiente sensibilidad para las determinaciones de carbono
orgéanico disuelto (COD)
7.2 Centrifuga
7.3 Agitador para aireacion y mezclado
7.4 Potenciometro
7.5 Matraces erlenmeyer con capacidad apropiada (por ejemplo, 2000 mL)
7.6 Aparato de filtracién con membranas adecuadas (diametro de poroentre 0.2 y
0.45 um) con minima adsorcién del compuesto de prueba o liberacion de carbono

organico
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8 Procedimiento

8.1 Preparacién de las soluciones de prueba

8.1.1 Solucién de sustancia de prueba

Preparar soluciones patron en agua o en medio de prueba. Diluir una cantidad apropiada de
esta solucion en el medio de prueba para obtener una concentraciéon final de carbono orgéanico

disuelto entre 10 y 40 mgCOD/L.

8.1.2 Solucion de compuesto de referencia

Preparar una solucion patron del compuesto de referencia (un compuesto organico de
biodegradabilidad conocida como acetato de sodio, benzoato de sodio o anilina) de la misma
manera que en la seccion anterior para obtener una concentracion final de carbono organico

disuelto entre 10 y 40 mgCOD/L.

8.1.3 Solucién para evaluar la inhibicion
Si es necesario, preparar una solucion en medio mineral que contenga, el compuesto de prueba
y de referencia a sus concentraciones respectivas utilizadas en las soluciones anteriormente

preparadas.

8.2 Preparacién del indculo
Preparar el inéculo utilizando las siguientes fuentes o una mezcla de ellas, para obtener una

poblacion microbiana que ofrezca suficiente actividad biodegradativa.

Nota 3: En cicrtas circunstancias, puedc ser utilizada la pre-exposicién del inéeulo, esto debe ser aclarado en
los resultados de la prucba {por cjemplo, porcicnto de biodegradacion=X%, wtilizando inéculo pre-expuesto), el
método de pre-exposicion debe ser detaliado cn el reporte

El inéculo pre-expuesto puede ser obtenido a partir de pruebas de biodegradacién de laboratorio llcvadas a cabo
bajo condicioncs variadas [ejcmplo, prucba dc Zahn-Wellens (ISO 9888) o prueba SCAS (1SO 98871 o de
muestras colectadas de lugares con condiciones ambientales relevantes, (por cjemplo, plantas de tratamiento que

trabajen con compuestos similares o drcas contaminadas)
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Usar una cantidad apropiada de indculo (ver nota 4).

Nota 4: El “volumen adecuado” significa:

. Suficicnte para dar una poblacién que ofrezca suficiente actividad biodegradativa

» Que degrade el compuesto de referencia en ¢l porcentaje estipulado

¢ Que tenga entre 10° y 10° células activas /mL

¢ Que no provea mis del equivalente de 30 mg/L. de sélidos suspendidos de lodo activado en la mezcia final

El contenido de COD en ¢l indculo debe ser menor de 10% del contenido de carbono orgdnico soluble
introducido por el compuesto de prucba (por ¢jemplo < 4 mg/L a la concentracion de prucba de 40 mg/L). Si es

necesario y posible, lavar el indculo.

8.2.1 In6culo de un efluente secundario

Tomar una muestra de efluente secundario colectado de una planta de tratamiento o de una
planta a escala de laboratonio que trate principalmente aguas domésticas. Si es necesano,
concentrar la muestra por filtracidén o centrifugacion. Mezclar bien, guardar la muestra bajo

condiciones aerobias y utilizar el mismo dia de su recoleccion.

Por ejemplo, preparar el inoculo de la siguiente manera:
¢ Dejar que la muestra se sedimente por 1 hora,
1

e Tomar un volumen adecuado de sobrenadante, para ser utilizado como inoculo

8.2.2 Indculo a partir de una planta de lodos activados

Tomar una muestra de lodos activados colectada de un tanque de aereacion de una planta de
tratamiento o de una planta a escala de laboratorio que trate principalmente aguas domésticas.
Mezclar bien, guardar la muestra bajo condiciones aerobias hasta su uso y utilizarla el mismo

dia de su recoleccién.

Antes de su uso, determinar la concentracion de solidos suspendidos. Si es necesario,
concentrar el lodo por sedimentacion, para que asi el volumen afiadido sea minimo. Agregar un

volumen adecuado para obtener 30 mg/L de solidos suspendidos en la mezcla final.
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8.2.3 Indculo a partir de aguas superficiales

Tomar una muestra de aguas superficiales. Si es necesario, concentrar la muestra por filtracion

o centrifugacion. Guardar la muestra bajo condiciones aerobias y utilizarla el mismo dia de su

recoleccion. Tomar un volumen adecuado como inoculo.

8.3 Prueba

Preparar un numero suficiente de matraces con volumen adecuado (por gjemplo, 2000 mL,

aunque pueden utilizarse otros tipos de matraces y volumenes) para contar con:

*

Al menos 2 matraces (testigo= My) conteniendo 1000 mL de la solucion con sustancia de
prueba,

Al menos dos blancos de prueba (blanco= Mp) conteniendo 1000 mL de medio mineral;

Al menos 1 matraz, como control de procedimiento (control= Mc) conteniendo 1000 mL de
la solucién del compuesto de referencia

Si es necesario, un matraz para evaluar el posible efecto inhibitorio del compuesto de prueba
(inhibicion= M) conteniendo 1000 mL de la solucién correspondiente

Si es necesario, un matraz para evaluar la posible degradacion abidtica (sin inbculo= Ms)
conteniendo 1000 mL de la solucién con sustancia de referencia pero sin indculo,
esterilizada conl mL/L de una solucion conteniendo 10g/L de cloruro de mercurio (II)
(HgCly) u otro compuesto inorganico que prevenga la actividad microbiana. Si van a ser
analizadas sustancias de extremadamente facil biodegradacidn, se recomienda agregar la

misma cantidad de sustancia toxica dos semanas después de que la prueba haya comenzado

‘(ver notas 5 y 6).

Nota 5: Al comparar cl porcentaje de eliminaciéon en los matraces Fr y Fs. puede ser determinado si cl

compuesto de prucba es eliminado o no por mecanismos abidticos (fisicoquimicos), como adsorcion. Los

resultados deben ser incluidos cn ¢l reportc de prucba.

Nota 6: Si se utilizan lodos activados como inéculo, el compuesto de prueba puede ser adsorbido

significativamente en ¢l lodo. Esto puede ser evaluado utilizando la prueba tal y como se describe para ¢l mairaz
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Ms, pero con adicion del indculo. Normalmente, sélo pueden analizarse compuesto puros 0 casi puros, cuando

se tiene una mezcla, puede ocurrir adsorcién selectiva de los distinlos componentes.

Inocular los matraces My, Ms, Mc y M, con un volumen apropiado de indculo} y mezclar €l
contenido de los matraces (ver nota 4). Generalmente 1-10 mL de in6culo. son suficientes para

1000 mL de solucion de prueba.

Durante la prueba, mantener los matraces en agitaciony a temperatura entre 20°C y 25°C.

Para compensar la pérdida de agua por evaporacion, constatar el volumen de medio antes de
tomar muestras y , si es necesario, completario con agua al volumen 6 masa medido después
del muestreo anterior.

Al inicio-de la prueba (dia cero), al final de la prueba (normalrhente 28 dias) y al menos a tres
intervalos intermedios (ejemplo, 7, 14 y 21 dias), tomar un volumen minimo de los matraces
My, Mg, Mc y M, Si es necesario tomar muestras en intervalos de tiempo menores 0 prolongar
el tiempo por mas de 28 dias. Al inicio y al final de la prueba, tomar una muestra del matraz Fs.
Si se incluyd un matraz Ms inoculado (ver notas 6 y 7), tomar una muestra al dia cero y 1.
Filtrar a través de filtro de membrana, o si el material puede adsorberse a las membranas,

centrifugar a 40000 mv/s? por 15 minutos.

Determinar la concentracion de COD al menos por duplicado en cada periodo de tiempo en
cada matraz. Para informacion adicional de degradacion primaria, pueden realizarse anélisis
especificos. La concentracion medida en el medio de prueba al inicio de la prueba (dia cero), es

la concentracion inicial utilizada para los calculos.

Si se alcanza un porcentaje de remocion de carbono organico suficiente (>70%) y un nivel
constante de degradaciéon es obtenido antes de los 28 dias considerar que la prueba ha
terminado. Extender la prueba por 1 o 2 semanas, si la degradacion no ha comenzado o no se

ha alcanzado la meseta. Cuando las determinaciones de carbono organico disuelto tienen que
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ser pospuestas hasta por 48 horas, guardar las muestras a 4°C en la oscuridad y en matraces
cerrados. Si las muestras tienen que ser guardadas por mas de 48 horas, conservarlas a -18°C.
Alternativamente, afiadir una sustancia inorganica adecuada. por ejemplo 20 mL/L de una
solucion conteniendo 10g/L de cloruro de mercurio (1) (HgCla), para prevenir la actividad

microbiana y guardar a 4°C.

9 Calculos y expresion de resultados
9.1 Calculos
Para cada matraz, determinar el porcentaje de eliminacion de carbono organico disuelto D

utilizando la ecuacidn:

D, = (l-g-g5 ) X 100

€0 -Epo
donde:

&, = Concentracion promedio de COD en mg/L , al tiempo cero, en cada matraz Mt
£po = Concentracion promedio de COD en mg/L, al tiempo cero, en el matraz blanco M
¢, = Concentracion promedio de COD en mg/L, al tiempo t en cada matraz My

e = Concentracion promedio de COD en mg/L, al tiempo t en cada matraz blanco Mg

Redondear el porcentaje al nimero entero mas cercano.

Nota 7: La eliminacién abidtica (matraz Ms) puede ser calculada con la misma ecuacion, pero sin considerar los
valores del blanco (si se incluyd un matraz. Ms inoculado, si hay quc considerarlos). Una pérdida significativa de
carbono orginico, no permite diferenciar catre degradacion biotica o abidtica. En este caso otras prucbas
basadas cn parimetros quc consideran claramente procesos bioldgicos deben ser realizadas, como la prucba

respirométrica (13O 9408) o la prucba de produccion de diéxide de carbono (150 9439).

Nota 8: El grado de climinacion de la mezcla del compuesto de prueba y sustancia de referencia en ¢l control de
inhibicién (matraz F;) puede scr calculado con la misma ccuacion. Si el porcentaje de climinacién de la mezcla
¢s menor del 34% cn 14 dias, el compuesto de prucba inhibe la biodegradacién de la sustancia de referencia y
por lo tanto, se asume que es toxico. En esta caso, la prueba debe ser repetida con una concentracion menor de

compuesto de prucba o con un inoculo pre-expuesto.
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9.2 Expresion de resultados
Compilar en una tabla el porcentaje de eliminacion de COD por cada intervalo y cada matraz.
Si son obtenidos resultados comparables en los matraces que se encuentran por duplicado,

construir la curva de eliminacion en funcion del tiempo.

Algunos parametros de degradacion el tiempo lag, el tiempo de degradacion y el maximo nivel
de degradacion pueden ser determinados a partir de esta curva; en particular, si hay muchos
datos disponibles. Si la sustancia de prueba no es abidticamente eliminada de forma significativa
(por ejemplo, por adsorcion) y la curva de eliminacion tiene una forma tipica con una fase lag y
una fase de degradacion, asignar el valor de eliminacion de COD medido a porcentaje de

degradacion.

9.2.1. Tiempo lag ,

En casi todas las curvas de degradacion puede ser observado. Se define normalmente como el
tiempo desde la inoculacién hasta que el porcentaje de degradacion ha alcanzado al menos un
10% de remocién del contenido inicial de COD. El tiempo lag es altamente vanable y poco
reproducible. Se expresa en dias.

9.2.2 Nivel maximo de degradacién

El nivel maximo de degradacién se define como el nivel aproximado por encima del cual no
ocurrira mas degradacion en la prueba

9.2.3 Tiempo de degradacion £

Se define como el intervalo de tiempo entre el final de la fase lag hasta que se alcanza
aproximadamente un 90% de nivel maximo de degradacion. Se expresa en dias.

10 Validez de la prueba

10.1 Considerar la prueba valida si, en los matraces con la misma concentracién de prueba e
inoculo, la diferencia entre los porcentajes de remocion de COD son menores del 20% al final

de la prueba. Si este no es el caso, repetir la prueba.
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10.2 Considerar los resultados de la prueba validos si, en el matraz que contiene el compuesto

de referencia, el porcentaje de degradacion después del dia 14 es mayor det 70%. Si este no es

el caso, repertir la prueba.

11 Reporte de la prueba

El reporte debe incluir al menos la siguiente informacion:

La referencia a esta norma internacional,

Toda la informacion necesaria para la identificacion del compuesto de prueba;,
Todos los datos obtenidos (por ejemplo en forma tabular) y la curva de degradacion;
La concentracion de la sustancia de prueba utilizada y el contenido de COD a esta |
concentracion,

El nombre de la sustancia de referencia utilizada y el porcentaje de degradacion obtenido

con ésta;

La fuente, caracteristicas, concentracion o volumen de indculo utilizado, asi como
cualquier pretratamiento,

Principales caracteristicas del método de analisis de COD;

Temperatura de incubacion en la prueba,

Porcentaje de degradacion obtenido en el matraz Ms (monitoreo de degradacion abidtica);
Porcentaje de degradacion en el matraz M, (toxicidad) y discusion acerca de la toxicidad de
la sustancia de prueba,

Razones de rechazo, en caso de existir,

Cualquier modificacion al procedimiento estandar o circunstancia que pudiera afectar los

resultados obtenidos.
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ANEXO B. GUIA PARA LA OPERACION DEL RESPIROMETRO AUTOMATICO
VOITH - SAPROMAT B-12

(Manua! de respirémetro automéitico VOITH-Sapromat B-12, 1996)

Fundamento

El método respirométrico presenta la particularidad de que el oxigeno se encuentra disponible a
lo largo de toda la prueba. Esto se logra por medio del montaje de unidades compuestas por un
indicador de presion, un generador de oxigeno (celda electrolitica) y un matraz de reaccion
interconectados por mangueras (Fig. 28). Los envases forman un sistema de medicion sellado
por lo que las fluctuaciones de la presion barométrica no afectan el resuitado de las

determinaciones.

Figura 28. Esquema de los componentes basicos del respirometro VOITH-Sapromat B-12

La actividad de los microorganismos en la muestra produce CO,. La absorcion del CO; en
granulos de cal sodada crea un vacio parcial en la unidad de medicion, el cual es registrado por
el indicador de presion; este controla la generacion electroquimica de oxigeno a partir de una
solucion acida saturada de CuSO,, que serd suministrado al matraz de reaccion. La relacion
nitrogeno/oxigeno en el espacio gaseoso sobre la muestra se mantiene a través del periodo de

medicion, por lo tanto no existe disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto. Un
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agitador magnético dentro de la muestra provee de agitacion vigorosa, con el fin de asegurar

un intercambio de gases efectivo. La temperatura de la muestra se mantiene por medio de un

bafio de agua controlado. En contraste con el método de dilucion convencional, este equipo

permite que se lleve a cabo un verdadero proceso respiratorio pues cuantifica la cantidad de

oxigeno utilizado por los microorganismos para llevar a cabo la oxidacién bioquimica de

compuest0os Organicos.

Descripcién del equipoVOITH-Sapromat B-12

Componentes del respirometro VOITH-Sapromat B-12

El equipo consta de:

o Baiio de agua con temperatura controlada.

e 12 unidades de reaccion integradas cada una de ellas por una unidad de reaccion con

dispositivo de absorcion de CO, a base de cal de sodio colocada en un recipente

acoplado al tapon y de un agitador magnético ubicado al fondo del matraz.

¢ Un indicador de presion,

¢ Un generador electrolitico de oxigeno.

Nota: Estos aditamentos s¢ encuentran inicrconcctados por mangueras y electrodos.

e Unidad de registro de valores con indicador digital (Fig. 29). En ella se encuentran los

siguientes botones:

1.

START: Inicia la medicion de valores.

. STOP: Interrumpe o termina la medicion de valores.

2
3
4

RESET: Borra los valores producto de la medicion.

_ Botones de factor: Presentan el valor del factor de oxigeno en las unidades de

reaccion activas.

Botones de valor de DBO: Despliegan los valores de DBO registrados en las
uhidades de reaccidn activas.

Botones de seleccion de factor: Permiten ajustar el valor del factor de oxigeno
de las unidades de reaccién al valor deseado. El factor de medicion 6ptimo es:

Factor de 0.1: DBO;s en el intervalo de 0 a 600 mgO, /L
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10.

Factor de 0.5: DBQsen el intervalo de 0 a 3000 mgO2/L.

Factor de 1.0: DBOs en el intervalo de 0 a 6000 mgO2/L

Factor de 2.0: DBO; en el intervalo de 0 a 12000 mgO2/L

Botones de unidad individual: Presentan un diodo de operacion (verde) y un
diodo de suministro de oxigeno (rojo) que sirven para poner en operacion cada
unidad por separado.

Boton de operacion para todas las unidades: Permite poner en funcionamiento
todas las celdas a la vez.

Liave: Protege el panel de operacion contra el acceso no autorizado:

Vertical: No es posible el acceso al panel de operacion

Horizontal: Es posible accesar al panel de operacién y todos sus elementos

Area de exposicion: Muestra las funciones realizadas en un momento dado,

por ejemplo los valores registrados de DBO o mensajes de error.

e Una computadora donde se lleva a cabo el registro de valores, pruebas, condiciones

etcétera, asi como la construccion automatica de las. graficas correspondientes al

proceso.

e Unidad de enfriamiento.

Figura 29. Esquema de la pantalla de control

Obtencion de resultados

La cantidad de la muestra, el amperaje para que se lleve a cabo la generacion electroquimica de

oxigeno y la sincronizacion de a velocidad del motor estan establecidos para que con 250 mL

de muestra el contador digital indique la DBO en mgO,/ L.
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En el caso de valores muy altos de DBO:

e Se puede aplicar RESET al llegar al limite de deteccion y después sumar el valor restante
obtenido.

e Si la DQO indica la posibilidad de obtener una DBO mayor de 1000 mg O, / L se puede
disminuir el volumen de la muestra al 50% (125 mL ), sin necesidad de diluir la muestra y
una vez terminada la evaluacion el valor que aparece en el indicador digital se multiplica por
2. También es posible realizar una dilucién, en cuyo caso debera multiplicarse por el factor
de dilucion (f) correspondiente. El factor de dilucion se obtiene a partir del inverso de la
diluciéon. Ejemplo:

dilucion 1/10, inverso 10/1, por lo tanto =10

Observaciones
Al adicionar agua se diluye la concentracién de materia organica disuelta y también las
sustancias toxicas contenidas en la muestra, por lo que pueden obtenerse resultados dificiles de

extrapolar a las condiciones del ambiente real del que proviene la muestra a analizar.

Aplicaciones

e Obtencion de la DBO por el método respirométrico
e Pruebas a sustancias solidas (Ejemplo: suelos)

e Pruebas de descomposicion de sustancias quimicas
¢ Analisis de productos de interes

e Realizacion de pruebas de biodegradabilidad aerobia

Ademas de las mediciones de rutina, también es posible realizar la medicion de valores de DBO
muy bajos. El comportamiento de degradacion de la muestra puede ser observado a través del

tiempo.
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Reactivos requeridos y pasos previos al montaje de la prueba

a) Preparacion de las celdas electroliticas

Solucién compuesfa de 2050 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO45H20) en 7.5 L de
agua destilada. Agregar 200 mL de é4cido sulfirico concentrado (H;SOs). Llenar con esta
solucion los matraces generadores de oxigeno (Fig. 30).

1. Quitar el tapon junto con el catodo de cobre y el cilindro de vidrio.

2. Llenar el matraz Erlenmeyer con la solucién de sulfato de cobre hasta aproximadamente 5
cm del cuello del matraz.

3. Insertar el tapon en el matraz lleno y cerrar perfectamente.

4. Introducir las 2 mangueras en las conexiones correspondientes.

5. Girar el tubo de plexiglas 4 o 5 veces.

6. Usar una jeringa para llenar con solucién de sulfato de cobre a través de una de las
mangueras hasta que el nivel de solucion en el tubo de plexiglas alcance 1 cm. sobre el borde
del tapon. Agitar para permitir el escape del aire atrapado.

7. Regresar el tubo de plexiglas a su posicion original.

8. Permitir el flujo de lﬁ solucién de sulfato de cobre fuera del cilindro de vidrio y llenarlo por
medio de la manguera con solucion de acido sulfirico al 5% hasta que el electrodo de platino

esté completamente inmerso.

b) Preparacion de los indicadores de presion

Elaborar una solucion de acido sulfitrico al 0.5% mezclado con una solucién de anaranjado de
metilo como indicador de pH para controlar el nivel existente con mayor facilidad. Para
incorporar el volumen correspondiente a cada indicador de presion (Fig. 30).

1. Abrir la vavula de rosca.

2. Llenar con solucion de acido sulfarico al 0.5% y unas gotas de anaranjado de metilo hasta
que el electrodo de platino corto quede inmerso de 2 - 3 mm:

3. Cerrar la vélvula de rosca.
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Colocar los generadores de oxigeno y los indicadores de presion dentro del bafio de agua
previamente llenado con 60 L de agua desmineralizada. Conectar los electrodos negros a los

indicadores de presion (Fig. 30).

1. Tapén

2. Matraz erlenmeyer

3. Catodo de cobre

4. Solucidn de sulfato de cobre

5. Tubo de Plexiglass

6. Cilindro de vidrio

7. Acido sulfiirico al 5%

8. Anéddo de platino

9. Conexion dé mangueras
10. Conexion de electrodos
11. Vilvula

10

A. Vilvula de rosca
B. Electrodos de platino
C. Tubo ascendente

Figura 30. Esquema del matraz generador de oxigeno y del indicador de presion

Procedimiento de montaje de la prueba en muestras liquidas

1. Centrifugar las muestras de agua que se deseen analizar, a fin de eliminar particulas
suspendidas. Esta operacion se realiza solo en caso de requerir evaluar el consumo de
oxigeno por materia organica disuelta biodegradable.

2. Encender el bafio de agua con 30 minutos de anticipacion para el calentamiento del sistema.

3. Depositar en el vaso de reaccién la muestra a ser analizada (realizar diluciones

pertinentes y ajuste de pH a valores cercanos a la neutralidad). EI volumen total es de 250
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10.
11.

12.

13.

mL. Introducir una barra de agitacién y un volumen prederterminado de inoculo
microbiano (aproximadamente el 10% del volumen total de la muestra).

Colocar en el tapon del vaso de reaccion cal de sodio granulada para captar el CO;
producido durante e! metabolismo microbiano aerobio. La cal de sodio debe ser secada
previamente a 103°C durante una hora y enfriada posteriormente en un desecador.

Cerrar correctamente el tapon de rosca del vaso de reaccion, cuidando de que no caiga cal
de sodio a la muestra de agua en estudio.

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

Ajustar los indicadores digitales a cero y activar el sistema (Fig. 29):

Presionar simultaneamente RESET y los botones correspondientes a las celdas activas
Presionar simultaneamente START y los botones correspondientes a las celdas activas
Introducir el vaso de reaccion en el bafio de agua.

Realizar las interconexiones necesarias de mangueras y electrodos de los diferentes
componentes de las 12 unidades de medicion (Fig. 30). Conectar los electrodos rojo y azul
al matraz generador de oxigeno.

Encender el mecanismo de agitacion.

Ajustar el indicador de presién (cerrar y observar que todos se encuentren al mismo nivel
para evitar valores erroneos, en caso de no ser el mismo mvel desconectar la manguera del
matraz generador de O, abrir la valvula de rosca del indicador de presion y reintentar).
Registrar los valores obtenidos después de finalizar el tiempo del experimento, observar las
graficas (pueden hacerse registros manuales en una bitacora de control si es que se desea
conocer algan valor en un tiempo determinado).

Al finalizar la prueba de consumo de oxigeno (DBOs, DBO,, eic.).

Presionar STOP vy los botones correspondientes a las celdas activas

Presionar RESET y los botones correspondientes a las celdas activas
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14. Apagar el equipo, abrir la valvula de rosca localizado en el indicador de presion,
desconectar la manguera de los vasos de reaccion y de manera parcial los electrodos.
15. Retirar las muestras y lavar con jabon especial para cristaleria de laboratorio o con agua

corriente. Finalmente enjuagar con agua destilada y dejar secar.

B.1. Calibracién del equipe VOITH-Sapromat B-12 con sulfito de sodio

De acuerdo con las instrucciones del fabricante, para la calibracion y/o verificacién del buen
funcionamiento del equipo VOITH-Sapromat B-12 se puede utilizar el método de oxidacion de
sulfito de sodio a sulfato de sodio. Se lleva a cabo un consumo definido de oxigeno, de acuerdo

con la estequiometria de la reaccion:

Na;SO: + 050, — Na;SO4
126.04 g 3200 ¢g

El sulfito de sodio es secado durante 15 minutos a 105°C para evitar la obtencion de resultados
erroneos. Se prepara una solucion conteniendo 393.875 mg de Na,SOs por cada 250 mL de
solucién amortiguadora de fosfatos (HPO,>/P0O,) 0.1 M a pH 7.0. Esta cantidad corresponde
a un consumo de 50 mg de oxigeno. Se monta el sistema y se mantiene en operacion durante
aproximadamente 12 horas, tiempo en que se lleva a cabo la reaccion. Al pasar este tiempo el
Sapromat debe marcar aproximadamente 200 unidades. Para determinar la concentracion de la
solucion puede utilizarse una técnica volumétrica con tiosulfato de sodio (Na2S:0;) 0.025 My
yoduro de potasio (KI). Se titula el yodo liberado con el tiosulfato, afiadiendo almidén como
indicador. La solucion se titula hasta color paja palido, se afiaden unas gotas de solucion de
almidon para continuar valorando hasta la primera desaparicion del color azul. La desviacion

aceptable de los valores es de 200 +/- 4%.
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Interferencias

Las peliculas de plastico utilizadas con los sistemas de electrodo de membrana son permeables
a una serie de gases, ademas de oxigeno, aunque ninguno se despolariza facilmente en el
electrodo indicador. El uso prolongado de electrodos de membrana en aguas que contengan

gases como el sulfuro de hidrogeno tiende a reducir la sensibilidad.

Procedimiento

1. Conectar el electrodo.

2. El switch del electrodo debe estar el OFF.

3 Girar el switch del electrodo hacia BTCK, la correcta operacion de la bateria es indicada
por una lectura de 13.40 o mas en el medidor.

4. Gire el switch del electrodo hacia la posicién de ZERO. Use el control de calibracion
izquierdo hasta calibrar en 0.00.

5. Gire el switch del electrodo hasta la posicion de MEASURE para el analisis de la muestra.

6. Cologue el embudo en el frasco de DBO que contenga la muestra y sumerja lentamente el
electrodo.

7. Lalectura es en ppm de oxigeno molecular disuelto.

8. Inmediatamente remueva el electrodo de la muestra, enjuague y seque la membrana,

colocar en su contenedor.

Anexo D.4. Determinacion de solidos (APHA, 1992)

a) Solidos totales secados a 103-105°C

Fundamento

Se evapora una muestra correctamente mezclada en una capsula de porcelana pesada y secada a
peso constante en un horno a 103-105°C. El aumento de peso con respecto a la capsula vacia

representa los solidos totales.
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interferencias

Aguas con altas concentraciones de calcio, magnesio, cloruros o sulfatos pueden requerir un
tiempo de secado alto, ya que son higroscopicas. Es recomendable utilizar muestras poco
abundantes para obtener residuos pequefios. Eliminar grandes agregados de material no

homogeéneo si se decide que no es deseable su consideracion en el resuitado final de la prueba.

b) Sélidos fijos y volatiles incinerados a 550°C

Fundamento

El residuo obtenido del procedimiento anterior se incinera a peso constante a 550°C. Los
solidos remanentes representan los solidos totales fijos, disueltos o en suspension, mientras que
la pérdida de peso por ignicion representa los sdlidos volatiles. Esta determinacion ofrece un
calculo aproximado de la cantidad de materia organica presente en la fraccion solida del agua
residual, debido a que no se puede distinguir exactamente si son sustancias orgamcas o
inorganicas las que provocan la pérdida de peso por igniciOn, ya que esta no se limita a material
organico sino que incluye pérdida por descomposicion o volatilizacion de algunas sales

minerales

Interferencias
Pérdida de materia evaporable durante el secado, baja concentracion de solidos volatiles en

presencia de altas concentraciones de solidos fijos.

Material

o Capsulas de porcelana

o Homo de secado a 103-105°C
e Horno de mufla a 550 + 50°C
» Desecador

¢ Pinzas de crisol

¢ Balanza analitica capaz de pesar hasta 0.1 mg
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Procedimiento

1.
2.

o N W

9.

10.
1.

Lavar capsulas de porcelana y secarlas.

Introducir capsulas en la estufa a 105°C durante 2 horas o en la mufla a 300°C durante 30
minutos.

Sacar las capsulas y conservarlas en el desecador. Dejar enfriar aproximadamente 40
minutos.

Pesar las capsulas en la balanza analitica. Comprobar que se encuentran a peso constante
(Peso A)

Agregar 5 0 10 mL de la muestra.

Meter en la estufa a 103-105°C durante 1 o 2 horas dependiendo de la cantidad de muestra.
Sacar las capsulas y conservar en el desecador. Enfriar 40 minutos aproximadamente.

Pesar en balanza analitica (Peso B). Repetir el ciclo de secado, enfriado, desecacion y
pesado hasta obtener un peso constante o hasta que la pérdida de peso sea menor al 4% o
menor de 0.5 mg

Introducir las capsulas en la mufla a 550°C durante 25-30 minutos.

Sacar c4psulas y conservarlas en el desecador. Enfiiar aproximadamente 40 minutos.

Pesar en balanza analitica. Repetir el ciclo de incineracion, enfriado, desecacion y pesado
hasta obtener un peso constante o que la pérdida de peso sea menor del 4% del peso previo

(Peso C).

Cilculos

Sélidos totales (STT) = (B-A) x 1x10® = mg/L
5 mL

Solidos totales volatiles (STV) = (B-C) x 1x10° = mg/L.
5 mL

Solidos totales fijos (STF) = (C-A) x 1x10° = mg/L
5mL

Peso A: Peso de la capsula, Peso B: Peso de la capsula + residuo seco, Peso C: Peso de la

capsula + residuo calcinado
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ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA OECD 301-A ANEXO C

Tabla 25. Relacién de matraces empleados y consumo de oxigeno (mg/L) de las
muestras sometidas a 1a prueba OECD 301-A modificada

Muestra/Dias 012! ‘4‘5§6'7i3 9 10,11 12%135143

Control procedimiento  § 0 41 5558 58i162{721737 75 | 78 85 195 97 o8] 98 ;

* ‘Control de adsorcién 00000000650502010:;0%0%

Sustancia deprusba 0 1622131152 6378 |89 < | | — i U P g
Sustancia deprueba 1 0 ‘14 31|53 61 | 64 173177178 | 80 | ss' 90 {91793 95
Control de degradacion abiética; 0 0100 0" 0l0i0fo 000 ‘0 0o
" Sustancia deprucba 0 T18730140{51:53 5861 61 61 65 | 72 |8 79| T

Sustancia dcprueba . 0 193842 53] 64 771871 94 | 98 .100| 100 | 101 1021103}

" Control inbculo 0 676114 18 13323 25725 {25 128 |33 | 44 {47 | 47 |

7 Comolinécule i 0 414122 31.33 138! 451-—-“'-'--;--- i Py QU

" Control inéculo 048 57:68171 72378 80 80 84 ‘93’ 105107 1107 111;

Control de toxicidad ':o“ 17729142 48151 156159 59 |60 1611656969

" Control inculo 1064|7517 '82,84 92=93i 96 l102 uoLm 1311131 132

Matraz /Dias | 15 | 16 : 17 |
Control procedimiento ; 99 . 99 . 99 |
Control de adsorcién | 0 : ¢ . O

— b 4 eoo- 4

Sustancia de prueba | o oo | e

S

Sustancia de prueba P95 . 95 95

oloio- o0

Comrolde | 0 0 0 ;
degradacién abidtica | ___' e e i : i ! : , :
Sustancia de prueba | —---- " ---—- i ; e Rl Rt Aoy R ; .-
Sustancia de prueba | 103 104 1’6&' o5 106 167 107 7107 107 : (07 | 107 | 107 = 107 T107]
{ " Control inéculo R R ““Z -I. R e
[ Control inéculo | e [ weur | wrems  oemm S SO . T USSR —|

Control inoculo | 115 ¢ 115 115 7115 116 122 125 . 125 0125 ! 125 F132: 132 137 11394

P, HEOR - [RPERE e e = ———— en - g —— e

; *rﬁ'rblde:oxncadad,ﬂ'n'hin 74 74 75;75i75575§75375§75‘75;

' Controlinculo 1133 1133 133 ¢ 135 140 - 142 148 j ~oms | coon famonm | v ey e | e |

Nota 1: Datos de consumo de oxigeno en mg/L obtenidos cada 24 horas durante los 28 dias de incubacién a

22°C. Los -—- significan que ¢l matraz fue retirado para la determinacién de los pardmetros fisicoquimicos y

microbiol6gicos de interés para la prueba.

Nota 2: El criterio aplicado para retirar un matraz del equipo fue:

o Aquel que se alejaba del valor de la media

» Aquel que mostraba un comportamiento distinto al resto de los matraces en operacién (mayor o menor
consumo de oxigeno) entre los liempos de mucstreo establecidos

Nota 3: La 1abla sc presenta con los valores de consumo dc oxigeno ajustades utilizando los datos obtcnidos

durante la etapa experimental previa.
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ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA OECD 301-A ANEXOD

ANEXO D. TECNICAS ANALITICAS DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS
COMPLEMENTARIOS

Anexo D.1. Demanda quimica de oxigeno. Método volumétrico con dicromato de

potasio (APHA, 1992)

Fundamento

La demanda de oxigeno quimico (DQO) se utiliza como una medida del equivalente de
oxigeno del contenido de materia organica e inorganica de una muestra susceptible de
oxidacién por un oxidante quimico fuerte. Se prefiere el método de reflujo de dicromato a
los procedimientos que utilizan otros oxidantes debido a su mayor capacidad oxidante, a su

aplicabilidad, a su mayor variedad de muestrasy a su facil manipulacion.

La mayor parte de la materia organica resulta oxidada por una mezcla a ebullicion de los
acidos crémico y sulfiirico. Se somete a reflujo de 2 horas y 150°C una muestra en solucion
acida fuerte con exceso conocido de dicromato de potasio. Después de la digestion el
dicromato no reducido se determina con una solucion valorada de sulfato ferroso amoniacal
en presencia de un complejo ferroso de ortofenantrolina (ferroin indicador) como indicador
interno para determinar la cantidad de K,Cr;0; consumido y calcular la materia organica

oxidable en términos de concentracion (mg/L) de materia oxidable quimicamente.

Interferencias

Las especies tnorganicas reducidas como los iones ferroso (Fe*"), sulfato (SO.%), sulfitos
(SO:%) y tiosulfatos (S;0:%) se oxidan bajo ciertas condiciones y crean una DQO
inorganica, la cual interfiere cuando se estima el contenido de agua residual. El ion cloruro
(C) interfiere, pero se elimina al agregar sulfato mercurico (HgSO;).Para eliminar un a
inteferencia significativa de nitritos (NOy) se utiliza acido sulfamico. Los compuestos
alifaticos de cadena lineal se oxidan mejor cuando se afiade sulfato de plata (Ag.SOs) como

catalizador.

TESIS KAREN TATIANA AMBRIZ RIVAS 187




ESTUDIO Y APLICACION DE LA PRUEBA QECD 301-A ANEXOD

Reactivos para realizar DQO

Solucion patron de dicromato de potasio (K»Cr207) 0.25 N

Sulfato de plata (Ag,SO.), cristales

Reactivo de sulfato de plata en acido sulfurico. Disolver 22 g de sulfato de plata en 4 kg de
acido sulfurico. Proteger de la luz.

Solucién indicadora de ferroin

Sulfato ferroso amoniacal patron para titulacion 0.05 N (SFA)

Sulfato mercirico (HgSO.), cristales o polvo

Acido sulfaimico (Sélo si se va a inhibir nitrificacién}

Ftalato acido de potasio.

Equipo

El equipo empleado es un Behr, el cual consta de una parrilla, con control de temperatura y

tiempo, de calentamiento para 24 muestras, 2 canastillas metalicas con 24 vasos de reaccion de

200 mi de capacidad, cada uno de ellos con un tubo refrigerante que permite la condensacion,

mediante enfriamiento por aire, de los vapores generados durante el periodo de reflujo.

Procedimiento

1.

Centrifugar las muestras por analizar (3600 rpm a 5 °C durante 15 minutos)

2. Poner en el recipiente de reflujo:

- 10 mL de la muestra diluida (con agua destilada) en proporcion 1:50 o la dilucion que se
considere pertinente. En la preparacién del blanco (testigo) se utilizan 10 mL de agua
destilada como muestra.

- 0.2 g de HgSO,4

- 5.0 mL de solucion de K;Cry07 0.25 N, mezclar.

Colocar el refrigerante y afiadir lentamente 15 mL de reactivo de sulfato de plata en acido

sulfirico concentrado.

 Colocar los matraces de reaccion en la parrilla eléctrica, manteniéndolos en reflujo a 150

°C durante dos horas.
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5. Enfriar y agregar al recipiente de reflujo 40 mL de agua destilada y dos gotas de ferroin
indicador, homogenizar.
6. Titular con sulfato ferroso amoniacal 0.05 N. El punto final de la valoracion es el cambio

de coloracion de azul verdoso a pardo rojizo.

Cilculo

mg DQO/L = (A-B) x N x 8000
mL muestra (f)

A = Volumen de sulfato ferroso amoniacal gastado para valorar el blanco

B = Volumen de sulfato ferroso amoniacal mL gastado para valorar la muestra
N= Nornalidad del sulfato ferroso amoniacal

f = Fraccion volumétrica decimat de la muestra inicial en la solucion de la cual se

tomo la alicuota de 10 mL para la determinacién

Normalidad del sulfato ferroso amoniacal (SFA)
En un matraz se colocan:

- 10 mL de dicromato de potasio 0.05 N.

- 40 mL de agua destilada

- 10 mL de acido sulfirico concentrado (enfriado constantemente)

La solucién anterior se titula con sulfato ferroso amoniacal con una normalidad aproximada de

0.05 y se anotan los mL gastados para lograr el cambio de color pardo rojizo.

Nsra = mL de dicromato de potasio consumidos X Normalidad del mismo
mL de SFA empleados en la titulaciéon
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Anexo D.2. Determinacién de carbono organico disuelto

Fundamento

El carbono organico corresponde a diversos compuestos organicos en varios estados de
oxidacion. Para determinar la cantidad de carbono organico, las moléculas deben de romperse
en unidades de carbono simples y ser convertidas a una forma molecular mas sencilla que pueda
medirse de manera cuantitativa. Se define como carbono organico disuelto a la fraccion de

carbono organico total que atraviesa un filtro con tamaiio de poro de 0.45 um.

Se homogeniza y diluye la muestra seglin sea necesario, y se inyecta en una camara de reaccion
caliente rellena con un catalizador oxidante (ejemplo, 6xido de cobalto). El agua se vaporiza y
el carbono organico se oxida hasta dioxido de carbono y agua. El diéxido de carbono de la

oxidacion del carbono es transportado mediante corrientes transportadoras y se detecta.

En el caso especifico del equipo EA 1110 CHNS-O CE Instruments, la técnica se basa en el
analisis elemental para la determinacion selectiva de carbono organico en muestras solidas que
contienen carbonatos. La diferenciaciéon entre formas orginicas e inorgéanicas se logra por
medio de la manipulacion de la muestra antes del anlisis, por lo que las mismas condiciones
instrumentales son usadas para realizar determinaciones de carbono orgénico disuelto y total en
las siguientes corridas. El método consiste en acidificar la muestra con 4cido clorhidrico en una
capsula de plata especial. Los carbonatos reaccionan convirtiéndose a didxido de carbono,
mientras que los compuestos organicos solubles quedan en la fase liquida de la capsula. El
contenedor es cerrado y se seca a 80-100°C, posteriormente se coloca en el analizador

elemental.

El didxido de carbono producido por la combustion completa de la muestra es separado por
una columna a través de cromatografia de gases y detectada a través de un detector TCD. Los
resultados experimentales obtenidos de esta manera estan directamente relacionados con el

peso de la muestra. Para la determinacion de carbono organico disuelto, la muestra debe ser
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c) Solidos suspendidos totales, suspendidos volatiles y suspendidos fijos

Fundamento

Los sélidos suspendidos totales son la porcion de los solidos totales retenida por un filtro, por
lo tanto es necesario filtrar una muestra bien mezclada por un filtro estandar de fibra de vidrio y
el residuo retenido en el mismo se seca a peso constante a 103-105°C. El aumento de peso en
el filtro representa los solidos totales en suspension. Pueden obtenerse los sélidos suspendidos
volatiles y los solidos supendidos fijos por calcinacion de la muestra a 550°C durante 30

minutos.

Interferencias

Eliminar las particulas gruesas flotables o aglomerados sumergidos de material no homogéneo
si se decide que su inclusién no es deseable en el resultado final. Un residuo excesivo sobre el
filtro puede formar una costa hidrofila por lo que hay que limitar el tamafio de la muestra para
que no sea mayor de 200 mg. El tiempo de filtracion muy prolongado puede dar resultados

muy elevados, debido a la cantidad excesiva de sélidos capturados en el filtro.

Material

¢ Crisoles Gooch

o Horno de secado a 103-105°C
¢ Homo de mufla a 550 + 50°C
e Desecador

e Aparato de filtracion al vacio
¢ Pinzas de crisol

» Balanza analitica capaz de pesar hasta 0.1 mg

Procedimiento

1. Lavar crisoles Gooch y secarlos.
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2. Insertar un disco de fibra de vidrio con la cara rugosa hacia arriba en el crisol. Hacer
vacio y lavarlo con agua destilada. Eliminar toda el agua e introducir los crisoles en la
estufa a 105°C durante 1 hora.

3. Sacar los crisoles y conservarlos en el desecador. Dejar enfriar aproximadamente 40
minutos.

4. Pesar los c;risoles en la balanza analitica. Comprobar que se encuentran a peso constante
(Peso A)

5. Montar el aparato de filtracion e iniciar la succién. Filtrar un volimen medido de muestra
(5 0 10 mL) bien mezclada. Retirar el crisol del aparato de filtrado.

6. Meter en la estufa a 103-105°C durante 1 o 2 horas dependiendo de la cantidad de
muestra.

7. Sacar los crisoles y conservar en el desecador. Enfriar 40 minutos aproximadamente.

8. Pesar en balanza analitica (Peso B). Repetir el ciclo de secado, enfriado, desecacion y
pesado hasta obtener un peso constante o hasta que la pérdida de peso sea menor al4% o
menor de 0.5 mg

9. Introducir las crisoles en la mufla a 550°C durante 25-30 minutos.

10. Sacar los crisoles y conservarlos en el desecador. Enfriar aproximadamente 40 minutos.

11. Pesar en balanza analitica. Repetir el ciclo de incineracion, enfriado, desecacion y pesado
hasta obtener un peso constante o que la pérdida de peso sea menor del 4% del peso

previo (Peso C).

Calculos

Solidos suspendidos totales (SST) = (B-A) x 1x10° = mg/L
5mL

Solidos suspendidos volatiles (SSV) = (B-C) x 1x10° = mg/L
5mL

Solidos suspendidos fijos (SSF) = (C-A) x 1x10° = mg/L
5mL
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Peso A: Peso del crisol con el filtro, Peso B: Peso del crisol con el filtro + residuo seco, Peso

C: Peso del crisol con el filtro + residuo calcinado

Anexo D.5. Determinacién de ortofosfatos. Método colorimétrico del dcido

vanadomolibdofosforico (APHA, 1992)

Fundamento

En una solucién diluida de ortofosfato, el molibdato amonico reacciona en condiciones acidas
para formar un heteropoliacido, acido molibdofosforico. En presencia de vanadio, se forma
4dcido vanadomolibdofosforico amarillo. La intensidad del color amarillo es proporcional a la

concentracion de fosfato.

Preparacion de reactivos

e Reactivo vanadato-molibdato. Solucion A: Disolver 25 g de molibdato aménico
(NH4)6Mo0702s4H,0 en 300 mL de agua destilada. Solucion B. Disolver 1.25 g de
metavanadato de amonio NH,VOQ;, calendando a ebullicion en 300mL de agua destilada.
Enfriar y afiadir 330 mL de acido clorhidrico concentrado. Enfriar a temperatura ambiente,
verit r mezclar ambas soluciones. Aforar a 1000 mL con agua destilada.

* Solucion patron: Disolver 219.5 mg KH,PO, anhidro en agua destilada y diluir a 1000 mL =
50pg de PO, *-P. '

Procedimiento

1. Filtrar las muestras a través de filtro con tamaiio de poro de 0.45 um.

2. Poner 35 mL de muestra o menos conteniendo de 0.05 a 0.1 mg de fosforo en un matraz
aforado de 50 mL. Afiadir 10 mL de reactivo vanadato-molibdato y diluir con agua
destilada.

3. Preparar de manera similatr un blanco con agua destilada
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4. Al cabo de 10 minutos, medir la absorbancia frente a un blanco (A de 400 a 490 nm). E!
color es estable durante dias y su intensidad no es afectada por las variaciones de

temperatura.

Caélculo
mg P/L = mg P (en 50 mL volumen final) x 1000
mL de muestra

Concentracion minima detectable

La concentracion minima detectable es de 200 pg P/L en celdas de espectrofotometro de 1 cm

0.9 +
08 1
0.7 +.
0.6 +
0.5 +
0.4 +
0.3 |
0.2 +
0.1 +
0 4 t + + t t
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
PO4 (mg/L)

Absorbancia

y = 1.4535x - 0.0167
R? = 0.9968

'
T

& Sericl === Lineal (Seriet)l

Figura 33. Curva de calibracién de ortofosfatos
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ANEXO E, TECNICAS MICROBIOLOGICAS EMPLEADAS

Anexo E.1. Preparacion y esterilizacion del material

Procedimiento:

1.

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

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

Poner en la boquilla de las pipetas un pedazo de algodén, de tal manera que el aire pase
libremente a través de é€l.

Envolver con papel kraftin cada pipeta y espatula de Drigalski. Marcar en la envoltura
el volumen de cada pipeta.

Esterilizar el material de vidrio en horno a temperatura de 170-180°C durante 1-2 horas

o en autoclave a 115°C durante 15 minutos.

e Solucidon salina isotonica

En un matraz Erlenmeyer, agregar la cantidad de cloruro de sodio a preparar, disolverio.

Distribuir 9 mL de solucién en cada uno de los tubos con tapa de baquelita no hay que apretar

totalmente la tapa hasta después de la esterilizacion.

Anexo E.2, Preparacion de medios de cultivo

Se prepararan las placas con medio de cultivo de acuerdo a las diluciones que se quieran

sembrar.

1.

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

Pesar en un pedazo de papel aluminio, cada uno de los componentes del medio. Cada
vez que pese un reactivo, limpiar perfectamente la espatula para evitar contaminacion

de reactivos. Adicionar el primer componente y disolverlo, adicionar los siguientes
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10.

1.

hasta que se haya disuelto el componente anterior (respetar el orden indicado en las
formulaciones).

Adicionar la otra mitad de agua y homogenizar el contenido.

Ajustar el pH del medio.

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

Tapar cada matraz con torunda de algodon y cubrirlo con un gorrito de papel kraftin
(esta protege a los algodones y evita que durante la esterilizacion estos se humedezcan).
Meter los matraces en autoclave, cerrarla, dejar calentar con la valvula abierta y esperar
a que el aire del interior de! autoclave sea desplazado totalmente por el vapor de agua,
lo que se habra conseguido, cuando a través de la vélvula salga una columna continua
de vapor de agua. Cerrar la valvula y esperar a que la presion suba hasta 15 libras de
presion y a una temperatura alrededor de 120-121°C, mantener en estas condiciones
durante 15 minutos.

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

Dejar enfriar los medios hasta una temperatura aproximada de 45 a 50°C. Junto a la
flama del mechero abrir el matraz y vaciar aproximadamente de 15 2 20 mL de medio
en cada una de las cajas de plastico estériles. Dejar enfriar durante 20 minutos hasta que
solidifique el medio y después voltearlas para evitar que se forme agua de condensacion
en las tapas.

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

Para su uso, los medios deben sacarse del refrigerador con una hora de anticipacion.
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¢ Agar nutritivo o gelosa
Rehidratar 23 g del medio de cultivo en un litro de agua destilada. Calentar hasta disolucion

total. Esterilizar en autoclave a 115°C durante 15 minutos.

¢ Agar almidon

Peptona de carne 50g
Extracto de levadura 50g
K,HPO, 50g
Almidén soluble 30g
Agar bacteriologico 180¢g

En 300 mL de agua solubilizar el almidon calentando y agitando; solubilizar los otros
ingredientes en los 700 mL restantes, mezclar las dos partes. Ajustar ei pHa 7.0y esterilizar a
121°C durante 15 minutos. Dejar enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar de 15 a 20 mL de

medio en cajas de Petri.

e Agar leche descremada
Solucion “A”

Dextrosa 100¢g
Agar bacteriologico 200¢g

Solucién “B”

Leche descremada 150g

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL, colocar 250 mL de agua destilada, disolver la leche y
esterilizar a 110°C durante 10 minutos. En otro matraz poner 750 mL de agua, agregar el agar

y la dextrosa, fundir y esterilizar a 110°C durante 10 minutos. En condiciones de asepsia
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incorporar la leche a la solucion “A”, homogenizar y dejar enfriar aproximadamente a 45°C y
vaciar de 15 a 20 mL de medio en cajas de Petri.

Nota: Respetar los tiempos de esterilizacion.

¢ Medio minimo

Solucién 1

Fosfato dibasico de potasio 70g
Fosfato monobasico de potasio 20¢g
Sﬁlfato de amonio 10g
Citrato de sodio 05¢g

Disolver en 250 mL de agua destilada.

Solucion 2
Agar bacteriologico 160g
Disolver en 500 mL de agua destilada, fundir.

Solucion 3
Sacarosa o glucosa 40¢g

Disolver en 250 mL. de agua destilada

Esterilizar cada una de las soluciones por separado, enfriar y mezclarlas. En condiciones de
asepsia agregar: 1 mL de sulfato de magnesio al 10% y 1 mL de vitamina B1 (tiamina) al 2%
(esterilizar la vitamina por filtracion). Homogenizar y dejar enfriar aproximadamente a 45°C y

vaciar de 15 a 20 mL de medio en cajas de Petri.

e Agar-celulosa
Agar 15.0 g/L de medio

celulosa (madera, algodon, papel o carton)
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Colocar en un mortero un peso conocido de celulosa, macerar. Agregar a la cantidad de medio
a preparar, disolver por calentamiento. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Homogenizar y dejar enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar de 15 a 20 mL de medio en

cajas de Petn.

Anexo E.3. Técnica para la cuenta de microorganismos. Método de extensién superficial

Al desarrollar las técnicas en superficie para el recuento de microorganismos, debe ponerse
especial cuidado en la preparacion de las placas previo a su inoculacion; la superficie de la placa
ha de encontrarse libre de humedad excesiva para evitar o limitar la confluencia y extension del

desarrollo bacteriano, y permite una definicion clara de las colonias.

e Preparacion de las diluciones

1. En condiciones de asepsia, colocar cada uno de los tubos que contienen 9.0 mL exactos
del diluyente (solucién salina isotonica) en una gradilla e identificarlos con la dilucién
correspondiente (107 a 10°%).

2. Mezclar la muestra mediante agitacion enérgica.

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

4. Tapar el frasco y agitarlo mediante movimientos de abajo hacia arriba (agitacion
vigorosa).

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

6. Repetir el procedimiento del inciso 5 y preparar las siguientes diluciones, transfiriendo
en cada ocasion 1 mL de la dilucién anterior al siguiente tubo que contiene 9.0 mL de

diluyente.
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7. Con una pipeta limpia y estéril, mezclar el contenido de la dilucion de interés en la
forma antes indicada, tomar 0.1 mL de la dilucion y colocarlo en el centro de la placa
bien seca. |

8. En condiciones de asepsia, con la espatula de Drigalski (varilla de vidrio con 4ngulo),
extender la gota sobre toda la superficie del medio.

9. Con pipetas limpias repetir el procedimiento e inocular las cajas correspondientes con
las diluciones de interés.

10. Dejar que la muestra se absorba en el medio, invertir la caja e incubar a 35°C durante
24 y 48 horas.

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

12. Colocar la caja, con la tapa hacia abajo y la base hacia arriba y marcar cada colonia con
plumén o lapiz graso. A

13. Contar el nimero de colonias desarrolladas en la superficie y calcular el numero de

microorganismos/mL de la muestra con la siguiente formula:
Promedio de colonias contadas X 10 X Reciproco de la dilucion = UFC/mL

El resultado se expresa como wnidades formadoras de "colonias (UFC), no como

Microorganismos.

E.4. Tincion de Gram

Esta técnica se basa en la tincion diferencial de la pared celular de las bacterias, debido a la

presencia de los polisacaridos que la constituyen. Consiste en aplicar 4 reactivos que son:

e Cristal violeta: Funciona como colorante primario, imparte color a todos los
MiCroorganismos.

o Lugol: Actia como mordente, por lo tanto aumenta o refuerza la union entre el colorante y

el sustrato, formando un complejo cristal violeta-yodo-ribonucleato de magnesio
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e Alcohol-acetona: Actia como decolorante disolviendo y arrastrando el colorante primario
de las células, en este paso las bacterias Gram positivas cuya pared celular es relativamente
gruesa, con mayor contenido de peptidoglucano y Con numerosos enlaces transversales entre
las cadenas de N-acetil glucosamina y N-acetil muramico son deshidratadas, por lo que
conservan el complejo de cristal violeta-yodo; mientras que las bacterias Gram negativas se
vuelven invisibles, ya que el decolorante disuelve los lipidos de la pared celular facilitando la
salida del complejo cristal violeta-yodo.

o Safranina: Actiia como colorante de contraste, por lo que las bacterias Gram negativas

toman una coloracion rojiza después de su adicion.

Preparaci6én de reactivos

e (Cristal violeta

Soluciéon A

Cristal violeta 20g
Etanol (95%) 20.0 mL
Solucion B

Oxalato de amonio 08g
Agua 80.0 mL

' Dejar la solucion de oxalato de amonio en reposo toda la noche o calentar débilmente hasta

que se solubilice. Después mezclar con la solucion de cristal violeta y filtrar.

¢ Lugol (solucion de iodo iodurado)

Iodo metalico 10g
Toduro de potasio 20g
Agua destilada 300.0 mL

En un mortero mezclar y moler finamente el iodo y el ioduro de potasio, agregar una

pequeiia cantidad de agua para lavar, aforar y agitar vigorosamente.
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e Alcohol-acetona |
\

Etanol (95%) 800.0 mL i
Acetona 200.0 mL |

e Safranina

Safranina 025¢g
Etanol (95%) 10.0 mL
Agua 100.0 mL

Disolver la safranina en el alcohol, agregar el agua destilada y filtrar a través de papel filtro.

Procedimiento

1. Sobre un portaobjetos hacer un frotis de la muestra, dejario secar al aire y pasarlo por la
flama de un mechero.

2. Cubrir la preparacion fija con cristal violeta y dejarlo actuar por ! minuto, moviendo
ligeramente el portaobjetos para favorecer el contacto del colorante con las células.
Escurrir el colorante y lavar con agua cofriente.

3. Cubnr la preparacion con lugol y dejarlo actuar por 1 minuto, escurrir el exceso de
reactivo y lavar con agua corriente.

4 Decolorar con una mezcla de alcohol - acetona, mientras se sostiene ligeramente
inclinada la preparacion para que el decolorante resbale lentamente por ella. Cuando ya
no se registre arrastre de color, lavar con agua para detener la accion del decolorante.

5 Adicionar la safranina y dejarla actuar por 1 minuto. Escurrir el exceso, lavar con agua
y dejar secar al aire.

6. Observar al microscopio. Las bacterias seran Gram-positivas si conservan el color azul-
violeta del primer colorante empleado, en caso de presentar coloracion roja o parda o

ninguna, seran Gram-negativas.
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